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RESUMO

Espécies de Ganoderma sdo relatadas por produzirem enzimas lignoceluloliticas. Essas enzimas
possuem alto valor agregado, e sua obtencdo pode ser através do cultivo sélido de cogumelos em
residuos lignocelulésicos. Neste sentido, esse trabalho teve como objetivo avaliar a producdo de
enzimas lignoceluloliticas produzidas por Ganoderma lucidum e G. tropicum em fermentagdo sélida
utilizando sementes de acai (Euterpe sp.) e serragem de marupa (Simarouba amara Aublet). Os
residuos antes e apos o processo fermentativo foram caracterizados quanto a composi¢do centesimal,
macro e micronutrientes, bem como modificagdes estruturais. As enzimas foram extraidas em agua
destilada (ligninases) e em tampdo 0,1 M acetato de sddio (pH 5,0) (celulases) a cada 2 dias, em um
periodo total de 30 dias. A estabilidade enzimatica foi avaliada frente as variacbes de pH e
temperatura, € na presenca de ions metalicos. Ap6s a fermentacdo dos fungos, de modo geral,
observou-se aumento no teor de proteinas e carboidratos disponiveis e, reducao de lipidios e fibras,
assim como sinais de degradacdo da fibra lignocelulésica, principalmente no residuo a base de marupa
apos fermentacdo de G. tropicum. Sementes de acai foi o substrato mais eficiente na inducéo da
sintese enzimatica. A maior atividade de carboximetilcelulases (CMCases) foi observada no 14° dia de
fermentacédo de G. tropicum (2,37 U/g) e no 8° dia para G. lucidum (1,92 U/g), quando cultivados em
acai. Ao passo que em marupa, as atividades maximas de CMCases foram observadas no 12° dia de
fermentacdo, tanto para G. tropicum (1,42 U/g), quanto para G. lucidum (0,48 U/g). Os picos de
atividade de FPases (celulases totais), na fermentacdo em acai, foram de 0,04 U/g para G. tropicum e
0,21 U/g para G. lucidum, enquanto em marupd, as maximas atividade foram de 0,09 U/g para G.
tropicum e 0,15 U/g para G. lucidum. Quanto as lacases, as fermentacdoes em agai exibiram atividade
méaxima no 8° dia, com valores de 29 U/mL para G. tropicum e 128 U/mL para G. lucidum. Em
contrapartida, no substrato a base de marupé, a atividade maxima de lacase observada no 8° dia de
fermentacdo de G. lucidum (23 U/mL) e 16° dia para G. tropicum (7 U/mL). No substrato & base de
acai, as maiores concentracdes de peroxidases totais foram observadas no 12° dia para G. tropicum (37
U/mL) e G. lucidum (78 U/mL), ao passo que em marupd, as atividades maximas foram verificadas no
16° dia de fermentag&o de G. tropicum (12 U/mL) e 8° dia para G. lucidum (25 U/mL). A temperatura
Otima de atividade de CMCases variou entre 30, 50 e 60 °C, engquanto para FPases foi em torno de 30
e 70 °C. As lacases demonstraram maior estabilidade até uma temperatura média de 50 °C, em relacdo
as celulases. CMCases obtidas da fermentacdo em serragem de marupa foram estaveis a ions,
enguanto FPases foram fortemente inibidas. G. tropicum produziu ligninases mais estaveis a ions. As
enzimas ligninoliticas foram estaveis em diferentes faixas de pH. No geral, ambos os residuos foram
bons indutores da sintese de enzimas lignoceluloliticas por G. lucidum e G. tropicum, com destaque
para as sementes de acai.

Palavras-chaves: Cogumelos medicinais; Hidrolases; Ligninases; Lignocelulose; Biomassa Vegetal.



SUMMARY

Ganoderma species are reported to produce lignocellulolytic enzymes. These enzymes have high
added value and can be obtained through solid mushroom cultivation in lignocellulosic residues. In
this sense, this work aimed to evaluate the production of lignocellulolytic enzymes produced by
Ganoderma lucidum and G. tropicum in solid fermentation using acai seeds (Euterpe sp.) and marupa
sawdust (Simarouba amara Aublet). The residues before and after the fermentation process were
characterized in terms of proximate composition, macro and micronutrients, as well as structural
changes. The enzymes were extracted in distilled water (ligninases) and in 0.1 M sodium acetate
buffer (pH 5.0) (cellulases) every 2 days, for a total period of 30 days. Enzyme stability was evaluated
against variations in pH and temperature, and in the presence of metal ions. After the fermentation of
the fungi, in general, there was an increase in the content of proteins and available carbohydrates and a
reduction of lipids and fibers, as well as signs of degradation of lignocellulosic fiber, mainly in the
marupa-based residue after fermentation of G. tropicum. Acai seeds were the most efficient substrate
in inducing enzyme synthesis. The highest activity of carboxymethylcellulases (CMCases) was
observed on the 14th day of fermentation for G. tropicum (2.37 U/g) and on the 8th day for G. lucidum
(1.92 U/g), when cultivated in agai. While in marupd, the maximum activities of CMCases were
observed on the 12th day of fermentation, both for G. tropicum (1.42 U/g) and for G. lucidum (0.48
U/g). The peaks of activity of FPases (total cellulases), in the fermentation in acai, were of 0.04 U/g
for G. tropicum and 0.21 U/g for G. lucidum, while in marupa, the maximum activity was of 0 .09 U/g
for G. tropicum and 0.15 U/g for G. lucidum. As for laccases, fermentations in agai showed maximum
activity on the 8th day, with values of 29 U/mL for G. tropicum and 128 U/mL for G. lucidum. In
contrast, in the marupé-based substrate, the maximum laccase activity was observed on the 8th day of
fermentation for G. lucidum (23 U/mL) and on the 16th day for G. tropicum (7 U/mL). In the acai-
based substrate, the highest concentrations of total peroxidases were observed on the 12th day for G.
tropicum (37 U/mL) and G. lucidum (78 U/mL), while in marupa, the maximum activities were
verified on the 16th day of fermentation for G. tropicum (12 U/mL) and on the 8th day for G. lucidum
(25 U/mL). The optimal temperature for CMCases activity ranged between 30, 50 and 60 °C, while for
FPases it was around 30 and 70 °C. Laccases showed greater stability up to an average temperature of
50 °C, compared to cellulases. CMCases obtained from fermentation in marupa sawdust were stable to
ions, while FPases were strongly inhibited. G. tropicum produced more ion-stable ligninases.
Ligninolytic enzymes were stable in different pH ranges. In general, both residues were good inducers
of the synthesis of lignocellulolytic enzymes by G. lucidum and G. tropicum, with emphasis on acai
seeds.

Keywords: Medicinal mushrooms; hydrolases; Ligninases; Lignocellulose; Vegetable Biomass.
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1. INTRODUCAO

Macrofungos séo organismos apreciados em todo mundo desde os tempos antigos,
com relatos de cultivo desde 1700 a.C., sendo considerados um produto de alto valor
agregado, contribuindo para o desenvolvimento da economia global e, devido a isso, espera-se
que o valor total do mercado global exceda US$ 75 bilhdes até 2026 (RAMAN et al., 2018;
ZION MARKET RESEARCH, 2018;). Essa valorizacdo se d& pelo fato dos macromicetos
serem relatados como excretores eficientes de compostos bioativos com diversas aplicagoes
biotecnoldgicas, como B-D-glucanos, polissacarideos, glicoproteinas, lectinas e terpendides,
responsaveis pelos seus atributos antioxidantes, anti-inflamatérios, anticancerigenos,
imunomodulatérios, antimicrobianos, hepatoprotetores, antidiabéticos e vitaminicos
(BARSEGHYAN; BARAZANI; SANCHEZ, 2017; RAI et al., 2021; STOJKOVIC et al.,
2019; WASSER, 2016).

Espécies do género Ganoderma, em especial G. lucidum, também conhecida como
Cogumelo Rei ou Reishi, destaca-se como o macrofungo medicinal mais conhecido e mais
estudado, devido aos seus beneficios de promo¢do a saude (BABY; JOHNSON;
GOVINDAN, 2015; REN; ZHANG; ZHANG, 2021). Esse fungo vem sendo utilizado na
medicina tradicional chinesa ha mais de 2000 mil anos, denominado como cogumelo da
imortalidade (COR; KNEZ; HRNCIC, 2018), com relatos de mais de 400 metabodlitos
secundarios bioativos produzidos por essa espécie, como polifendis, acidos lucidénicos e
ganodeéricos, polissacarideos, dentre outras moléculas (AHMAD, 2018; LOYD et al., 2018).
G. tropicum é outra espécie do género Ganoderma com potencial biotecnolégico, com
distribuicdo limitada aos tropicos, no entanto, ha poucos relatos na literatura acerca desse
fungo, sendo necessarios estudos que visem a elucidacdo de sua composicao quimica (CAQ;
WU; DAL, 2012).

Outra caracteristica importante das espécies de Ganoderma é o fato de serem
organismos saprofitos, assim como a maioria dos cogumelos, obtendo energia da matéria
organica em decomposicéo, principalmente a partir da degradacéo da lignocelulose, por meio
da secrecédo de enzimas lignoceluloliticas, exercendo um papel importante no ciclo do carbono
(BILAL et al., 2017, ZHOU et al., 2018). Assim, devido a essa capacidade, esses organismos
podem se desenvolver sob uma gama de residuos agroindustriais (CHEN et al., 2021,
SALES-CAMPOS et al., 2021; SALOMAO et al., 2019).

Os residuos vegetais sdo compostos, majoritariamente, de minerais e fibras

lignoceluldsicas (90%), constituidas de celulose (35-55%), hemicelulose (20-40%) e lignina
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(10-25%) (OKOLIE et al., 2021). A celulose é um polimero linear formado por subunidades
de D-glicoses unidas por ligagdes —1,4 glicosidicas, originando microfibrilas de até 12.000
nandbmetros (NANDA et al., 2015). Ao passo que, a hemicelulose € composta por uma
mistura de polissacarideos, pentoses (xilose e arabinose), hexoses (glicose, manose e
galactose), &cidos de acucar (acido glicurdnico e galacturénico) e grupos acetila (OKOLIE et
al.,, 2021). A lignina é um polimero altamente ramificado organizado em unidades
manoméricas de fenilpropano (alcool p-cumarilico, coniferilico e alcool sinapilico) unidas por
ligacOes fosfodiesteres (CHEN, 2014; REINOSO et al., 2018).

A biomassa lignoceluldsica consiste em pelo menos 33% dos residuos solidos gerados
anualmente em todo o globo e grande parte desse material é descartado por meio da queima,
pratica extremamente danosa ao meio ambiente, pois contribui para a emissdo de gases do
efeito estufa, sendo necessario o estudo de destinos adequados a estes residuos (ANWAR,;
GULFRAZ; IRSHAD, 2016; USMANI et al., 2021). Uma das abordagens apropriadas para
este proposito é a fermentacdo em estado sélido, que consiste no crescimento de
microrganismos em substratos solidos em condi¢des minimas de agua livre, permitindo
utilizar o potencial dos residuos lignoceluldsicos, uma vez que podem apresentar
concentracOes significativas de carboidratos soluveis e indutores da sintese enzimatica
(SINGHANIA et al. 2009). Prética essa que vem se demonstrando promissora, tanto no que
diz respeito a qualidade de producdo do cogumelo, quanto na possivel reducdo de impactos
ambientais ocasionados pelo descarte desses residuos na natureza (CHEN et al., 2021;
SALES-CAMPOS et al., 2021; SALOMAO et al., 2019).

O sucesso dos cogumelos na degradacédo da lignocelulose se da pelo fato de possuirem
um complexo lignocelulolitico completo, excretado pelas suas hifas vegetativas no substrato
de crescimento (SAINI; SHARMA, 2021). As enzimas lignoceluloliticas podem ser divididas
em hidroliticas e oxidativas, sendo as hidrolases responsaveis pela degradacdo dos polimeros
de celulose e hemicelulose e, o sistema oxidativo, encontrado principalmente em fungos da
podriddo branca, pela degradacéo da lignina (SALDARRIAGA-HERNANDEZ et al., 2020).

As celulases rompem as ligagdes f—1,4 glicosidicas da celulose, liberando monémeros
de glicose. Para isso, trés enzimas agem em conjunto: endoglucanases, responsaveis por
quebrar as ligacdes internas da celulose, gerando celo-oligossacarideos, as exoglucanases
atuam nas extremidades dos celo-oligossacarideos originando celobiose ¢ as B-glucosidases
que hidrolisam as liga¢des 1,4, B-1,3 ¢ -1 de residuos de celobiose, liberando subunidades de
glicose (MANAVALAN; MANAVALAN; HEESE, 2015; SALDARRIAGA-HERNANDEZ
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et al.,, 2020). As hemicelulases, por sua vez, compreendem um complexo de enzimas
hidroliticas degradadoras da hemicelulose, onde participam endoxilanases que hidrolisam o
polissacarideo xilana e liberam xilooligossacarideos e xilobiose, estes, por sua vez, seréo
fragmentados pelas xilosidases, liberando xilose (BROEKER et al., 2018; KUBICEK, 2012).

A degradacéo da lignina pelos macrofungos, de modo geral, envolve a participagao de
trés enzimas oxidativas: a lignina peroxidase, a qual possui ferro no seu grupo prostético e
necessita de H,O, como cofator para a sua atividade catalitica (DE GONZALO et al., 2016).
A manganés peroxidase, dependente de H,0O,, apresentando ciclo catalitico semelhante ao da
lignina peroxidase, porém, necessita de Mn®* para a oxidagao do substrato (SALDARRIAGA-
HERNANDE?Z et al., 2020) e lacase, que contém cobre no seu sitio ativo, reduzindo O, a
H,0, sem a necessidade de H,O, (HOEGGER et al., 2006).

As enzimas lignoceluloliticas representam 20% das enzimas comercializadas
mundialmente (TOUSHIK et al., 2017) e possuem diversas aplica¢des industriais como no
pré-tratamento de racdo animal (AKINTUNDE et al., 2011), clarificacdo de sucos, vinhos e
cervejas (AMIN et al., 2020), producdo de compostos aromaticos para a industria alimenticia
(SOCCOL et al., 2017), remocdo de poluentes organicos como hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (HAPs) (KIM, 2019), producdo de combustiveis de segunda geracdo (ZHANG et
al., 2020), branqueamento da polpa de celulose (KUHAD et al., 2016), tratamento de tecidos
na industria téxtil (SALDARRIAGA-HERNANDEZ et al., 2020), dentre outras aplicacdes.

No entanto, a aplicacdo dessas enzimas na industria requer quantidades significativas a
baixo custo (KACHLISHVILI et al., 2012). A fermentacdo em estado solido é uma pratica
vantajosa para obtencdo dessas enzimas, além da menor presenca de agua inibir o crescimento
de alguns contaminantes, somado a isso, as enzimas produzidas por esse processo possuem
maior estabilidade térmica e de pH (MANDAL, 2015; SOCCOL et al., 2017). Assim, estudos
envolvendo a fermentacdo em estado sélido de cogumelos a partir de residuos agroindustriais
tornam-se pertinentes, tanto do ponto de vista do reaproveitamento desses residuos, como na
reducdo de possiveis impactos ambientais gerados pelo descarte desses materiais, bem como

proporcionam informacdes acerca das condi¢des otimizadas de fermentacéo.
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2. JUSTIFICATIVA

Os macrofungos séo relatados como organismos produtores de diversos metabolitos
bioativos, de promocdo a salde e bem-estar, aléem de serem utilizados em processos
biotecnologicos diversos, devido a isso, esses fungos movimentam a economia global.
Espécies do género Ganoderma sdo as mais amplamente estudadas e utilizadas dentre os
cogumelos medicinais, produtoras de mais de 400 substancias com propriedades benéficas ao
homem, no entanto, seu uso &, principalmente, voltado para fins medicinais, sendo necessarias
pesquisas que explorem a producdo de moléculas para utilizacdo em processos industriais.

Uma abordagem adequada para esse fim é o estudo da producdo de enzimas
lignoceluloliticas por esse macromiceto, visto que, assim como a grande maioria dos
basidiomicetos, Ganoderma spp. sdo considerados organismos saproéfitos, enquadrados como
fungos da podriddo branca, caracterizados por se alimentarem de matéria organica
lignocelulésica em decomposicdo. O sucesso dessas espécies na degradacdo da lignocelulose
se d& ao fato de possuirem um sofisticado complexo enzimatico capaz de hidrolisar e oxidar a
biomassa vegetal, liberando aclcares que podem ser utilizados como nutrientes para o
desenvolvimento fangico.

As enzimas envolvidas na decomposicao da lignocelulose sdo compostos de alto valor
agregado, possuindo diversas aplicagBes industriais, como nos setores téxtis, alimenticios, de
biocombustiveis, cosméticos, de biorremediacdo, dentre outros. No entanto, a aplicacdo
desses catalisadores na industria requer a producdo em grandes quantidades e a baixo custo, e
uma forma de atender essa demanda é a fermentacdo em estado sélido, usando como substrato
de fermentacdo os residuos agroindustriais e madeireiros. Essa pratica reduz os impactos
ambientais que esses residuos causariam se fossem descartados na natureza, 0s quais
fornecem matéria-prima acessivel, de baixo valor e com indutores enzimaticos eficientes,
devido a natureza lignoceluldsica do substrato. Somado a isso, enzimas obtidas por esse
processo possuem maior estabilidade térmica e de pH.

Nesse sentido, pesquisas envolvendo a viabilidade de producdo enzimatica por
cogumelos utilizando diferentes residuos agroindustriais como substratos nas fermentacGes
em estado solido sdo necessarias, sendo essa etapa primordial para uma futura aplicagdo
dessas enzimas na industria, por meio do estabelecimento das condigdes fermentativas

adequadas.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a produgdo de enzimas lignoceluloliticas (endo e exoglucanases, lacase e

peroxidases totais) produzidas por Ganoderma lucidum e Ganoderma tropicum, utilizando

residuo de sementes de acai (Euterpe sp.) e serragem de marupa (Simarouba amara Aubl.)

como substrato de fermentagdo, visando a obtencdo de enzimas de baixo custo por meio da

agregacdo de valor aos residuos lignocelul6sicos, bem como demonstrar as modificacoes

nesses substratos em decorréncia do crescimento fungico, de modo a gerar uma biomassa

vegetal com possiveis aplicacfes na industria de biorrefinaria.

3.2. Objetivos especificos

Inferir acerca das alteracGes fisico-quimicas e de composicdo centesimal induzidas
pela fermentagdo de Ganoderma lucidum e Ganoderma tropicum nos substratos a base
de residuos de sementes de acai e serragem de marupa;

Investigar a biodegradacdo dos residuos ocasionada pela fermentacéo de G. lucidum e
G. tropicum através da analise morfoldgica por meio da técnica de microscopia
eletronica de varredura (MEV);

Avaliar a viabilidade do residuo de sementes de acai e serragem de marupd como
substratos de fermentacdo de G. lucidum e G. tropicum, visando a inducdo de sintese
de enzimas lignoceluloliticas (endoglucanases-CMCase, celulases totais-FPAse,
lacases e peroxidases totais;

Estabelecer as condi¢Ges 6timas de atividade enzimatica (temperatura, pH e presenca
de ions) nos extratos enzimaticos provenientes da fermentacdo de G. lucidum e G.
tropicum;

Caracterizar os extratos enzimaticos quanto a massa molecular das proteinas.
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4. REFERENCIAL TEORICO
4.1. Macrofungos

O termo macromiceto é utilizado para denominar macrofungos que sdo grandes o
suficiente para serem observados a vista desarmada, pertencentes ao Filo Basidiomycota e
Ascomycota, podendo ser epigeo (cresce na superficie do solo) ou hipdgeo (cresce
subterraneamente) (MILES; CHANG, 2004). Ha cerca de 16,000 espécies de cogumelos
registradas e, dessas, 7,000 apresentam algum grau de comestibilidade, sendo que 3,000
espécies sdo cogumelos comestiveis primarios, e cerca de 700 sdo considerados medicinais
(CHANG; WASSER, 2017; HAWKSWORTH, 2012; LI et al., 2021).

O desenvolvimento de cogumelos pode ser dividido em trés fases, de acordo com seu
ciclo de vida: esporo, micélio e basidioma (Figura 1). A primeira etapa do desenvolvimento
de um macrofungo é a germinacdo dos esporos, que ocorre em condicdes adequadas de
temperatura, umidade e nutrientes, dando origem a uma estrutura filamentosa denominada de
micélio primério (haploide). Este micélio primério ird se ramificar, podendo fundir-se com
outro micélio compativel, ocorrendo um fendbmeno denominado de plasmogamia (fusdo de
células), gerando micélios secundarios (diploides), que sdo células binucleadas. Até esta etapa
do desenvolvimento fungico, ha a formacdo do micélio vegetativo, que se desenvolve no
interior do substrato, sendo responsavel pela absorcdo de nutrientes e sustentacdo do
basidioma (MILES; CHANG, 2004; SANCHEZ, 2017).

Os micélios secundarios dardo origem ao basidioma, onde a partir desse, na regidao do
himénio, ird ocorrer a formacdo de basidios, responsaveis por gerar novos esporos, por meio
da fusdo e recombinacdo de nucleos, fechando o ciclo reprodutivo desses organismos
(MILES; CHANG, 2004; SOCCOL et al., 2016). Adicionalmente, o crescimento micelial esta
associado, principalmente, a liberacdo de enzimas hidroliticas sobre o substrato ao qual esses
fungos irdo degradar, cabendo as hifas absorverem os nutrientes provenientes do ataque
enzimatico (SANCHEZ, 2017).

Os fungos pertencentes ao filo Basidiomycota podem possuir a morfologia tipica de
um cogumelo e representam a maior parte das espécies de macrofungos ja registrados (Figura
2). Morfologicamente, um cogumelo é estruturado em pileo (ou chapéu), que se encontra
apoiado sobre um u estipe. Na superficie inferior do pileo se encontram as lamelas (estruturas
radiadas revestidas pelo himénio), recobertas por basidios, responsaveis por produzir e
sustentar 0s esporos (basidiosporos) até a maturacdo e liberacdo no ambiente

(ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996; HUFFMAN et al., 2008).
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Figura 1. Ciclo de vida de um cogumelo

Germinagao
dos
Esporos

Desenvolvimento
do corpo
fruiteferc

Fonte: TEONANACATL. Ciclo de vida de cogumelo. Disponivel em:
(https://teonanacatl.org/biblioteca/ciclo-de-vida-dos-cogumelos-parte-2.3/).
Acesso em: 07/06/2021.

Basidiomicetos imaturos apresentam um tecido membranoso denominado de véu
universal, que recobre de forma integra o basidioma. Ao longo do desenvolvimento flngico,
resquicios dessa membrana podem ser encontrados na base do cogumelo, formando uma
estrutura em formato de “copo”, intitulada de volva. Um véu parcial também pode ser
encontrado em alguns fungos, a partir da superficie da estipe até a extremidade do chapéu,
sendo responsavel por proteger o desenvolvimento do himénio, que ap6s a sua desintegracéo,
0 remanescente é chamado de anel (ALEXOPOULOS; MIMS; BLACKWELL, 1996;
MILES; CHANG, 2004).
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Figura 2. Estrutura de um cogumelo

Estipe ou pé
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SHUTTERSTOCK. Structure of mushroom. Disponivel em:
(https:/iwww.shutterstock.com/pt/imagevector/structure-
mushroom-1109091593?studio=1). Acesso em: 07.06.2021

Do ponto de vista ecolégico, os cogumelos podem ser divididos em micorrizicos,
parasitas e saprotrofos. Os macrofungos micorrizicos, como Tuber melanosporum, possuem
uma relacdo de mutualismo com a vegetacdo a qual estdo associados, recebendo grandes
quantidades de carbono e garantindo a planta maior aporte de nutrientes. H4 macrofungos
parasitas, 0s quais vivem a custa de outro organismo, obtendo-lhe alimento para seu
desenvolvimento e Ihe causando danos, como é o caso Ophiocordyceps unilateralis, que
cresce em formigas, induzindo comportamentos erraticos e a morte (MONGKOLSAMRIT et
al., 2012; SANCHEZ, 2017).

A grande maioria dos cogumelos é saprétrofa, ou seja, obtém energia por meio da
absorcdo de substancias provenientes da matéria organica em estado de decomposicdo,
principalmente compostos lignocelulésicos, sendo os basidiomicetos considerados 0s mais
eficientes na conversao desse tipo de material, desempenhando um papel importante no ciclo
do carbono (SANCHEZ, 2017; VASIL’CHENKO; BOLOBOVA; VASIL’CHENKO, 2004).

O sucesso desses fungos na degradacdo da lignocelulose se d& ao fato de possuirem
um sofisticado complexo enzimatico, excretado pelas hifas vegetativas no substrato de
crescimento do fungo. As enzimas lignoceluloliticas podem ser divididas em hidroliticas e
oxidativas, sendo as hidrolases responsaveis pela degradacdo dos polissacarideos celulose e
hemicelulose, ja o sistema oxidativo, encontrado somente em fungos de podriddo branca,

degrada a lignina. Devido a baixa especificidade das enzimas ligninoliticas (degradantes da
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lignina) ao substrato, esses fungos podem ser aplicados na decomposicdo de poluentes
ambientais persistentes, como compostos aromaticos clorados, hidrocarbonetos aromaticos
heterociclicos, varios corantes e polimeros sintéticos (SANCHEZ, 2009; ZHUO; FAN, 2021).

Além disso, os cogumelos sdo relatados como excretores eficientes de substancias
bioativas com diversas aplicagdes biotecnoldgicas, como B-D-glucanos, polissacarideos,
glicoproteinas, lectinas e terpendides, responsaveis pelos seus atributos antioxidativos, anti-
inflamatdrios, anticancerigenos, imunomodulatorios, antimicrobianos, hepatoprotetores,
antidiabéticos e vitaminicos (BARSEGHYAN; BARAZANI; WASSER, 2016; RAI et al.,
2021; SANCHEZ, 2017; STOJKOVIC et al., 2019). Por isso, esses organismos vém sendo
usados como medicamento h& mais de 5.000 anos (DUGGER; DICKSON, 2017; RAI et al.,
2021; TAN et al., 2018).

Quanto as propriedades fisico-quimicas e funcionais, os cogumelos podem, ainda, ser
categorizados em trés grandes grupos, de acordo com a industria de produgdo desses
organismos: comestiveis (54%), medicinais (38%) e selvagens (8%) (ROYSE; BAARS;
TAN, 2017). Os basidiomicetos comestiveis mais cultivados em todo o mundo sdo Agaricus
bisporus (champignon), Velutipes flammulina (cogumelo enoki), Lentinula edodes (cogumelo
shiitake) e Pleurotus spp. (ABDULLAH, 2019; FEENEY et al., 2014; SAMSUDIN;
VALVERDE; HERNANDEZ-PEREZ; PAREDES-LOPEZ, 2017). Esses macromicetos sdo
uma fonte valiosa de proteinas, aminoacidos essenciais, fibras alimentares, vitaminas (B1, B>,
B12, C e D) e minerais (célcio [Ca], potassio [K], magnésio [Mg], sodio [Na], fosforo [P],
cobre [Cu], ferro [Fe], manganés [Mn] e selénio [Se]), principalmente quando sdo ingeridos a
fresco. Somado a isso, apresentam entre 20-45% de proteina (massa seca), baixos teores de
lipidios e sodio, além de apresentarem todos 0s nove aminodcidos essenciais
(KRITTANAWONG et al., 2021; THATOI; SINGDEVSACHAN, 2014).

Devido aos diversos beneficios relatados em cogumelos, esses organismos vém sendo
apreciados desde os tempos antigos, com relatos de cultivo desde 1.700 a.C., sendo um
produto de valor agregado que contribui de forma significativa para o desenvolvimento da
economia global (CHANG; WASSER S., 2017). No ano de 2013, a producdo mundial total de
cogumelos comestiveis e medicinais foi estimada em mais de 64 bilhdes de toneladas,
movimentando cerca de 34 bilhes de dolares (ROYSE; BAARS; TAN, 2017). Devido a
crescente demanda por cogumelos, espera-se que o valor total do mercado global exceda US$

50 bilhdes nos proximos anos (RAMAN et al., 2018), com estimativas de que o valor de
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mercado mundial dos cogumelos comestiveis deva atingir US$ 62,19 bilhGes até 2023,
crescendo cerca de 9,2% (NIEGO et al., 2021).

4.1.1. Ganoderma spp.

O género Ganoderma € o maior género da familia Ganodermataceae Donk
(Polyporales, Basidiomycota), primeiramente estabelecido por Karsten em 1881 (KARSTEN,
1881), onde so foi incluida, incialmente, uma Unica espécie (Ganoderma lucidum), no
entanto, ha registros de uso desse fungo na medicina tradicional chinesa para promoc¢édo da
salde e longevidade ha mais de dois milénios (PATERSON, 2006; YUN, 1999). Atualmente,
existem mais de 100 espécies de Ganoderma registradas no mundo, entre as quais, 70 estdo
distribuidas na China, Japdo e Peninsula Coreana (MA et al., 2014). No entanto, espécies de
Ganoderma sdo consideradas cosmopolitas, sendo mais frequentemente distribuidas em
regides temperadas e tropicais (CAO; YUAN, 2013).

Os produtos oriundos desse género ganharam notoriedades na ultima década na
Europa, Malésia, América do Norte e Cingapura. Contudo, China, Japdo e Coréia sdo 0s
principais produtores e exportadores de Ganoderma e dos produtos a base desse fungo
(CHANG; MILLS 2004). S6 no Japao, em 1995, foi estimada a producdo de 500 milhdes de
toneladas de Ganoderma, ao passo que, na China, em 1997 a producdo chegou a 4,300
milhdes de toneladas. O mercado mundial total de produtos oriundos de Ganoderma foi de
1,628 milhdes dolares americanos em 1995 (CHANG; BUSWELL, 1999). Entre 2002 e 2003
a China produziu cerca de 49,200 milhdes de toneladas.

Espécies de Ganoderma sdo consideradas causadoras da podriddo branca, pois se
alimentam decompondo materiais vegetais e, devido a esta caracteristica, crescem sobre a
superficie de diversas arvores, como palmeiras, seringueiras, pessegueiros, causando danos
econémicos a producdo dessas plantas, no entanto, exercem papel fundamental na ciclagem
de carbono (ARIFFIN; IDRIS; SINGH, 2000; PAULA; BRIOSO, 2021).

As espécies desse género apresentam basidioma que cresce em forma de leque sobre
troncos de arvores vivas ou mortas, possuem a superficie com um brilho marrom, o
basidiocarpo pode ser sustentado por estipe ou nao, o pileo e a estipe apresentam aspecto
lacado. Os basidiosporos sdo coloridos, ovoides, com apice truncado, além disso, apresentam
parede dupla, onde a parede interna é ornamentada, espessa e colorida e, a parede externa é
lisa, fina e hialina (RYVARDEN, 2004; SHIN et al., 1986).

As propriedades quimicas e farmacoldgicas de mais de 20 espécies de Ganoderma
foram estudas em todo mundo, incluindo Ganoderma lucidum, o mais pesquisado, assim
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como Ganoderma artum e Ganoderm tsugae (CAO et al., 2018). Segundo pesquisas, esses
organismos apresentam diversos efeitos benéficos, como antienvelhecimento (WANG et al.,
2017a), antitumoral (WANG et al., 2020), combate a neurastenia (TANG et al., 2005),
antidiabético (RYU et al., 2020), combate a insuficiéncia cardiaca (ADEY1 et al., 2021),
combate a hepatite (LIU et al., 2017), dentre outras atividades. Como principios ativos as
espécies de Ganoderma apresentam polissacarideos, triterpendides, &cidos ganodéricos,
alcaloides, acidos graxos, germanio organico, ergosterol etc. (SHARMA et al., 2019a).

A espécie Ganoderma lucidum, também conhecida como Cogumelo Rei ou Reishi,
tem sido utilizada como organismo modelo de Ganoderma spp., sendo a mais estudada
devido aos seus diversos beneficios biotecnoldgicos (BABY; JOHNSON; GOVINDAN,
2015; REN; ZHANG; ZHANG, 2021), além disso, é o cogumelo medicinal mais conhecido
(RIOS et al., 2012; SANODIYA et al., 2009). Taxonomicamente, esse fungo pertencente ao
filo Basidiomycota, subfilo Agaricomycotina, classe Agaricomycetes, ordem Polyporales,
familia Ganodermataceae e género Ganoderma (SIWULSKI et al., 2015). Também pode ser
chamado como 'Lingzhi' em chinés, 'Reishi' em japonés e "Yeongji' em coreano, podendo
ocorrer em varias cores e formas (BABY; JOHNSON; GOVINDAN, 2015). Por ser um
basidiomiceto, apresenta um ciclo de vida caracteristico, com a formacdo de basidioma,

esporos, hifas e micélio (Figura 3).

Figura 3. Morfologia de Ganoderma lucidum
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(A) e (D): Basidioma, escala de 2 cm; (B) e (E): Hifas, barra de 20 um; (C) e (F): Esporos, barra de 10 pm
Fonte: Wang et al. (2012)

O pileo apresenta diametro que varia de 30 a 250 mm e 0,5 a 3 cm de espessura,

possui forma plana, arredondada, em formato de rim, com margens finas, que podem ser
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curvadas para dentro, a superficie aparenta ser envernizada e rugosa, com cores amarelo-
marrom ou amarelo-vermelho quando sdo jovens, tornando-se mais escuros com a idade. O
estipe é brilhante, torcido irregularmente, com uma faixa de tamanho de 10 a 120 mm e
assume a mesma cor do pileo ou mais escuro. Seus esporos sdo marrons e medem cerca de 6 a
10 pum, ovoides, duplamente recobertos, truncados em uma das extremidades com episporo
macio e endosporo rigido. Seu micélio, quando cultivado em meio de cultura, €
esbranquicado, com aspecto algodonoso. Devido ao fato de seu basidioma possuir textura
dura, lenhosa e espessa, ndo sdo enquadrados como comestiveis (JONG; BIRMINGHAM,
1992; SIWULSKI et al., 2015; SHARMA et al., 2019b).

Ganoderma lucidum vem sendo usado na medicina tradicional chinesa ha mais de
2.000 mil anos, sendo conhecido como cogumelo da imortalidade, devido as suas
propriedades biotecnoldgicas bem relatadas (CAI; LI; PEIL 2017; COR; KNEZ; HRNCIC,
2018; LI et al., 2016). Estudos fitoquimicos evidenciam mais de 400 metabdlitos secundérios
bioativos, com atividades comprovadas para a promocdo da saide e longevidade (AHMAD,
2018; LOYD et al.,, 2018). Dentre as substancias isoladas, destacam-se polissacarideos,
incluindo B-d-glucanos, a-d-glucanos, a-d-mananas, ou polissacarideos complexados com
proteinas (CAl et al., 2021; REN; ZHANG; ZHANG, 2021), polifendis e triterpendides como
meroterpendides, acidos lucidénicos e &cidos ganodéricos (GHAJARI; NABIUNI; AMINI,
2021).

Devido a presenca desses compostos bioativos, que podem ser obtidos do basidioma,
micélio e esporos, as espécies de G. lucidum sdo pesquisadas em diversos ensaios pré-clinicos
para aplicacOes terapéuticas, como antioxidantes (RYU et al., 2020; ADEYI et al., 2021),
anticancerigenos e antitumorais (BARBIERI et al., 2017; OPATTOVA et al., 2019; SHI et
al., 2021), imunomodulador (ISHIMOTO et al., 2017), antiartriticos (PAN et al., 2017),
hipoglicémico (HUANG et al., 2021; LIU et al., 2019; YANG et al., 2018), cardioprotetor
(SHAHER et al., 2020; VEENA; AJITH; JANARDHANAN, 2018; ZENG et al., 2018), anti-
inflamatério (WU et al.,, 2019; SU et al., 2020), carcinostatico (HEAH et al., 2020),
antiangiogénico (CHEN et al., 2017; EL-KHASHAB, 2021), antiosteoporotico (YANG; FU;
YANG, 2020), antinociceptivo (CHEN et al., 2020), pré-apoptético (GILL; KUMAR, 2016;
WANG et al., 2018), antialérgico (BHARDWAJ; KATYAL; SHARMA, 2014), antiviral
(AKBAR; YAM, 2011; BHARADWAI et al., 2019), antifingico (NAVEENKUMAR et al.,
2018), antibacteriano (LU et al., 2020), antiandrogénico (LIU et al., 2009), combate a
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infertilidade masculina (GHAJARI; NABIUNI; AMINI, 2021), dentre outras atividades
benéficas.

Outra caracteristica fundamental de G. lucidum, que lhe confere mais possibilidades
de aplicacdes biotecnoldgicas, é o fato de ser considerado um fungo da podriddo branca, ou
seja, possui a notavel capacidade de degradar a lignina, ou substancias semelhantes, dando
uma aparéncia esbranquicada aos materiais lignoceluldsicos (BILAL et al., 2017). Fungos
pertencentes a esta classificacdo sdo capazes de degradar tanto a lignina, quanto a celulose e
hemicelulose que constituem a biomassa vegetal, por meio da producgéo sinérgica de enzimas
lignoceluloliticas (SANCHEZ, 2009). Anélises de gendmica, transcriptdmica e secretoma
relataram que as espécies de G. lucidum possuem um eficiente aparato molecular e proteico
para secrecdo de enzimas lignoceluloliticas (JAIN et al., 2020; MANAVALAN et al., 2012;
ZHOU et al., 2018).

Zhou et al. (2018) observaram que G. lucidum quando cultivado em residuos
lignocelulésicos (uma mistura de residuos de bordo, castanha e amora), suplementados com
farelo de trigo e milho, sacarose e CaCOs, excretavam em abundancia enzimas degradadoras
de lignina, principalmente durante o crescimento micelial, tal resultado foi associado a
expressdo de genes codificadores de enzimas ligninoliticas, em destaque a lacase, onde, ap6s
a quebra da lignina, houve um aumento gradual da hidrélise de celulose e hemicelulose, a
medida que o basidioma se desenvolvia.

Manavalan et al. (2012) ao realizarem analise de secretoma das proteinas excretadas
por G. lucidum cultivado em substrato sélido de bagaco de cana-de-acUcar, constataram a
expressdo de diversas enzimas lignoceluloliticas, incluindo celulases (exo e endoglucanases,
celobiase), hemicelulases (alfa-manosidase e endoxilanase), manganés peroxidases, lignina
peroxidases e lacases, fazendo desse fungo um potencial candidato para a producdo de
enzimas decompositoras da lignocelulose, liberando acucares fermentaveis para a producdo de
biocombustiveis.

Jain et al. (2020) ao realizarem um estudo transcriptdbmico, genémico e protedmico de
G. lucidum, constataram que esse organismo possui um arsenal de enzimas degradadoras da
parede celular vegetal, como as oxirredutases, lacases, xilanases, celulases, etcs, responsaveis
por auxiliar o fungo na sobrevivéncia e colonizagédo do substrato nas mais diversas condi¢oes
ambientais. Asgher, Sharif e Bhatti (2010) efetuaram o cultivo solido de G. lucidum em
diferentes residuos agroindustriais (palha de trigo, palha de arroz, casca de banana, bagaco de

cana-de-agucar, palha de milho e espigas de milho), com o intuito de avaliar qual o melhor
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residuo na indugdo enzimatica e, concluiram que os cogumelos produzidos em palha de arroz
foram os que mais sintetizaram ligninases. Postemsky et al. (2017) ao pesquisarem a
capacidade de G. lucidum em produzir lacases sob fermentacdo em estado sélido, tendo como
substrato palha de arroz ou trigo e cascas de sementes de girassol, constataram alta producéo
enzimatica (10,927 U kg™), principalmente do décimo dia de fermentacéo, em palha de arroz.

O complexo lignocelulolitico de G. lucidum, com destaque para as ligninases, também
apresentam potenciais para aplicacdo nas areas de biorremediacdo. Wang et al. (2021)
demonstraram que uma lacase isolada do cogumelo Reishi apresentou promissora atividade
degradante de alquilfendis, poluentes de grande importancia ambiental, pois sdo amplamente
utilizados nas industrias de fabricacdo de plastico e sintese de surfactantes nao-i6nicos.

G. tropicum é outra espécie do género Ganoderma com potencial biotecnoldgico, no
entanto, ha poucos relatos na literatura acerca desse fungo. A distribuicdo de G. tropicum é
limitada aos tropicos (CAO; WU; DAL, 2012), possui caracteristicas fenotipicas semelhantes
com as de G. lucidum, com pileo dimidiato semicircular marrom escuro na base e
ligeiramente marrom avermelhado no centro, e margens amareladas (LUANGHARN et al.,
2019) (Figura 4).

G. tropicum foi relatado por possuir compostos fenélicos, ganodermatropinas A (1) e
B (2) com atividade antimicrobiana (HU et al., 2013). Esse organismo também possui a
capacidade de excrecdo de polissacarideos com potencial para aplicacdes biotecnoldgicas
(WU et al., 2013). Outros estudos acerca de G. tropicum realizaram o isolamento de novos
compostos bioativos produzidos por essa espécie, como triterpenos lanostanoides (NGUYEN
et al., 2020; ZHANG et al., 2015), nortriterpendide (HU et al., 2014) e triterpenos tirucalanos
(MA et al., 2016). Apesar de poucos registros na literatura acerca da atividade
lignocelulolitica de G. tropicum, Saptarinile Hadisoebroto (2017) identificaram a capacidade

dessa espécie em excretar endoglucanases, com atividade maxima em torno de 0,1 1U/mL.
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Figura 4. Morfologia de Ganoderma tropicum
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(A) e (B) Basidiocarpos maduros; (C) Margem; (D) Caracteristicas dos poros; (E) e (F_ Cultura apés
incubacdo a 25 °C por 21 dias; (G) - (J) Basididsporos em KOH; (K) - (O) Hifas generativas.
Barras de escala: 1 cm (A-C); 500 um (D); 1 cm (E, F); 5 um (G-I); 15 um (J); 20 um (K, L, O);
10 pm (M, N).
Fonte: Luangharn et al. (2019)
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4.2. Residuos lignocelulésicos

A quantidade global anual de residuos solidos é de, aproximadamente, 2,01 bilhdes de

toneladas e, até 2050, a previsdo é de atingir 3,4 bilhdes, dos quais pelo menos 33% néo sdo

gerenciados de forma adequada, sendo o descarte o principal desafio (KAZA et al., 2018;

USMANI et al., 2021). Grande parte desse material é descartada por meio da queima, pratica

extremamente danosa ao meio ambiente, pois resulta na producdo de amoénia e metano,
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contribuindo para a emissdo de gases do efeito estufa (ANWAR; GULFRAZ; IRSHAD,
2016; IQBAL, 2020).

Da biomassa gerada, 63% sdo residuos lignocelulosicos (USMANI et al., 2021),
podendo ser classificados em residuos do agronegdécio (por exemplo, palha de arroz, palha de
trigo, caule de algoddo, palha de milho etc.), biomassa florestal (por exemplo, lascas de
madeira, troncos de madeira, casca, serragem etc.) e colheitas usadas para producdo de
energia (cana-de-agUcar, capim elefante, salgueiro, alamo etc.) (SINGH; NANDA;
BERRUTI, 2020). A maioria do material residual gerado ndo é reaproveitada, o que poderia
ser um recurso valioso para setores importantes, como a industria de biorrefinaria, de forma
que reduziria os impactos ambientais e contribuiria para a bioeconomia circular. Assim, a
biotecnologia e o bioprocessamento fornecem alternativas para o destino e uso desses
residuos, que podem servir como matéria-prima para novos processos e produtos, por meio da
bioconversdo de suas moléculas, fontes ricas de energia, carbono e demais nutrientes
(WOICIECHOWSKI et al., 2020).

A biomassa lignocelulésica pode ser utilizada como insumo para a producdo de
diversos produtos biotecnoldgicos, agregando valor a esse material (OKOLIE et al., 2021),
como por exemplo, biocombustiveis (GOMEZ; HOFFNER; BARTON, 2021;
MATHANKER et al., 2020; SILVA et al., 2018; ZHANG et al., 2021). Os combustiveis
feitos a partir de residuos lignoceluldsicos, também conhecidos como combustiveis de
segunda geracdo, podem ser Otimas alternativas ao uso dos recursos nao renovaveis
provenientes do petroleo, podendo existir em formas liquidas (bioetanol, jet fuel, biobutanol,
biodiesel, etc.) e gasosas (gas sintético, biogas, biometano e biohidrogénio) (OKOLIE et al.,
2021). O bioetanol, por exemplo, tém indimeras vantagens, como a presenca de 35% de
oxigénio, responsavel por melhorar a sua combustdo, minimizando a emissdo de gases
poluentes, além de ter matéria-prima com bom custo-beneficio (KIM; DALE, 2004).

A matéria vegetal também pode ser substrato para a elaboragdo de produtos quimicos,
como polimeros e resinas, onde a maioria das substancias extraidas sao propileno, benzeno,
etileno, xileno e tolueno (HOWARD et al., 2003; OKOLIE et al., 2021). Xilitol é um dos
itens fabricados utilizando esse tipo de insumo, formulado a partir da hidrolise da
hemicelulose, rica em acucares como xilose e arabinose, podendo ser uma alternativa a
sacarose (RAHMAN et al., 2007).

Residuos lignocelul6sicos também podem ser reaproveitados para a geracdo de

bioplasticos, indlstria téxtil, saude, aplicacGes eletrdnicas e embalagens, reduzindo os
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impactos ambientais adversos oriundos do uso de plasticos petroquimicos (THAKUR et al.,
2018). Outro mercado de grande importancia é o das enzimas excretadas por microrganismos
que utilizam a biomassa como substrato, uma vez que pode apresentar concentractes
significativas de carboidratos solUveis e indutores da sintese enzimatica (ATILANO-
CAMINO et al., 2020; LEE et al., 2021; XU et al., 2018).

4.2.1. Acai (Euterpe sp.)

O acai (Euterpe sp.) é um fruto proveniente de uma palmeira amplamente distribuida
no norte da America do Sul, com predominancia na regido amazonica. Essa palmeira produz
frutos esféricos, contendo um pericarpo simples de cor roxa e mesocarpo fibroso com 1 mm
de espessura (LOPES et al., 2019; MARTINS et al., 2020). Devido a presenca de compostos
bioativos como antocianinas, com propriedades antioxidantes, antiproliferativas e anti-
inflamatdrias, e ao seu alto valor energético, esta fruta possui inimeros beneficios a salde e
vem sendo denominada de “superfruta” (BOEIRA et al., 2020).

O fruto do acai é apreciado, principalmente, na forma de suco de consisténcia pastosa,
obtido do despolpamento do fruto por meio de extragdo mecanica em maquinas
despolpadoras, ou de forma manual. A polpa é composta por cerca de 60% de lipidios, 30%
de fibras alimentares e 10% de proteinas, sendo rica em minerais como potassio e célcio, bem
como em vitamina E (CEDRIM; BARROS; NASCIMENTO, 2018).

O Brasil € o maior produtor e exportador do suco de acai do mundo (ALVES et al.,
2021), sendo a regido Norte responsavel quase que inteiramente por toda a producdo de acai
do pais, com o estado do Para e Amazonas detentores de 68% e 22% da producdo,
respectivamente (BARROS et al., 2021). S6 em 2018, foram produzidas aproximadamente
1,5 milhdo de toneladas de acai no Brasil (IBGE, 2020)

No entanto, o processamento da polpa gera residuos inerentes ao processo, pois a
semente do acai corresponde a cerca de 90% do fruto e, apenas 10% é aproveitado em forma
de polpa (ROSSETTO et al., 2020; SOUSA RIBEIRO et al.,, 2018). Como consequéncia,
mais de 1 milh&o de toneladas de residuos de acai séo gerados na regido amazonica todo ano,
com grande parte desses residuos descartados de forma inadequada, sendo uma pequena
porcao reutilizada como semeadura, matéria-prima para artesanato ou fertilizante domestico
(MONTEIRO et al., 2019). Assim, a maior parte das sementes de agai é considerada residuo

agroindustrial e € despejada em lixes a ceu aberto ou em canais de esgoto, ocasionando

35



assoreamento e alagamentos, gerando um problema ambiental recorrente em regides
produtoras de acai (ALCANTARA; PEREIRA, 2018).

Devido a essas questdes ambientais, a aplicacdo industrial de sementes de acai vem
atraindo a atencdo da comunidade cientifica, como na remocao de ions metalicos de fontes de
agua como carbono ativado (QUEIROZ et al., 2020), como catalisador para a producdo de
biocombustiveis (ARAUJO et al., 2021), como biochar para condicionamento de solo (SATO
et al., 2020), extracdo de manose (MONTEIRO et al., 2019), aplicacdo em sistemas de
gaseificacdo de corrente para geracdo de energia elétrica (ITAI et al., 2014), potencial como
fonte de biomassa e fitoquimicos (BURATTO; COCERO; MARTIN, 2021), adsorvente para
remocdo de cafeina de matrizes aquaticas (ALMEIDA et al., 2021), formulacdo de placas
ecologicas para a construcao civil (MESQUITA et al., 2018). Adicionalmente, sementes de
acaf sdo ricas em compostos fenélicos (VIGANO et al., 2022) que podem ser uma fonte para
obtengdo de extratos com propriedades terapéuticas, como no tratamento de cancer
(MARTINEZ et al., 2018), prevencdo de inflamagéo e estresse oxidativo (ROMAO et al.,
2020), prevencdo da esteatose hepética e diabetes tipo 2 (SILVA et al., 2018), atividade
antiadipogénico (TRINDADE et al., 2019), dentre outros.

Semente de acai é considerada uma biomassa lignocelul6sica composta por celulose,
hemicelulose, lignina e proteinas. A concentracdo desses compostos varia de acordo com a
safra, no entanto, a celulose é o polimero predominante (34-53%), seguida por lignina e
hemicelulose (3-25% e 6-18%, respectivamente) e uma pequena quantidade de proteinas (4-
7%) (BUFALINO et al., 2018; DE LIMA et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2015). Devido a essa
composigdo nutricional, essa biomassa vem sendo relatada como um promissor substrato para
desenvolvimento de fungos da podriddo branca (AGUIAR et al., 2021; AGUIAR et al., 2022;
SALES-CAMPOS et al., 2020; SALES-CAMPOS et al., 2021). No entanto, poucos estudos
relatam a utilizacdo desse residuo como fonte indutora da atividade de enzimas

lignoceluloliticas produzidas por esses fungos.

4.2.2. Marupa (Simarouba amara Aubl.)

O marupa (Simarouba amara Aubl.) é uma espécie arbdrea da familia Simaroubaceae,
que abriga 22 géneros e cerca de 100 espécies (D’ARACE et al., 2021). Essa espécie esta
presente em toda a regido amazonica, tanto em florestas priméarias quanto secundarias,
podendo ser encontrada desde o norte da America do Sul, até a regido amazonica do Peru e
Brasil (AROSTEGUI; PORTOCARRERO, 1992). No Brasil, 0 marupé se desenvolve em
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matas de varzea, no entanto, pode ser encontrado em terra firme, bem como em capoeiras e
em savanas arenosas (MOJENA, 2017). Ha ocorréncia registrada na regido norte (Acre,
Amazonas, Amapa, Pard, Rondbnia, Roraima, Tocantins), nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara,
Maranh&o, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe), centro-oeste (Distrito
Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso) e sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais,
Rio de Janeiro) (DEVECCHI; PIRANI; THOMAS, 2020).

O marupa é uma arvore de medio a grande porte, com 50-100 cm de didmetro e 25-35
metros de altura, possui caule cilindrico, ramificado, com base reta e raizes redondas, sua
madeira é leve e de facil manuseio, além de apresentar resisténcia a insetos (D’ARACE,
2021). E uma planta de rapido crescimento e possui tolerancia a luz direta (LORENZI, 2002).
A madeira do marupa é utilizada para fins ornamentais, fabricacdo de instrumentos musicais,
tratamentos medicinais, como no combate & maléaria, febres e disenteria, bem como na
recuperacdo de areas degradadas, fabricacdo de licores, fabricacdo de forros, brinquedos,
compensados, dentre outras aplicacfes (D’ARACE, 2021).

A serragem do marupd, obtida a partir da exploracdo da sua madeira, pode ser
considerada residuo madeireiro, o qual é definido como qualquer biomassa acima do solo
restante da colheita da madeira (EKER, 2011), como tocos, galhos e pequenas &rvores
(RINGMAN, 1996). Devido a sua composi¢do lignocelul6sica, caracteristica da madeira, a
serragem de marupa vem sendo relatada como um substrato eficiente para o desenvolvimento
de cogumelos (AGUIAR et al., 2022; SALES-CAMPOS et al., 2010; SALES-CAMPOS et
al., 2011). No entanto, ainda ndo ha registros de estudos que utilizem essa biomassa como

fonte indutora para obtencgéo de enzimas por fungos da podridao branca.

4.2.3. Composic¢do quimica

Em relacdo a composicdo quimica, os residuos lignocelul6sicos consistem, em sua
grande maioria (90%), em trés constituintes principais, celulose (35-55%), hemicelulose (20-
40%) e lignina (10-25%), responsaveis por suas estruturas tridimensionais (Figura 5)
(OKOLIE et al., 2021). A disposi¢édo e a composicéo relativa desses elementos dependem da
fonte e do tipo de material vegetal, assim como sua digestibilidade varia de acordo com a
cristalinidade da celulose, grau de hidrofobicidade da lignina e acessibilidade da celulose
envolvida na rede lignina-hemicelulose (SINGHVI; GOKHALE, 2019).
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Figura 5. Estrutura tridimensional da lignocelulose

Hemicelulose 35%
40%

Fonte: Imperial College London. Disponivel em: https://www.imperial.ac.uk/news/143947/chemical-

building-blocks-from-renewable-resources//. Acesso em: 25 de jul. 2022.

4.2.3.1.Celulose

A celulose contém metade do carbono orgéanico existente no planeta, sendo considerado
0 recurso organico renovavel mais abundante, com producdo anual que excede 7,5 x 10°
toneladas (HABIBI; LUCIA; ROJAS, 2010). E um polimero formado por numerosas
subunidades de D-glicoses unidas por ligagdes p —1,4 glicosidicas, forcas van der Waals e
ligacGes de hidrogénio, formando cadeias lineares de até 12.000 nanémetros (Figura 6)
(NANDA et al., 2015). A férmula quimica da celulose é C¢H100s,, com massa molecular de
342,3 g/mol (OKOLIE et al., 2021) e, consiste em uma substancia fibrosa, com as moléculas
unidas por fortes ligacfes de hidrogénio, responsavel por aumentar a rigidez da celulose,
tornando-a altamente insolGvel a maioria dos solventes, além de conferir dureza as paredes
celulares das plantas (MOON et al., 2011).

Figura 6. Polimero de celulose contendo mondmeros de glicose ligados por -1,4 ligagdes glicosidicas
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Fonte: (OKOLIE et al., 2021)

Na biossintese da celulose, moléculas individuais sdo produzidas, que rotacionam
ordenadamente, originando camadas delgadas que se cruzam formando um aspecto de redes,
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denominadas de fibrilas, mantidas unidas por ligacbes de hidrogénio entre 0s grupos
hidroxilas e oxigénio das moléculas vizinhas (MOON et al., 2011). As fibrilas se organizam
em grandes unidades, denominadas de microfibrilas, com diametro de 5-50 nm e varios
micrémetros de comprimento, estas, por sua vez, sdo responsaveis por formar as fibras de
celulose. Essas microfibrilas de celulose sé&o formadas por conjuntos lineares cristalinos de
cadeias - (1 — 4) -D-glucano unidas entre si por ligacGes de hidrogénio e o grau dessas
ligacbes indica o nivel de cristalinidade da celulose, ou seja, uma rede tridimensional
altamente estruturada e, consequentemente cristalina, é produzida quando todos os locais para
ligagdo de hidrogénio entre as cadeias sé&o preenchidos. As regides desordenadas e com
poucas ligagcOes séo denominadas de amorfas (Figura 7) (MOON et al., 2011; OKOLIE et al.,
2021).

Figura 7. Celulose microcristalina e amorfa
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Fonte: Boechat (2010)

A celulose microcristalina apresenta sete polimorfos interconversiveis, sendo eles a
celulose I, e I, 11, 11y, 13, V1 e IV, (O’SULLIVAN, 1997). A celulose | € conhecida como
nativa e € naturalmente encontrada em bactérias, algas e plantas e é termodinamicamente
metastavel, podendo ser transformada em celulose Il ou 111 (MOON et al., 2011). A celulose
Il apresenta estrutura monociclica, originada a partir da regeneracdo da celulose |
(solubilizacdo em solvente e recristalizagdo) ou mercerizagéo (tratamento com uma base forte,
geralmente solucdo de mercerizacdo). A celulose 11 é utilizada na producdo de celofane e
fibras téxteis sintéticas (O’SULLIVAN, 1997). As celuloses I e II quando tratadas com
solugdo de amdnia ou amina, produzem as celuloses IllI; e Ill,, respectivamente, e 0
aquecimento subsequente dessas moléculas em glicerol a 206 °C origina as celuloses 1V e
IV, (OKOLIE et al., 2021).
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4.2.3.2. Hemicelulose

A hemicelulose é um polimero constituido por uma mistura de polissacarideos, como
as pentoses (xilose e arabinose), estas em maior quantidade, hexoses (glicose, manose e
galactose), acidos de acuUcar (&cido glicurdnico e galacturénico), assim como grupos acetila
(OKOLIE et al., 2021) (Figura 8). Devido ao seu menor grau de polimerizacdo (100 a 200
unidades) e estrutura amorfa, a hemicelulose pode ser degrada facilmente em meio &cido ou
quente, em comparacdo a celulose (CHEN, 2014). Esse biopolimero possui cadeia
relativamente curta e € composto por 500 a 3000 mandmetros de carboidratos intercalados
com acidos, sendo a xilose (CsH100s) 0 seu agucar mais abundante, com peso molecular de
150,1 g/mol (GIBSON, 2012; OKOLIE et al., 2021).

As xilanas sdo os polissacarideos mais abundantes encontrados na hemicelulose,
sendo constituidas por unidades de B-D-xiloses unidas por ligacdes 1-4 glicosidicas. A
composicao desse biopolimero varia de acordo com a sua fonte, por exemplo, a xilana obtida
da madeira de Betula sp. contém 89,3% de xilose, 1,4% de glicose, 1 % arabinose e 8,3% de
acido urico anidro (KORMELINK; VORAGEN, 1993), j& a xilana proveniente da fibra do
milho abrange 48-54% de xilose, 33-35% de arabinose, 5-11% de galactose e 3-6% de
acido glucurénico (DONER; HICKS, 1997), o trigo possui 65,8% de xilose, 33,5% de
arabinose, 0,3 % de glicose, 0,1 % de manose e 0,1 % de galactose (SAHA, 2003). A fonte de
biomassa também ditard o teor de hemicelulose presente na matéria, sendo assim, madeiras
macias e duras apresentam teor de hemicelulose de 18-23% e 10-15%, respectivamente,
enguanto plantas herbaceas contém 20-25% (WANG et al., 2017b).

Xiloglucanos sao outros componentes da hemicelulose, formados por unidades de [3-
D-glicopiranose unidas por ligaces 1-4 glicosidicas, semelhante a celulose, no entanto, cerca
de 75% dos residuos glicosilicos de xiloglucano sdo substituidos por a-D-xilopiranose, onde,
de modo geral, xilose, glicose e galactose sdo 0s principais componentes desses xiloglucanos,
na razdo 3:4:1, respectivamente (CHEN, 2014; YANG, 2008).
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Figura 8. Estrutura quimica de diferentes aglcares hemiceluldsicos e acidos de agUcar
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Fonte: (OKOLIE et al., 2021)

Outros polissacarideos presentes na hemicelulose sdo as mananas, como
glucomananas, galactomananas, acido glucurénico e acido galacturénico (YANG, 2008).
Ligagoes B-1,4 glicosidicas sdo responsdveis por unir os residuos de manose, ja as
galactomananas sdao formadas quando residuos de galactose sdo agregados por ligacdes a-1,6,
ao passo que glucomananas sdo cadeias mistas de glicose e manose, na propor¢édo 1:3
(YANG, 2008). Arabinoglucouranoxilanas sdo polimeros que também podem ser encontrados
na hemicelulose, sendo os principais componentes da biomassa ndo amadeirada, como é o
caso de residuos agricolas e madeiras macias, possuindo em sua composicao D-xilopiranose
unidos por ligagdes B (1,4), responsaveis por formar a cadeia principal e ramifica¢des de a-L-
arabinofuranosil e acido glucopiranosil-urénico, conectados por ligagdes a 1-2 e a 1-3
(GIRIO et al., 2010). A fonte de biomassa também ditara o teor de hemicelulose presente na
matéria, sendo assim, madeiras macias e duras apresentam teor de hemicelulose de 18-23% e

10-15%, respectivamente, enquanto plantas herbaceas contém 20-25%.

4.2.3.3. Lignina

A lignina (Cg1Hg2O25) € um biopolimero constituido por unidades monomeéricas de
fenilpropano, juntas entre si de forma aleatoria e ndo linear por ligacGes fosfodiéster, onde

algumas dessas ligacfes também podem ser encontradas nas unidades finais dos manémeros,
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constituidos de &cido ferulico e p-cumérico (BURANOV; MAZZA, 2008; REINOSO et al.,
2018). Assim, a juncdo da lignina com hemicelulose e celulose é responsavel pela forca e
dureza do material vegetal (ZAKZESKI et al., 2010; FOUGERE et al., 2016).

As moléculas de fenilpropano sédo formadas principalmente por alcool p-cumarilico
(4-(3-Hidroxiprop-1-enil)fenol), alcool coniferilico (4-(3-hidroxi-1-propenil)-2-metoxifenol) e
alcool sinapilico (4-(3-hydroxyprop-1-enyl)-2,6-dimethoxyphenol) (Figura 9) (PANDEY;
KIM, 2011). Esses compostos quimicos também podem ser denominados de p-hidroxifenil
(H), guaiacil (G) e siringil (S), sendo a polimerizacdo de hidroxifenil propano, guaiacil
propano e siringil propano, respectivamente, responsavel por originar essas moléculas
(CHEN, 2014; GIRIO et al., 2010).

Figura 9. Estrutura quimica dos trés componentes basicos de lignina
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Fonte: (OKOLIE et al., 2021)

A composicdo e quantidade da lignina varia de acordo com a biomassa, possuindo
concentracfes maiores em gramineas, seguido por madeira dura e madeira macia, por
exemplo (PANDEY; KIM, 2011). A lignina de madeira dura apresenta grandes quantidades
de metoxila, pois possui quantidades semelhantes de guaiacil e siringil, ja a lignina de
madeira macia é composta por 90% de unidades guaiacil (OKOLIE et al., 2021).

As macromoléculas de lignina sdo formadas por cadeias ramificadas de compostos
fenolicos de moléculas de fenilpropano dispostas nas ligagcbes C — C e C — O — C, com cadeias
laterais de grupos metoxila, hidroxila e aldeido terminal e, devido a isso, apresenta alto peso
molecular (1513,6 g/mol) (NANDA et al., 2014; OKOLIE et al., 2021). Além disso, possui
valor calorifico 30% maior que a celulose e a hemicelulose juntas (23,3-25,6 MJ / kg), uma
vez que seus acucares possuem baixo grau de oxidacdo, em comparagdo aos outros

constituintes da lignocelulose (DEMIRBAS, 2004; NOVAES et al., 2010).
42



A presenca da lignina na biomassa vegetal é um grande empecilho para a utilizacdo da
celulose e hemicelulose na obtengdo de aglcares fermentaveis (OKOLIE et al., 2021). Sendo
assim, a remocdo da lignina para expor as microfibrilas de celulose e as estruturas da
hemicelulose é fundamental, e uma alternativa eficiente é o uso de fungos de podridao branca,
como € o caso dos basidiomicetos, considerados 0s organismos mais eficientes na oxidagdo da
lignina, pois possuem um sistema enzimatico sofisticado para esse fim (DASHTBAN et al.,
2010). Adicionalmente, a lignina apresenta natureza hidrofobica, sendo insoltvel em agua, no
entanto, é soltivel em solucdes alcalinas, liquidos iénicos e solventes utilizados nos processos
de extracdo por meio do sistema organosolvente (OKOLIE et al., 2021).

O processo de separacdo da lignina da parede celular ocasiona rupturas de algumas
ligacGes quimicas, acarretando modificacdes na estrutura primaria desse polissacarideo, por
isso, € utilizado o termo protolignina para a lignina in situ, associada ao tecido vegetal e sem
nenhum tipo de tratamento prévio. Desta forma, a elucidacdo da estrutura exata da
protolignina ainda é um problema (LUPOI et al., 2015).

O método de extracdo influencia a estrutura da lignina e a sua composi¢do quimica,
por exemplo, 0 processo Kraft proporciona ligninas com menores teores de impurezas de
enxofre, enquanto 0s processos acidos sulfito ou bissulfito geram ligninas com uma
quantidade significativa de grupos sulfonatos (LUPOI et al., 2015). Ligninas com maior grau
de pureza s@o obtidas no processo organosolvente, pois ndo usa solventes que geram grandes
contaminacfes na amostra, como o enxofre. Esse processo usa solventes organicos, como
alcoois alifaticos, principalmente etanol e alcoois aromaticos, como é o caso do fenol para
extrair a lignina & 170-220°C (ZAKZESKI et al., 2010).

4.2.3.4. Extrativos

Os extrativos sdo as moléculas ndo estruturais da biomassa lignocelul6sica,
hidrofilicos, solliveis em &gua ou solventes organicos como etanol ou hexano, podendo ser
terpenoides, esteroides, gorduras, lipidios, proteinas, ceras e compostos fendlicos, como
lignanas, taninos e estilbenos (OKOLIE et al., 2019).

Terpenoides, compostos derivados de isoprenos, sdo considerados os metabdlitos
secundarios mais diversos secretados pelas plantas, com mais de 40.000 mil moléculas, tendo
aplicagdes biotecnologicas bem relatadas, como uso em sabores e fragrancias nas induastrias
alimenticias e de cosméticos, bem como na industria farmacéutica, como os canabinoides
(AHARONI; JONGSMA; BOUWMEESTER, 2005; OKOLIE et al., 2021). Esses compostos
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fendlicos visam proteger o vegetal de ataques microbianos e flngicos e possuem estruturas
semelhantes a da lignina, mas com quantidades maiores de guaiacil e siringil (OKOLIE et al.,
2021).

Outro componente extrativo € a pectina, que pode ser encontrada entre 0s
microfilamentos de celulose, tendo como precursores a protopectina e acido péctico. O &cido
péctico é sollvel em agua e quando reage com o célcio forma uma substancia gelatinosa de
pectinato de célcio, possuindo uma cadeia linear de cerca de 100 &cidos galacturdnicos unidos
por ligagdes a-1,4 (OKOLIE et al., 2021). Por outro lado, a protopectina é insoltvel em agua,
mas quando sofre a acdo de protopectinases e solucdes &cidas ela é convertida em pectina
(CHEN, 2014). Devido a formacdo de pontes de calcio entre as moléculas de pectina, ha a
criacdo de uma estrutura reticulada, que desempenha papel fundamental no auxilio da livre

circulacdo de agua entre as células (OKOLIE et al., 2021).

4.2.3.5. Cinzas e minerais

O residuo sélido inorganico restante da queima total da biomassa vegetal a 550-570°C,
em mufla, é denominado de cinza, constituido por minerais, como silicatos, carbonatos,
fosfatos, calcio, magnésio, sédio, potassio, etc. A silica € um dos principais componentes das
cinzas e nas plantas esta presente na forma de silicato, responsavel por auxiliar na rigidez dos
tecidos de apoio de plantas de grande porte, como arvores (PETTERSSON et al., 2008;
VASSILEV et al., 2012).

O teor de cinzas também é dependente do tipo de vegetal, por exemplo, madeiras tem
uma quantidade menor de cinzas em comparacdo com o0s residuos agricolas (CHEN, 2014;
NANDA et al., 2015). As cinzas podem conter algum grau de carbono que ndo foi queimado,
devido a combustdo incompleta do combustivel, responsével por aumentar significativamente
o volume das cinzas (JAMES et al., 2012). Adicionalmente, metais pesados volateis
encontrados nesse material podem acarretar danos ambientais graves para o meio ambiente, e
devido a presenca desses componentes, as cinzas possuem pouco potencial para usos
biotecnologicos (JAMES et al., 2012).

4.3. Fermentacdo em estado solido de cogumelos

A industria de cultivo e comercializacdo de cogumelos gera um lucro anual de US $

45 bilhdes, sendo a China o pais com maior producéo, atingindo 70% do mercado mundial.
Em um periodo de duas décadas, houve um aumento de 350% no cultivo global de
cogumelos, pois no ano de 1996 a producdo de macrofungos foi 2,9 milhdes de toneladas, ja
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em 2016 alcangou 10,9 milhdes (Figura 10), com aumento exponencial ao longo dos anos,
indicando que esse mercado é bastante lucrativo (JULIAN; REYES; EGUCHI, 2019).

Os primeiros registros de cultivo de cogumelos pelos humanos sdo datados em 600
anos D.C., referentes & producéo de espécies do género Auricularia, em paises do sul da Asia
(CHANG, 1997). As especies sapréfitas foram as primeiras cultivadas em condi¢oes
artificiais, com a seguinte ordem de aparecimento ao longo da histdria: Auricularia auricula
(600 D.C.), Flammulina velutipes (800 D.C.), Lentinula edodes (1000 D.C.), Agaricus
bisporus (1600 D.C.), Volvariella volvacea (1700 D.C.), Tremella fuciformis (1800 D.C) e
Pleurotus ostreatus (1900 D.C) (MILES; CHANG, 2004).

Figura 10. Produgéo total de cogumelos no mundo
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Fonte: Julian; Reyes; Eguchi (2019)

Uma das principais formas de cultivo de cogumelos é através da fermentagdo em
estado sélido, que consiste no processo no qual os organismos se desenvolvem em um
material ndo solGvel ou substratos soélidos na auséncia ou quase auséncia de agua livre
(BHARGAV et al., 2008). E uma técnica considerada sustentavel, pois os principais
substratos utilizados para cultivo s@o os residuos lignocelulosicos, agregando valor a esse
material de facil obtencdo e baixo custo, que apresenta alta composi¢do nutricional,
oferecendo condicGes adequadas para o desenvolvimento dos basidiomicetos. Cerais (arroz,
trigo, cevada e milho), sementes de leguminosas, farelo de trigo, matéria lignocelulésica
como palha, serragem, aparas de madeira e uma ampla variedade de materiais vegetais e
animais sdo os substratos mais empregados no cultivo sélido (SADH; DUHAN; DUHAN,
2018).
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Para o estabelecimento da fermentacdo em estado sélido, trés fases primarias sdo
necessarias: producdo do “spawn” (também conhecido como semente), preparo do substrato e
desenvolvimento do basidioma. A producdo do spawn se inicia com o desenvolvimento de
micélios (miceliacdo) do cogumelo em meio de cultura, denominado de matriz primaria, com
posterior inoculagdo em um substrato solido, geralmente gréos (arroz sem casca, sorgo, trigo,
etcs), em sacos de polipropileno, parcialmente abertos para que possa ocorrer troca de ar. A
producao de “spawn” deve ocorrer em condigdes totalmente estéreis, assim, uma matriz
secundaria de qualidade deve ser axénica ou livre de contaminacdo. Apds miceliacdo, o
“spawn” servira de in6culo para montagem do cultivo (SADH; DUHAN; DUHAN, 2018).

Quanto ao preparo do substrato, a celulose, hemicelulose e lignina sdo as principais
fontes de nutrientes utilizadas pelos cogumelos para o seu crescimento. Diferentes espécies de
macrofungos possuem diversificadas exigéncias nutricionais, portanto, substratos condizentes
as necessidades dos fungos devem ser utilizados. Por exemplo, A. bisporus requer uma alta
fonte de nitrogénio e serrapilheira compostada como fonte de miceliacdo, ja Pleurotus spp. e
L. edodes requerem baixa concentracdo de nitrogénio e materiais lignocelulésicos néo
compostados. O valor de pH do meio varia de 6 a 8, dependendo da espécie (SADH;
DUHAN; DUHAN, 2018).

As bases solidas para a miceliacdo fungica mais comumente utilizadas sdo os residuos
agricolas, subprodutos industriais e florestais, como farelo de arroz, trigo e milho, serragem e
esterco. A agua deve ser adequadamente incorporada, fundamental para o crescimento
micelial, devendo corresponder entre 60% e 35% de umidade para fontes madeireiras e 80% a
60% para os demais tipos. O tipo de cultivo adotado dependeré da exigéncia de cada espécie,
por exemplo, L. edodes é inoculado diretamente em toras de madeira, sem nenhum pré-
tratamento sofisticado, enquanto outros cogumelos requerem um ambiente axénico para o0 seu
desenvolvimento (SADH; DUHAN; DUHAN, 2018).

Na formacdo do basidioma, duas fases distintas sdo observadas: a vegetativa e a
reprodutiva. A fase vegetativa envolve a producdo de um complexo enzimatico aprimorado
para a degradacao do substrato, com o intuito de fornecimento de nutrientes necessarios para a
miceliacdo do fungo. Esse processo é dependente de alguns fatores, como temperatura,
umidade, ventilacdo e luz e, em geral, os cogumelos se desenvolvem entre 20°C e 30 °C. A
fase reprodutiva ocorre com a formacdo do basidioma e posterior liberacdo de esporos,
podendo acontecer no escuro, no entanto, algumas espécies requerem luz para a formacéo
dessa estrutura (SADH; DUHAN; DUHAN, 2018).
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Na maioria dos casos, uma rapida exposicdo a luz é suficiente para estimular o
crescimento micelial, ao passo que, alguns fungos, como A. bisporus, ndo dependem da luz
para 0 amadurecimento. Devido a natureza aerobica dos cogumelos, eles exigem uma
ventilacdo adequada para adentrarem na fase reprodutiva. Assim, concentrac@es elevadas de
CO, favorecem o crescimento vegetativo, mas exercem efeito contrario para o
desenvolvimento do corpo de frutifero. Adicionalmente, temperaturas mais altas que o ideal
beneficia o crescimento de microrganismos contaminantes e inibem o crescimento micelial,
enquanto temperaturas muito baixas retardam a colonizacdo do substrato, causando letargia
no fungo. Portanto, a adequacéo de todos os parametros citados acima determina o sucesso do
desenvolvimento do basidioma maduro (Figura 11) (SADH; DUHAN; DUHAN, 2018).

Figura 11. Basidioma de Ganoderma lucidum
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WIKIMEDIA COMMONS. Ganoderma lucidum. Disponivel
em: (https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Jreishi2.jpg).
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4.4. Enzimas lignoceluloliticas

Vaérios organismos como fungos e bactérias sdo relatos como produtores de enzimas
lignoceluloliticas, as quais possuem como substrato a celulose, hemicelulose e lignina,
convertendo essas matrizes em agucares fermentéveis que servirdo como compostos quimicos
para a producdo de diversos produtos biotecnoldgicos de valor agregado (SALDARRIAGA-
HERNANDEZ et al., 2020).

4.2.1. Celulases

As celulases atuam na forma de um complexo enzimatico, sendo responsaveis por
degradarem a celulose sinergicamente, liberando mondmeros de glicose que podem ser

fermentados (Figura 12) (MANAVALAN; MANAVALAN; HEESE, 2015). Trés enzimas
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diferentes estdo envolvidas nesse processo: endoglucanases ou endo-1,4-B-D glucanases,

exoglucanases ou exo-celobiohidrolase e B-glicosidases.

Figura 12. Representacdo esquematica do complexo de celulases atuando na celulose amorfa e

cristalina
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Fonte: Srivastava; Mishra; Upadhyay (2020).

4.2.1.1. Endoglucanases

As endoglucanases (EC 3.2.1.4) catalisam a quebra de ligacGes internas amorfas da
fibra celul6sica, de forma randdmica, liberando celobiose ou celo-oligossacarideos de
diversos tamanhos e, consequentemente, terminais novos redutores (quando ha a presenca de
uma hidroxila heterosidica livre) ou ndo redutores (quando a hidroxila heterosidica esta ligada
a glicose adjacente) (LYND et al., 2002).

A acdo dessas enzimas ocorre em duas etapas, que consiste em glicosilacdo e
desglicosilacdo. Os residuos de dois aminoécidos do sitio ativo sdo utilizados na catalise, cada
um deles contendo dois grupos COOH, onde um possui propriedade basica e outro acida. Na
glicosilagdo, ha a formacdo de um intermediario enzimatico glicosil, por meio de uma reacao
catalisada por um grupo COOH &cido, seguida por um ataque nucleofilico por outro grupo
COOH. A etapa de desglicosilacdo envolve o ataque nucleofilico por meio de uma unica
molécula de &4gua a uma ligacéo glicosidica, desprendendo as moléculas degradadas. O grupo
COOH éacido participa da reacdo e, apos a clivagem glicosidica é convertido em base, ao
passo que o residuo béasico anterior se transforma em acido (SRIVASTAVA; MISHRA,;
UPADHYAY, 2020; WATSON et al., 2009).
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4.2.1.2. Celobiohidrolases (exoglucanases)

As exoglucanases (EC. 3.2.1.74), também conhecidas como celobiohidrolases s&o
proteinas monoméricas com pouca ou nenhuma glicosilagdo, que podem ser divididas em
celobiohidrolases (CBHs) e glucanohidrolases (GHs). As GHs sdo raras e hidrolisam
diretamente o polimero celulose liberando glicose, ja as GBHSs liberam celobiose (dimero de
glicose) das extremidades (CARVALHO et al., 2011).

Essas enzimas atuam nas extremidades redutoras e ndo redutoras da celulose
cristalina, liberando unidades de celobiose, glucose e celotriose, produzindo uma reducao
lenta e gradual da polimerizacdo, esse processo é conhecido como amorfogénese, que resulta
no aumento da taxa de hidrolise da celulose, pois torna as regides cristalinas mais expostas as
B-glucosidases. Exoglucanases ndo conseguem atuar sobre a celulose amorfa, pois hd um
impedimento estereoquimico originado pelos grupos substituintes, como carboximetilico e
hidroxietilico (BAYER et al., 2010; CARVALHO et al., 2011).

4.2.1.3. p-glucosidases

As pB-glucosidases (EC 3.2.1.21), também conhecidas como celobiases, sdo um
conjunto de enzimas responsaveis por hidrolisar liga¢des 1,4, B-1,3 e B-1 de residuos de
celobiose gerados pelas a¢bes das endoglucanases e celobiohidrolases, liberando mondmeros
de glicose no meio. Desta forma, as B-glucosidases ndo sdo celulases legitimas, pois ndo
possuem a capacidade de atuar sobre os substratos insollveis, mas contribuem de forma
significativa para a eficiéncia da hidrdlise da celulose (YAO et al., 2016; ZHANG; HIMMEL,;
MIELENZ, 2006).

A hidrélise das ligagdes glicosidicas realizadas pelas B-glucosidases envolve dois
mecanismos de acdo: retencdo ou inversdo da quiralidade do carbono anomérico. Na retencéo,
uma molécula de dgua faz um ataque nucleofilico direto ao carbono anomérico, deslocando a
aglicona, ja na inversao esse processo é revertido, ocorrendo um duplo deslocamento usando
um intermediario enzima-glicosil (MCCARTER; WITHERS, 1994). Ambos 0s mecanismos
utilizam dois acidos carboxilicos que se encontram no sitio ativo, na inversao um aminoacido
acido atuard como acido geral e o outro como base geral, j& na retencdo, um aminoacido acido
sera o nucleofilo, enquanto o outro sera o acido e base geral (CAIRNS; ESEN, 2010).

As B -glucosidases, assim como as celobiohidrolases, sdo inibidas quando ha um

aumento de mondmeros de glicose no meio, acarretando o aumento de celobiose, o que pode
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ser um problema em processos fermentativos controlados para geracdo de produto (CAIRNS;
ESEN, 2010).

4.2.2. Hemicelulases

H& um complexo de enzimas que age na degradacdo da hemicelulose, a maioria sao
hidroliticas e operam de forma paralela com as celulases. As primeiras enzimas a atuarem s&o
as endoxilanases, responsaveis por hidrolisar a cadeia primaria de xilana, através da quebra
das liga¢oes P-D-xilopiranosil, diminuindo a polimerizacdo do substrato e liberando
xilooligossacarideos, xilobiose e xilose. Apos isso, as xilosidases entram em acdo, onde a
partir das extremidades redutoras dos xilooligossacarideos comegcam uma fragmentacdo
gradual, resultando em xilose (KUBICEK, 2012; BROEKER et al., 2018).

4.2.2.1. Endoxilanases

As endoxilanases (EC 3.2.1.8), também conhecidas endo-B-1,4-xilanase séo
glicohidrolases que rompem as ligagdes glicosidica B-1,4 na estrutura da xilana, através do
mecanismo de duplo deslocamento do carbono anomérico. A xilana é hidrolisada pela endo-
1,4-beta-xilanase, gerando xilo-oligossacarideos, a endo-1,3-beta-xilanase age de forma
semelhante, mas quebrando ligacdes 1 e 3 nos carbonos da xilana, originando xilobiose,
xilotriose e xilotetraose. Os residuos terminais da xilose sdo degradados pelas B-1,4-D-
xilosideo-xilo-hidrolase liberando a-D-xilose (CARLI et al., 2016; GERDAY; FELLER,
2005; LUO et al., 2016).

4.2.2.2. Arabinases

As arabinases hidrolisam as ligagdes glicosidicas 1-5 entre as cadeias laterais de a-L-
arabinofuranosideos, responsaveis por gerar os polissacarideos de arabinose, levando a
liberacdo de L-arabinose, para isso, duas enzimas principais estdo envolvidas nesse processo,
a-L-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55) e endo- a-arabinanase (EC 3.2.1.99)
(SALDARRIAGA-HERNANDEZ et al., 2020). Essas enzimas agem de forma sinérgica, onde
a endo- a-arabinanase degrada o esqueleto dorsal dos a-L-arabinofuranosideos, produzindo
arabino-oligossacarideos ou L-arabinoses, ao passo que 0s arabino-oligossacarideos gerados
séo hidrolisados completamente pela a-L-arabinofuranosidase (HONG; PARK; OH, 2009).
Uma terceira enzima pode atuar, a exo-arabinanase (EC 3.2.1.), capaz de liberar o terminal
arabinose ndo redutor ou arabino-oligossacarideos de arabinano (CARAPITO et al., 2009;
CHAN; BATT, 2008; WONG, 2009).
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4.2.2.3. Xilosidases

As B-D-xilosidases (EC 3.2.1.37), também conhecidas como B-1,4-D-xilosideo-xilo-
hidrolase, sdo exoglicosidases que removem os residuos de xilano das extremidades nédo
redutoras de xilobiose e xilooligossacarideos, essa etapa € fundamental, pois diminui a
inibicdo pelo produto das endoxilanases, durante a catalise completa da xilana, uma vez que
essas enzimas hidrolisam xilobiose e Xilooligossacarideos, liberando D-xilose no meio
(DODD; CANN, 2009; JUTURU; WU, 2012). As xilosidases com base na sua estrutura
proteica sdo divididas em sete familias (GH 3, 28, 30, 39, 52 e 54) e seus mecanismos de
catalise podem ser por inversdo (familia GH 43) ou retencdo (familia GH 3, 28, 30, 39, 52 e
54) da configuracdo estereoquimica do carbono anomérico (SHALLOM; SHOHAM, 2003;
ZHOU et al., 2012).

4.2.2.4. Esterases

As acetilxilano esterases (EC 3.1.1.72) sdo responsaveis por remover 0S grupos
acetilas dos polissacarideos da hemicelulose por meio da hidrélise das ligagBes éster
(NAIDU; HLANGOTHI; JOHN, 2018). Essas enzimas catalisam grupos acetil da xilana
polimérica, xilose acetilada, glicose acetilada, a-naftilacetato e p-nitrofenilacetato, ndo
possuindo acdo sobre manana ou pectina acetilada (SALDARRIAGA-HERNANDEZ et al.,
2020). Outra esterase conhecida é a feruloil esterase (EC 3.1.1.73), que remove 0 &cido
feralico de arabinoses, por meio da quebra das ligacdes éster de feruloilo com o xilano
(SHALLOM; SHOHAM, 2003). As esterases sdo consideras enzimas acessOrias das
hemicelulases, pois auxiliam no funcionamento adequado das xilanases (SALDARRIAGA-
HERNANDEZ et al., 2020).

4.2.2.5. Enzimas auxiliares

Enzimas auxiliares sdo catalisadores necessarios para otimizar o processo de hidrélise
da hemicelulose por meio da clivagem de cadeias laterais, aumentando o rendimento dos
acucares fermentaveis (BERLIN et al., 2005; SELIG et al., 2008). Um exemplo dessas
enzimas séo as liqueninase (EC 3.2.1.73) que atuam hidrolisando ligagdes (1-4) -B-D-
glicosidicas em B-D-glucanos, ao passo que, as a-glucuronidases (EC 3.2.1.139) removem as
cadeias laterais do acido glucurénico, hidrolisando as ligagdes o 1,2-glicosidicas com o
glucuronoxilano (GILBERT; STALBRAND; BRUMER, 2008; SALDARRIAGA-
HERNANDEZ et al., 2020).
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4.2.3. Ligninases

A lignina possui uma estrutura heteropolimérica amorfa e complexa, dando a esse
polimero resisténcia a degradacédo (LI; PU; RAGAUSKAS, 2016). Vérias vias podem levar a
degradacédo da lignina, mas o sistema enzimatico dos fungos da podriddo branca € o mais
eficiente. Esse sistema consiste na producdo de enzimas ligninoliticas ndo especificas que
atuam extracelularmente devido a variagdo da composicdo quimica e tamanho da lignina
(SALDARRIAGA-HERNANDE?Z et al., 2020).

4.2.3.1. Lacases

As lacases (CE 1.10.3.2) sdo glicoproteinas pertencentes a uma superfamilia
denominada de oxidases multi-cobre (HOEGGER et al., 2006), com massa molar de 50 a 130
kDa, apresentando em sua estrutura de 10 a 30% de carboidratos (glicose, manose, galactose e
arabinose), responsaveis pela estabilidade conformacional da estrutura globular, contribuindo
para a resisténcia a diversas faixas de temperatura, podendo ser utilizadas em processos
industriais (BALDRIAN, 2006; YAROPOLOV et al., 1994).

Essas enzimas possuem a capacidade de oxidacdo de uma grande variedade de
compostos fenolicos e ndo-fenolicos, por meio da transformacdo da molécula de O, em agua
no processo de reducdo de quatro elétrons (HAKULINEN; ROUVINEN, 2015). Os elétrons
livres presentes no seu sitio ativo sdo provenientes de quatro ions de cobre, classificados
como cobre tipo 1 (T1Cu), tipo 2 (T2Cu), tipo 3 (T3Cu) e tipo 4 (T4Cu), sendo responsaveis
por oxidar diferentes compostos aromaticos e ndo aromaticos, como as aminas, que contém
anéis fenolicos com grupos funcionais, como metoxi, amino, diamino e hidroxiinddis e alguns
outros compostos metalicos (CHANDRA; CHOWDHARY, 2015; FARAMARZI, 2017;
REZAEI; SHAHVERDI). O cobre tipo 1 confere a coloracdo azulada & enzima, caracteristica
tipica das proteinas multicobre, além disso, é considerado o doador de elétrons, uma vez que
ird ser reduzido de Cu*? a Cu" e, ao final da reagdo, retornard a forma nativa Cu*?,
promovendo a reducdo de O, em H,O. Esse ion de cobre tem uma coordenagdo trigonal com
dois residuos de histidina e uma cisteina (BALDRIAN, 2006).

Esse sistema catalitico € denominado lacase-mediador, pois devido ao seu baixo
potencial redox (0,5 — 0,8 V), a lacase sozinha nédo seria capaz de oxidar compostos
aromaticos ndo fendlicos. Assim, 0 mediador atua como uma “ponte de elétrons”, sendo

oxidado para um composto intermediario no inicio da rea¢do. Apos o fim do ciclo, 0 mediador
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se afasta da enzima, cabendo ao intermediario oxidar o substrato, ja que o mediador ndo pode
oxidar diretamente (CHRISTOPHER; YAO; JI, 2014) (Figura 13).

Figura 13. Ciclo catalitico lacase-mediador

0, - Lacase ~ , Mediadory Substrato

H20 » s Lacaseox Mediador * » Substratoox

Fonte: Christopher; Yao; Ji (2014).

4.2.3.2. Ligninas peroxidases

A lignina peroxidase (EC.1.11.1.14) (LiP) é uma enzima relativamente ndo especifica,
capaz de oxidar substratos aromaticos fendlicos e ndo aromaticos, por meio da oxidacdo das
ligacbes C-C e C-O-C na lignina, bem como outros compostos organicos (WONG, 2009). Lip
sdo glicoproteinas globulares que possuem massa molecular variando de 38 a 42 kDa, com
ponto isoelétrico em torno de 3,2-4,0 e pH 6timo de 3,0 (SALDARRIAGA-HERNANDEZ et
al., 2020).

As ligninas peroxidases sdo hemeproteinas monoméricas e possuem dois dominios: C-
terminal, também conhecido como distal, e N-terminal, o grupo heme (proximal) contendo Fe
(1) esta localizado entre os dois dominios. Quatro nitrogénios tetrapirrol e uma quinta
ligagdo contendo histidina sdo responsaveis por pentacoordenar a enzima (HAMMEL;
CULLEN, 2008). Essa enzima é considerada um catalisador priméario da oxidacdo do
polimero lignina, altamente dependente das concentracfes de peroxido de hidrogénio, no
entanto, nem todos os fungos de podriddo branca possuem capacidade de sintetiza-las,
cabendo as lacases exercerem esse papel (DE GONZALO et al., 2016).

Durante a catalise, o Fe do grupo heme de LiP enfrenta diferentes estagios de
oxirredugdo, onde no primeiro, o Fe (Ill) é oxidado a Fe (IV), tendo H,O, como agente
redutor, que atua como cofator enzimatico, gerando um radical catidnico (composto |
oxidado) da LiP, com deficiéncia de dois elétrons. O composto Il é formado pela reducéo do
composto |, devido a perda de dois elétrons, transformando o Fe (111) em (V) novamente,
mas ndo mais atuando como radical livre. Uma ultima etapa, envolvendo a doagdo de um
elétron por outro substrato, retorna a enzima para seu estado nativo, completando o ciclo

(Figura 14) (MARTINEZ, 2002; WONG, 2009).
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Figura 14. Ciclo catalitico de LiPs
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Fonte: Moreira Neto (2016).

O alcool veratrilico € um metabolito que pode ser gerado junto com LiP, responsavel
por promover o0 aumento da atividade dessa enzima (FAISON; KIRK, 1985;
SCHOEMAKER; LEISOLA, 1990). Este composto pode atuar como um mediador redox, ou
seja, agente redutor, por meio da formacao de um radical catidnico, quebrando ligagdes Ca-
CB, facilitando o processo de hidrolise (HATAKKA, 1994; GOLD, 1990; VALLI;
WARIISHI).

4.2.3.3. Manganés peroxidases

A manganés peroxidase (MnP) (EC. 1.11.1.13) é uma heme-proteina glicosilada, com
varias isoformas, bastante comum entre os fungos de podriddo branca, apresentando peso
molecular em torno de 45 kDa, com pH 6timo inferior a 7 (HATAKKA, 1994). Possui ciclo
catalitico semelhante a LiP, onde primeiramente o H,O, oxida a enzima, produzindo uma
molécula deficiente de dois elétrons, denominada de composto |. Posteriormente, um
intermediério nomeado de composto 11 é formado na presenca de Mn?*, ou de outros doadores
de elétrons que possuem potencial redox apropriado, em seguida, 0 mesmo Mn*
responsavel por devolver a enzima a sua forma nativa.

Mn®* também dara origem ao Mn** durante a catalise, 0 qual sera estabilizado por
acidos organicos produzidos pelo organismo. Esse ion abstrai elétrons de varios compostos
organicos de forma ndo especifica, resultando em radicais bastante reativos, com alto poder de
reducdo, que atacam estruturas recalcitrantes (KAWAI et al., 1995; HOFRICHTER, 2002).

Os quelatos gerados por Mn** podem levar & formacéo de superéxido, podendo ser utilizado
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como fonte alternativa ao H,0, (HOFRICHTER et al., 1998; URZUA:; KERSTEN:; VICUNA,
1998). Mediadores de baixa massa molecular, como Mn**, agem oxidando diretamente
moléculas fendlicas, ao passo que um sistema que utiliza mediadores de acidos graxos
insaturados, para gerar radicais intermediarios reativos (radicais peroxil), degradam estruturas
ndo fenolicas (JENSEN et al., 1996; HOFRICHTER, 2002).

Concentraces altas de H,O, podem inibir temporariamente a atividade enzimaética de
MnP, por meio da formacgédo de um composto intermediario chamado de composto Il (Figura
15) (WARIISHI; AKILESWARAN; GOLD, 1988).

Figura 15. Ciclo catalitico de MnPs
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Fonte: Hofrichter (2002).

4.2.3.4. Peroxidases versateis

Peroxidases versateis (PVs) (EC 1.11.1.16) sdo enzimas pertencentes a familia das
peroxidases secretadas por varios basidiomicetos de podriddo branca (MIN et al., 2010;
POGNI et al., 2005). PVs séo capazes de realizar as atividades cataliticas especificas de MnP
e Lip, permitindo oxidar compostos com alto potencial redox, sendo conhecidas como
catalisadores  “hibridos” MnP-LiP (ABDEL-HAMID; SOLBIATI; CANN, 2013;
CAMARERO et al., 1999). Tais enzimas nédo realizam somente reagdes especificas para Mn
(I1) como as MnPs, permitindo também que sejam utilizadas na oxidagdo de substratos
aromaticos de baixo potencial redox (ABDEL-HAMID; SOLBIATI; CANN, 2013).
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Isso acontece devido ao fato de em seu sitio ativo haver residuos de aminoacidos
tipicos das MnP, para ligagdo de Mn (1), assim como residuos de aminoécidos encontrados
no sitio ativo de LiP, envolvidos na interacao com o alcool veratrilico e compostos aromaticos
(MARTINEZ, 2009; WONG, 2009). O ciclo catalitico das peroxidases versateis é semelhante
ao da manganés e lignina peroxidase, envolvendo a acepcdo de elétrons por H,O,, com a
formacéo e reducdo de moléculas intermediarias, conhecidas como composto | e composto II,

até que haja o retorno a enzima nativa (WONG, 2009).

4.2.3.5. Peroxidases corante-descolorantes

As peroxidases corante-descolorantes (EC 1.11.1.19) sdo hemeproteinas pertencentes
a trés superfamilias: catalases-peroxidases, peroxidases-ciclooxigenases e peroxidase-
peroxigenase (SINGH; ELTIS, 2015). Essas enzimas oxidam uma gama de substratos néo
fenolicos originalmente degradados pelas peroxidases padrdes, resultando em p-Anisaldeido
como seu principal produto (DE GONZALO et al., 2016), por meio da catalise de moléculas
como ABTS (acido 2,2'-azino-bis[3-etil-benzothiazolino-6-sulfonico]), DMP (2,6-
dimetoxifenol), corantes sintéticos como Azure B e substancias aroméaticos metoxilados néo
fendlicos, como alcool veratrilico ¢ B-caroteno (SINGH; ELTIS, 2015). Produtos como
vanilina, guaiacol e dimeros de cresol também podem ser gerados durante a catalise (DE
GONZALDO et al., 2016). Elas receberam esse nome por serem utilizadas no tratamento de
aguas residuais, uma vez que possuem a capacidade de degradacdo de corantes com alto
potencial redox, como antraquinonas, [-carotenos, sulfetos arométicos e corantes azo
(SANTOS et al., 2014).

Esses catalisadores possuem ferro em seu sitio ativo e seu ciclo catalitico é semelhante
ao das peroxidases convencionais, onde o ferro reage com H,O, para produzir o0 composto I,
um intermediario com alta valéncia denominado de FelV(O), com habilidade quelante. O
composto | reage com o substrato redutor produzindo um intermedidrio (FeIV=0-+e),
chamado de composto II, e quando reage com um segundo substrato, produz Felll, que
permanece em estado de repouso (ROBERTS et al., 2011).

4.2.4. AplicacGes biotecnoldgicas das enzimas lignoceluloliticas

O mercado mundial de enzimas é bastante lucrativo, podendo chegar a US $ 7,0
bilhdes em 2023, com uma taxa de crescimento anual de 4,9% (SALDARRIAGA-
HERNANDEZ et al., 2020). As enzimas lignoceluloliticas representam 20% das enzimas
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comercializadas mundialmente (TOUSHIK et al., 2017) e possuem diversas aplicacdes nas
indUstrias téxteis, alimenticia, animal, papel, biocombustivel, farmacéutica etc., devido as
suas altas taxas de degradacdo de fibras vegetais e compostos similares, sem liberar moléculas
polifendlicas tdxicas no meio (LEITE et al., 2020).

A producgdo dessas enzimas por meio do cultivo solido demonstra ser um processo
vantajoso, uma vez que ha bastante disponibilidade de residuos lignocelulésicos que podem
ser utilizados como substrato de cultivo fangico, diminuindo o custo da matéria-prima, além
de serem considerados excelentes indutores da sintese enzimatica (LEITE et al., 2020).
Apesar da fermentacdo em estado sélido ser um processo mais longo, maiores quantidades
enzimaticas sdo obtidas por meio desse cultivo, em comparacdo com a fermentacdo submersa,
favorecendo o processamento a jusante, além da menor presenca de agua, que também
contribui para a inibicdo do crescimento de microrganismos contaminantes, necessitando de
etapas de esterilizagdo menos rigorosas (HOLKER; HOFER; LENZ, 2004; MANAN; WEBB,
2017; SOCCOL et al., 2017).

Os processos a jusante (Downstream processing), que envolvem a extracdo enzimatica
dos cultivos soélidos, consistem na obtencdo do extrato bruto, seguida pela filtragem para
remover os residuos sdélidos, ultracentrifugacdo para separar 0s restos do fungo e a
concentracdo do produto por meio da liofilizagdo, para obtencdo da enzima solida
(CATALAN; SANCHEZ, 2020; SOCCOL et al., 2017). Adicionalmente, em comparacio
com as enzimas obtidas a partir da fermentacdo submersa, as provenientes do cultivo sélido
apresentam maior estabilidade frente a diferentes pHs e temperaturas, caracteristicas
fundamentais para aplicagdes industriais eficientes (MANDAL, 2015; SAQIB et al., 2012).

Essas enzimas também podem ser utilizadas visando aumentar o valor nutricional de
alimentos, incluindo racdo animal, com altos teores de fibras, por meio da degradacdo das
ligacdes B-1,4 da celulose, liberando agucares que podem ser degradados no intestino animal
(GRAMINHA et al., 2008). Estudos anteriores relataram um aumento no crescimento de
ruminantes, frangos e suinos alimentados com racfes pré-tratadas com enzimas
lignoceluloliticas (AKINTUNDE et al., 2011; HOOGE et al., 2010). Na alimenta¢do humana,
celulases e xilanases séo frequentemente utilizadas na producéo de suco, cerveja e vinho, pois
sdo capazes de clarificar sucos de frutas e vegetais, uma vez que degradam seus materiais
lignoceluldsicos constitutivos (AMIN et al., 2020; DA SILVA et al., 2019; TOUSHIK et al.,

2017). Adicionalmente, também sdo responsaveis por diminuir a viscosidade dessas bebidas,
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facilitando os processos de filtragem e, consequentemente, aumentando o rendimento
(KARMAKAR; RAY, 2011).

As peroxidases degradadoras de lignina sdo empregadas na producdo de compostos
aromaticos a partir desse polimero (SOCCOL et al., 2017). A maior parte da baunilha
sintética produzida mundialmente é proveniente de moléculas aromaticas encontradas na
lignina, liberadas pela catalise realizada pelas ligninases (SALDARRIAGA-HERNANDEZ et
al., 2020). Tais enzimas também podem degradar a lignina para a producdo de acido
succinico, um produto quimico de alto valor agregado aplicado em bebidas para melhorar o
sabor (HONG et al., 2017).

Devido a ndo especificidade das ligninases, esses catalisadores podem ser aplicados na
remocao de poluentes organicos com altor potencial redox, como hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (HAPs), compostos farmacéuticos ativos (PHACS), pesticidas, corantes sintéticos
e outros poluentes ambientais (HONG et al., 2017; SUNG; KHAN; KIM, 2019; TORRES-
FARRADA et al., 2017). Uma lignina peroxidase excretada por Ganoderma lucidum,
imobilizada em alginato, demonstrou a capacidade de descolorir entre 80 e 93% um corante
téxtil, reduzindo a sua citotoxicidade hemolitica (SHAHEEN et al., 2017).

As ligninases também apresentam potencial para aplicacdo nas industrias de
cosmeéticos e dermatologia, sem efeitos colaterais, como por exemplo, no clareamento de
manchas de pele (FALADE et al., 2017; SUNG; KHAN; KIM, 2019; ZHONG et al., 2015).
Na industria téxtil, as celulases sdo aplicadas para remover o excesso de corantes e
microfibrilas que permanecem aderidas ao tecido de algoddo, mesmo ap0s varios ciclos de
lavagem, também sendo utilizadas para restaurar a cor e a maciez das fibras, melhorando o
aspecto fisico dos tecidos (SALDARRIAGA-HERNANDEZ et al., 2020).

Enzimas lignoceluloliticas também podem ser usadas na producdo de combustiveis de
segunda geracdo, através do pré-tratamento enzimatico da biomassa lignoceluldsica, com o
intuito de remocdo da lignina, processo necessario para posterior hidrélise da celulose e
hemicelulose, liberando aclcares que podem ser fermentados para geracdo de etanol
(ZHANG et al., 2020). Na industria de papel, as celulases e xilanases sdo empregadas no
branqueamento da polpa de celulose, reduzindo o consumo de cloro e, consequentemente, 0s
danos ambientais, além de melhorar o brilho da fibora (KUHAD et al., 2016;
SALDARRIAGA-HERNANDEZ et al., 2020). Esses catalisadores tém potencial para serem

empregados no processo “biopulping” para obtencdo da polpa de celulose na fabricagdo do
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papel. Assim, essa técnica consiste na degradacédo da lignina, suavizando a madeira e obtendo
um papel com mais resisténcia e qualidade (LOPEZ; SILVA; SANTOS, 2017).

As celulases também sdo utilizadas na producdo de detergentes enzimaticos, que
demonstram uma melhor acdo de limpeza comparada aos detergentes tradicionais e, quando
aplicadas nas roupas, diminuem os danos aos tecidos, além de melhorarem a cor e o brilho,
por meio da remocgdo adequada de sujeira (LI; CHANG; LIU, 2018). Na agricultura, -
glucanases servem como inseticidas de patdgenos vegetais de importancia econdmica, através

da degradacéo da parede celular dos insetos (SINGH et al., 2016).
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5. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultivo de Fungos Comestiveis,
pertencente a Coordenagdo de Tecnologia e Inovacdo (LCFC/COTEI), localizado no Instituto

Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA), Campus I.

5.1. Material bioldgico

Neste estudo foram utilizadas as espécies Ganoderma tropicum (linhagem 1962),
isolada na Amazoénia (3°05'45.1"S 59°59'21.9"W, Petropolis, Manaus — AM), e Ganoderma
lucidum proveniente da Funghi & Flora. Ambas as espécies de cogumelos foram obtidas da
Colecdo de Culturas de Microrganismos de Interesse Agrossilvicultural-INPA. Como residuos
da agroindustria regional foram utilizadas sementes de acai (Euterpe sp.), provenientes do
despolpamento do fruto, cedidas por comerciantes locais da cidade de Manaus-AM, as quais
foram lavadas, secas e trituradas (20 mesh), e serragem de marupa (Simarouba amara Aubl.),
obtida em madeireiras locais, também seca e triturada. Os residuos foram armazenados em

temperatura ambiente até a utilizacéo.
5.2. Fermentacdo em estado s6lido do cogumelo

5.2.1. Matriz primaria

Inicialmente, os fungos foram reativados em placas de Petri contendo meio de cultura
BDA (Agar Batata Dextrose, Kasvi), com posterior incubacdo em camara do tipo B.O.D., a

25 °C, por cerca de 7 dias ou até crescimento adequado no meio de cultura.

5.2.2. Matriz secundéria

Discos de micélio (5 mm) da matriz primaria foram repicados em placas de Petri
contendo meio de cultura BDA, e incubados nas mesmas condi¢des descritas anteriormente,

até o desenvolvimento das col6nias fangicas.

5.2.3. “Semente” ou “spawn"

A matriz secundaria serviu de in6culo para a produgdo da “semente” ou “spawn”. Para
tanto, em frascos de plastico de 500 mL, foi adicionado 450 g de cada substrato a ser utilizado
composto por 80% (m/m) de residuo de semente de acai ou serragem de marupd, acrescido de

2% (m/m) de carbonato de calcio (CaCOj3) para corre¢do do pH para 6,5, suplementado com
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18% de uma mistura de farelos contendo arroz (60%), trigo (20%) e milho (20%). A umidade
foi ajustada para 80% (m/v).

Posteriormente, esses frascos foram autoclavados a 121 °C, em 1 atm, durante 1 hora.
Em seguida, foi inoculado 5% da matriz secundaria nesses recipientes, com posterior
incubacdo em B.O.D., a 25 °C, até a colonizagdo fungica. Os frascos colonizados pelo micélio
foram utilizados como fonte de in6culo para os substratos da fermentacdo (SALES-CAMPOS
etal., 2021).

5.2.4. Fermentacdo em estado sélido

Frascos de vidro de 250 mL contendo 50 g de substrato, preparado conforme descrito
para 0 preparo do spawn, foram previamente autoclavados a 121 °C, em 1 atm, por 2 horas.
Posteriormente, o “spawn" (5%), apds miceliacdo completa do substrato (entre 30 e 50 dias),
foi inoculado nesses recipientes. Os frascos foram envolvidos em sacos plésticos e fechados
com esponjas, com posterior incubacdo em B.O.D., a 25 °C, durante um periodo total de 30
dias (SALES-CAMPOS et al., 2021).

5.3. Anélise bromatoldgica das amostras

Foram realizadas analises, em triplicata, da composicdo centesimal dos substratos
iniciais (sem a presenca do in6culo flngico) e dos substratos pés-fermentacdo, coletados ao

final da fermentacéo (30 dias).

5.4.1. Determinacéo do pH

O pH foi determinado a partir de 1 g das amostras secas, antes e ap6s fermentacao,

diluido em agua destilada, utilizando um potenciémetro (medidor de pH) (1AL, 2008).

5.4.2. Determinacdo da umidade
A metodologia adotada para determinagédo do teor de umidade (U) foi a estabelecida
por A.O.A.C. (2000). Para isso, 5 g de amostra foram secos em estuda por 5 horas, a 105 °C
para obtencdo da massa constante, ap0s pesagem em balanca analitica, esse valor foi
utilizado na seguinte equagao (1):

U %) Massa inicial da amostra - massa final da amostra
0 =

ey

Massa inicial da amostra
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5.3.1. Cinzas

O teor de cinzas é uma medida referente ao conteudo residual inorgéanico, proveniente
da queima da matéria organica em mufla a altas temperaturas (500-600 °C). Indica,
principalmente, os valores dos residuos minerais fixos (sédio, potassio, magnésio, calcio,
ferro, fosforo, cobre, cloreto, aluminio, zinco, manganés e outros compostos minerais)
(ZAMBIAZI, 2010).

As andlises foram realizadas em triplicata. Assim, em um cadinho, 2 g de cada
amostra foram transferidos para uma mufla a 550 °C, onde permaneceram por 4 horas, até a
completa carbonizacdo e calcinacdo da matéria organica (A.O.A.C., 2000). Apds esse
periodo, as amostras calcinadas foram pesadas e os valores foram utilizados na seguinte

equacdo, para obtencdo do conteudo de cinzas (2):

_ P3- P1
Cinzas (%) = Py X 100 (2)

Onde:
P1= Massa do cadinho vazio (g);
P2= Massa da amostra inicial (g);

P3= Massa do cadinho + amostra calcinada (g).

5.3.2. Lipidios

Foi utilizada a metodologia Bligh and Dyer (CARVALHO; JONG, 2002) para a
determinacdo dos lipideos totais dos substratos. A quantificacdo de lipideos esta associada as
propriedades fisicas dessas moléculas, as quais podem ser ndo polares como glicerideos
(principalmente triacilglicerol) e colesterol, assim como lipideos altamente polares, com
destaque para alguns acidos graxos livres. Assim, o isolamento desses compostos envolve o
uso de varios solventes organicos e, a mistura dessas solucGes deve ser adequadamente polar
para dissolver lipideos de natureza mais hidrofobica, mas também ndo tdo polar para ter
afinidade com triacilglicerois de natureza neutra (IVERSON; LANG; COOPER, 2001).

O primeiro método criado que partiu desse principio foi estabelecido por Folch et al.
(1957), onde foi utilizada uma mistura de cloroférmio:metanol 2:1 (v/v). Bligh e Dyer (1959)
estabeleceram uma metodologia baseada em Folch (1957), e se tornou um dos métodos mais

recomendados para determinacdo de lipidios totais em tecidos bioldgicos, além de ser mais
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vantajoso, uma vez que utiliza menores propor¢des dos solventes extratores, sob extracdo a
frio.

Para a quantificacdo dos lipideos totais, 3 g de amostra foram misturados com as
solucdes extratoras de cloroférmio (10 mL), metanol (20 mL) e &gua (8 mL), em um
béquer de 100 mL, que foi agitado em um agitador rotativo por 30 minutos. Em seguida,
foi adicionado 10 mL de cloroférmio e 10 mL de solucéo de sulfato de sédio 1,5% e, a
mistura foi deixada em repouso por 2 minutos, até que as camadas de gordura sejam
separadas em funil de decantacdo. A camada superior foi descartada e 15 mL do liquido
inferior foi transferido para um tubo Falcon contendo 1 g de sulfato de sédio anidro,
posteriormente, esse liquido foi filtrado em um funil contendo papel filtro.

Foram transferidos 5 mL da solucdo obtida anteriormente para uma placa de Petri,
com posterior secagem em estufa a 80 °C durante 20 minutos, para remocdo dos
solventes extratores. O componente residual foi resfriado em dessecador e pesado para
obtencdo da massa, que foi aplicada na seguinte equacgdo (3), para determinacdo dos

lipideos totais:

o ] Massa dos lipidios (g)
Lipidios totais (%) = Massa da amostra (g) x4 x100 3)

Fator 4 = Quantidade de lipideos que reagem com 5 ml do cloroférmio
5.3.3. Carbono

Para a quantificagdo do carbono inorgéanico, foi adotado o método Walkley Black,
conforme Mendonca e Matos (2005). Esta metodologia € um procedimento titulométrico,
onde o carbono presente na amostra (0,010 g) é oxidado por uma solucdo oxidante ion
dicromato (Cr,0-*) em écido sulfdrico. O dicromato remanescente da oxidagdo, contendo o
indicador difenilamina, foi titulado com uma solucdo de ferro reduzido (FeSO, 7H,0), até
obter o ponto de viragem.

Um ensaio em branco contendo 150 ml de agua destilada, 5,0 ml de acido fosforico a
95% e 0,5 ml de difenilamina a 0,5% em acido sulfurico 1:4, foi realizado sempre antes do
uso da solucéo de sulfato ferroso, para avaliar a sua concentracéo, devido a sua instabilidade.

Para o célculo do teor de carbono foi utilizada a seguinte equacéo (4):
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% C (meq. g de Cr,05~ —meq.g de Fe?*)x 0,003 x (% de matéria seca)x fd @
0 =
P

Onde:
meg.g de Cr,0O; % = Volume de dicromato pipetado x normalidade da solucéo de dicromato

meq.g de Fe #* = Volume de sulfato ferroso gasto na titulagio x normalidade determinada
pela prova em branco.

% umidade = Percentagem de matéria seca a 65/ 60 ° C
P = Peso da amostra tomado para a oxidagao

fd = fator de diluicdo; normalmente 5,0 (cinco)

5.3.4. Nitrogénio total

O método de Kjeldahl (KJELDAHL, 1883) foi utilizado para determinacdo do
nitrogénio total das amostras. Esta metodologia se baseia na transformacéo do nitrogénio
presente na amostra, que através de digestdo em &cido sulfurico dard origem ao sulfato de
amonio, este, por sua vez, apos destilagdo em meio alcalino, sera transformado em nitrogénio
amoniacal. Ap6s isso, 0 nitrogénio serd quantificado por meio da titulacdo em é&cido
padronizado e multiplicado pelo fator adequado para transformacéo para proteina bruta.

O ensaio é dividido em trés etapas: digestdo, destilacdo e titulacéo.

a) Digestdo: em bloco digestor, foi adicionado 7 mL de &cido sulfurico para 100 g de
amostra, que foi aquecida 50 °C por 1 hora. Posteriormente, a temperatura foi elevada
gradativamente até atingir 350 — 400 °C, quando o liquido se tornou azul-esverdeado,
limpido e transparente, a reacdo foi finalizada e apds resfriamento, 10 mL de agua
destilada foram adicionados a reacao.

Durante esta etapa, o carbono foi transformado em didxido de carbono (COy), o

hidrogénio em agua (H,O) e o nitrogénio foi transformado em sulfato de aménio

((NHa4)2SOs).

b) Destilagdo: a amostra em meio basico (NaOH 35%) foi destilada em destilador, e o
produto dessa destilacdo foi recolhido em solucdo de acido boérico 4% com 4 ou 5
gotas de indicador misto. Esta etapa objetiva a transformacdo do nitrogénio presente
na solucdo sob a forma de sulfato de amonio (NH,") para NH3z gasoso. A partir do
momento que o NaOH foi adicionado, ocorreu a liberacdo da amonia, esta, por sua
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vez, foi separada da mistura por destilacdo. Este gas reagiu com o acido borico para
formar o borato de aménio.

c) Titulacdo: foi titulado o borato de aménio com uma solucdo de acido sulfurico
padronizado até obter o ponto de viragem. Quanto maior o volume de &acido sulfarico
utilizado na titulacdo, maior a quantidade de nitrogénio encontrada na amostra. O
volume da titulagéo foi utilizado para o célculo da porcentagem de Nitrogénio (5).

VxFcx0,0014
M

)

Nitrogénio (%) =

Onde:

V = volume de HCI gasto na titulacdo, mL;
Fc = fator de correcdo do HClI,

M = massa da amostra (g).

5.3.5. Proteina bruta

O teor de proteina bruta presente nos substratos foi estimado por meio da
multiplicacdo do valor de nitrogénio obtido na etapa anterior por um fator denominado de
“fator de conversdo Kjeldahl”, que no caso, foi o fator geral de 6,25, adotado para amostras
em geral, o qual representa que as proteinas possuem 16% de nitrogénio (FURLANI;
GODOY, 2005).

5.3.6. Fibras

Para quantificar as fibras insolUveis presentes nas amostras foi adotada a metodologia
proposta por Van Soest (1960). Este método parte do principio de que as plantas sdo
constituidas por conteudos celulares soltveis (lipidios, compostos nitrogenados, gorduras,
amido e outros compostos soltveis em &gua) e insollveis, que sdo as paredes celulares
formadas por proteina insoluvel, hemicelulose, celulose e lignina. A partir disso, esse ensaio
visa separar da fracdo sollvel, a fracdo insollvel em detergentes neutros e 4&cidos,
determinando a nomenclatura de fibra em detergente neutro (FDN) e fibra em detergente
acido (FDA).

O valor de FDN é referente a toda a parede celular, ou seja, celulose, hemicelulose e
lignina, enquanto FDA quantifica somente celulose e lignina, assim, a diferenca entre FDN

e FDA ¢ a presenga ou ndo da hemicelulose (STELMOCK et al., 1985).
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Para isso, 1 g de amostra foi pesado em cadinho filtrante de vidro e levado ao Extrator
de Fibra Bruta - Modelo FIWE 6 - F30530200 (Velp Scientifica), onde foi adicionado 100 mL
de solucdo FDN (lauril sulfato de sddio) e mantido sob ebulicdo durante 1 hora. Em seguida,
foi realizada uma filtracdo a vacuo e a amostra lavada 3 vezes com agua destilada fervente e 2
vezes com acetona P.A. gelada. Posteriormente, o material foi seco em estufa a 105 °C
durante 24 horas, terminado esse processo, a amostra foi pesada em balanca analitica, para
determinar a massa de FDN. O mesmo procedimento foi adotado para a determinacdo de
FDA, no entanto, a solucao de FDN foi substituida por solucéo de FDA (acido sulfurico 1N).

A quantidade de fibras foi mensurada através da diferenca de peso entre as amostras
iniciais e finais, de acordo com as equagdes (6, 7, 8 e 9) abaixo:

Concentracao FDN:

FDN
%FDNasa =

1

asA X 00 (6)
%FDNasa

%FDNms = O/OAT x 100 (7)

Onde:

%FDNgsa = percentual de fibras em detergente neutro com base na amostra seca ao ar

ASA = massa da amostra seca ao ar
%FDN,s = percentual de fibras em detergente neutro com base na matéria seca

%ASE = percentual de amostra seca em estufa

Concentracao FDA:

FDA

%FDNasa = 1A~ 100 (8)
%FDAasa

%FDNms = O/OATX 100 (9)

Onde:
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%FDA.sa = percentual de fibras em detergente &cido com base na amostra seca ao ar

ASA = massa da amostra seca ao ar
%FDAs = percentual de fibras em detergente acido com base na matéria seca

%ASE = percentual de amostra seca em estufa

Para estimar a quantidade de lignina presente na amostra, 0 material previamente
tratado com as solucGes de FDN e FDA, foi transferido novamente para o extrator de fibra,
onde foi acrescido uma solucdo de permanganato de potassio (50 g/L), ficando em contato
com a amostra por 1 hora. Posteriormente, a amostra foi filtrada, e uma solucgdo
desmineralizante (H,C,04.,H,0, dissolvido em etanol 95%) adicionada, permanecendo em
contato com o material por 30 minutos ou até o seu branqueamento. Em seguida, a amostra
foi lavada 3 vezes com alcool 80% e 2 vezes com acetona P.A., com posterior secagem em
estufa a 105 °C por 24 horas e pesagem em balanca analitica para obtencdo o valor da lignina.

A amostra obtida nas etapas anteriores foi calcinada em mufla a 550 °C por 4 horas e
pesada apds resfriamento em dessecador, obtendo-se por diferenca de peso o valor da

celulose.

5.3.7. Carboidratos totais e disponiveis

Para o calculo da porcentagem dos carboidratos totais (CT), foi utilizada a
equacdo proposta por Sniffen et al. (1993), que calcula tanto as fracBes que sdo
potencialmente degradaveis (carboidratos disponiveis) e as que incluem as fibras
insolUveis, ndo degradaveis (carboidratos totais). Para isso, foi obtida a diferenca (100 g)
da umidade total pela concentracdo de proteina, lipidios e cinzas obtidas e, expresso em

percentual (NEPA, 2006), através das seguintes equagdes (10 e 11):
Carboidratos totais = 100 — umidade — proteina bruta — lipideos — cinzas
(10)
Carboidratos disponiveis = 100 — umidade — proteina bruta — lipideos — cinzas — Fibras
(11)
5.3.8. Determinacédo de Macro e Micro minerais

A técnica analitica de espectroscopia de raios X por energia dispersiva (EDS) foi

utilizada para determinag@o dos macros (N, K, Ca, Mg, P e S) e micronutrientes (Cl, Fe, B,
Mn, Zn, Cu e Mo) dos residuos antes e ap0s a fermentacao.
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O detector de EDS utilizado foi acoplado a um microscopio eletrénico de varredura
(MEV). Esse sistema se baseia no bombardeio da amostra com um feixe de elétrons de alta
voltagem que, como consequéncia, emitira raios-x caracteristicos de cada elemento
proveniente das amostras, permitindo, assim, caracterizar quimicamente o material analisado
(COLPAN; NALBANT; ERCELIK, 2018).

5.4. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para avaliacdo de porosidade e alteracbes morfoldgicas decorrentes da miceliagdo
fangica foi utilizada a técnica de microscopia eletrénica de varredura (MEV). Para isso,
amostras secas em estufa foram transferidas para stubs de aluminio, por meio da adesdo a
uma fita de carbono dupla face, com posterior metalizacdo com cerca de 20 nm de uma
camada condutiva de ouro utilizando o metalizador JEOL Smart Coater. Ap6s metalizacéo,
0s substratos antes e apos a fermentacdo foram caracterizados estruturalmente através de
obtencdo de micrografias no microscopio eletrénico de varredura Jeol JSM IT500HR,
utilizando uma aceleracdo de voltagem de 5 kV, nos modos de elétrons secundarios. Foram
obtidas micrografias em diferentes aumentos: 130x, 750x, 800x, 1300x, 1400x e 2500x.

5.5. Preparo do extrato enzimatico
5.5.1. Celulases

Para a obtencdo dos extratos enzimaticos das celulases, foram coletados fracos da
fermentacdo a cada 2 dias, em triplicata, durante um periodo total de 30 dias (0 a 30 dias).
Para isso, 4,5 g de amostra foram submetidos as extracdes em 25 mL em tampdo acetato de
sodio 0,1 M (pH 5,0) em shaker orbital a 100 rpm, 10 °C, durante 1 hora. Posteriormente, o
conteudo dos frascos foi filtrado e centrifugado a 5000 rpm, a 10 °C, durante 15 minutos. Os
sobrenadantes foram armazenados em freezer a -20 °C, até a realiza¢do das determinacfes de
atividade enzimatica (OLIVEIRA et al., 2022).

5.5.2. Ligninases

Para a obtencdo dos extratos enzimaticos referente as enzimas ligninoliticas, foram
coletados fracos da fermentacdo a cada 2 dias, em triplicata, durante um periodo total de 30
dias (0 a 30 dias), para obtencdo da cinética de producgdo enzimatica em relagdo ao tempo de
crescimento do fungo. Para isso, as amostras de cada tempo (4,5 g) foram submetidas as
extracOes enzimaticas em 25 mL de agua destilada, sob agitacdo a 160 rpm em shaker orbital

a 10 °C, durante 40 minutos. Posteriormente, o material foi filtrado e centrifugado a 1500
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rpm, durante 30 min. Os extratos foram armazenados em freezer a -20 °C até as

determinaces das atividades enzimaticas (OLIVEIRA et al., 2022).
5.6. Determinacdo da atividade de celulases
5.6.1. Endoglucanases (CMCases - carboximetilcelulases)

A metodologia descrita por Grose (1987) também foi adotada para a realizacdo do
ensaio que visa quantificar a atividade das endoglucanases. A carboximetilcelulose (CMC)
4%, em tampdo citrato de sddio (50 mM, pH 4,8) foi o substrato da reacdo enzimatica, onde a
mistura reacional foi composta por 500 pL de CMC e 500 pL do extrato enzimatico. A
mistura foi incubada em banho maria a 50 °C, durante 10 minutos. Apos incubacéo, 250 pL
do extrato enzimatico foi adicionado a 250 pL de DNS (&cido 3,5-dinitrosalicilico), para
quantificacdo dos agUcares redutores liberados durante a hidrdlise do substrato (metodologia

descrita no item 5.7.3.

5.6.2. Celulases totais (FPase - Filter Paper-ase)

As exoglucanases foram mensuradas de acordo com o método proposto por Ghose
(1987). Para isso, a reagdo enzimética foi composta por um disco (~50 mg) de papel filtro
quantitativo Whatman n° 1 (ensaio de FPase ou Filter Paper-ase), o qual foi o substrato a ser
hidrolisado, juntamente com 1 mL de tampdo citrato de sodio (50 mM, pH 5,0) e 500 pL do
extrato enzimatico. A mistura reacional reagiu por 60 minutos, a 50 °C, até ser utilizada no

método de DNS, para a quantificacdo da atividade enzimatica, conforme o item 5.7.3.

5.6.3. Quantificacdo de acucares redutores

O método de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) foi adotado para a quantificacdo dos
acucares redutores liberados durante a hidrolise da celulose do papel filtro e da
carboximetilcelulose pelos extratos enzimaticos. Com isso, foi possivel determinar a atividade
das celulases totais e endoglucanases, expressa em pmol de produto liberado/ minuto (U/g).

Para esse ensaio, 250 pL da mistura reacional obtida nos ensaios anteriores e 250 pL
de DNS foram incubados em banho maria a 100 °C, por 5 minutos. Em seguida, a reacéo foi
interrompida por resfriamento em banho de gelo e, realizada a leitura das absorbéancias a 540
nm. O teor de acucares redutores foi determinado a partir de uma curva padrdo com glicose
(MILLER, 1959).

O branco da reacdo foi composto de 250 pyL de uma solugdo de CMC 4% para

endoglucanases e 250 pL de tampdao citrato de sodio para exoglucanases. Para o calculo das
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endo e exoglucanases foi utilizada a seguinte equacdo, variando apenas o tempo e volume do

extrato enzimatico utilizado em cada ensaio (12):

diluicdo * x AAbs x Fator *x (%LOI) x VolM (mL)
U/mL = 12
/m tempo (min) x Vol do sobrenadante (mlL) 12)
Onde:

* Apenas se for necessario diluir o sobrenadante (solucdo de enzima)

** Fator obtido da curva padréo
AAbs: absorbancia obtida no ensaio de DNS
VolM: volume total da reacdo utilizada na atividade da exoglucanase ou endoglucanase

Tempo (min): tempo total da reacéo na atividade da exoglucanase ou endoglucanase

Vol do sobrenadante (mL): volume do extrato enzimatico usado na atividade da

exoglucanase ou endoglucanases.
5.7.Determinacédo da atividade de ligninases
5.7.1. Lacase

A atividade de lacase foi determinada segundo metodologia de Wolfenden e Willson
(1982), por meio do monitoramento da oxidagdo do 2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-
acido sulfénico (ABTS) pelo extrato enzimatico a 25°C, em pH 5,0. Os ensaios da atividade
de lacase foram realizados em microplacas de 96 pogos, contendo 135 uL de tampao acetato
de so6dio 0,2 M pH 5; 30 uL. de ABTS 5 mM e 135 pL de extrato enzimatico. A oxidagdo do
ABTS foi mensurada através de leituras em leitora de microplacas (Multideteccdo Hibrido
Synergy™ HI1) a 420 nm.

As absorbancias foram lidas a cada 5 segundos, em um intervalo de tempo total de
60 segundos, para obtencdo da velocidade maxima da enzima, utilizada no célculo da
determinacdo da concentracdo enzimatica, segundo a equacdo abaixo (13), onde o resultado
foi expresso em U/mL. Uma unidade enzimatica (U) é definida como a quantidade de enzima

livre ou imobilizada necessaria para oxidar 1 uM de substrato por minuto.
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_, _ Absx 60 xV total. 10°
UmL " = (13)
exV amostra

Onde:
t= 60 segundos

10°= conversdo de mol para pmol (1.000,000)
¢ = Acido 2,2'-azino-bis[3-etil-benzothiazolino-6-sulfonico] (ABTS) = 36,000

5.7.2. Peroxidases totais

A atividade da peroxidase total foi estimada conforme a metodologia descrita por
Heinzkill et al. (1998), por meio da oxidagdo 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid) (ABTS) pelo H,0; (cofator da reacdo enzimatica) a 25 °C, em pH 5.

Para isso, 0 ensaio enzimatico foi realizado em microplacas de 96 pocos, contendo 135
uL de extrato enzimatico; 105 pL de tampao acetato de sodio 0,2 M pH 5, 30 uL. de H,O, e 30
puL de ABTS 5 mM. A oxidagdo do &lcool veratrilico foi monitorada em leitora de
microplacas, através de leituras espectrofotométricas a 420 nm, a cada 5 segundos, em um
intervalo de tempo total de 60 segundos, para a obtencdo da velocidade maxima da enzima,
utilizada na determinacdo da concentracdo enzimatica, expressa em U/mL, por meio da

utilizacdo da equacéo abaixo (14).

. AbsxV total. 106
UmL™* = (14)
e xV amostra

Onde:
t= 60 segundos

10°= conversdo de mol para pmol (1.000,000)
¢ = Acido 2,2'-azino-bis[3-etil-benzothiazolino-6-sulfonico] (ABTS) = 36,000
5.8. Estabilidade enzimatica

5.8.1. Estabilidade térmica

O ensaio da estabilidade enzimética frente & variacdo de temperatura, dos melhores

tempos de produgdo enzimatica (tempos com maiores atividades enzimaticas), foi realizado
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de acordo com a metodologia descrita por Oliveira et al. (2018). Para tanto, 250 pL do
extrato enzimatico foi incubado por 3 horas em banho maria em uma faixa de temperatura de
30 a 70 °C, com intervalos de 10 °C. Foram retirados 3 pontos amostrais a cada 1 hora de
incubacdo em cada faixa de temperatura, os quais foram submetidos a quantificacdes das
atividades enzimaticas de acordo com as metodologias descritas nos itens 5.6 e 5.7. A
atividade enzimatica na temperatura 6tima foi assumida como 100% e foi utilizada como
valor referencial para o calculo dos demais valores percentuais de atividade enzimatica

residual.

5.8.2. Estabilidade das enzimas na presenca de ions metalicos

A metodologia utilizada para determinacdo da estabilidade dos melhores tempos de
producdo enzimética perante ions metélicos foi a descrita por Dias et al. (2002). O extrato
enzimatico foi incubado na proporcao 3:1 (v/v) com diferentes solucBes de ions, durante 30
minutos e nas temperaturas 6timas de cada enzima. As solucdes metalicas nas concentracfes
de 10 mM que foram utilizadas no ensaio sio: sulfato de magnésio ((MgSO, (Mg?")); sulfato
de manganés ((MnSO4) (Mn?")); sulfato de ferroso Il ((FeSO.) (Fe?")); sulfato de cobre
((CuSO;) (Cu*)); sulfato de zinco ((ZnSO4 (Zn**)) e EDTA (4cido
etilenodiaminotetracético). Terminado o periodo de incubacdo, as atividades enzimaticas

foram determinadas de acordo com os métodos descritos nos itens 5.6 € 5.7.

5.8.3. Estabilidade de pH das enzimas

O método descrito por Oliveira et al., (2018) foi adotado para realizar o ensaio de
estabilidade de pH dos melhores tempos de producdo enzimatica (tempos com maiores
atividades enzimaéticas). As amostras foram incubadas em diferentes tampdes, com pH
variando de 2 a 10. Os tampd®es que foram utilizados nas reacdes séo: glicina-HCI (2,0 a 3,0),
acetato de sodio (4,0 a 5,0), fosfato de sodio (6,0 a 8,0) e glicina-NaOH (9,0 a 10,0).

Para a realizacdo do ensaio, 250 puL de amostra e 250 pyL de cada tampdo foram
incubados em banho maria & 25 °C, durante 1 hora. Terminado o periodo de incubacdo, as
atividades de cada enzima foram determinadas de acordo com os métodos descritos nos itens
5.6 e 5.7. A atividade enzimatica inferida no ensaio com pH 6timo da enzima foi utilizada

como referencial para o calculo para os demais valores de pH.
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5.9. Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE)

O perfil proteico dos extratos brutos dos melhores tempos de producdo de enzimas
lignoceluloliticas, provenientes dos maiores picos de producdo enzimatica para cada
condicdo de fermentacdo, foi obtido a partir da técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), conforme Laemmli (1970).
Para isso, as amostras foram ressuspendidas em tampdo Tris-HCI (0,5 M, pH 6,8) contendo
1% de SDS, 10% de glicerol, 1% de B-mercaptoetanol e 0,1% de azul de bromofenol, sendo,
posteriormente, imersas em agua em ebulicdo por 10 minutos e aplicadas em gel de
poliacrilamida (15%).

A corrida eletroforética foi executada em uma cuba vertical de eletroforese (Bio-
Rad), em tampéo de corrida composto de Tris-HCI (25 mM), glicina (0,192 M) e SDS (0,1%
m/v), aplicando-se uma voltagem de 200 volts e corrente elétrica de 15 mA por gel, durante
trés horas. Marcadores de peso molecular, na faixa de 10 a 225 kDa (Promega), foram
utilizados para a estimativa da massa molecular das proteinas separadas no gel. Apos a
corrida eletroforética, os geis foram corados com Coomassie Brilliant Blue G-250, acido
acetico (0,1% v/v), etanol e agua destilada (1:4:5 v/v/v), por 2 horas e, posteriormente,
descorados em uma solugdo contendo acido acético glacial, etanol e agua destilada (1:4:5

VIVIV).

5.9. Analise estatistica

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2 x 2 x 4, compreendendo 2 residuos lignocelulésicos, 2 espécies de Ganoderma e 4
enzimas. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) (One way), e as
médias comparadas entre si por meio do teste de Tukey. As analises estatisticas foram

executadas utilizando o software Sisvar versdo 5.6.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. Analise fisico-quimica dos substratos iniciais e pos-fermentacéo

Dentre os residuos utilizados para a fermentacdo de G. lucidum e G. tropicum, o
substrato a base de sementes de acai apresentou valores mais acidos de pH, em comparacgéo
com a serragem de marupad. Adicionalmente, houve diferencas estatisticas significativas do
pH nos substratos ao final das fermentac6es, ocorrendo acidificacdo do meio, sendo os valores
mais acidos encontrados nos substratos a base de marupa, apds o crescimento de G. lucidum e
G. tropicum, com reducao do pH de 25 e 36%, respectivamente (Tabela 1).

Devido a presenca de acidos graxos da cadeia curta, os residuos lignocelulésicos
possuem pH baixo, apresentando, predominantemente, valores dentro da faixa é&cida
(VILLAS-BOAS; ESPOSITO; MITCHELL, 2002; KOUTROTSIOS et al.,, 2014; XIROS;
SHAHAB; STUDER, 2019; SOLANILLA-DUQUE; SALAZAR-SANCHEZ; RODRIGUEZ
HERRERA, 2021). Aguiar et al. (2021) estudaram diferentes substratos e métodos de
desinfeccdo no cultivo de P. ostreatus e encontraram pH de 5,69 para sementes de acai, ao
passo que Maciel-Silva, Mussatto e Forster-Carneiro (2019) obtiveram o valor de 6,11. Sales-
Campos et al. (2010) relatam pH de 6,7 para serragem de marupa. Dessa maneira, os dados de
pH dos residuos utilizados nesse estudo corroboram com o descrito na literatura para
materiais lignocelulésicos.

Atila (2020) estudou diferentes substratos lignoceluldsicos no cultivo de G. lucidum,
em uma faixa de pH que variou entre 4,43 e 6,42, concluindo que esses valores foram
adequados para o desenvolvimento dessa espécie. Postemsky et al. (2017) obtiveram sucesso
no desenvolvimento de G. lucidum em residuo de arroz e cascas de sementes de girassol, com
pH de 6,7 e 6,0, respectivamente. Costa et al. (2019) constataram a capacidade de
bioconversdo de arroz vermelho (Oryza sativa) por G. lucidum em pH variando de 4,44 a
6,07, corroborando com os dados de Jayasinghe et al. (2008), que determinaram uma faixa

otima de crescimento micelial de G. lucidum entre 4 e 9.
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Tabela 1. Analises fisico-quimicas dos substratos iniciais e apos a fermentagao (30 dias) de G. lucidum e G. tropicum, em residuos de sementes de acai e serragem de marupa.

Residuos pH Unzgg:):lde C(icl?/z?s Lipz(i);:icsos Ca(l;t/)oc))no Nitzg/gc;);énio C/N* Protegz\)bruta

Substrato inicial 5,39 Ab+0,00 51,00Ba+0,40 540Ba+021 3,35Aa+000 60,73Ab+000 0,77Ba%0,77 78,88Ab+0,00 4,81Baz0,00

Acai S”ggtsr_""to G.lucidum 5,07 Ba+0,01 - 257Cd+025 1,15Bc+0,04 5492Ba+000 073Cb+072 7496Ba+0,82 4,57Ch=0,05
fermentacdo G tropjcum 4,81 Ch £ 0,00 - 6,03Aa+014 112Bc+0.02 5169Ad+000 079Aa+079 64,77Cd+0,00 4,98Aa+0,00

Substrato inicial 5,92 Aa+0,00 5291Ba+049 519Aa+016 226Ab+007 62676Aa+0,64 042Ch+042 147,64 Aa+4,15 265Ch+0,05

Marupé  Substrato G. lucidum 4,43 Bc 0,00 - 440Bc+027 133Cb+005 5341Bb+037 072Ab+073 7337Bb=051 4,55Ab0,00
fermiﬁ;gao G. tropicum 3,78 Cd 0,00 - 517Ab+0,17 1,76Ba+0,11 50,18Cc+0,37 0,70Bc+0,70 71,69Bc+0,53 4,37 Bc+0,00

Letras mailsculas comparam todas as amostras dentro de um mesmo residuo e letras mindsculas comparam entre os substratos iniciais e substratos apés a fermentacéo de G.
lucidum e G. tropicum. Nivel de significancia p < 0,05. *Carbono/Nitrogénio
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Os teores iniciais de umidade (51 e 52,91% para sementes de agai e serragem de marupa,
respectivamente) dos substratos utilizados nesse estudo estdo de acordo com o descrito por Chang
e Miles (2004) que determinaram que a umidade do meio deve variar entre 50 e 75% para o
cultivo de cogumelo, no entanto, a faixa 6tima de desenvolvimento fungico esta em torno de 60 a
65% (MAHARI et al., 2020). Aguiar et al. (2022) obtiveram valores semelhantes de umidade
(52,44%) para semente de acai e 72,51% para serragem de marup4, respectivamente.

O processo de colonizagdo do substrato envolve a projecdo e penetracdo das hifas na
biomassa vegetal e isso pode estar diretamente associado ao teor de umidade, pois quando o nivel
é inferior ao ideal, a solubilidade dos nutrientes no substrato é reduzida, dificultando a absorcéao
pelas hifas. Todavia, quantidades excessivas de dgua podem formar uma espessa camada liquida,
que ocasionard uma aglomeracao de particulas de substrato, dificultando a passagem de ar e das
hifas (DESWAL; KHASA; KUHAD, 2011; YOON et al., 2014).

Valores de umidade inferiores a 60% e superiores a 80% n&o propiciam as melhores
condicBes para o desenvolvimento flngico, bem como para a producdo enzimética (Orzua et al.
2009). Revankar, Desai e Lele (2007) ao realizarem a fermentacdo em estado sélido de G.
lucidum em farelo de trigo, visando a producdo de lacases, encontraram o valor de 70% de
umidade do substrato de cultivo como o ideal para excre¢do dessa enzima pelo fungo. No
entanto, ha trabalhos que avaliam teores de umidade inferiores a 50% para obtencdo de enzimas
lignoceluloliticas por fermentacdo em estado sélido, como é o caso de Aita et al. (2019) que
avaliaram teores iniciais de umidade que variavam de 40 a 80% no cultivo de Metarhizium
anisopliae, em residuos de milho e farelo de soja, e constataram producdo méaxima de celulases
na umidade inicial de 40%.

Desta forma, os dados de umidade dos substratos iniciais no presente estudo estdo abaixo
do recomendado na literatura, contudo, ainda foi possivel observar miceliacdo e producéo
enzimética, sugerindo que o ajuste dessa varidvel podera estimular ainda mais a colonizacéo do
substrato e, consequentemente, a secrecdo de enzimas lignoceluloliticas.

Em relacdo as cinzas, de modo geral, G. lucidum promoveu uma reducgédo no percentual de
cinzas apos a fermentacdo dos substratos a base de acai e marupd, ao passo que G. tropicum
elevou os niveis de cinzas quando cultivado em residuos de acai (Tabela 1). E importante
ressaltar que, o conteddo de cinzas corresponde ao residuo sélido inorganico, como minerais,

silicatos, carbonatos, fosfatos, célcio, magneésio, sodio, potassio, dentre outros resultantes da
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queima de todos os componentes orgéanicos (SALES-CAMPOS et al., 2011; VASSILEV et al.,
2010).

Valores semelhantes foram encontrados por Aguiar et al. (2022) para sementes de acai,
em que obtiveram teor de cinzas de 5,69%. No entanto, valor inferior foi constatado para
serragem de marupd, em que os autores relataram uma concentracéo de 3.68%. Sales-Campos et
al. (2010), ao estudar serragem de marupa suplementada com farelo de trigo, milho e arroz,
inferiram o valor de 2,99% de cinzas.

Essa diferenca pode estar associada a procedéncia do material, visto que as plantas
apresentam variagdo na sua composi¢do nutricional em funcéo do tipo de solo em que crescem
(EL-NAGGAR et al., 2019; NEINA, 2019; PINTO et al., 2014), bem como o periodo de coleta
do residuo e/ou mudancas de temperaturas também podem interferir na composicdo quimica (DE
LIMA etal., 2021). Dessa forma, com a diminuicdo do conteddo mineral neste estudo, pode-se
pressupor que G. lucidum e G. tropicum, quando inoculados em serragem de marupé e sementes
de acai possuem preferéncia em metabolizar a matéria inorgéanica, degradando o contetdo
organico com menos eficiéncia.

Os substratos a base de sementes de acai e serragem de marupa apresentaram teores de
lipideos na ordem de 3,6 e 2,3%, respectivamente (Tabela 1). Apds a fermentacdo de G. lucidum
e G. tropicum em acai, foi possivel observar o consumo de lipideos nos substratos em 66% para
ambos os fungos, ao passo que em marupa, a reducdo do teor de lipideos foi de 41% para G.
lucidum e de 22% para G. tropicum (Tabela 1).

Comparando os teores de lipideos com o trabalho de Aguiar et al. (2021), o substrato a
base de acai apresentou 1,32% de lipidios, sem nenhum tipo de suplementacdo. Enquanto Maciel-
Silva, Mussatto e Forster-Carneiro (2019) relatam contetdo de 3,33% de lipidios para sementes
de acai, corroborando com os dados desse estudo. Adicionalmente, Sales-Campos et al. (2010) ao
estudarem as mesmas formulacbes de farelos, para suplementacdo da serragem de marupé
encontraram 1,81% de conteudo lipidico.

Shen et al. (2019), apds 11 dias de fermentagdo por G. lucidum no substrato a base de
okara (residuo da formulacéo do leite de soja) observaram diminuigdo significativa de lipideos,
de 19,69% para 12,29%. Aguiar et al. (2022) ao cultivarem P. ostreatus em residuos de plantas
verificaram reducdo do conteddo lipidico nos diferentes substratos, incluindo sementes de acai
(reducdo de até 63%) e serragem de marupa (reducdo de até 21%), apos a fermentacdo do
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cogumelo. Silva et al (2013) identificaram decréscimo das porcentagens de lipideos em residuos
dos frutos de guavira e pequi apés 20 dias de cultivo de P. sajor-caju.

Resultados semelhantes foram obtidos por Nitayapat et al. (2015) que notaram reducéo de
32% do teor de gordura de residuo de tangerina ap0s bioconversdo de Lentinus polychrous. P.
ostreatus também foi relatado como redutor de 69% dos lipideos de palha de banana
(SILVEIRA; FURLAN; NINOW, 2008). E relatado que os fungos utilizam os lipidios como
fonte energética para o desenvolvimento de biomassa como constituintes de fosfolipidios de
membrana (DULF et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2011). A utilizacdo de lipidios como fonte
enérgica pelo fungo € um indicativo de preferéncia pela fracdo soluvel do substrato, mais
facilmente metabolizavel (HIDAYAT et al., 2022).

Os substratos iniciais apresentaram teor de carbono (C) na ordem de 60%, com reducdo
de cerca de 15% ap0s a fermentacdo de G. lucidum e G. tropicum. Em contrapartida, observou-se
incremento das concentragOes de nitrogénio em relacdo ao controle, exceto para G. lucidum
quando cultivado em sementes de acai, com um decréscimo de 5%. Os niveis mais elevados de
nitrogénio nas amostras, em relacdo ao controle, foram os detectados no substrato composto de
serragem de marupa, com aumento de 71 e 65% para G. lucidum e tropicum, respectivamente
(Tabela 1).

O aumento no teor de nitrogénio pode ser decorrente da presenca de micélio no substrato
apo6s a fermentacdo, pois ha a presenca de quitina na parede celular fangica, a qual possui
nitrogénio em sua composicao, além disso, o fungo produz diversas proteinas relacionadas ao seu
metabolismo, também responsaveis pelo aumento no teor desse elemento quimico (OZTURK;
ATILA, 2021). Apesar de o fungo utilizar o nitrogénio do meio para o seu desenvolvimento,
devido aos fatores citados anteriormente, ndo ha como mensurar o consumo de nitrogénio ao
longo da fermentacdo. Em contrapartida, a quantidade de carbono do meio diminui a medida que
se cultiva o cogumelo, como resultado da degradacdo da lignocelulose. Assim, devido a essa
elevacdo dos niveis de nitrogénio e decréscimo da quantidade de carbono, ha também diminuicéo
da relacdo C/N (OZTURK; ATILA, 2021).

Aguiar et al. (2021) detectaram 0,45% de nitrogénio e 51,60% de carbono em sementes de
acai sem nenhum tipo de suplementacdo, j& o substrato a base de serragem de pinus apresentou
menor quantidade de nitrogénio e maior concentragdo de carbono, com 0,15% e 54,37%,
respectivamente. Sales-Campos et al. (2010) constataram que a serragem de marupa,
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suplementada com uma mistura de farelos arroz (60%), trigo (20%) e milho (20%), apresentou
teor de 0,49% de nitrogénio e 44,39% de carbono. Aguiar et al. (2022), ao estudarem residuos de
plantas como substrato para o desenvolvimento de P. ostreatus, obtiveram teores de 1,44% e
0,51% de nitrogénio e 44,12% e 53,60% de carbono para semente de acai e serragem de marupa,
respectivamente, ambas suplementadas com 75% de farelo de arroz, 20% de trigo e 5% de milho.
Maciel-Silva, Mussatto, Forster-Carneiro (2019) descreve sementes de agai como pobres em
nitrogénio (menos de 1%), dados esses que corroboram com os achados deste estudo.

De Lima et al. (2021), ao realizarem caracterizacGes fisico-quimicas do residuo de acai
(semente e fibra) a fim de avaliar o potencial de producgdo de energia e bioprodutos, concluiram
que esse material possui baixas concentragdes de nitrogénio, necessitando de fontes adicionais,
caso seja aplicado como substrato para cultivo de organismos. Alves et al. (2021) ao estudarem as
sementes de acai apos processo de pirdlise obtiveram niveis de 1,79% de nitrogénio.

A quantidade de nitrogénio presente no meio influencia diretamente o comportamento
fangico, uma vez que elevadas concentracfes desse elemento dificultam a degradacédo da lignina
e, por consequéncia, reprimem o acesso do fungo aos outros componentes da parede
lignoceluldsica, retardando, assim, o desenvolvimento micelial (DONINI et al., 2005). No
entanto, ha também estudos que relatam que o aumento do teor de nitrogénio, principalmente o
organico, através de suplementacdo do substrato pode aumentar a eficiéncia bioldgica do
cogumelo, indicando que diferentes espécies de fungos requerem quantidades distintas de
nitrogénio (KOUTROTSIOS et al., 2014).

Diro, Daba e Temam (2021) estudaram a producdo de celulases por Pleurotus ostreatus
utilizando diferentes substratos lignocelulésicos, fontes de nitrogénio e condigdes fisico-
quimicas, chegando a conclusdo de que a origem e as concentragdes da suplementacdo de
nitrogénio afetavam diretamente a producdo de celulases, sendo o nitrogénio organico mais
eficiente na estimulacdo da producdo dessas enzimas. Economou, Diamantopoulou e
Philippoussis (2017) observaram que substratos com baixas relagdes C/N (maior teor de
nitrogénio) induziram o aumento da formacdo de micélios de P. ostreatus, P. pulmonarius, L.
edodes, G. adspersum e G. resinaceum e, consequentemente, a producgéo de lacases.

A suplementacdo do meio com matéria organica rica em nitrogénio propicia um ambiente
mais adequado para o desenvolvimento de macromicetos, permitindo, também, maior producao

de lacases e peroxidases degradadoras da lignina (KOUTROTSIOS et al., 2014). Kurt e
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Buyukalaca (2010) constataram que houve uma correlagéo positiva entre a excregdo de lacase e
carboximetilcelulasase por P. ostreatus, cultivado em substrato com maiores suplementacgdes
com farelo de trigo.

De modo geral, os valores totais de nitrogénio nos substratos em questdo foram
relativamente baixos (menores que 1%) e os teores de carboidratos (fontes de carbono) foram
substancialmente altos (acima de 50%), favorecendo, assim, o estabelecimento de uma elevada
relacdo Carbono:Nitrogénio, sendo superior a 70, com destaque para o substrato inicial a base de
marupa (Tabela 1).

Valores altos de C/N podem desacelerar a formacdo de micélios no substrato e
quantidades infimas ocasionam a inibicdo de alguns processos metabodlicos (MACIEL-SILVA,;
MUSSATTO; FORSTER-CARNEIRO, 2019). Ha comprovacdes de que a relacdo C/N inferior a
50 ndo permite que o fungo colonize o substrato por completo, além de ndo fornecer condicdes
ideais para a secrecdo de enzimas degradadoras da lignocelulose (HSIEH; YANG, 2004,
RASHAD et al., 2019; SOLANILLA-DUQUE; SALAZAR-SANCHEZ; RODRIGUEZ
HERRERA, 2021). Diante disso, as relacdes C/N encontradas no presente trabalho estdo entre os
valores ideais para obtencdo de uma boa taxa de miceliagdo fungica. No entanto, hd dados
controversos sobre a relacdo mais adequada de C/N para o desenvolvimento de macromicetos.
Segundo Philippoussis (2009), a producdo de enzimas lignoliticas foi estimulada em meio
contendo maiores concentracdes de C/N, em contrapartida, houve desaceleracdo do crescimento
micelial. O substrato rico em nitrogénio também induziu a maior atividade lignolitica tanto para o
género Pleurotus, (KNOP; YARDEN; HADAR, 2015) quanto para Ganoderma (DE MENEZES
et al., 2016).

Nesse sentido, para cada espécie de cogumelo ha quantidades ideais de C/N, onde para G.
lucidum a razdo 6tima de C/N varia entre 70/1 e 80/1 (Hsieh e Yang (2004). Dentre os substratos
utilizados nesse estudo, o substrato com valor mais proximo ao ideal foi 0 a base de acai.
Contudo, Atila (2020) observou desenvolvimento de primordios de Ganoderma lucidum em meio
com proporgdes de C/N menores que 10 e maiores rendimentos de miceliagdo em C/N superior a
290.

Sales-Campos et al. (2010) ao realizarem caracterizagdes fisico-quimicas de residuos
madeireiros e agroindustriais da Amazoénia, para o cultivo de Pleurotus ostreatus, verificaram
que a serragem de marupa apresenta baixos teores de nitrogénio (0,29%), resultando em alta
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relacdo C/N (161,39), sendo necessaria a suplementacdo com farelos, ajustando a razdo C/N para
90,59. Esses resultados corroboram com os achados de Chang e Miles (1989) que afirmam que
tecidos lenhosos apresentam baixas quantidades de nitrogénio (0,03-1%), em compara¢do com
herbaceas (0,58-1,71%), ocasionando niveis de C/N superiores a 150. Assim, os valores de
carbono e nitrogénio encontrados nesse estudo para serragem de marupa estdo na faixa descrita
na literatura.

Maciel-Silva, Mussatto e Forster-Carneiro (2019) caracterizaram a biomassa residual do
processamento do acai para possiveis aplicacdes como produto energético de valor agregado e
constataram a relacdo C/N superior a 35 para as sementes do fruto, ja Teixeira et al. (2005)
obteve uma relacdo de 48. Valores estes inferiores aos detectados no presente trabalho, este fato
pode estar relacionado a suplementacdo do substrato com farelos vegetais, que tem como objetivo
afetar diretamente o conteddo de C/N, aumentando a produtividade do crescimento flngico, bem
como a excrecao de enzimas lignoceluloliticas (CARRASCO et al., 2018; KOUTROTSIOS et al.,
2014).

No que diz respeito a proteina bruta o substrato inicial a base de acai apresentou teor
proteico cerca de duas vezes superiores comparado a marupa. Apos o crescimento dos fungos em
acai, observou-se estabilidade do teor proteico, com baixa reducdo de proteinas por G. lucidum e,
pequeno incremento desse parametro por G. tropicum. Ao passo que, no substrato a base de
marupa, houve um expressivo incremento de proteinas por G. lucidum e G. tropicum (Tabela 1).

Sementes de acai sdo relatadas pobres em contetdo proteico, variando entre 4% e 7%
(RODRIGUES FILHO et al., 1993; OLIVEIRA et al., 2015; BUFALINO et al., 2018; DE LIMA
et al., 2021). Maciel-Silva et al. (2019) obtiveram teor de proteina de 5,27% para sementes de
acai, sem nenhum tipo de suplementacdo. Enquanto, Aguiar et al. (2022) descrevem valores de
9,01% de proteina bruta para sementes de acai e 3,20% para serragem de marupd, suplementados
com uma mistura de farelos. Sales-Campos et al. (2010) detectaram 1,75% de proteina bruta em
serragem de marupa, sendo necessaria a adicdo de uma formulacdo a base de farelos de arroz
(60%), trigo (20%) e milho (20%), aumentando os teores proteicos para 3,06%, dados esses que
vao de encontro ao obtido nessa pesquisa.

O aumento no contetdo de proteina bruta apés o cultivo de cogumelos pode estar
associado a proteina fungica produzida durante a fermentacdo, decorrente da hidrélise dos

carboidratos do meio, gerando uma fonte de carbono para a sintese de micélios primarios e
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secundarios ricos em proteina (NASEHI et al., 2017; ZERVAKIS et al., 2012). Adicionalmente, a
presenca de proteinas no meio de crescimento fangico é fundamental para a devida atividade
enzimatica do fungo, tanto para a producdo de enzimas responsaveis pela degradacdo do
substrato, quanto para as relacionadas ao desenvolvimento micelial (ATOJI-HENRIQUE et al.,
2017).

Atoji-Henrique et al. (2017), realizando o cultivo s6lido de G. lucidum em casca e residuo
de soja e de milho perceberam que o0 excesso de proteina bruta (40% para residuo de soja) ndo foi
favoravel ao desenvolvimento de G. lucidum, o qual obteve condi¢des propicias para 0 seu
desenvolvimento nos substratos contendo entre 10 e 11% de proteina bruta em sua composicao
(casca de soja e residuos de milho, respectivamente). Zhou et al. (2015) constataram bom
crescimento de G. lucidum em batata contendo 4,4% de proteina. Zilly et al. (2012) avaliaram a
producdo de enzimas hidroliticas e oxidativas por G. lucidum, em residuos de maracuja e farelo
de trigo, com 7,75 e 16,12% de proteina bruta, respectivamente. Os autores concluiram que esse
macromiceto foi capaz de se desenvolver em ambos os substratos, com producdo de lacases
semelhantes, no entanto, o farelo de trigo estimulou a excrecdo de manganés peroxidase e

endoxilanases.

6.2. Composicdo lignocelul6sica dos residuos

Quanto a composicdo centesimal dos substratos da fermentacdo, observou-se maiores
percentuais de fibras totais para marupa, sendo cerca de 2 vezes maiores que o verificado para o
residuo das sementes de acai. Apos a fermentacdo de G. lucidum houve um pequeno decréscimo
no contetdo de fibras totais do substrato a base de agai, ao passo que G. tropicum ndo modificou
o0 teor de fibras em nesse substrato (Tabela 2). No substrato a base de marupd, por sua vez,
verificou-se reducdo de cerca de 15% do teor de fibras totais apds o crescimento de G. lucidum e
G. tropicum (Tabela 2).

Aguiar et al. (2022), obteve 36,77% de fibras para sementes de agai e 53,12% para
serragem de marupa, ambos suplementados com as mesmas formulagdes de farelos do estudo
atual, no entanto, em propor¢des distintas, sugerindo que um alto teor de fibras € caracteristico de
residuos amadeirados, devido ao maior teor de lignocelulose. Aguiar et al. (2021) em sementes de
acai sem suplementacdo, verificaram teor de fibras de 42,42%. Sales-Campos et al. (2010)

obtiveram teor de 74,05% de fibras totais para serragem de marupa utilizando as mesmas
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formulacbGes e proporgcOes de suplementagdo com farelos utilizados na presente pesquisa,
indicando que a composi¢do da mesma biomassa vegetal pode ser influenciada por diversos

fatores, como sazonalidade, periodo de armazenamento e tratamentos térmicos (DE LIMA et al.,
2021).
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Tabela 2. Composicéo lignocelulésica dos substratos iniciais e apos a fermentacdo de G. lucidum e G. tropicum, em residuos de sementes de acai e serragem de

marupa.
Substrato Fermentacio Fibras totais Celulose Hemicelulose Lignina Carboidratos totais g:arbgid!’atos

(%) (%) (%) (%) (%) disponiveis (%)
Substrato inicial 31,54 Ab+0,79  5873Bb+0,40 14,69 Aa+457 4,40 Aa+0,20 79,94 Bb £ 0,00 48,33 Ca+ 1,00
Acai Substrato ps- G- lucidum ~ 28,95Bc+0,99 67,06 Aa+194 16,94 Aa+091 4,79 Aab + 0,40 84,46 Aab £ 0,31 55,98 Aa £+ 1,30
fermentagao G. tropicum  32,42Ab+0,60 6057Bab+156 12,02Ab+2,36 4,52 Aab+ 0,22 84,90 Aa + 0.30 52,62 Bb + 1,00
Substrato inicial 61,92 Aa + 136 68,34 Aax 0,99 999 Aa+044 4,16 ABa+0,3 84,46 ABa £ 0,07 22,66 Bb+1,42
Marupa  sypstrato pés-  G.lucidum 5221 Ba+053 6183ABab+4,47 1250Ab+0,92 531 Aa+120 83,40 Cb £ 0,64 31,40 Ac + 0,29
fermentacdo G, tropicum 52,24 Ba + 1,22 59058 Bb+1,62  10,05Ab+ 159 3,20 Bb+0,09 85,13 Aa £+ 0,48 33,16 Ac £ 1,37

Letras mailsculas comparam todas as amostras dentro de um mesmo residuo e letras mindsculas comparam entre os substratos iniciais e substratos apds a
fermentacdo de G. lucidum e G. tropicum. Nivel de significancia p < 0,05.
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Silva, Lacerda e Fonseca (2013) encontraram diminui¢do de 36,86% da fibra bruta de
residuos dos frutos de pequi e guavira apds uma fermentacdo de 56 dias por P. sajor-caju,
relacionando esse fato a excrecdo de enzimas degradadoras de lignocelulose pelo fungo. Aguiar
et al. (2022) também encontraram reducgdes nos teores de fibras das sementes de acai e serragem
de marupd apo6s o cultivo de diferentes linhagens de P. ostreatus. Shen et al. (2019) concluiram
que G. lucidum foi capaz de reduzir significativamente o teor de fibra de okara, reduzindo de
43,16% para 28,72%.

A composicdo nutricional do susbtrato de cultivo de cogumelos ndo é o Unico fator
responsavel pelo sucesso da fermentagdo, 0s componentes precisam estarem disponiveis para
metabolizacdo (AGUIAR et al., 2022). Assim, para uma assimilacdo adequada do substrato
durante o desenvolvimento fungico, a concentracdo, organizacdo e disponibilidade das fibras €
fundamental (ALFIANTI et al., 2021).

Também ¢ relatado que a presenca de grandes quantidades de carboidratos sollveis € um
fator limitante para a degradacdo das fibras insollveis, devido a preferéncia do fungo pelos
nutrientes mais facilmente metabolizaveis (MARTONO; DANRIANI; HARTINI, 2016). Isto
pode estar relacionado a menor degradacdo das fibras do residuo de acai, visto que é a biomassa
com maior quantidade de carboidratos disponiveis, bem como maior teor de lipidios e energia
calorica (Tabelas 1 e 2).

Hidayat et al. (2022) também notaram a preferéncia de G. lucidum por fontes de
carboidratos mais facilmente fermentaveis do residuo de cacau, enquanto as fibras insolUveis
eram mais dificeis de serem digeridas. O mesmo padrdo foi observado por Araujo et al. (2020),
que ao cultivarem P. ostreatus em residuos de mandioca e beterraba constataram reducdo nas
quantidades de carboidratos e aumento do teor de fibras.

Dentre os substratos iniciais, a serragem de marupa apresentou maior porcentagem de
celulose, com diminuicdo dos percentuais apos a fermentacdo de G. lucidum e G. tropicum, ao
passo que, no substrato a base de acai houve incremento do teor de celulose apds o crescimento
dos fungos (Tabela 2). Maciel-Silva, Mussatto e Forster-Carneiro (2019), detectaram a celulose
como 0 componente mais abundante da lignocelulose em sementes de agai, atingindo o teor de
43,81%, quantidade inferior a encontrada no presente estudo. Esse fato pode estar associado a
suplementacdo do substrato com farelos. Outros estudos detectaram teores de celulose variando

entre 44 e 47% para sementes de acai (CAMARAO; LOURENCO JUNIOR, 1993;RODRIGUES
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FILHO, 1993; OLIVEIRA; KOMESU; MACIEL FILHO, 2014). Aguiar et al. (2022)
constataram 38,63% de celulose para sementes de acai e 55,62% para serragem de marupa,
ambos suplementados com mistura de farelos.

Os fungos sao capazes de utilizarem os carboidratos da parede lignocelulésica por meio
da secrecdo de enzimas lignoceluloliticas, como as celulases, liberando agucares fermentaveis
assimilaveis pelo fungo durante o seu desenvolvimento (AKINYELE; OLANIYI; AROTUPIN,
2011; TSAI et al., 2018). Adicionalmente, a celulose presente no meio atua como a principal
fonte de carbono, com papel indutor para a producdo de celulases pelo organismo
(VALASKOVA; BALDRIAN, 2006). Dessa forma, o decréscimo no conteido celul6sico no
substrato & base de marupa € um indicativo de atividade celulolitica das espécies de Ganoderma
utilizadas nesse estudo.

Postemsky et al. (2017), ao realizarem o cultivo sélido de G. lucidum em cascas de arroz e
sementes de girassol constataram aumento nas fracGes de celulose do substrato residual de cascas
de arroz. Enquanto, Hariharan e Nambisan (2013) ndo encontram diferenca relevante no
contetdo celulésico de folhas de abacaxi apds a fermentacdo de G. lucidum.

O substrato inicial composto de sementes de acai apresentou maior quantidade de
hemicelulose, porém, ndo houve diferenca estatistica significativa (Tabela 2). A literatura ndo
relata variacdes nas quantidades de hemicelulose em sementes de agai, atingindo valores entre 6 e
19%, concentracOes estas semelhantes as observadas no presente trabalho (BUFALINO et al.,
2018; CAMARAO; LOURENCO JUNIOR, 1993; DE LIMA et al., 2021; OLIVEIRA et al.,
2015; RODRIGUES FILHO).

Apoés a fermentacdo de G. tropicum observou-se reducdo do teor de hemicelulose no
substrato de sementes de acai. Nos substratos a base de serragem de marupd, verificou-se um
pequeno incremento de hemicelulose ap6s o crescimento dos fungos estudados (Tabela 2).
Postemsky et al. (2017) também encontram incremento nos substratos residuais de G. lucidum
quando cultivado em cascas de semente de girassol, partindo do valor inicial de 22-24% para 28-
31%. Hariharan e Nambisan (2013) ndo encontraram diferencga significativa na quantidade de
hemicelulose nas folhas de abacaxi apds a fermentacdo de G. lucidum.

Os substratos utilizados na fermentagéo de G. lucidum e G. tropicum exibiram valores

semelhantes de lignina em suas composi¢des, havendo reducdo deste polimero somente no

86



substrato composto de serragem de marupd, apés a fermentacdo de G. tropicum, com incremento
desse composto ao final da fermentacdo dos fungos nos demais substratos (Tabela 2).

Eliopoulos et al. (2022) encontraram um aumento de 5,58% para 7,12% do conteudo de
lignina em residuo da industria cervejeira apos tratamento com P. ostreatus. Kuhar, Castiglia e
Levin (2015) ndo constataram um padréo diferencial de perda de lignina de serragem de alamo ao
final de uma fermentagéo de 14 dias em uma co-cultura de G. lucidum e Trametes versicolor,
indicando que, provavelmente, fosse necessario um maior tempo de incubacao, para correlacionar
a degradacdo da lignina com a atividade de enzimas ligninoliticas, como a lacase.

As sementes de acai sdo relatadas como uma biomassa de natureza lignocelul6sica e,
diferentes composicdes de polissacarideos sdo descritas para esse material, com valores de
celulose variando entre 34-53%, lignina em torno de 3-25% e hemicelulose entre 6-18%
(BUFALINO et al., 2018; DE LIMA et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2015). A literatura relata
uma grande variagdo no teor de lignina em sementes de acai (3-35%), todavia, a quantidade desse
composto € considerada razoavelmente alta, atingindo, na maioria das vezes, porcentagens
superiores a 25% (FORSTER-CARNEIRO, 2019; LIMA et al., 2021; MACIEL-SILVA;
MUSSATTO, 2019; PESSOA et al., 2010). Aguiar et al. (2022) identificaram 6,41% de lignina
para sementes de acai e 10,81% para serragem de marupd, suplementados com 75% de farelo de
arroz, 20% de trigo e 5% de milho, valores estes superiores em relacdo aos dados desse trabalho,
podendo estar associado as diferentes formulacGes dos farelos.

Alguns fatores interferem diretamente na composicdo lignoceluldsica da biomassa
vegetal, como a sazonalidade, maturidade dos frutos, tipo de solo de crescimento da planta e
alguns tratamentos prévios, como o hidrotérmico. Sendo assim, diferentes residuos de sementes
de acai, dependendo do local e época da colheita e do periodo de armazenamento da biomassa,
apresentam conteudos lignocelulésicos distintos (LIMA et al., 2021). Nesse sentido, a baixa
guantidade de lignina encontrada nesse estudo pode ser decorrente dessa soma de agentes fisicos
e ambientais, permitindo a obtencdo de um residuo mais facil de ser degradado pelo
macromiceto.

Sanchez e Montoya (2020) argumentam que a celulose e a hemicelulose sdo mais
fortemente hidrolisadas apds a formacdo dos basidiomas. Outros autores também relatam maior
consumo de celulose durante a fase de formacgédo do basidioma, sendo significativamente maior

comparada a fase de colonizacdo do substrato (BERCH et al., 2007; PATEL, 2014).
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Adicionalmente, a literatura cientifica relata que a degradacdo das fibras lignocelulésicas pode
ser limitada pela grande quantidade de carboidratos e, consequentemente, mais facilmente
metabolizados pelo fungo, causando uma diminuicdo da degradacdo do conteudo de
lignocelulose, além de torna-la mais evidente (MARTONO; DANRIANI; HARTINI, 2016).

A utilizacdo de residuos lignocelulésicos como substratos para a fermentacdo de
cogumelos depende da producdo de hidrolases e oxidases degradantes dos compostos da parede
celular da biomassa vegetal, convertendo-os em moléculas de baixo peso molecular, capazes de
serem absorvidas pelos fungos (BUSWELL; CHANG, 1993). Contudo, a producdo dessas
enzimas por basidiomiceto e, consequentemente, o grau de degradacdo dos substratos
lignocelul6sicos € dependente da composi¢do dos mesmos (ELISASHVILI et al., 2008).

Postemsky et al. (2017) obtiveram alto rendimento de producéo de G. lucidum em cultivo
solido utilizando palha e cascas de arroz (hemicelulose de 36-40%, celulose de 13-23% e lignina
de 6-10%) e cascas de sementes de girassol (hemicelulose de 22—-24%, celulose de 21-24% e
lignina de 24-28%), apresentando niveis semelhantes de eficiéncia bioldgica. Solanilla-Duque,
Salazar-Sanchez e Rodriguez Herrera (2021) investigaram trés residuos lignocelulésicos (fibra de
coco, bagaco de cana-de-acUcar e bagaco pita), como fonte de carbono para o desenvolvimento
de G. lucidum e determinaram que os residuos de fibra de coco e bagaco de cana-de-agucar, com
teores de lignina de 5-6%, hemicelulose de 6-21% e celulose de 32-35%, proporcionaram melhor
desempenho no desenvolvimento fangico. Rashad et al. (2019) realizaram uma fermentagdo em
estado sélido de G. lucidum, utilizando trés diferentes formulacdes de seis residuos
agroindustriais, e os melhores rendimentos de producdo do cogumelo foram obtidos no substrato
(27% de talo de algoddo, 27% de palha de arroz, 27% de bagaco de cana de agUcar, 18% de palha
de trigo e 1% CaCOj3) compreendido por 39,85% de celulose, 17,73% e 9,32% de lignina.

Dentre os substratos iniciais, a serragem de marupa apresentou maior teor de carboidratos
totais, diferindo estatisticamente das sementes de acai. Apds a fermentacdo dos fungos em
marupa, observou-se pequeno incremento de carboidratos totais por G. tropicum e baixa reducao
dos teores por G. lucidum. Em contrapartida, no substrato a base de acai, G. lucidum e G.
tropicum elevaram a concentracgdo de carboidratos totais no meio (Tabela 2).

Os carboidratos totais incluem tanto as fragdes potencialmente degradaveis (carboidratos
disponiveis), quanto as fibras insoltveis da parede lignocelulésica, ndo degradaveis pela maioria

dos organismos (SNIFFEN et al., 1993). Sendo assim, os carboidratos totais englobam mono e
88



oligossacarideos, como estaquiose, rafinose, arabinose, galactose, manose e glicose
(ALHOMODI et al., 2021).

Apesar do residuo de acai ter sido o substrato com menor teor de carboidratos totais, foi o
que expressou maior quantidade de carboidratos disponiveis, sendo 2 vezes superiores a serragem
de marupé (Tabela 2). Isto pode estar relacionado ao maior contetdo celulésico encontrado no
residuo de marupa, caracteristico de residuos amadeirados pressupondo, assim, que a maior parte
dos carboidratos dessa biomassa é proveniente da lignocelulose (AGUIAR et al, 2022).

A semente de acai € relatada por ter uma camada externa fibrosa, de natureza
lignoceluldsica e um endosperma sélido envolvendo o embrido, contendo cerca de 70% de
carboidratos (BICHARA; ROGEZ, 2011; RAMBO; SCHMIDT; FERREIRA, 2015). Esse
conteddo representa uma fonte renovavel para producdo de enzimas por fermentacdo em estado
solido, bem como uma alternativa na substituicdo de fontes ndo renovaveis derivadas do petréleo
(KAUR; KUHAD, 2019; SOCCOL et al., 2017).

Aguiar et al. (2022) destacaram que a biomassa amadeirada (serragem de marupé e pinus)
foram os substratos com maiores teores de carboidratos totais, com valores de 87,56 e 81,53%,
respectivamente, ao passo que sementes de acai apresentaram 78,78%. Contudo, apesar de a
serragem de marupa apresentar maior concentracdo de carboidratos totais, obteve o teor mais
baixo de carboidratos disponiveis (35,45%), enquanto a serragem de pinus e sementes de acai
continham valores semelhantes de 42,01 e 40,48%, respectivamente.

Aguiar et al. (2021), ao avaliarem a concentracdo de carboidratos em serragem de pinus e
sementes de acai, sem nenhum tipo de suplementacédo, obtiveram 77,98% de carboidratos totais
para residuo de acai e 82,85% para pinus, sendo este Gltimo substrato o detentor da menor
concentracdo de carboidratos disponiveis (7,07%), enquanto o acai continha 80,39% a mais de
carboidratos disponiveis em sua composicdo (36,05%). Maciel-Silva, Mussatto e Forster-
Carneiro (2019) observaram teor de 69,70% de carboidratos totais para sementes de acai sem
suplementacédo. Sales-Campos et al. (2010), ao analisarem formulacGes de serragens de marupa e
pau-de-balsa inferiram 80,23 e 80,93% de carboidratos totais e 6,18 e 15,24% de carboidratos
disponiveis, respectivamente.

Altas quantidades de carboidratos sollveis ¢ um fator limitante para a degradacdo das
fibras insollveis pelos fungos, ocasionando baixa degradacéo da lignocelulose (AMANULLAH
et al. 2014). Diante desse padrdo, é possivel predizer que a alta quantidade de carboidratos
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disponiveis nas sementes de agai contribuiu para a insuficiente degradacdo das fibras de celulose
e hemicelulose, levando o fungo a ter preferéncia pela fonte enérgica mais facilmente assimilavel
e, tornando a lignocelulose mais evidente, justificando o incremento no substrato apds a
fermentacdo dos cogumelos (Tabela 2). Em contrapartida, percebe-se um padrdo de decréscimo
de celulose na serragem de marupa ap6s a fermentacdo das duas espécies de Ganoderma,
podendo-se associar esse fato ao baixo contetido de carboidratos disponiveis na fibra. Assim, em
razdo de os carboidratos serem facilmente metabolizaveis, ha um estimulo na velocidade de
colonizacdo do substrato pelo fungo, induzindo um menor tempo de miceliacdo e degradagédo dos
componentes do meio (SALES-CAMPOS et al., 2010).

6.3. Caracterizacao microscopica

A técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV) foi utilizada para investigar
possiveis alteracdes nos substratos apds a fermentacdo de G. lucidum e G. tropicum, decorrente
da degradacdo dos nutrientes do meio de cultivo. Para isso, foram realizadas obtencdes de
micrografias dos substratos iniciais de serragem de marupa (Figura 16) e sementes de acai
(Figura 17), bem como dos substratos pos-fermentacgdo, (30 dias) de G. lucidum (Figuras 18 e 19)
e G. tropicum (Figuras 20 e 21), utilizando os aumentos de 130 (A), 750 (B), 800 (C), 1300 (D),
1400 (E) e 2500 vezes (F).

O substrato inicial a base de serragem de marupa apresentou fibra lignocelulésica com
padrdo de organizacdo perceptivel (Figura 16A), sem grandes sinais de afrouxamento das fibras.
Também foi constada a presenca de grandes areas com superficie de aspecto liso e sem poros
irregulares (Figura 16C, D, E e F). Esse padrdo altamente organizado pode estar relacionado a
presenca de ligacOes intramoleculares de hidrogénio entre a celulose, para a formacdo de
microfibrilas altamente ordenadas e entrelagadas com hemicelulose e lignina, ocasionando a
formacdo de uma estrutura recalcitrante a degradacdo (BADGUJAR; BHANAGE, 2015;
BRANDT et al., 2013; ZABED et al., 2016). Alayoubi et al. (2020), também identificaram a
presenca de microfibrilas individualizadas e organizadas em serragem de abeto e carvalho,
apresentando morfologia compacta e ordenada.

A fibra inicial de semente de acai, em comparacdo com serragem de marupa, possui
menos areas lisas e uniformes (Figura 17B), sendo possivel observar uma morfologia mais

irregular, contendo algumas rupturas (Figura 17C e D). Esses aspectos podem ser decorrentes do
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processo de moagem do substrato e atrito das particulas (BARBOSA et al., 2019; COSTA et al.,
2015). Além disso, foi avaliada a presenca de particulas de tamanhos e formas variadas (Figura
17A). As saliéncias encontradas podem ser decorrentes da caracteristica aspera da fibra vegetal
(NASCIMENTO et al., 2012). Resultados semelhantes foram obtidos por Martins et al. (2021),
onde identificaram estruturas irregulares e com sinais de rupturas e fragmentacdo em sementes de
acai, além da distribuicdo celular em diferentes tamanhos e formas.

Nesse residuo, foram encontradas estruturas porosas e esféricas obstruidas por granulos
centralizados (Figura 17E), semelhante ao ja relatado para sementes de acai em estudos anteriores
(MARTINS et al., 2021; MESQUITA et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2019). Essas estruturas sao
denominadas de canais de poco e os granulos sdo constituidos por silica, podendo ser encontradas

tanto na superficie interna como externa (MARTINS et al., 2021).
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Figura 16. Micrografias do substrato inicial de marupd nas resolucdes de 130x (A), 750x (B), 800x (C), 1300x (D),
1400x (E) e 2500x (F).
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Figura 17. Micrografias do substrato inicial de acai nas resolucdes de 130x (A), 750x (B), 800x (C), 1300x (D),
1400x (E) e 2500x (F).
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Figura 18. Micrografias do substrato & base de marupa apds a fermentacéo de G. lucidum, nas resolucdes de 130x
(A), 750x (B), 800x (C), 1300x (D), 1400x (E) e 2500x (F).
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Figura 19. Micrografias do substrato a base de acai apds a fermentagéo de G. lucidum, nas resolucées de 130x (A),
750x (B), 800x (C), 1300x (D), 1400x (E) e 2500x (F).
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Figura 20. Micrografias do substrato & base de marupé ap6s a fermentacdo de G. tropicum, nas resolucdes de 130x
(A), 750x (B), 800x (C), 1300x (D), 1400x (E) e 2500x (F).
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Figura 21. Micrografias do substrato a base de acai apds a fermentacdo de G. tropicum, nas resolucées de 130x (A),
750x (B), 800x (C), 1300x (D), 1400x (E) e 2500x (F).

Apos a fermentagdo de G. lucidum e G. tropicum nos substratos a base de marupd e acai
foram encontrados visiveis sinais de degradacdo da parede lignocelulésica (Figuras 18, 19, 20 e

21). A superficie do residuo vegetal, quando comparada aos controles (Figuras 16 e 17), perdeu
97



aspecto liso, plano e ordenado, sendo um indicativo do esmagamento da parede celular vegetal
(PALANGI et al., 2022). Essa desordem do arranjo microfibrilar do residuo vegetal é decorrente
do afrouxamento das fibras, devido a remocdo da lignocelulose (GRIMALDI et al., 2015;
REZENDE et al.,, 2011). Adicionalmente, esse resultado é buscado no pré-tratamento da
biomassa para aumentar a exposicdo da celulose e hemicelulose a degradacdo (GIRIO et al.,
2010).

O alargamento da fibra lignocelulésica é mais bem visualizado na Figura 18B, onde €
possivel verificar a presenca de fissuras na superficie, envolvidas por micélio em toda a sua
extensdo. Lu et al. (2022) descrevem que parte da remocdo do contetdo lignocelulésico do talo
de milho, ap6s tratamento quimico alcalino, ocasionou a presenca de lacunas que enfraqueceram
as ligacoes entre as fibras da palha, facilitando a penetracdo do micélio de Auricularia auricula e,
consequentemente, degradacdo da celulose. 1sso sugere que essa caracteristica com maiores
espacos, encontrada em serragem de marupd, propicia um meio mais facilmente hidrolisavel pelo
fungo. Palangi et al. (2022) também constataram uma desestruturacdo da parece celular da
biomassa vegetal apds tratamento com o cogumelo Agaricus bisporus. Faria et al. (2020)
relataram maior grau de fragmentacdo de bagaco de cana-de-aclcar apos cultivo de Humicola
grisea var. thermoidea.

As alteracBes mais significativas verificadas pela analise de microscopia eletrénica nos
substratos a base de marupé e acai, ap6s a fermentacdo flngica, foram o surgimento de poros
sobre toda a extensdo do material (Figura 18D e F; Figura 19B e D; Figura 20C, D e F e Figura
21B, C e D). A associacdo entre o surgimento de poros irregulares sobre a superficie residual
ap6s tratamento fangico e degradacdo da lignocelulose ja é bem relatada (CORREA et al., 2016;
FOO; HAMEED, 2012; NASCIMENTO et al., 2021).

Outro indicativo de degradacdo da fibra lignocelulésica pelo fungo é o surgimento de
rachaduras bastante evidenciadas nas Figuras 18E, 19C, 29E e 21F. Faria et al. (2020) também
detectaram aumento nas rachaduras, espacamentos, fragmentacdes e afrouxamentos da biomassa
vegetal apos cultivo de Humicola grisea var. thermoidea e associaram essas modificagdes a
producdo de celulases e xilanases pelo fungo para o seu desenvolvimento. Resultados
semelhantes foram constados por Cérrea et al. (2016) que verificaram o surgimento de

rachaduras em residuo de espiga de milho apds o tratamento com P. ostreatus.
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Na fermentagdo conduzida por G. tropicum em sementes de acai, foi possivel observar a
presenca de goticulas arredondadas de pseudo-lignina (Figura 21D, E e F). Essas goticulas sdo
formadas durante o processo de degradacdo do substrato, devido ao consumo de aglcares e
fragmentos da lignina pelo fungo (CARVALHO et al., 2015). A pseudo-lignina pode prejudicar a
hidrdlise enzimatica, pois realiza ligacbes covalentes as enzimas celulases, reduzindo a
capacidade de conversdo da celulose em agUcares fermentaveis (SCHMATZ et al. 2021).

De modo geral, ao avaliar os sinais de degradacdo do substrato apos o desenvolvimento
fangico em serragem de marupa e sementes de acai, como porosidade, afrouxamento e
desorganizacdo da fibra, e surgimento de rachaduras, pode-se presumir que as maiores taxas de
degradacdo da lignocelulose foram observadas no residuo de marupd, principalmente apds a
fermentacdo por G. tropicum, corroborando com os resultados de teores de celulose (Tabela 2).

Quanto a composicdo elementar nos substratos a base de sementes de agai e serragem de
marupd, antes e apos a fermentacdo de G. tropicum e G. lucidum, os mesmos elementos foram
encontrados em ambos os substratos iniciais, exceto enxofre (S), observado apenas em sementes
de acai e, sodio (Na), detectado apenas em serragem de marupa. O elemento presente em maior
concentracdo nos substratos iniciais foi o oxigénio (O), sendo superior no substrato de marupa
(Tabela 3). Magnésio (Mg) foi o segundo elemento em maior concentracdo para sementes de
acai, ao passo que o fésforo (P) foi o segundo elemento mais presente em serragem de marupa.
Em contrapartida, o teor de potassio (K) obtido para sementes de acai foi 40,56% superior
comparado ao encontrado para marupa. Célcio (Ca) foi encontrado em maior percentual nas
sementes de acai, ja a maior quantidade de silicio (Si) foi obtida em residuo de marupa. Aluminio
(Al) foi um dos elementos quimicos com menor concentragdo em ambos 0s substratos iniciais e
sua presenca pode estar associada a natureza metalica do stub (porta amostra), podendo ocasionar
uma leitura residual dos elétrons de aluminio

Lima et al. (2021) detectaram 2% de Si para sementes de agai sem nenhum tipo de
suplementacdo, elemento esse depositado, principalmente, nos canais de poco (Figura 2E; 4E e
6D). Oliveira et al. (2019) também encontraram uma quantidade substancial de Si nos canais de
poco de fibras brutas de sementes de acai e pré-tratadas com NaOH. Os autores relataram a
presenca de particulas de silica sob a forma de saliéncias globulares nas superficies internas e

externas dos canais de poco, estruturas essas observadas nas figuras 2E; 4E e 6D. A ocorréncia de
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silica em palmeiras é comum, ocorrendo na forma de corpos silicosos, encontrados em células
especiais chamadas de estegmata (HWANG et al., 2012; SCHMITT; WEINER; LIESE, 1995).

Tabela 3. Espectroscopia de raios X por energia dispersiva (EDS) nos substratos iniciais e ap6s a fermentacéo de
Ganoderma lucidum e Ganoderma tropicum.

Concentracao atémica (%)

Amostras Elemento
Acal Marupa

90,48 88,82
P 2,46 2,87
Mg 2,63 2,79
K 1,43 0,85
Substrato inicial Ca 1,21 1,09
Si 0,92 1,46
Al 0,53 0,80

S 0,33 -
Na - 1.32
75,25 92,23
P 0,95 1,63
Mg 1,56 1,34
K 0,87 1,33
G. lucidum Ca ) 1,64

Si 0,70 -

Al 0,66 -
Substratos C 20 1.64
fermpec;ISt:algéo © 85,53 9442
P 1,33 1,16
Mg 0,97 1,99
) K 1,14 0,43
G. tropicum Ca 10,15 1,25

Si 0,48 -
Al - 0,75

S 0,25 -

Cl 0,15 -

Também foi detectada a presenca de Si (silicio) no substrato inicial de serragem de
marupa e, a presenca desse elemento no vegetal pode estar associada a funcéo de protecdo contra

predadores e doencas, bem como protecdo tecidual contra o estresse hidrico e flutuacdes de
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temperatura (SILVA; POTIGUARA, 2009). O fosforo (P), encontrado em quantidades
semelhantes para os substratos iniciais de sementes de acai e serragem de marupd, é relatado
como um dos macronutrientes essenciais para o desenvolvimento vegetal, responsavel por
diversos processos celulares, sendo este elemento absorvido do solo (ZHANG; LIU, Y.; WANG,
2019). O magnésio (Mg) também exerce papel fundamental dos tecidos vegetais, e sua presenca
se justifica por ser um dos componentes da clorofila, atuando na fotossintese, ativando enzimas,
auxiliando na traducdo do DNA, no metabolismo de carboidratos e transporte de fosforo (LASA
et al., 2000; NGUYEN; MANEEPONG; SURANILPONG, 2016).

A presenca de K nos dois residuos vegetais esta diretamente associada a capacidade de
fotossintese (TRANKNER; TAVAKOL; JAKLI, 2018) e crescimento da planta (SUSTR;
SOUKUP; TYLOVA, 2019), resposta a estresses ambientais (DREYER; GOMEZ-PORRAS;
RIEDELSBERGER, 2017; HAN; AN; YUAN, 2005), homeostase (HAN; AN; YUAN, 2005) e
modulacdo metabdlica (CUIN; DREYER; MICHARD, 2018). Outro componente detectado nos
dois substratos foi o Ca, o qual é relatado como um componente essencial da parede celular
vegetal, aumentando a dureza e a integridade, pois atua na formacéo de pectato de célcio, além
disso, age como contra-cation para a entrada e saida de anions no vacuolo e estimula o
alongamento de plantas (BHARTI et al., 2021), também est4 relacionado & atividade de diversas
enzimas, manutencdo e movimento dos cromossomos (BURSTROM, 1968; WHITE;
BROADLEY, 2003).

O enxofre (S), encontrado apenas no residuo de acai, € componente dos aminoacidos
cisteina e metionina nas plantas (NASSER et al., 2020) e, sua deficiéncia, afeta diretamente a
sintese proteica (CANTARELLA; MONTEZANO, 2010). O sodio (Na), presente apenas em
serragem de marupa ndo € um elemento essencial para o desenvolvimento vegetal, porém, atua na
regulacdo da pressdo osmatica, podendo ser substituido por potassio (K) (CHAKRABORTY et
al., 2022; KEISHAM; MUKHERJEE; BHATLA, 2018). O oxigénio encontrado em grandes
quantidades nas biomassas vegetais desse estudo é constituinte fundamental da lignocelulose,
sendo encontrado na férmula molecular da celulose, hemicelulose e lignina (REINOSO et al.,
2018; OKOLIE et al., 2021).

Os minerais sdo fundamentais para o desenvolvimento fangico, podendo afetar o grau de
miceliacdo do fungo, quando em quantidades ndo adequadas no meio (WANG; SAKODA,;
SUZUKI, 2001). O Ca foi completamente exaurido do substrato de acai apds a fermentacédo de G.
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lucidum, ao passo que apos a fermentagdo de G. tropicum houve um aumento de cerca de 8 vezes
desse elemento, comparada a concentragdo inicial. No substrato & base de marupé observou-se
um incremento de Ca ap0s o crescimento dos fungos (Tabela 3).

Quanto ao teor de oxigénio (O), apds a fermentacdo dos fungos em acai, observou-se uma
diminuicdo da concentracdo, enquanto em marupd verificou-se um aumento de cerca de 5% em
relacdo a concentragdo inicial (Tabela 3). Outro aumento detectado foi para potassio (K), nos
substratos apds a fermentacdo de G. tropicum em acai e de G. lucidum em marupa, com aumentos
de 20 e 56%, respectivamente. Nos demais residuos, apos as fermentacdes fungicas verificou-se
reducdo dos teores de potéassio (K) (Tabela 3). O elemento aluminio (Al) foi completamente
consumido ap6s a fermentacdo de G. tropicum em acai e de G. lucidum em marupd, ao passo que
carbono (C) foi encontrado apenas em sementes de acai, apds o crescimento de G. lucidum
(Tabela 3).

Vale destacar que a técnica de EDS, apesar de ser vantajosa, pois oferece uma analise
qualitativa e semiquantitativa com rapidez e agilidade, podendo ser analisadas areas de tamanho
micron, apresenta limitacGes, como baixa sensibilidade a oligoelementos com peso atémico
inferior ao do Na (SEVERIN, 2004; VIEIRA et al., 2021). Além disso, durante a excitacdo
eletronica pode haver perda de elementos volateis (VIEIRA et al., 2021). Apesar da melhoria na
resolucdo do detector de EDS para fornecimento de dados mais confidveis e precisos, outras
técnicas podem ser utilizadas para contornar esse problema, como a espectroscopia por
comprimento de onda dispersivo (WDS) (VIEIRA et al., 2021). Sendo assim, as flutuacGes e ndo
deteccdes de elementos presentes neste estudo podem estar associadas as limitacdes da técnica de
EDS.

O aumento do contetdo de minerais apds a fermentacdo de basidiomicetos vem sendo
relatado. Akinfemi e Ogunwole (2012), ao cultivarem P. ostreatus em palha de sorgo inferiram
aumentos de 50% para P e 15,8% para K, ao passo que em residuo de palha de arroz os
incrementos foram de 275% para P, 350% para Ca, 100% para Mg e 150% para Zn. Araujo et al.
(2020) concluiram que apds 35 dias de fermentacdo em residuos de mandioca e beterraba por P.
ostreatus, houve incremento nas quantidades de minerais. Carvalho et al. (2014) sugerem que 0
aumento do conteddo de minerais na biomassa residual é decorrente da diminui¢do da matéria

organica, como a lignocelulose, que foi consumida pelo fungo durante a miceliacao.
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As concentragdes dos demais minerais foi reduzida no substrato pos-fermentacdo, onde
alguns elementos encontrados nas formulag@es iniciais ndo foram detectados apos a fermentacao
dos fungos. Si e Na observados no substrato a base de sementes de acai antes da inoculacéo
fangica ndo foram encontrados nos residuos pos-fermentacdo e, os demais elementos sofreram
reducdo de pelo menos 43,20% (Tabela 3). Esses dados corroboram com os achados de Mhlongo,
Mnisi e Mlambo (2021) que detectaram reducdo no conteddo de macro e micronutrientes em
residuo de uva apés fermentacdo de P. ostreatus, sugerindo que esse ocorrido pode estar
associado a degradacdo do conteudo mineral durante o processo de desenvolvimento fungico,
sugerindo, assim, uma preferéncia pelo contetido inorgéanico. Sales-Campos et al. (2009) também
relataram queda no contetdo de P e K de residuos vegetais tratados com P. ostreatus.

6.4. Atividades enzimaticas
6.4.1. Endoglucanases (CMCase)

A excrecdo de endoglucanases, também conhecidas como carboximetilcelulases
(CMCase) por G. lucidum e G. tropicum em fermentacdo sélida utilizando sementes de acai e
serragem de marupa como substratos indutores de atividade enzimatica ndo seguiu um padréo
linear, verificando-se acréscimos e decréscimos ao longo do periodo fermentativo. No entanto,
pode-se observar menor atividade enzimatica até 8° dia de fermentacdo para ambos 0s substratos,
com valor méximo de 1 U/g para G. lucidum em sementes de acai. Posteriormente, verifica-se 4
picos distintos de atividade de CMCase, proveniente de G. tropicum cultivado em acai, com
valores méaximos de 1,78 e 2,37 U/g no 10° e 14° dia de fermentacéo, respectivamente, enquanto
G. lucidum apresentou atividade maxima de 1,93 U/g ao 18° dia (Figura 22). No substrato a base
de marupa observou-se 3 picos distintos ao longo das fermentagdes, sendo os valores obtidos na
fermentacdo de G. tropicum cerca de 3 vezes superiores comparados aos de G. lucidum (Figura
22).

Manavalan et al. (2012) também n&o encontraram perfil linear de producdo de enzimas
oxidativas e hidroliticas produzidas por G. lucidum, em cultivo sélido utilizando bagaco de cana-
de-agUcar, apresentando perfil contendo picos enziméaticos seguidos por decréscimos.

Ganoderma sp. é descrito como detentor de um aparato enzimatico eficiente de

degradacdo da lignocelulose, tanto em fermentacdo solida, quanto submersa (GAUNA et al.,

103



2021; JAIN et al., 2020; LIAN et al., 2022; MAKARENKOVA et al., 2021; SHARMA et al.,
2019; ZHOU et al., 2018).

Figura 22. Atividade de endoglucanases (carboximetilcelulases - CMCase) durante a fermentacdo em estado sélido

de G. lucidum e G. tropicum, em substratos a base de residuos de acai e marupa.
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O tempo necessario para colonizacdo do substrato pelo fungo e, consequentemente,
producdo enzimatica, pode ser influenciado pelo tipo de meio utilizado, suplementacéo, espécies
e cepas fungicas (KHAN et al., 2017). Rashad et al. (2019) relatam que G. lucidum néo foi capaz
de colonizar totalmente nenhuma das biomassas vegetais avaliadas apds o 21° dia de
fermentagdo, em decorréncia da desaceleracdo no processo de bioconversdo. Os autores
levantaram algumas possibilidades para essa desaceleragdo, como: (1) esgotamento dos nutrientes
de mais facil metabolizacdo pelo fungo antes da degradacéo da lignocelulose (MATA; SAVOIE,
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1998); (2) inibicdo das atividades de xilanases em decorréncia da presenca de altos niveis de
acucares soluveis no residuo (TEUNISSEN et al., 1993) e (3) acdo toxica sobre os fungos de
derivados furanos e acidos organicos gerados durante a bioconversdo do substrato (ALVES et al.,
1998). Assim, esses achados corroboram com o perfil enzimatico detectado nesse estudo, onde as
maiores medias enzimaticas ocorreram antes do 20° dia do processo fermentativo.

Manavalan et al. (2012) encontraram valores superiores de endoglucanase produzida por
G. lucidum em fermentacdo em estado solido utilizando bagaco de cana-de-aclcar como
substrato, atingindo pico enzimatico de 26 U/g no 20° dia da fermentacao e, ao final (entre 0 40 e
45°), observaram aumento na expressdo dessa enzima, com valores semelhantes aos do pico
enzimatico. Hermosilla et al. (2017) ao realizarem o cultivo solido de G. lobatum em palha de
trigo obtiveram producdo maxima de 7 U/g de endoglucanase.

Os valores enzimaticos de CMCase detectados neste trabalho foram superiores aos
encontrados por Melanouri, Dedousi e Diamantopoulou (2022), onde ao avaliarem diferentes
residuos vegetais como substratos para a producdo de enzimas lignoceluloliticas por P. ostreatus
e P. eryngii, incluindo serragem de madeira de faia e alamo, encontraram valores que variavam
entre 0,008 e 0,199 U/g.

A utilizacdo de fungos da podriddo branca, como Ganoderma sp., visando a obtencédo de
celulases é indicada por alguns autores como mais eficiente em comparacdo a fungos
filamentosos, visto que esses microrganismos possuem limitagdes na producdo do consércio
enzimatico completo de celulases (endo e exoglucanases), necessitando da associa¢do de um ou
mais organismos para a obtencdo das trés celulases principais (MANAVALAN et al., 2012).
Corroborando com essa afirmacéo, a maior concentracdo enzimatica de endoglucanase detectada
no presente estudo (2,37 U/g) foi superior a encontrada por Oliveira et al. (2019), que obtiveram
valor maximo de 0,897 U/g para Penicillium roqueforti em fermentacdo em estado solido
utilizando casca de cacau.

Confrontando os dois substratos de fermentacéo utilizados nesse estudo como indutores
da sintese de endoglucanase por G. lucidum e G. tropicum, o residuo de acai foi mais eficiente,
com atividade enzimética 66% superior em relacdo a serragem de marupda (Figura 22). Sementes
de acai sdo consideradas uma biomassa de natureza lignoceluldsica, sendo a celulose o
componente majoritario (Lima et al. 2021). Barros et al. (2021) relatam que sementes de acai

correspondem a uma nova excelente fonte para obtengéo de celulose.
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Oliveira et al. (2022) demonstraram a capacidade indutora de sementes de acai para
obtencdo de celulases por G. lucidum, obtendo atividade méaxima de 1,9 U/g no 26° dia do
processo fermentativo. Sementes de acai também foram utilizadas como substrato para o cultivo
de macromicetos por Lima (2019), visando a producdo de enzimas lignoceluloliticas, incluindo
endoglucanases, atingindo producdo méxima de 0,386 U.gss™ (grama por substrato seco). Apesar
de serem encontrados menos de 10 estudos que utilizam esse residuo para a produgdo de
celulases por meio de processos fermentativos, o potencial dessa biomassa como substrato para o
cultivo de macromicetos vem sendo relatada (AGUIAR et al., 2021; AGUIAR et al., 2022;
SALES-CAMPOS et al., 2020; SALES-CAMPOS et al., 2021;).

A diferenga composicional entre os residuos lignoceluldsicos influencia diretamente a
expressao de celulases por basidiomicetos (BENTIL et al.,, 2018). Essa maior producéo
enzimatica detectada na fermentacdo utilizando sementes de acai como substrato pode estar
relacionada a relacdo C/N de 78,88 (Tabela 1), pois segundo Hsieh e Yang (2004), a razdo étima
de C/N para o desenvolvimento de G. lucidum varia entre 70:1 e 80:1. Além disso, o residuo de
acai apresentou maior conteudo proteico (4,81%), em comparacao com serragem de marupa, com
2,65% (Tabela 1). Atoji-Henrique et al. (2017) relatam que a presenca em quantidades adequadas
de proteina no meio é fundamental para a producdo de enzimas relacionadas a degradacdo do
substrato pelo fungo. Bentil et al. (2018) presumem que altas taxas de producdo de
endoglucanases por basidiomicetos podem ser em decorréncia dos aglcares sollveis prontamente
disponiveis no substrato para metabolizacdo, esse achado estd de acordo com os dados
encontrados no presente trabalho, visto que a concentracdo de carboidratos disponiveis em

residuo de agai foi duas vezes superior a de marupa (Tabela 2).

6.4.2. Celulases totais (FPase)

FPases (Filter Paper Enzyme) sdo assim denominadas em virtude de se utilizar papel
filtro como substrato de enzimas celuloliticas, uma vez que consiste em material fibroso de média
cristalinidade, sendo bastante utilizado para demonstrar a degradacdo da celulose por micro-
organismos (Wang et al. 2012).

Diante disso, de modo geral, houve baixa excrecdo de FPases em ambos os residuos
avaliados, no entanto, no substrato a base de agai observou-se atividade de FPase apenas no 2°

dia de fermentacgdo , com a atividade enzimatica no extrato de G. lucidum 4 vezes superior a G.
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tropicum (Figura 23). No substrato composto por marupé verificou-se uma variacdo na atividade
de FPase ao longo de 30 dias de fermentacdo, onde G. lucidum apresentou 4 picos distintos, com
destaque para o pico no 2° dia de fermentacdo, ao passo que G. tropicum exibiu varios picos,
contudo, o mais proeminente foi no 4° dia de fermentacdo. Comparando as atividades entre as
diferentes espécies, G. lucidum exibiu valores cerca de 33% superiores, comparado ao obtido
para G. tropicum (Figura 23).

Ha poucos registros na literatura que utilizam esse método de determinacdo de celulases
totais para espéecies de Ganoderma, bem como para os demais fungos da podriddo branca, no
entanto, os valores encontrados nesse estudo sdo considerados inferiores aos achados de
Rodrigues et al. (2020), onde ao realizarem o cultivo de G. lucidum em meio BDA (batata
dextrose agar), observaram producdo de FPase a partir do 3° dia, com pico maximo de atividade
no 8° dia, atingindo valores de, aproximadamente, 5 U/g. Oliveira et al. (2022) também
observaram baixa producéo de FPase por G. lucidum em residuo de serragem de marupd e acai,
sendo registrada atividade maxima de 0,244 U/g quando esta espécie fermentou o residuo de agai.

Os resultados da baixa atividade de FPase detectados nesse trabalho podem estar
associados as limitacdes do método, devido a utilizacdo do papel de filtro Whatman N°. 1 como
substrato para enzimas celuloliticas (DRAKE et al., 2020). Drake et al. (2020) ao avaliarem a
eficiéncia do método de FPase, concluiram que o desempenho hidrolitico do papel Whatman
N°.1 em relacdo as outras biomassas celuldsicas utilizadas como modelo foi significativamente
inferior. Os autores associaram essa regressao enzimatica a uma soma de fatores inerentes ao
processo de fabricacdo do papel, como os tratamentos quimicos e 0s processos de secagem,
ocasionando mudangas na organizacdo e tamanho da fibra, volume de poros e acessibilidade a
celulose. Além disso, a hornificacdo durante o processo de secagem do papel torna o substrato
seco menos suscetivel a hidrolise (HUBBE, 2014; LUO; ZHU, 2010).

Drake et al. (2020) relatam, ainda, que as alteracbes das concentragdes iniciais de
hemicelulose e lignina decorrentes do pré-tratamento da biomassa para a formulagdo do papel
afetam diretamente a atividade enzimatica. Outro fator limitante € o tempo de reacdo de 60
minutos do ensaio, pois a hidrélise enzimatica de substratos lignoceluldsicos mais complexos

requer o tempo de incubacgéo de pelo menos 24 horas, ou mais (DRAKE et al., 2020).
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Figura 23. Atividade de celulases totais (FPase) durante a fermentagéo em estado sélido de G. lucidum e G.

tropicum, em substratos a base de residuos de acai e marupa.
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Diante desse contexto, ndo se pode afirmar que G. lucidum e G. tropicum ndo produzem
um bom coquetel enzimatico de endo e exoglucanaases quando cultivados em residuo de acai e
serragem de marupa, devido as limitacbes do método de FPase realizado, sendo necessario a
utilizacdo de um ensaio de quantificacdo de celulases totais mais eficiente. Drake et al. (2020)
sugerem que a forma mais representativa de avaliacdo da hidrélise do substrato celul6sico seria a

aplicagdo do proprio substrato envolvido na hidrolise enzimatica no ensaio e ndo de um
substituto.

6.4.3. Lacases

A excrecgéo de lacases por G. lucidum e G. tropicum foi visivelmente estimulada quando

os fungos foram cultivados no substrato a base de acai, sendo a atividade maxima observada no
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8° dia de fermentacdo de G. lucidum, sendo cerca de 5 vezes superior, comparada a atividade
obtida em marupa. Confrontando as diferentes espécies, a atividade de lacases para G. lucidum
foi, aproximadamente, 77% superior a G. tropicum, com destaque para 0 8° e 20°de fermentacao.
Adicionalmente, G. tropicum apresentou picos de atividade de lacase mais proeminentes no 8° e
12° dia de fermentacdo em acai. Quanto a fermentacdo em substrato a base de marupé, observou-
se que esse residuo ndo favoreceu a inducdo de lacase pelos fungos estudados, visto que G.
tropicum apresentou atividade méaxima de 7 U/mL no 16° dia de fermentacdo. G. lucidum exibiu
atividades maximas de 23 e 16 U/mL no 8° e 22° dia de fermentacao, respectivamente (Figura
24).

A presenca de lignina aumenta a recalcitrancia dos demais componentes da parede celular
vegetal, como celulose e hemicelulose (OKOLIE et al., 2021). Sendo assim, a remocéo da lignina
da biomassa lignocelulésica € de suma importancia para exposicdo das fibras de celulose e
hemicelulose, visando a obtencdo de acUcares fermentaveis tanto para o desenvolvimento
flngico, quanto para outros processos do setor industrial (ALARCON et al., 2022; RESENDIZ-
VAZQUEZ et al., 2022; SCHMATZ et al., 2021; MA et al., 2022; WANG et al., 2018). Desta
maneira, 0 sistema oxidativo de fungos da podriddo branca tem se tornado uma eficiente
alternativa para a degradacio da lignina de residuos vegetais (SALDARRIAGA-HERNANDEZ
et al., 2020).

Espécies de Ganoderma sao relatadas por possuirem um eficiente arsenal de enzimas
ligninoliticas, incluindo as lacases (ASGHER; SHARIF; BHATTI, 2010; HARIHARAN;
NAMBISAN, 2013; JAIN et al., 2020; MANAVALAN et al., 2012; ZHOU et al., 2018). Os
resultados encontrados nesse estudo foram superiores aos de Manavalan et al. (2013) onde os
autores isolaram e caracterizaram uma lacase de G. lucidum cultivado em fermentagdo submersa
em condicBes otimizadas, através do uso de alcoois, indutores aromaticos, sulfato de cobre e
varias biomassas lignoceluldsicas, obtendo concentragcdo enzimatica maxima de 74,84 U/mL em
uma formulacdo composta por casca de tamarindo com etanol (3%, v/v), CuSO,4 (0,4 mM) e
acido géalico (1 mM).
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Figura 24. Atividade de lacase durante a fermentagdo em estado sélido de G. lucidum e G. tropicum, em substratos a

base de residuos de acai e marupa.
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Latif et al. (2021) também encontraram menor concentracdo de lacase do que a registrada
no presente estudo, onde ao avaliarem a producgéo dessa enzima por uma linhagem de G. lucidum
mutada pela técnica de UV e cultivada em meio contendo farelo de trigo, peptona, MnSQO, e
ZnSQO, e fragmentos de tecidos corados com corante Reactive Blue 21 (RB21), obtiveram
producdo maxima de 75 U/mL. Diamantopoulou, Gardeli e Papanikolaou (2021) realizaram a
fermentagdo solida de G. resinaceum em meio basal contendo &guas residuais de moinhos de
oliva e obtiveram produgdo méaxima de lacase no 10° dia de fermentagdo (cerca de 15 U/mL) e
atribuiram esse tempo a necessidade do fungo de se adaptar ao meio.

Sadeghian-Abadi et al. (2019) estudando Lentinus tigrinus cultivado em casca de
pistache, outro fungo da podriddo branca, detectaram atividade maxima de 20 U/mL no 7° dia do
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cultivo. Ganash et al. (2021) realizaram o cultivo soélido de P. ostreatus em residuo de milho
(restolho, espiga e silagem) e obtiveram produgdo méxima de lacase de 11,45 e 4,55 U/mL no
15° dia de fermentagdo, nos substratos a base de silagem e restolho, respectivamente, com
evidente decréscimo da atividade apoOs esse periodo, associando esse padrdo a maior taxa de
crescimento micelial no inicio do cultivo, com posterior reducdo na fase de formacdo do
basidioma, que ocorreu apds a segunda semana.

Chmelova et al. (2022) constaram que a presenca de compostos aromaticos
estruturalmente semelhantes aos monémeros de lignina exercem efeito positivo sobre a producéo
de lacases por fungos da podriddo branca. H& diversos registros na literatura que relatam a
presenca de quantidades significativas de compostos fendlicos em sementes de acai (BARROS et
al., 2015; MARTINS et al., 2021; MELO et al., 2021; VIGANO et al., 2022). Diante disso, um
dos possiveis fatores responsaveis pela maior eficiéncia de residuo de acai como indutor da
atividade de lacase por G. lucidum e G. tropicum pode ser em decorréncia da presenca de
compostos aromaticos nessa biomassa, visto que esta enzima pode oxidar uma variedade de
compostos fenolicos, incluindo aqueles que ndo fazem parte da composicdo da lignina
(HAKULINEN; ROUVINEN, 2015).

Outra justificativa para a maior producgdo de lacase por G. lucidum e G. tropicum em
residuo de acai € a menor relagdo C/N (Tabela 1) e, consequentemente, maior concentracdo de N
em relacdo ao substrato composto de serragem de marupa. Economou, Diamantopoulou e
Philippoussis (2017) observaram que substratos contendo relac@es reduzidas de C/N favoreceram
0 aumento de biomassa micelial e expressdo de lacase. Outros estudos relatam que o tipo e a
fonte de nitrogénio influenciam diretamente a atividade de lacases provenientes de fungos
degradadores da lignocelulose (ELISASHVILI; KACHLISHVILI; PENNINCKX, 2008; UMAR;
AHMED, 2022).

6.4.4. Peroxidases totais

A viabilidade de producédo de enzimas ligninoliticas dependentes de H,O, por G. lucidum
e G. tropicum foram superiores no substrato & base de acai, com picos de atividades para G.
lucidum e G. tropicum sendo cerca de 66% e 68% superior ao observado no marupa,
respectivamente (Figura 25).
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Figura 25. Atividade de peroxidases totais durante fermentacéo sélida de G. lucidum e G. tropicum, em substratos a

base de residuos de acai e marupa.
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Avaliando os fungos no mesmo substrato, G. lucidum apresentou 4 picos majoritarios de
atividade de peroxidases, destacando-se o0s picos obtidos no 12° e 22° dia de fermentacdo. G.
tropicum também apresentou 4 picos majoritarios, com énfase no 12° dia de fermentacao, porém
com atividades inferiores ao relatado para G. lucidum (Figura 25).

No substrato composto de marupa, G. lucidum apresentou maiores atividades de
peroxidases no 4°, 8° e 22° dia de fermentagdo. Ao passo que G. tropicum exibiu atividade
apenas no 8° e 16° dia de fermentacdo (Figura 25). Diante desses resultados, pode-se inferir que,
dentre os fungos analisados, G. lucidum foi 0 mais eficiente na producdo de peroxidases totais,

excretando até duas vezes mais enzimas que G. tropicum. Ja em relacdo aos substratos testados, o
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residuo de acai foi o melhor indutor da atividade de peroxidases totais, tanto para G. lucidum,
quanto para G. tropicum, pois a producdo nesse substrato foi cerca de 3 vezes superior em
comparacéo a serragem de marupa (Figura 25).

A maior quantidade de N (Tabela 1) e compostos aromaticos nas sementes de acai
também podem ter favorecido a maior excrecdo enzimatica no meio (ELISASHVILI,
KACHLISHVILI; PENNINCKX, 2008; HAKULINEN; ROUVINEN, 2015; UMAR; AHMED,
2022). E relatado que a composicao do meio e as condicdes de fermentacéo afetam diretamente a
producdo de peroxidases, como as manganés peroxidases (MnP) (JANUSZ et al.,, 2013;
SALAME et al., 2013; PECH-CANUL et al., 2020).

Espécies do género Ganoderma sdo relatadas por possuirem a capacidade de produzir
peroxidases degradantes de lignina, assim como os demais fungos da podriddo branca (CHEN et
al., 2021; FERNANDA et al., 2021; LIU et al., 2021; XU et al., 2017). Kachlishvili, Metreveli e
Elisashvili (2014) ao estudarem outro fungo da podriddo branca, Cerrena unicolor, obtiveram
atividade méxima de MnP de 7 U/mL no 10° de fermentacdo submersa, utilizando pericarpo de
nozes, tempo semelhante ao detectado no presente trabalho. J& para o fungo Trametes trogii,
Zhang et al. (2021) detectaram atividade maxima de 15 U/mL para MnP em fermentacéo liquida
estatica em meio GYP (2% glicose, extrato de levedura de 0,5%, 0,5% triptona e 0,1%
MgSQ,-7H,0) e utilizando o indutor 2,6-Dimetilfenol.

Balaji, Arulazhagan e Ebenezer (2014) isolaram 21 potenciais micro-organismos
degradantes de hidrocarbonetos de petréleo em amostras de solo e encontrou atividade maxima
de peroxidases totais para o fungo Aspergillus fumigatus. Song et al. (2022) ao realizarem um
screening enzimatico de 71 fungos endofiticos do processo parasilitico de Taxillus chinensis
detectaram atividade méxima de 11,61 U/mL para MnP e 6,64 U/mL de LiP excretada por
Diaporthe phaseolorum var. sojae no 7° dia de fermentacdo. Esses dados indicam que G. lucidum
e G. tropicum quando cultivados em meio cotendo residuo de acai e serragem de marupa
apresentam resultados de producdo de peroxidases promissores em comparacdo com 0S
resultados obtidos para alguns fungos filamentosos.

A menor atividade de ligninases em serragem de marupa (Figura 25) pode ter sido um dos
fatores que contribuiram para o menor rendimento de endoglucanase nesse residuo (Figura 22),
pois estudos anteriores relatam que menores teores de lignina nos substratos vegetais induz a
maior atividade de celulases (CHANDRA; ARANTES; SADDLER, 2015; WU et al., 2017).
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Schmatz et al. (2021) ao avaliarem a hidrolise acida na deslignificacdo parcial de residuo de
cana-de-acucar (folha, fracdo externa, interno e nd) concluiram que as menores fragdes de
lignina presentes na biomassa vegetal melhoraram a hidrolise enzimatica da celulose e
hemicelulose, liberando maiores quantidades de agucares redutores em relacdo ao residuo nédo
tratado. Alarcon et al. (2022) relataram que o pré-tratamento alcalino de bagaco de cana-de-
acucar, com consequente diminuigdo do teor de lignina, otimizou a producdo de endoglucanases
e B-glucosidases por Aspergillus niger em fermentacdo em estado solido. Sendo assim, pode-se
pressupor que a atividade em conjunto de ligninases e celulases de G. lucidum e G. tropicum, em

residuos vegetais induz a melhor degradacéo do substrato.

6.5. Caracterizacdo enzimatica
6.5.1. Caracterizacdo térmica

A temperatura 6tima de atividade de CMCase produzida por G. lucidum cultivado em
sementes de acai foi de 60 °C, com 100% de atividade relativa, contudo, a 30 °C a enzima
também demonstrou estabilidade, sendo registrado 74% de atividade relativa. J& em relacdo ao
extrato proveniente de G. tropicum, a faixa mais adequada de temperatura foi em 50 °C, com
valor maximo de atividade relativa de 28%. Em contrapartida, as endoglucanases produzidas por
G. lucidum e G. tropicum, quando cultivados em marupa apresentaram faixa 6tima de atividade a
30 °C, com 100% de atividade relativa (Figura 26).

Santos et al. (2016) associaram o0 aumento da atividade enzimatica de celulases de fungos
filamentosos em altas temperaturas a ativacao térmica dos atomos, que tendem a adquirir mais
energia e, portanto, possuem maior tendéncia ao deslocamento. Ao passo que, a diminuicdo da
atividade em temperaturas superiores a 30 °C, como ocorrido em marupa, pode ter promovido
desnaturacdo ou desativacdo térmica, ocasionadas pela ruptura de ligacdes fracas que unem a
estrutura globular das proteinas (SANTOS et al., 2016).
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Figura 26. Caracterizacdo da atividade enzimatica dos picos de atividade maxima de CMCases produzidas por G.

lucidum e G. tropicum em residuo de acai e marupa, frente a diferentes temperaturas.
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Manavalan et al. (2015) ao avaliarem uma endoglucanase purificada de G. lucidum
constataram atividade 6tima em tampdo acetato de sédio (100 mM, pH 5,0) a 35 °C e, um
aumento da temperatura acima de 50 °C reduziu a atividade dessa enzima significativamente.
Sendo assim, a endoglucanase avaliada no presente estudo apresentou estabilidade enzimatica em
temperaturas mais elevadas. Liu et al. (2016) purificaram uma endoglucanase de G. lucidum e
verificaram que essa enzima possui atividade o0tima na faixa de temperatura entre 55 e 65 °C com
significativo decréscimo da atividade em temperaturas superiores a essa faixa. Saptarini e
Hadisoebroto (2017) identificaram que o extrato bruto de endoglucanases de G. applanatum e G.
tropicum exibiam atividade 6tima em 45 °C, com reducdo da atividade em temperaturas
superiores a 55 °C.

115



As atividades 6timas das FPases excretadas por G. lucidum e G. tropicum, cultivados em
sementes de acai, foram obtidas nas temperaturas 30 °C e 70 °C, respectivamente, ambas com
100% de atividade relativa. As FPases excretadas no substrato a base de serragem de marupa
apresentaram maiores variacfes de estabilidade térmica, onde as enzimas produzidas por G.
lucidum apresentaram atividade étima em 30, 40 e 70 °C, enquanto as FPases de G. tropicum,
apresentaram 100% de atividade relativa em 30, 50 e 60 °C (Figura 27).

Figura 27. Caracterizacdo da atividade enzimatica dos picos de atividade maxima de FPases produzidas por G.

lucidum e G. tropicum em residuo de acai e marupa, frente a diferentes temperaturas.
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Dutta et al. (2018) identificaram atividade 6tima do extrato bruto de FPases de Fusarium
spp. na faixa de temperatura de 50 °C. FPases menos estaveis foram encontradas por Abdulhadi e
Ashish (2021) que constataram atividade 6tima dessa enzima produzida por Mucor circinelloides

em 30 °C.
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Em relacdo as lacases excretadas em meio composto de sementes de agai, 0 Unico extrato

bruto que alcangou 100% de atividade relativa foi o proveniente de G. lucidum nas temperaturas

de 30, 40 e 50 °C, com decréscimo das atividades nas temperaturas mais altas, enquanto G.

tropicum apresentou atividade relativa maxima de 64% a 40 °C. Controversamente, na serragem

de marup4, as lacases produzidas por G. lucidum ndo atingiram atividade relativa de 100% nas

temperaturas testadas, sendo as maiores atividades observadas a 30, 40 e 50 °C, com valores na

ordem de 80%, ao passo que, G. tropicum exibiu 100% de atividade relativa em 30, 50 e 60 °C

(Figura 28).

Figura 28. Caracterizacdo da atividade enzimética dos picos de atividade méxima de lacases produzidas por G.

lucidum e G. tropicum em residuo de acai e marupa, frente a diferentes temperaturas.
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O declinio da atividade enzimatica em temperaturas elevadas pode ser em decorréncia da

desativacdo térmica e do desdobramento irreversivel (desnaturacdo) da estrutura proteica, devido
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a quebra e aumento da vibracdo das ligacBes quimicas (SI et al., 2021). Kumar et al. (2015)
encontraram perfil de estabilidade térmica semelhante para duas isoformas de lacases purificadas
de G. lucidum, com temperatura 6tima a 50 °C e estaveis na faixa de 30-40 °C, com perda da
atividade residual em temperaturas superiores.

Si et al. (2021) ao avaliarem uma lacase purificada de G. lucidum inferiram atividade
6tima em 55 °C, com redugdo de 37,52% para 5,73% da atividade original em temperaturas que
variavam de 65 a 90 °C. Umar e Ahmed (2022) observaram que a atividade 6tima de uma lacase
purificada de G. leucocontextum foi em 70 °C, com diminuicdo abrupta da atividade acima dessa
temperatura. Brugnari et al. (2020) identificaram que tanto a lacase proveniente de G. lucidum
obtiveram atividade maxima entre 50 e 60 °C, com diminui¢cdo continua da atividade em
temperaturas mais elevadas.

G. tropicum foi o fungo mais eficiente na excrecdo de peroxidases totais em sementes de
acai, sendo constatada 100% de atividade relativa na faixa de temperatura entre 30 e 60 °C e,
abrupto decréscimo em 70 °C, apresentando 19% de atividade. G. lucidum, por sua vez,
apresentou atividades relativas maximas de 33 e 25%, nas temperaturas de 30 e 40 °C,
respectivamente. Contrariamente, quando cultivados em marupa, G. lucidum produziu
peroxidases mais estaveis nas temperaturas de 30, 40 e 50 °C, com 100% de atividade relativa e,
G. tropicum produziu peroxidases com maiores atividades relativas de 71 e 61%, a 30 e 40 °C,
respectivamente (Figura 29).
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Figura 29. Caracterizacdo da atividade enzimatica dos picos de atividade maxima de peroxidases totais, produzidas

por G. lucidum e G. tropicum em residuo de acai e marupa, frente a diferentes temperaturas.
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Bilal, Asgher e Ramzan (2015) encontraram menor estabilidade térmica ao avaliarem a
atividade de manganés peroxidase purificada de G. lucidum onde a temperatura ideal para essa
enzima foi a 40 °C, com diminui¢do constante da atividade em temperaturas superiores a 50 °C.
Adebayo-Tayo et al. (2016) identificaram que uma lignina peroxidase isolada de Ganoderma sp.
Apresentava natureza termoestavel, ndo havendo perda da estabilidade durante a incubacao
durante 60 minutos nas temperaturas entre 25 e 90 °C. Esses autores também registraram que o
tempo de incubacdo inferior a 60 minutos em temperaturas mais elevadas (90 °C) induziram

maior atividade enzimatica de manganés peroxidase proveniente deste género de fungos.
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6.5.2. Caracterizacao das enzimas na presenca de ions

Dentre as espécies fungicas estudadas, G. lucidum produziu endoglucanases mais estaveis
quanto a presenca de ions, quando cultivado em residuos de acgai e marupa. Em residuos de agai,
G. lucidum exibiu atividade relativa de CMCases de 97%, na presenca do fon Mn?*, com reducéo
dessa atividade para cerca de 74% quando em contato com os fons Mg?*, Zn** e Cu*. G.
tropicum, por sua vez, apresentou atividade maxima de 27% na presenca de Cu?* (Figura 30).

Quando cultivados em residuos de marupd, G. lucidum e G. tropicum apresentaram
atividade relativa de 100% para todos os ions avaliados, exceto G. tropicum na presenca de
EDTA, em que houve uma reducdo de 20% dessa atividade, indicando a natureza altamente
estavel dessas enzimas (Figura 30). Enzimas com elevada estabilidade a ions €& uma
caracteristica vantajosa em diversos setores industriais onde a degradacao da fibra celulésica esta
envolvida, como na producdo de bioetanol, biodegradacdo de residuos solidos, como aditivo
alimentar e na industria téxtil (HAN et al., 2020).

Apesar dos varios registros na literatura sobre os efeitos estimulantes e inibitdrios de ions,
hda uma grande variacdo de seus efeitos sobre endoglucanases de diferentes fontes
(MANAVALAN et al., 2015). Assim, ndo ha um padrdo uniforme sobre os efeitos de ions na
atividade de celulases (HAN et al., 2020; LI et al., 2018; PENG et al., 2016).

A literatura relata que a presenca de ions pode melhorar a estabilidade conformacional dos
sitios cataliticos de proteinas, permitindo que elas sejam mais acessiveis as ligagdes com 0s
substratos (BERNARDI et al., 2018; HAKI; RAKSHIT, 2003; RAMEZANI; ASOODEH, 2016).
Zhou et al. (2021) observaram aumento na atividade enzimatica de uma endo-fB-1,4-glucanase
proveniente de Colletotrichum orchidophilum na presenca de alguns fons, como Mn*, Zn*,
Mn®* e Fe?*. E defendido por Li et al. (2019) que Mn®* pode se ligar longe do sitio ativo de endo-
B-1,4-glucanases, gerando uma alteracdo conformacional na enzima e melhorando a sua
atividade. Outros estudos indicam que a presenca dos fons Fe**, Zn?*, Ca?*, Mg**, Co** e Mn?*
podem aumentar a atividade de endoglucanases (LI; WANG; YAN, 2013; LI; YU, 2013;
MANAVALAN et al., 2015).
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Figura 30. Caracterizacio da atividade enzimatica dos picos de atividade maxima de CMCases, produzidas por G.

lucidum e G. tropicum em residuo de acai e marupa, frente a diferentes ions
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A presenca de alguns ions também pode inibir a atividade enzimatica, como ocorreu com
as endoglucanases produzidas por G. tropicum em residuo de acai (Figura 30). Li et al. (2019)
observaram que uma endoglucanase produzida por Lentinula edodes cultivado em palha de colza
foi altamente inibida na presenca de Cu?*. O cobre pode ocasionar danos oxidativos em protefnas
devido a producdo de espécies reativas de oxigénio, como os radicais hidroxilas ou superdxidos
(BALDRIAN et al., 2005; LI et al., 2019).

As FPases produzidas por G. tropicum, em fermentacdo sélida em sementes de agai,
foram totalmente inibidas na presenca dos ions testados, demonstrando baixa estabilidade dessas
enzimas. Em contrapartida, FPases provenientes de G. lucidum apresentaram estabilidade

méaxima de 100% apenas na presenca de EDTA, com reducdo de 27% da estabilidade em contato
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com Mg®* e dréstica diminuicio para os demais fons. Controversamente, em residuos de marupa,
as FPases produzidas por G. lucidum foram inibidas com os fons avaliados, exceto em Mg, com
maximo de atividade relativa de 19%. Ao passo que, G. tropicum apresentou 73% de atividade
em contato com Mg** (Figura 31). Manavalan et al. (2015) também relataram inibicdo de
celulases produzidas por G. lucidum na presenca de Fe®* e associaram essa inibicdo a uma
possivel formacdo de forte ligacdo covalente com os aminoacidos presentes no sitio ativo,

causando uma inibicdo competitiva com o substrato, além de terem observado uma inibicéo
enzimatica ocasionada por EDTA.

Figura 31. Caracterizacdo da atividade enzimética dos picos de atividade maxima de FPases produzidas por G.

lucidum e G. tropicum em residuo de acai e marupa, frente a diferentes ions.
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G. tropicum produziu lacases mais estaveis a ions, com atividade de 100%, quando

cultivado tanto no substrato a base de sementes de acai, quanto em serragem de marupa, sendo
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inibidas apenas na presenca de Fe?* quando proveniente do crescimento no residuo de acai. Por
outro lado, as lacases oriundas de G. lucidum apresentaram baixa estabilidade enzimatica em
contato com os ions estudados, apresentado maiores atividades relativas para o extrato enzimatico
proveniente do crescimento deste fungo em residuo de marupa, com atividades variando de 46 a
64%. Adicionalmente, o Fe?* também inibiu completamente a atividade enzimatica do extrato de
G. lucidum em marupé (Figura 32).

Figura 32. Caracterizagio da atividade enziméatica dos picos de atividade méxima de lacases, produzidas por G.

lucidum e G. tropicum em residuo de acai e marupa, frente a diferentes ions.
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Fang et al. (2015) ao avaliarem uma lacase purificada de G. lucidum também encontraram

inibicdo da atividade na presenca de Cu®* e, a partir desse resultado, propuseram duas teorias para
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explicar o efeito inibitdrio de ions metélicos: (1) a ligagdo de ions metélicos induz a mudancas
conformacionais na enzima e promove a decomposi¢do do complexo contendo o sitio ativo,
substrato e ion, através da inibicdo ndo competitiva; (2) que o ion metélico se liga proximo ao
sitio ativo da enzima, induzindo uma inibicdo competitiva através do bloqueio de doadores de
elétrons necessarios para a atividade enzimatica. Kumar et al. (2015) observaram alta estabilidade
enzimatica na presenca de varios ions (Ca*", Ba?*, Cd**, AI**, Mo®, Cu®* e Zn #*) de uma lacase
purificada de G. lucidum, no entanto, foi encontrada inibicdo quando esta enzima foi incubada
com Fe?*. Umar e Ahmed (2022) observaram que a presenca dos fons Cu®* e Ca** aumentaram a

atividade de uma lacase produzida por G. leucocontextum, ao passo que Zn?* induziu a inibicéo.

Figura 33. Caracterizagdo da atividade enzimética dos picos de atividade maxima de peroxidases totais produzidas

por G. lucidum e G. tropicum em residuo de acai e marupa, frente a diferentes ions.
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Assim como observado para as lacases, G. tropicum também produziu peroxidases totais
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mais estaveis frente a diferentes ions, nos dois substratos de crescimento fungico estudados, com
énfase no residuo de marupd, que rendeu maiores atividades relativas para quase todos os ions.
Adicionalmente, as peroxidases excretadas por G. tropicum em fermentacdo sélida em residuos
de acai foram estaveis quando em contato com os fons Cu?*, Mn?*, Zn** e Mg?*, sendo registrada
estabilidade relativa maxima de 80% quando incubadas com Cu®* (Figura 33).

G. lucidum apresentou peroxidases com baixas atividades relativas na presenca de
diferentes ions, tanto quando proveniente da fermentacdo em residuos de acai, como de marupa,
com maior atividade relativa registrada de 62%, quando incubadas com o fon Mn%*. O fon Fe**
inibiu totalmente a atividade de peroxidases totais de G. lucidum e G. tropicum, quando
cultivados em substratos a base de acai e marupa (Figura 33).

A resposta de ligninases a diferentes ions metalicos depende da espécie fungica utilizada
(HASSAN et al., 2012). Bilal, Asgher e Ramzan (2015) encontraram efeito positivo dos ions
Mn®* e Cu?* sobre a atividade de manganés peroxidase purificada de G. lucidum, no entanto, Zn?*
e Fe®" a inibiram parcialmente, enquanto a atividade dessa enzima foi fortemente inibida por
EDTA. Adebayo-Tayo et al. (2016) identificaram que concentracdes de ions metalicos superiores

a 5 mM estimularam a atividade de lignina e manganés peroxidase isolada de Ganoderma sp.

6.5.3. Caracterizacdo das enzimas frente variac6es de pH

As endoglucanases produzidas por G. lucidum e G. tropicum, em ambas as fermentac6es
conduzidas nos substratos a base de sementes de acai e serragem de marupa, ndo apresentaram
boa estabilidade a diferentes faixas de pH. A atividade relativa méxima registrada foi do extrato
bruto de endoglucanases obtido de G. lucidum na fermentacdo sélida em acai, com 29% de
atividade relativa apo6s incubacdo em pH 8. Outro pico de atividade enzimatica para essas
enzimas produzidas por essa espécie foi registrado quando incubadas em pH 5, sendo registrado
24% de atividade relativa (Figura 34). As demais endoglucanases analisadas foram fortemente
inibidas em uma ampla faixa de pH.

125



Figura 34. Efeito de pH sobre a atividade enzimatica dos picos de atividade maxima de CMCases, produzidas por G.

lucidum e G. tropicum em residuo de acai e marupa, frente a diferentes faixas de pH.

120

Agai
100
<
= 80
s
E
=
T 60
L3
=
]
2 40
=
> -8
20 - A9 N - o N )
2 e g i W g
¢——-2 -7
0 ’ L 4 & L L4 T
2 3 4 5 6 7 8 9 10
pH
120
Marupa
100 A
3
é« 80 4
s
=
=]
]
° 60 A
@
<
o]
E 40
Eo
20 A
*——o—_ . e e
0 & © A g & == © L g &
2 3 4 S 6 7 8 9 10
pH
—8— Ganoderma tropicum —©— Ganoderma lucidum

Li et al. (2019), ao avaliarem o pH oOtimo de atividade de uma endoglucanase
recombinante de Lentinula edodes expressa em Pichia pastoris, encontraram 100% de atividade
relativa nos pHs 3 e 4, com decréscimo constante em pH mais basicos. Manavalan et al. (2015)
inferiram 100% de atividade relativa no pH 5 para uma endoglucanase isolada de G. lucidum,
além disso, os autores observaram baixa afinidade dessa enzima em pH inferiores a 4 e superiores
ar’.

Zhou et al. (2021) ao caracterizarem uma endo-fB-1,4-glucanase termoestavel purificada
de Colletotrichum orchidophilum constataram pH 6timo entre 3 e 6, com significativa reducao da
atividade em pH mais &cidos. Padrdo de estabilidade diferente foi observado por Phadtare, Joshi e

Satyanarayana (2017) ao avaliarem uma endoglucanase purificada do ascomiceto Myceliopthora
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termofilo, onde identificaram que esta enzima possui pH 6timo na faixa bésica, com atividade
relativa maxima registrada apos inculca¢do em pH 10.

As FPases produzidas em todas as condi¢fes de fermentacOes avaliadas apresentaram
baixa estabilidade frente a diferentes faixas de pH. E importante ressaltar que, nos extratos
provenientes da fermentacdo em marupé foi observada inibicdo das atividades enziméticas em
todas as faixas de pH avaliadas. As FPases produzidas por G. lucidum em substrato formulado a
base de sementes de acai apresentaram atividade relativa maxima de 18%, detectada no pH 6
(Figura 35).

Figura 35. Efeito de pH sobre a atividade enzimatica dos picos de atividade maxima de FPases, produzidas por G.
lucidum e G. tropicum em residuo de acai e marupd, frente a diferentes faixas de pH.
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Han et al. (2020) observaram que uma celobiohidrolases (exoglucanases) proveniente de
Chaetomium thermophilum apresentou atividade 6tima no pH 4 e boa estabilidade entre pH 3 e 6.
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FPases mais estaveis foram identificadas por Dutta et al. (2018) ao realizarem uma prospecc¢éo de
enzimas excretadas por Fusarium spp., isolados de amostras de solo, onde o pH étimo para a
atividade das FPases variou entre 5 e 6 para a maioria das espécies, exceto F. oxysporum que
apresentou maior atividade enzimatica em pH alcalino.

G. tropicum produziu lacases mais estaveis frente a diferentes faixas de pH, quando
cultivado em substrato a base de sementes de acai e serragem de marupa. A faixa 6tima de
atividade dessas enzimas foi observada no pH 4, com perfil estavel entre os pH 2 e 5, bem como
no pH 9 do extrato proveniente de G. tropicum cultivado em residuo de acai, ao passo que, em

residuo de marupé, o extrato apresentou 100% de atividade relativa nas faixas de pH 2, 3,5¢e 9
(Figura 36).

Figura 36. Efeito de pH sobre a atividade enzimatica dos picos de atividade maxima de lacases, produzidas por G.

lucidum e G. tropicum em residuo de acai e marupd, frente a diferentes faixas de pH.
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Quanto as lacases excretadas por G. lucidum, quando cultivado no substrato a base de
sementes de acai apresentaram atividade relativa maxima no pH 9, com 25% de atividade
relativa, sendo a fermentacdo conduzida em serragem de marupa a mais eficiente na inducdo de
producdo de lacases mais estaveis, apresentando atividade de 39% (Figura 36).

As lacases fangicas geralmente apresentam pH 6timo em torno de 5, com pouca atividade
em pH neutro (FANG et al., 2015). No entanto, a literatura relata inibicdo enzimatica em pH
béasicos, divergindo dos resultados obtidos neste estudo. Umar e Ahmed (2022) também
constataram perfil &cido de uma lacase purificada de G. leucocontextum, com atividade maxima
em pH 3. Shrestha et al. (2016) isolaram e caracterizaram uma lacase proveniente de G. lucidum
e identificaram o pH 5 como ideal para a atividade desta enzima, porém, a faixa de pH entre 3 e 7
também permitiu atividade relativamente estavel, com significativa inibicdo em pH 8.

Si et al. (2021) observaram que uma lacase purificada de G. lucidum foi altamente ativa
ao longo de uma ampla faixa de pH, variando entre 5 e 8, onde a enzima manteve pelo menos
72% de atividade relativa, considerando-se pH 6 como O6timo para a inducdo enzimatica.
Adebayo-Tayo et al. (2016) ao avaliarem uma lacase purificada de Ganoderma sp. observaram
que a maior atividade de lacase foi registrada em pH 6, com relativa estabilidade entre os pH 3 e
7, e reducdo em pH 8 e 9. Essa mudanga na atividade enzimatica ocasionada pelo pH pode ser em
decorréncia das modificacfes da carga superficial da proteina, induzindo uma alteracdo da
estrutura e ativando ou inibindo a catalise do substrato (Sl et al., 2021).

As peroxidases, de modo geral, apresentaram baixa estabilidade a variacdo de pH, onde
nenhuma das duas espécies, nos dois residuos da fermentacdo solida resultaram em 100% de
atividade relativa. Deste modo, dentre as espécies avaliadas, o extrato enzimatico proveniente de
G. tropicum cultivado em residuos de acai apresentou maiores atividades em pH 6 € 9, com 67 e
61% de atividade relativa, respectivamente. No substrato composto de marupa, esse fungo
apresentou maior atividade em pH 5 (89% de atividade relativa) (Figura 37).

As peroxidases totais excretadas por G. lucidum cultivado em substrato a base de acai ndo
foram estaveis nas faixas de pH testadas, sendo registrada atividade relativa meédia de 13% entre
os pH 2 e 5, e pH 9. Adicionalmente, quando cultivado em marupa observou-se atividade relativa
média de 20% também entre os pH 2 e 5, e pH 9 (Figura 37).

Resultados semelhantes sdo encontrados na literatura acerca da caracteristica acida das

peroxidases degradantes da lignina, no entanto, € relatada inibicdo da atividade na faixa de pH
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bésico, divergindo do que foi observado no presente estudo. Bilal, Asgher e Ramzan (2015)
caracterizaram uma enzima manganés peroxidase purificada de G. lucidum e identificaram que o
pH 6timo era faixa acida, com 100% de atividade relativa obtida no pH 5, mas também
identificaram boa estabilidade entre os pH 2 e 6, com significativo decréscimo da atividade em
pH superiores a 7.

Adebayo-Tayo et al. (2016) ao avaliarem enzimas ligninoliticas produzidas por
Ganoderma sp. identificaram que a atividade de lignina peroxidase foi estimulada em pH 6,
porém manteve-se estavel entre os pH 3 e 9. Ao passo que, a enzima manganés peroxidase
produzida por esse fungo exibiu maior atividade em pH 3, e estabilidade entre pH 3 e 7, com
inibicdo em pH 8 e 9.

Figura 37. Efeito de pH sobre a atividade enzimética dos picos de atividade méxima de peroxidases totais,

produzidas por G. lucidum e G. tropicum em residuo de agai e marupd, frente a diferentes faixas de pH.
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6.6. Caracterizacao dos extratos enziméticos quanto a massa molecular das proteinas

O perfil eletroforético foi determinado para os extratos provenientes de G. lucidum e G.
tropicum, cultivados em residuos de sementes de acai e serragem de marupa, que apresentaram as
maiores atividades lignocelulolitcas (CMCases, FPases, lacases e peroxidases), ao longo de 30
dias de fermentacdo. Nos extratos relativos a maiores atividades de FPases ndo foram observadas
bandas proteicas (Figura 38, colunas 1, 3, 5 e 7), indicando baixa quantidade de proteinas. Os
extratos de CMCase de G. tropicum e G. lucidum, resultaram em perfil proteico semelhantes,
sendo observadas bandas proteicas entre 75 e 25 kDa, com bandas mais intensas entre 75 e 50
kDa (Figura 38, colunas 2, 4, 6 e 8). Ao passo que, o extrato de CMCase proveniente de G.
lucidum cultivado em serragem de marupd, aos 12 dias de fermentacdo, apresentou bandas
proteicas menos visiveis (Figura 38, coluna 8).

Figura 38. Andlise de SDS-PAGE do extrato bruto dos picos de producfes das enzimas lignoceluloliticas

kDa M 1 2 3 4 5 6 7 kDa M 8 9 10 11 12 13 14 kDa |\'/|_ 15 16 17
200 - 200 -
- 150 - ]
e 100- 133
75- 75 _ 75
50 - »w &
50 - 50 - .
35i- 35- - 35-
25-= 25 -4 " 25 -
15- 15 - ... & » 15 -

(M) Marcador, (1) FPase (Tempo 2) de G. tropicum em agai, (2) CMCase (Tempo 14) de G. tropicum em agai, (3)
FPase (Tempo 2) de G. lucidum em acai, (4) CMCase (Tempo 18) de G. lucidum em acai, (5) FPase (Tempo 4) de G.
tropicum em marup4, (6) CMCase (Tempo 12) de G. tropicum em marupd, (7) FPase (Tempo 2) de G. lucidum em
marupd, (8) CMCase (Tempo 12) de G. lucidum em marupa, (9) Lacase (Tempo 8) de G. tropicum em acai, (10)
Peroxidases totais (Tempo 12) de G. tropicum em agai, (11) Lacase (Tempo 8) de G. lucidum em acai, (12)
Peroxidases totais (Tempo 12) de G. lucidum em agai, (13) Lacase (Tempo 16) de G. tropicum em marupa, (14)
Peroxidases totais (T16) de G. tropicum em marupd, (15) Lacase e peroxidases totais (Tempo 8) totais de G. lucidum
em acai, (16) Controle de agai e (17) Controle de marupa

Liu et al. (2016) ao analisarem uma 1,4-B-endoglucanase purificada de G. lucidum
identificaram massa proteica em torno de 43 kDa. Manavalan et al. (2015) estimaram massa
molecular de 64 kDa de uma endoglucanase purificada de G. lucidum. Li et al. (2019)
encontraram massa molecar em torno de 35 kDa para uma endoglucanase recombinante de L.

edodes expressa em P. pastoris. Sendo assim, os pesos moleculares registrados no presente

131



estudo corroboram com a faixa de massa molecular relatada na literatura para endoglucanases
provenientes de fungos da podriddo branca.

O numero, a posicdo e a intensidade das bandas de proteinas do extrato bruto de lacases
variou em decorréncia do substrato e espécie fungica utilizados na fermentacdo (Figura 38,
colunas 9, 11, 13, 15). O padrdo de expressdao de enzimas lignoceluloliticas por fungos da
podriddo branca pode variar em decorréncia de alguns fatores, como condi¢do de fermentacdo
(estado sélido ou submerso), tempo de incubacao e tipo de substratos utilizados como meio para
fermentacdo (MANAVALAN et al., 2015).

O extrato bruto de lacases provenientes de G. tropicum em residuo de acgai apresentou
bandas em torno de 60, 35 e 12,5 kDa (Figura 38, coluna 9). Ao passo que o extrato de lacases
obtido de G. lucidum no mesmo residuo, demonstrou massas moleculares mais variadas, sendo
observadas bandas de proteinas mais intensas, com massas moleculares de, aproximadamente, 90,
70, 50, 35, 20 e 15 kDa (Figura 38, coluna 11). O extrato de lacase proveniente da fermentagéo
de G. tropicum em residuo de marupé apresentou menores variagdes de massas moleculares, com
bandas em, aproximadamente, 70 e 35 kDa (Figura 38, coluna 13). Baixa intensidade de bandas
de proteinas foram encontradas para o extrato bruto obtido da fermentacdo de G. lucidum em
residuo de acai, sendo registrado leve sinal de bandas nas regiGes de 70 e 35 kDa (Figura 38,
coluna 15).

As lacases podem apresentar peso molecular entre 24 e 85 kDa (POZDNYAKOVA et al.,
2006), 50-80 kDa (NITHERANONT; WATANABE; ASADA, 2011), 55-90 kDa (ULLRICH et
al.,, 2005), 50-100 kDa (CLAUS, 2004), dentre outros valores. Umar e Ahmed (2022)
encontraram peso molecular de 65 kDa para lacase purificada de G. leucocontextum. Cilerdzi¢,
Staji¢ e Vukojevi¢ (2016) ao avaliarem o extrato bruto de ligninases produzidas por G.
applanatum em palha de trigo identificaram diferentes bandas proteicas, que variaram entre 40,
46, 55, 80 e 90 kDa. Os autores também observaram a influéncia do tipo de substrato utilizado e
tempo de incubacdo. Kumar et al. (2015) caracterizaram uma lacase parcialmente purificada de
G. lucidum e identificaram massa molecular de 24 a 66 kDa. O extrato bruto de peroxidardes
apresentou menor quantidade de bandas proteicas, exibindo proteinas com massa molecular em
torno de 70, 60, 50 e 35 kDa (Figura 38, colunas 10, 12, 14 e 15). Cilerdzi¢, Staji¢ e Vukojevié
(2016) encontram perfil proteico para o extrato bruto de ligninases provenientes de G.
applanatum semelhante, com pesos moleculares variando entre 40, 46, 55, 80 e 90 kDa.
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Os controles (substratos sem indculo fungico) apresentaram bandas proteicas de
intensidade e massas diferentes da maioria dos extratos brutos avaliados (Figura 38, colunas 16 e
17), indicando menor teor de proteinas nessas amostras e, consequentemente, menor interferéncia
de deteccdo das bandas nos extratos proteicos. Para o substrato a base de sementes de acai foi
observada banda de massa molecular aproximada de 60 kDa (Figura 38, coluna 16), ao passo que
0 controle de serragem de marupd, verificou-se bandas com massas moleculares em torno de 65,
20 e 15 kDa (Figura 38, coluna 17).
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7. CONCLUSAO

As analises fisico-quimicas dos residuos utilizados na fermentac&o solida de G. lucidum e
G. tropicum constataram reducdo dos teores de lipidios, fibras, celulose e minerais, além do
aumento na quantidade de proteinas e carboidratos disponiveis. Sinais de degradacdo da fibra
lignocelulosica, como porosidade, afrouxamento e desorganizacdo da fibra, e surgimento de
rachaduras foram observados. Assim, 0 bioprocessamento desses residuos, obtido apds
fermentagdo de G. lucidum e G. tropicum, pode ser um recurso valioso na industria de
biorrefinaria, através da transformacdo da biomassa vegetal em matéria-prima para novos
processos e produtos.

No geral, ambos os residuos foram indutores da atividade lignocelulolitica, com variacoes
entre si, destacando-se aquele a base de sementes de acai. Adicionalmente, a producdo das
enzimas foi divergente conforme a espécie flngica, sobressaindo G. tropicum na producao de
endoglucanases e G. lucidum na producéo de celulases totais e ligninases, recomendando-se um
periodo de fermentacdo entre 12 e 14 dias para a obtencdo de endoglucanases, 2 e 4 dias para
celulases totais e cerca de 8 dias para ligninases.

As celulases de G. lucidum e G. tropicum apresentaram maior atividade em temperaturas
mais elevadas, ao passo que as ligninases demonstraram estabilidade térmica em uma ampla faixa
de temperatura. A presenca de ions afetou negativamente a atividade de celulases totais e
ligninases, enquanto as endoglucanases oriundas da fermentacdo em serragem de marupa foram
estaveis a presenca de ions. JA com relacdo ao pH, apenas as ligninases produzidas por G.
tropicum foram estaveis em uma ampla faixa de pH. A estabilidade de enzimas lignoceluloliticas
em diferentes condicGes é um requisito necessario para possiveis aplicacdes em diversos setores
industriais, sendo assim, as ligninases obtidas neste estudo apresentaram caracteristicas estaveis
mais vantajosas, comparadas as celulases.

Diante do exposto, a realizacdo de mais estudos que visem avaliar a influéncia de outros
fatores na producéo de enzimas lignoceluloliticas por G. lucidum e G. tropicum séo essenciais, de

modo a confirmar o potencial e a aplicacdo industrial dessas especies.
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