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RESUMO
Residuos vegetais lignoceluldsicos sdo matérias-primas renovaveis e sustentaveis, desta forma,
a bioconversédo destas matérias apresenta-se como uma alternativa eficiente para a producéo de
diversos produtos bioquimicos e quimicos de valor agregado. Os residuos lignoceluldsicos sdo
constituidos de celulose, hemicelulose e lignina, esta Ultima uma matriz fibrosa altamente
recalcitrante. Para o aproveitamento de todos os compostos presentes na biomassa vegetal, é
necessario que ocorra o processo de despolimerizacéo da lignina e posterior sacarificacdo dos
acucares que compde a biomassa. Os fungos basidiomicetos de podriddo branca, como a espécie
Trametes villosa, atraves da producdo de enzimas ligninoliticas como manganés peroxidase
(MnP), lignina peroxidase (LiP) e lacases, tem a habilidade de degradar todos os constituintes
da parede celular vegetal. Além disso, os sistemas enzimaticos ligninoliticos dos fungos
basidiomicetos sdo 0s principais responsaveis pela biodegradacdo de poluentes organicos. A
principal limitacdo para as aplicagdes biotecnoldgicas em escala industrial utilizando essas
enzimas, € o baixo rendimento em processos fermentativos. Sendo assim, pesquisas baseadas
na literatura cientifica especializada foram feitas a fim de compreender as melhores condi¢cfes
de cultivo do fungo T. villosa, sua habilidade na producéo das enzimas MnP, LiP e lacases em
residuo vegetal, e processos de otimizacdo vidveis que podem incrementar 0s niveis de

producdo das enzimas ligninoliticas em processos fermentativos.

Palavras-chaves: Trametes villosa; Residuo Ligninolitco; Deslignificacdo; Enzimas

industriais; Biorremediacéo.



ABSTRACT
Lignocellulosic plant residues are renewable and sustainable raw materials, in this way, the
bioconversion of these materials presents itself as an efficient alternative for the production of
various value-added biochemical and chemical products. Lignocellulosic residues are made up
of cellulose, hemicellulose and lignin, the latter being a highly recalcitrant fibrous matrix. For
the use of all the compounds present in the plant biomass, it is necessary that the process of
depolymerization of lignin and subsequent saccharification of the sugars that compose the
biomass occur. White rot basidiomycete fungi, such as Trametes villosa, through the production
of ligninolytic enzymes such as manganese peroxidase (MnP), lignin peroxidase (LiP) and
laccases, have the ability to degrade all plant cell wall constituents. In addition, the ligninolytic
enzyme systems of basidiomycete fungi are primarily responsible for the biodegradation of
organic pollutants. The main limitation for biotechnological applications on an industrial scale
using these enzymes is the low yield in fermentation processes. Therefore, researches based on
specialized scientific literature were carried out in order to understand the best conditions for
the cultivation of the fungus T. villosa, its ability to produce MnP, LiP and laccase enzymes in
plant residues, and viable optimization processes that can increase the production levels of

ligninolytic enzymes in fermentation processes.

Key words: Trametes villosa; Ligninolytic Residue; Delignification; Industrial enzymes;

Bioremediation.
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1 INTRODUCAO

De modo geral, os fungos sdo considerados degradadores de matéria organica no meio
ambiente e, ecologicamente, tem um papel importante na ciclagem de nutrientes. Os fungos
apresentam maior interesse nos processos de biorremediacdo quando comparados as bactérias
heterotroficas, tendo em vista que estas possuem metabolismo limitado, onde o sistema
enzimatico s6 é produzido na presenca de um contaminante, o que gera baixa eficiéncia na sua
degradacéo. Por outro lado, os fungos nas mesmas condicdes, tem a capacidade de crescerem e
se desenvolverem, gerando resultados satisfatoérios nos processos de biorremediacdo
(TUOMELA et al., 2000).

Os fungos basidiomicetos toleram concentracfes elevadas de poluentes organicos em um
determinado meio, 0 que tornam esses microrganismos eficazes nos processos de
biorremediagdo. Portanto, é necessario e indispensdvel o conhecimento das caracteristicas
fisico-quimicas das enzimas ligninoliticas produzidas por esses fungos, uma vez que, altas
concentracfes dos poluentes em culturas fungicas podem interferir diretamente nos processos
metabdlitos vitais para o fungo, alterando a producdo e a atividade de suas enzimas
(MOREIRA-NETO, 2006).

Os fungos desempenham diversos papéis fundamentais e benéficos para o meio ambiente.
O isolamento de potenciais espécies fungicas € de suma importancia para a utilizagdo em uma
vasta gama de setores industriais, dentre eles a indudstria de enzimas (NAHER et al., 2021).

O fungo Trametes villosa é considerado um basidiomiceto lignicola, pertence ao reino
Fungi, Filo Basidiomycota e da Familia Polyporaceae (MATHEUS et al., 2000). E facilmente
encontrado no Brasil e sua cepa possui alto potencial biotecnoldgico comprovado na utilizacédo
de industrias devido a sua habilidade de producdo de enzimas hidroliticas e oxidativas com
eficiéncia na degradacéo de lignocelulose, capaz de, por exemplo, mineralizar pentaclorofenol
e hexaclorobenzeno no solo, além de atuar na degradacdo de corantes sintéticos reativos
(ANDRIANI et al., 2020; MACHADO et al., 2005; MATHEUS et al., 2000).

Comparada com outras espécies do género, a espécie Trametes villosa é pouco estudada,
mas, em contrapartida, ha estudos demonstrando o seu alto potencial de producéo de lacases,
peroxidases e celulases em substratos lignocelulésicos. Silva et al. (2014), relatou que o isolado
fangico demonstrou capacidade de producdo de Manganés Peroxidase (MnP) e Lignina
Peroxidase (LiP) em compositos biodegradaveis, como o bagago de cana (CARNEIRO et al.,
2017; CONIGLIO et al., 2019, 2020; SILVA et al., 2014).



Os residuos lignoceluldsicos sdo matérias-primas renovaveis e sustentaveis, portanto, a
bioconversao desses residuos € considerada uma alternativa viavel e eficaz para a producéo de
biocombustiveis e produtos quimicos com valor econdmico (TOME, 2021). A bioconverso
desses residuos exige o processo de deslignificacdo, que ird promover a liberacdo de celulose e
hemicelulose que serdo hidrolisados a agUcares simples, como a glicose e xilose. Para a
realizacdo deste processo estdo envolvidas uma diversidade de enzimas fungicas (MnP, LiP,
lacase, celulase, hemicelulase) que apresentam resultados satisfatérios para a degradacao de
lignina, que ocorre a partir da acdo concomitante das enzimas ligninoliticas em diferentes
reacOes oxidativas, quebrando a estrutura aromatica e possiveis ligacOes existentes entre as
unidades basicas do polimero (CARDOSO, 2009).

Como ja mencionado, a biomassa lignocelulésica é constituida por uma diversidade de
componentes, 0 que consequentemente, é fonte para obtencdo de uma vasta gama de compostos
quimicos e bioquimicos comercializaveis através da conversdo da lignina, celulose e
hemicelulose (BILAL et al., 2018). Além disso, a utilizacdo dessa biomassa lignocelulésica
contribui diretamente para a bioeconomia, a sustentabilidade e para a economia circular, tendo
em vista que, sua composicao inclui residuos sélidos, agricolas e agroindustriais que séo fontes
para obtencdo, por exemplo, de energias renovaveis (CARUS; DAMMER, 2018).

Diversos estudos destacam a grande producédo de enzimas ligninoliticas por basidiomicetos,
mas um dos principais desafios de aplicacdo dessas enzimas em processos industriais € a
obtencdo em grande escala e com custos competitivos, uma vez que, as enzimas Lignina
Peroxidase (LiP), Manganés Peroxidase (MnP) e Glioxal Oxidase (GLOX), por exemplo,
apresentam grande potencial de aplicabilidade em processos industriais biotecnoldgicos de
varios setores socioeconémicos, seja na biorremediacdo de efluentes de industrias téxteis,
degradacéo de polimeros, explosivos nitrados, pesticidas, hidrocarbonetos aromaticos ou até
mesmo nas industrias farmacéuticas, cosméticas, de papel e celulose, alimentos, entre outras
(BREXO, 2013; YOSHIDA, 2015).

O objetivo desse trabalho é promover um estudo sobre a viabilidade da producao de enzimas
ligninoliticas em escala industrial pelo fungo Trametes villosa, avaliando as melhores
condigdes de cultivo do fungo T. villosa, sua habilidade na producéo das enzimas MnP, LiP e
lacases em residuo vegetal, e processos de otimizacao viaveis que podem incrementar os niveis

de producdo das enzimas ligninoliticas em processos fermentativos.



2 METODOLOGIA

Para a realizacdo do presente trabalho foram feitos estudos de diversos periddicos,
publicacdes e artigos. Foram utilizados bancos de dados SCIELO, Web of Science, Periddicos
Capes, biblioteca virtual Pearson e Google académico. O periodo de sele¢do dos estudos foi
realizado entre agosto de 2021 e outubro de 2022, utilizando como palavras chaves na busca
eletrénica: fungo Trametes villosa, producdo de enzimas ligninoliticas por basidiomicetos,
aplicacdo de enzimas ligninoliticas em escala industrial, residuos ligninocelulésicos utilizados
por basidiomicetos para producdo de enzimas, fungos com potencial de biorremediacéo.

Inicialmente foi realizada uma pesquisa de revisdo bibliografica dos principais fungos
basidiomicetos de podridao branca, uma vez que, estes sdo os principais fungos com potencial
de biorremediacdo devido ao fato de produzirem enzimas extracelulares especificas, como
lacase, manganés peroxidase e lignina peroxidase que atuam na degradacdo de inimeros
substratos (MADIGAN, 2016).

Em seguida, a pesquisa foi direcionada especificamente para literaturas relacionadas ao
fungo da espécie Trametes villosa, j& que, de acordo com resultados prévios de pesquisas
realizadas, este isolado demonstra alto potencial de producdo de enzimas em substratos
lignoceluldsicos, tal como Manganés Peroxidase (MnP) e Lignina Peroxidase (LiP)
(GIMENES, 2011; YAMANAKA et al., 2008; CARNEIRO et al., 2017; ANDRIANI et al.,
2020; ATILANO-CAMINO et al., 2020).

Posteriormente, a fim de compreender 0s mecanismos genéticos que regulam a capacidade
de producdo de enzimas ligninoliticas pelo fungo Trametes villosa, foram feitas pesquisas
bibliograficas de estudos focados na analise do sequenciamento de genoma e analise dos genes
relacionados a codificacdo das enzimas relacionadas a degradacdo da lignina e analises
bioquimicas da avaliacdo da producéo de enzimas ligninoliticas pelo fungo Trametes villosa

em diferentes meios de cultura (TOME, 2021; GIMENES, 2011; ANTUNES, 2015;
MACHADO 2018).

Por fim, foram feitas pesquisas especificas sobre a viabilidade de produgdo em escala
industrial de enzimas ligninoliticas, fatores que afetam a producéo dessas enzimas e seu meio
de cultura ideal, bem como as técnicas que podem ser utilizadas para um incremento nos niveis
de suas producgdes, sabendo-se que a enzimas ligninoliticas sdo produzidas, mas em baixos
niveis (SILVA, 2014).



3 DESENVOLVIMENTO
3.1 Fungos

Fungos séo seres eucarioticos microscopicos ou macroscopicos, degradadores de matéria
organica na natureza e estdo presentes em uma diversidade de nichos ecoldgicos sob a forma
micelial ou leveduriforme. Estes microrganismos, em sua maioria, sao saprobios, constituem o
Reino Fungi, com uma grande variedade no ponto de visto fisiologico e morfoldgico
(ESPOSITO; AZEVEDO, 2010; RAJA et al., 2017). Em termos ecoldgicos, tem importante
papel na ciclagem de nutrientes, participando ativamente nos ciclos de carbono, nitrogénio,
fésforo e potassio (TUOMELA et al., 2000).

Os fungos, fisiologicamente, sdo heterotréficos aerdbicos, mas em algumas condicdes sdo
considerados anaerobios facultativos, com exigéncias nutricionais simples por meio da
absorcédo de nutrientes, podendo utilizar diferentes fontes de carbono para o seu crescimento,
como glicose, xilose, celulose, hemicelulose, lignina, entres outros compostos. Entretanto,
também ha fungos que sobrevivem em ambientes extremos, com quantidades minimas de
nutrientes, como nas regides polares, denominados fungos oligotréficos (ESPOSITO:;
AZEVEDO, 2010; WALKER; WHITE, 2005).

De acordo com seus papéis ecoldgicos, os fungos como ja mencionado, podem ser
considerados saprobios, mas existem também os fungos simbiédticos ou parasitas. Os fungos
saprobios irdo atuar, principalmente, na decomposi¢do de matéria organica, o que enfatiza a sua
importancia nos ecossistemas florestais, além de terem um papel importante na ciclagem do
carbono. Os fungos simbi6ticos, por sua vez, irdo estabelecer relagdes mutualisticas, muitas
vezes benéficas com outros organismos, como por exemplo nas micorrizas, onde o fungo
absorve acucares e as plantas aumentam a captacdo de nutrientes. Ja os fungos parasitas sdo
considerados causadores de doencas, ou seja, sao responsaveis pela infeccéo de animais, plantas
e outros fungos (ESPOSITO; AZEVEDO, 2010; SCHMIDT-DANNERT, 2016).

Atualmente ha aproximadamente 125 mil espécies de fungos descritas e sdo estimados entre
2 a 5 milhdes espécies ndo descritas. O Reino Fungi € composto por espécies classificadas em
12 filos diferentes, divididos entre 6 sub-reinos: Dikarya, composto pelos filos Ascomycota,
Basidiomycota e Entorrhizomycota; Chytridiomyceta, que inclui os filos Chytridiomycota,
Monoblepharidomycota e Neocallimastigomycotae; Opisthosporidia, composto pelos filos
Aphelidiomycota, Cryptomycota e Microsporidia; além dos filos Mucoromycota,
Zoopagomycota e Blastocladiomycota, como ilustrado na Figura 1 (JAMES et al., 2020).

A maior parte da diversidades flngica se tratando das espécies descritas esta concentrada

no sub-reino Dikarya, sendo composto por Ascomycota, Basidiomycota e Entorrhizomycota,



ao qual os filos Ascomycota e Basidiomycota, compondo os maiores filos do Reino Fungi,
também sdo os mais aplicados em pesquisas cientificas devido ao seu potencial de aplica¢fes
industriais e nas areas biotecnologicas, uma vez que, ja foram comprovados através de estudos
sua funcio em degradar biomassas lignocelul6sicas (DIAZ et al., 2020; JAMES et al., 2020;
MAKINEN et al., 2019; PAES et al., 2019; QIAN et al., 2019; SCHMIDT-DANNERT, 2016).

Figura 1 — Arvore das relacdes filogenéticas entre os sub-reinos, filos, classes e ordens do

Reino Fungi (JAMES et al., 2020).
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3.1.1 Fungos basidiomicetos lignoceluloliticos decompositores de madeira

Os fungos basidiomicetos, especialmente, tem como principal atividade ecoldgica, a
decomposicdo de madeiras, tecidos, papéis e outros residuos de fontes naturais. Os fungos
basidiomicetos lignoceluloliticos sdo conhecidos pelo potencial em degradacdo de compostos
organicos recalcitrantes, como por exemplo, a lignina (MADIGAN, 2016).

A degradacdo da lignina por basidiomicetos, bem como outros compostos recalcitrantes,
ocorre por um processo co-metabolico intermediado pela acdo de um sistema enzimatico e
metabolitos de baixa massa molecular. E para que a degradacdo ocorra de forma positiva,
fatores como as condic¢des de cultura e a composi¢do do meio, seja natureza ou concentracao
de fontes de carbono, nitrogénio, metais presentes, pH, agitacdo e adicdo de substancias, devem
ser favoraveis para que a expressao do sistema enzimatico (YAMANAKA et al., 2008).

S&o conhecidos trés tipos de podridrdo da madeira: a podridrdo parda ou marrom, podridrao
branca e podridrdo mole (Tabela 1). Os basidiomicetos ligninoliticos provenientes da
decomposi¢cdo marrom degradam em alta velocidade, a celulose e a hemicelulose, enquanto a
lignina ndo é metabolizada, mas sdo capazes de modificar algumas de suas extensGes por
desmetilacdo das unidades fenolicas e ndo fendlicas, além de uma limitada hidroxilagédo do seu
anel aromatico (ESPOSITO-AZEVEDO, 2010; MADIGAN, 2016; MOREIRA-NETO, 2006).
J& os basidiomicetos provenientes da decomposi¢do branca, considerados dentre 0s
microorganismos os mais eficientes na degradacdo da lignina na natureza, sao capazes de atuar
na degradacao de todos os constituintes da madeira (celulose, hemicelulose e lignina) seja de
forma seletiva ou simultanea (MADIGAN, 2016).

A delignificacdo por fungos de maneira seletiva, a lignina é removida sem perda marcante
de celulose, ja a ndo seletiva ou simultanea, ocorre a degradacdo de todos os componentes da
parede celular. Phanerochaete chrysosporium apresenta algumas linhagens capazes de
degradar simultaneamente hemicelulose, celulose e lignina. Enquanto Ceriporiopsis
subvermispora tende a remover a lignina e depois avancar para a hidrélise de celulose
(SANCHEZ, 2009; TUOMELA et al, 2000). Por fim, basidiomicetos de podriddo mole, mesmo
que com capacidade de atuarem na degradacdo de todos os componentes da madeira, S0 em
taxas minimas, quando comparados as fungos de podridréo branca e parda (ANDRIANI et al.,
2020; ESPOSITO-AZEVEDO, 2010; MOREIRA-NETO, 2006).

Tabela 1 — Organismos degradadores de lignina (TUOMELA et al. 2000).

Organismo Filo Degradacao da lignina Ambiente Alguns

géneros




Fungos da | Basidiomycota | Mineralizacdo da lignina, | Principalmente  madura | Phanerochaete,
podridréo (Ascomycota) deslignificacdo seletiva ou | dura Phlebia,
branca ndo seletiva Trametes
Fungos da | Basidiomycota | Modificacdo da lignina Principalmente  madeira | Poria,
podridréo mole Polyporus
parda
Fungos da | Ascomycota ou | Limitada degradacdo da | Ambientes aquaticos, | Chaetomium,
podridréo fungos lignina madeira com umidade | Paecilomyces,
mole anamorfos elevada, serrapilheira Fusarium
Bactérias Actinomycetes | Limitada desgradacdo da | Sapwood, madeira | Streptomyces,
ou Mixobactéria | lignina saturada de agua, madeira | Nocardia,

em estagio avancado de | Pseudomonas

decomposicao,

serapilheira

Estudos sugerem diversos tipos de linhagens fungicas envolvidas na degradacdo de
compostos recalcitrantes, dentre elas estdo: Pycnoporus sanguineus, Trametes villosa,
Higrocybe sp., Lentinus crinitus, Phellinus gilvus, Pleurotus sajor-caju, Peniophora cinérea e
Psilocybe castanella (GUGLIOTTA, 2001; MACHADO et al., 2005; MATHEUS et al., 2000).
Entre os fungos basidiomicetos, pesquisas recentes demonstraram que fungos do género
Trametes possuem alto potencial de degradacdo lignocelul6sica, devido a suas habilidades de
producéo de enzimas que atuam nesse processo (CARNEIRO et al., 2017; CONIGLIO et al.,
2019, 2020; SILVA et al., 2014; YAMANAKA et al., 2008).

3.1.2 Fungos do género Trametes

Trametes é um género cosmopolita que esta presente em praticamente qualquer tipo de
ecossistema florestal com A&reas temperadas, boreais e tropicais. Fisiologica e
morfologicamente, fungos pertencentes ao género Trametes (Polyporales, Basidiomycota)
podem ser classificados como fungos de podridrdo branca e caracterizados através da formacéo
de basidiocarpos pileados, himenoforos poroides, sistema de hifas trimiticas com a producéo
de basididsporos lisos de paredes finas ndo reagentes na presenca do reagente Melzer (reagente
quimico para identificagdo de fungos) (JUSTO; HIBBETT, 2011).

O fungo do género Trametes villosa (Figura 2) pertence ao Reino Fungi, Filo Basidiomycota
e Familia Polyporacea e € considerado um fungo basidiomiceto lignicola. Mesmo que pouco
estudada quando comparada a outras espécies do mesmo género (Trametes hirsuta, Trametes

trogii e Trametes versicolor), atraves de estudos ja demonstrados, a espécie Trametes villosa é



uma cepa com alto potencial biotecnoldgico comprovado, com habilidade de produzir enzimas
hidroliticas e oxidativas que atuam diretamente e de forma eficiente na degradacdo de
lignocelulose, além da sua capacidade de produzir lacases, peroxidases e celulases em residuos
lignocelisicos e de mineralizar pentaclorofenol e hexaclorobenzeno no solo, atuando na
degradacdo de corantes sintéticos reativos (ANDRIANI et al., 2020; ATILANO-CAMINO et
al., 2020; CARNEIRO et al., 2017; GIMENES, 2011; YAMANAKA et al., 2008).

Figura 2 — Trametes villosa (Sw.) Kreisel

3.2 Estrutura biomassa lignocelulésica

Considerada uma das maiores fontes de carbono e energia da superficie terrestre, a biomassa
lignoceluldsica é uma matéria-prima renovavel e sustentavel. Majoritariamente, fazem parte da
sua composicdo a lignina, celulose e hemicelulose. Se tratando de nimeros, a composi¢do
quimica da biomassa lignocelulésica, geralmente contém entre 30 a 50% de celulose, 20-35%
de hemicelulose, 10-25% de lignina e pequenas quantidades de outros compostos como
pectinas, proteinas, extrativos e cinzas, mas sofre variacdes dependendo da espécie de plantas,
tecidos de acordo com seu gendtipo e condi¢fes ambientais, conforme demonstrado na Tabela
2 (SANTOS et al., 2012).

Séo gerados pela agroindustria grandes quantidades de residuos ligninoceluldsicos por ano.
Esses residuos podem ser reutilizados por microrganismos como substratos para conversao em
produtos com alto valor agregado como: enzimas, biocombustiveis e outros produtos
bioguimicos. Os bioprodutos provenientes da fermentagéo de glicose, utilizada como substrato
para o crescimento microbiano, podem ser obtidos de residuos ligninocelul6sico a partir da sua



conversio em aclcares fermentaveis (LOPEZ et al., 2007; SANCHEZ, 2009;
SONGULASHVILI et al., 2007; VIKINESWARY et al., 2006).

Tabela 2 — Composicao quimica de algumas biomassas lignocelulosicas (SANTOS et al.,

2012)

Biomassa lignocelulosica % Celulose % Hemicelulose % Lignina
Palha de cana 40-44 30-32 22-25
Bagaco de cana 32-48 19-24 23-32
Madeira dura 43-47 25-35 16-24
Madeira mole 43-47 25-35 16-24
Espiga de milho 45 35 15
Sisal 73,1 14,2 11
Palha de arroz 43,3 26,4 16,3
Fibra de coco 36-43 0,15-0,25 41-45
Palha de cevada 31-45 27-38 14-19

3.2.1 Celulose

A celulose é considerada um polimero natural, com estrutura menos complexa (Figura
3) e 0 mais abundante dentre os polissacarideos presentes na biomassa lignocelulésica. Tem em
sua estrutura trés diferentes niveis organizacionais. O primeiro nivel estd associado a sequéncia
de residuos B-D-glicopiranosidicos unidos por meio de ligacdes covalente formando um
polimero de anidroglicose B-D (1->4) glicosidicas. Outro nivel organizacional é o que ira
descrever a conformacdo molecular e é caracterizado pela distancia das ligacdes e respectivos
angulos, bem como as ligac6es de hidrogénio intramoleculares presentes. O terceiro e ultimo
nivel é aquele que define a associacdo das moléculas formando agregados como uma estrutura
cristalina, que conferem alta resisténcia a tensao, tornando a celulose insolivel em agua e um
grande nimero de solventes (CARDOSO, 2009; SANTOS et al., 2012).

Figura 3 — Representacdo esquematica da molécula de celulose (SANTOS et al., 2012)
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3.2.2 Hemicelulose

As hemiceluloses sdo heteropolissacarideos mais complexos e é o0 segundo mais abundante
da biomassa vegetal. E composto por D-glucose, D-galactose, D-manose, D-xilose, L-
arabinose, acido D-glucurénico e acido 4-O-metil-glucurénico (Figura 4). A xilose é o agUcar
mais abundante da hemicelulose, mas possui variagdes dependendo da espécie vegetal (TOME,
2021). A hemicelulose possui estrutura mais semelhante a da celulose quando comparada a
lignina e possui entre suas estruturas ramificacdes que interagem com a celulose conferindo a
molécula maior estabilidade e flexibilidade. Além disso, possuem um carater amorfo,
atribuindo a molécula maior tendéncia a sofrer hidrélise acida, que se deve ao fato de
oferecerem maior acessibilidade aos &cidos minerais utilizados, muitas vezes, como
catalisadores (CARDOSO, 2009; SANTOS et al., 2012).

Figura 4 — Representacdo esquematica da hemicelulose (SANTOS et al., 2012)
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3.2.3 Lignina

A liginina é o terceiro componentes da biomassa lignoceluldsica. E considerado também

um heteropolimero amorfo, com estruturas globulares e é composto por trés alcoois
fenilpropandides: o alcool p-cumarilico, alcool coniferilico e alcool sinapilico que serdo os
precursores para formacdo de diferentes tipos de lignina (Figura 5). Suas unidades s&o
conectadas por ligacdes carbono-carbono (C-C) e éter (C-O-C), ndo hidrolisadas em condicdes
bioldgicas A matriz celulose-hemicelulose ira dizer qual a composi¢do dos constituintes da
lignina que podem variar de uma biomassa vegetal para outra (CARDOSO, 2009; SANTOS et
al., 2012).

Quando ligada a celulose e hemicelulose, a lignina forma uma barreira impermeéavel e
resistente aos ataques microbianos, dando um suporte estrutural importante para células
vegetais, o que de certa forma pode prejudicar a utilizacao do residuo vegetal nas inddstrias em
determinados processos, pois ird reduzir a capacidade de degradacdo quimica e enzimatica, bem

como o grau de degradabilidade dos materiais ligninocelulésicos (CARDOSO, 2009).
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Figura 5 — Representacédo esquematica da lignina (SANTOS et al., 2012)
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Atualmente, o recurso bioldgico renovavel mais abundante é a biomassa lignocelulésica e
devido ao fato de sua composicdo ser variavel e heterogénea, a torna uma fonte com grande
potencial para producéo e obtencdo de compostos quimicos e bioquimicos diferentes (BILAL
et al., 2018). A biomassa lignocelul6sica é composta por residuos agricolas, residuos sélidos e
agroindustriais, fazendo com que sua utiliza¢do contribua diretamente para a economia circular
e para a sustentabilidade, mas devido as suas caracteristicas estruturais, seu aproveitamento
completo, requer processos de deslignificacdo, despolimerizacdo da celulose e hemicelulose a
acucares, e para isso, € necessario pré-tratamentos dos residuos lignoceluldsicos (CARUS;
DAMMER, 2018; SHERWOOD, 2020). Residuos lignocelulésicos como casca de coco,
bagaco de cana-de-agucar e fibra de sisal, muito utilizados em processos de producdo de
enzimas por fungos, por exemplo, possuem diferentes composicdes de celulose, hemicelulose

e lignina em suas estruturas (SILVA et al., 2014).

3.2.4 Casca de coco
O Brasil esta entre os maiores produtores mundial de cocos. Por um lado, ha a inclusao de
habitos saudaveis no consumo da agua do coco, mas por outro, ha também um aumento na

producéo de subprodutos, as cascas de coco que compdem aproximadamente 85% do peso bruto
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do coco. O residuo do coco é um material organico, mas de dificil decomposi¢do. Entdo de
modo a reduzir os impactos negativos gerados para 0 meio ambiente, varias alternativas tém
sido propostas para sua reutilizacdo e, dentre elas, a producdo de enzimas por fungos, onde
estudos demonstrados por Maciel et al. (2010), revelou que o p6 da casca de coco verde € um
6timo indutor na producdo de celulases (CABRAL et al., 2017; MACIEL et al., 2010).

3.2.5 Bagaco de cana de agucar

A cana de acucar é a principal matéria-prima para a producdo de agUcar e etanol, portanto,
é uma planta de bastante relevancia para a economia brasileira, responsavel pela geracéo de
energia e emprego (CABRAL et al., 2017). Apods ser processada e produzir os produtos finais,
sdo gerados os residuos de bagaco de cana, que em partes sdo queimados para a geracdo de
calor e energia e cerca de 20% nao sao aproveitados para fins energéticos (CARDOSO, 2009).
O bagaco de cana de agUcar é o residuo agroindustrial de maior estudo na area de durabilidade
e resisténcia do material levando em conta seus componentes estruturais. Segundo Canilha et
al. (2007) e dados expostos na Tabela 1, residuos de bagaco de cana apresenta 46,8% de
celulose, 27,5% de hemicelulose e 26,2% de lignina na sua composi¢do, sendo um residuo
lignoceluldsico promissor em aplicagcBes biotecnoldgicas, atuando como substrato para
producdo de enzimas ligninoliticas fangicas (ANTUNES, 2015; CANILHA et al., 2007).

3.2.6 Fibrade sisal

A fibra de sisal é uma fibra vegetal em grande abundéncia no Brasil. Possui alta resisténcia
e é utilizada para confeccao de cordas, tapetes, chapéus e outras pecas artesanais. A Bahia est4
entre 0s maiores produtores de sisal e sua cultura de producdo é de suma importancia,
principalmente no setor nordestino, devido a geracéo de emprego. Ha& poucos anos atras houve
um declinio de producéo devido ao fato do baixo aproveitamento das fibras de sisais e estudos
demonstraram a importancia do estimulo na produgéo, promovendo o progresso tecnoldgico na
aplicacdo biotecnologica, uma vez que sua composi¢do obtém altos percentuais de celulose,
hemicelulose e lignina. Hoje, diversos estudos sdo realizados para otimizacdo das condicdes de
cultivo de fungos produtores de enzimas utilizando fibras de sisal como substratos, a fim de

aumentar a secrecdo das enzimas de interesse biotecnolégico (CARDOSO, 2009).

3.3 Biorremediacéo e a aplicacédo de fungos basidiomicetos lignoceluloliticos
A biorremediacéo é definida como uma técnica de processos bioldgicos utilizados para o

controle, degradacao, transformacao ou remocéo de poluentes em uma concentracdo de niveis
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ndo detectaveis, ndo toxicos ou aceitaveis pelo limite estabelecido pela legislacdo de controle
ambiental. A biorremediacdo surge como uma alternativa viavel, atrativa tecnologicamente e
ambientalmente devido ao seu processo ser bioldgico, de baixo custo e a possibilidade de
obtengdo completa da degradacdo de componentes contaminantes em determinado meio
(GIMENES, 2011; MATHEUS et al., 2000).

A biorremediacdo utilizando fungos basidiomicetos é uma técnica favoravel, com baixo
custo e possibilidade completa de mineralizacdo dos poluentes, mas ha desafios relacionados
na implementacdo desse processo em larga escala, a nivel industrial (YAMANAKA et al.,
2008). Ha a biorremediac&o in situ, onde € realizada no proprio local, sem que haja qualquer
tipo de remoc¢do do material contaminado e a biorremediacdo ex situ, com a necessidade de
retirada de solo ou efluente do local contaminado para que haja tratamento em outro local
(LACERDA, 2019). Com isso, existem uma diversidade de técnicas de biorremedia¢do, com
vantagens e desvantagens distintas e a escolha da técnica ird depender exclusivamente do tipo
de microbiota que ha no ambiente contaminado, suas condicdes, o tipo de contaminacao e qual
0 nivel de extensdo. Dentre as técnicas de biorremediacdo para aceleracdo do processo de
biodegradacéo, temos (GIMENES, 2011):

v Biorremediacdo intrinseca: técnica baseada em processos naturais para controle ou
remocdo de agentes contaminantes ou poluidores de solo e agua. Ocorre através de
processos fisicos, quimicos e bioldgicos em ambientes impactados, onde a degradacao
ird ocorrer atraves da microbiota autéctone com recursos disponiveis apenas no local.

v Bioestimulagdo: técnica com aplicacdo de nutrientes como fosforo e nitrogénio ou
surfactantes para o estimulo da atividade microbiana e otimizacdo das condic¢Bes do
crescimento dos microrganismos no local infectado, a fim de estimular o seu metabdlito
degradativo.

v Bioenriquecimento: técnica baseada na inoculacdo de microrganismos selecionados
para degradar determinados tipos de poluentes e contaminantes em certo meio.

v' Biofiltros: técnica que visa na mobilizagdo de microrganismos em colunas de tratamento
de ar ou efluentes liquidos.

v’ Bioventilacdo: técnica de introducdo de oxigénio no solo para estimulacdo da agéo dos
microrganismos e consequente evaporagdo do poluente.

v' Compostagem: é um processo bioldgico onde microrganismos convertem residuos
organicos em compostos de grandes beneficios ao meio ambiente, como os adubos

naturais. A técnica ocorre através de um tratamento aerébio terméfilo, onde os
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compostos contaminados se misturam com o substrato que contém microrganismos
degradadores.

v’ Biorreatores: técnica destinada ao tratamento de solo e agua com alta concentracédo de
contaminantes. Ha a presenca de reatores com capacidade de controlar a aeracdo e a
temperatura e promoverem um contato eficiente entre 0S microrganismos ou
comunidades microbianas introduzidas no processo com a poluente.

A técnica de biorremediacdo para mineralizacdo completa de poluentes possui parametros
laboratoriais muitas das vezes ndo aplicaveis para biorreatores em um processo industrial, o que
requer entender muito além dos fatores relacionados a engenharia do processo, mas também os
aspectos relacionados a fisiologia do fungo aplicado, de modo a melhorar as condicdes de
cultivo, crescimento dos fungos e producéo de enzimas ligninoliticas envolvidas na conversdo
bioldgica dos poluentes (YAMANAKA, et al., 2008).

3.4 Biodegradacédo da lignina e de poluentes organicos por fungos basidiomicetos

O amplo estudo dos sistemas ligninoliticos por pesquisadores, levaram ao conhecimento de
que a composicdo e o tipo do substrato interferem diretamente na quantidade de enzimas
produzidas pelos basidiomicetos (CHRISTIAN et al., 2005; MOREDO et al., 2003; SILVA et
al., 2005; SUN et al., 2004). Deve-se levar em contato também fatores como pH, temperatura,
fonte de nitrogénio e carbono, pois podem afetar o crescimento fungico, onde a baixa
disponibilidade de nitrogénio se comporta como pré-requisito na deslignificacdo. A deficiéncia
de nutrientes no meio faz com que as atividades enziméticas aparecam como forma de
metabolismo secundario (SONGULASHVILI et al., 2007; TUOMELA et al., 2000).

Enzimas responsaveis pelo ataque inicial da lignina devem ser extracelulares e ndo
especificas, levando em conta a natureza e o tamanho da molécula inicial que sofrera o ataque.
Basidiomicetos de podridrdo branca possuem dois tipos de sistemas enzimaticos: o hidrolitico
e 0 oxidativo. O sistema hidrolitico é o responsavel por hidrolisar polissacarideos, ja o sistema
oxidativo tem a funcéo de promover a deslignificacdo ou degradacéo da lignina (JORGENSEN
et al., 2003; TUOMELLA et al., 2000). Os fungos basidiomicetos tem a capacidade de
producéo de todas ou as principais enzimas extracelulares que fazem parte do sistema oxidativo:
lignina peroxidase (LiP), manganés peroxidase (MnP) e lacase. A forte atividade oxidativa
dessas enzimas fazem com que tenham alto potencial também na degradacdo de diversos
poluentes ambientais como corantes azos e compostos xenobidticos. (BABOROVA et al.,
2006; XIAOBIN et al., 2007). Como ja mencionado anteriormente, a desliginifcacéo por fungos

basidiomicetos de podridréo branca, pode ocorrer de maneira seletiva ou ndo seletiva (Figura
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6). De forma seletiva, a lignina é removida sem perda marcante de celulose e de forma nédo
seletiva ha a degradacédo de todos os componentes que fazem parte da parede celular vegetal
(SANCHEZ, 2009; TUOMELA et al., 2000).

Figura 6 — Biodegradacéo da liginina por fungos basidiomicetos de podridréo branca
(CARDOSO, 2009).
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No mecanismo acima é possivel observar a agdo concomitante das enzimas ligninoliticas
oxidando o polimero da lignina gerando radicais aromaticos, que em sequéncia desenvolve
diferentes reacfes ndo enzimaticas como quebra de Cs-éter, clivagem de anéis aromaticos,
quebra de C.-Cp e desmetilacdo. Pode ocorrer a repolimerizagdo no polimero da lignina ou
reoxidacdo pelas lacases ou peroxidases,producdo de quinonas e outras. Os basidiomicetos
podem também atuar na producao de outras enzimas oxidoredutases, como aril alcool oxidases
(AAO) ou aril alcool desidrogenases que atuam diretamente na reducéo de oxigénio dissolvido
no meio a H>O- oxidando hidroxilas de substratos a carbonilas (CARDOSO, 2009).
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Processos de degradacdo da celulose e hemicelulose ocorrem com facilidade, sendo de
natureza hidrolitica. A deslignificacdo, ou degradacdo da lignina, consiste em remové-la da
biomassa ligninocelulésica através de um processo oxidativo complexo e totalmente
dependente das condi¢Bes dos meios de cultivos ao qual o organismo esta presente, afim de
tornar disponivel os polimeros de carboidratos. Esse processo pode ocorrer por meio de
métodos quimicos, fisicos ou bioldgicos. Dentre eles, o processo bioldgico, realizados pelos
fungos basidiomicetos, apresenta maior vantagem, pois tem o fator de producéo de subprodutos
potencialmente Uteis, gerando quantidade minimas de residuos (CARDOSO, 2009; HAMMEL;
CULLEN, 2008). Além disso, estudos voltados a deslignificacdo por basidiomicetos
ligninoliticos forneceram informacdes importantes para a aplicabilidade destes em diversas
pesquisas abrangendo a area de biodegradacédo de xenobidticos (Figura 7) (MOREIRA-NETO,
2006).

Figura 7 — Exemplos de compostos xenobiéticos degradados por basidiomicetos
(MOREIRA-NETO, 2006)
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O processo de degradacdo da lignina pode ser explicado como um processo de
multienzimatico, como resultado da acdo de diversas enzimas intracelulares e extracelulares,
como enzimas peroxidases, lacases e oxidases produtoras de peroxido de hidrogénio, além de
alguns metabolitos de baixa massa molecular (MOREIRA-NETO, 2006).

Além disso, basidiomicetos ligninoliticos atuam na producdo de enzimas oxidoredutases
(Tabela 3). Dentre elas temos as peroxidases: lignina peroxidases, manganés peroxidases que

possuem ampla atuacdo. Ha também a producdo de flavina oxidases como a glicose oxidases,
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piranose-2-oxidases, metanol oxidases e aril alcool oxidases que irdo atuar diretamente na
reducdo de oxigénio dissolvido no meio a peroxido de hidrogénio, seguido da oxidacdo de
hidroxilas de substratos especificos a carbonilas. Outro grupo de oxidases contendo cobre,
como as lacases, tem a capacidade de reduzir oxigénio dissolvido a &gua, através da oxidagdo
de substratos fendlicos e ndo fendlicos, dando origem a radicais catidnicos, radicais fenoxi ou
qguinonas. As glioxal oxidases e galactose oxidases, por sua vez, irdo reduzir oxigénio a
perdxido de hidrogénio, através da oxidacdo de alcool ou um aldeido especifico (MOREIRA-
NETO, 2006; GONZALES et al., 2002).

Tabela 3 — Enzimas que atuam da degradacao de substratos lignocelulésicos
(MOREIRA-NETO, 2006)

Nome recomendado Nome sistematico EC Reagdo
Endo-1,4-B-glucanase 1,4-(1,3; 1,4)-B-D-Glucan-4 3214 Endohidrolise de ligagBes 1,4-p-D-
glucanohidrolase glicosidicas
Exo-1,4-B-glucanases 1,4-B-D-Glucano 3.2.191 Hidrdlise de ligagoes 1,4-B-D-
celobiohidrolase glicosidicas liberando celobiose
Hidrolise de ligagdes 1,4-B-D-
1,4-p-D-Glucano glicohidrolase 3.2.1° glicosidicas liberando glicose
B-glucosidase B-D-Glucosideo glucohidrolase 32121 Hidrolise de terminagfes ndo redutivas
de residuos pD-glicose com liberagdo
de B-D-glicose
Endo-1,4-B-xilanase 1,4-p-D-Xilano xilanohidrolase 3.2.1.8 Endohidrdlise de ligagdes 1,4-p-D-
xilosidicas em xilanos
B-Xilosidase 1,4-B-D-Xilano xilanohidrolase 3.2.1.37 Hidrdlise de 1,4-D-xilanos para
remover sucessivamente residuos D-
xilose
a-L-Arabinofuranosidase a-L-Arabinofuranosideo 3.2.1.55 Hidrdlise de terminacdes ndo redutivas
arabinofuranohidrolase de residuos aL-arabinofuranosideo em
a-L-arabinosideos
Acetilesterase Ester acético acetilhidrolase 3.1.16 Um éster acético + H20 = um alcool +
acetato
a-Glucuronidase a-D-Glucuronosideo 3212 a-D-glucuronosideo + H20 =um
glucurunosohidrolase alcool + Dglucuronato
Endo-1,4-B-mananase 1,4-D-Manano mananohidrolase 3.2.1.78 Hidrdlises aleatdrias de ligacdes 1,4-B-
D-manosidicas em mananos
B-Manosidase B-D-Manosideo manohidrolase 3.2.1.25 Hidrdlise de terminacdes ndo redutivas
de residuos B-D-manose em -D-
manosideos
o-Galactosidase a-D-Galactosideo 3.2.1.22 Hidrolise de terminagdes de residuos o-

galactohidrolase

D-galactose em a-D-galactosideos
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Lignina peroxidase diarilpropano 02, H202 1.11.1.14 Catalisa vérias oxidagBes em cadeia
oxidoredutases laterais alquil, quebra de ligagGes C-C

Manganés peroxidase Mn(I1): H202 oxidoredutase 1.11.1.13 Cataliticamente dependente de H202 e

jons Mn2+

Lacase Benzenodiol:oxigénio 1.10.3.2 4-Benzenodiol + 02 = 4-
oxidoredutase benzosemiquinona + H20

Horseradish peroxidase Doador:peroxido de hidrogénio 1.11.1.7 Doador + H202 = doador oxidado

(peroxidase da raiz forte) oxidoredutase +2H20

Protocatecéico 3,4- Protocatecoato:oxigénio 3,4- 1.13.11.3 3,4-Dihidroxibenzoato + O2 = 3-

dioxigenase oxidoredutase carboxi-cis,cis muconato

Catecol 1,2-dioxigenase Catecol:oxigénio 1,2- 1.13.11.1 Catecol + O2 = cis,cis muconato

oxidoredutase
Superéxido dismutase Superéxido:superoxido 1.15.1.1 02 ..-+02.-+2H+=02 + H202
oxidoredutase

Glioxal oxidase Glioxalato:oxigénio 1.2.35 Glioxalato + H20 + O2 = oxalato +
oxidoredutase H202

Glicose-1-oxidase B-D-Glicose:oxigénio 1- 1.1.34 B-D-Glicose + 02 = D-Glicano-1,5-
oxidoredutase lactano + H202

Aril &lcool oxidase Aril alcool:oxigénio 1.1.3.7 Alcool aromético primario + 02 =
oxidoredutase aldeido aromético + H202

Piranose-2-oxidase Piranose:oxigénio 2- 1.1.3.10 D-Glicose + 02 = 2-desidro-D-glicose
oxidoredutase + H202

Celobiose:quinona Celobiose:quinona 1- 1151 Celobiose + quinona = celobiona-1,5-

oxidoredutase oxidoredutase lactona + fenol

Celobiose desidrogenase Celobiose:(aceptor) 1- 1.1.99.18 Celobiose + aceptor = celobiona-1,5-
oxidoredutase lactona + aceptor reduzido

Os fungos ligninoliticos, atuam na producdo de um complexo sistema de hidrolases atuantes
no processo degradativo de celuloses, hemiceluloses e pectinas. Ha dois tipos de exoglucanases
(celobiohidrolases e glucohidrolases) e de endoglucanases, xilanases, mananases, glicosidases
e acetilxilanases que irdo degradar completamente os polissacarideos da madeira.

Na degradacdo da lignina ha presenca de varias enzimas, o que nao é muito diferente quando
comparada a degradacdo da hemicelulose de madeira dura, onde o acetil xilano ramificado é
convertido por meio de diversas enzimas: endo-1,4-B-xilanase, $-xilosidase, a-glucuronidase,
a-L-arabinofuranosidase e acetilesterase. Para a hidrolise dos galactoglucomananos, que fazem
parte da composicdo da hemicelulose em madeira mole, hé a atuacéo das endo-1,4-p-mananase,
B-manosidase, B-glucosidase e a-galactosidase (GONZALES et al., 2002; MOREIRA-NETO,
2006).

As superdxidos dismutases (SOD) sdo enzimas que contem em sua composicdo ferro

(FeSOD), manganés (MnSOD) ou zinco e cobre (CuZnSOD) no sitio ativo e auxiliam na
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protecdo da célula fungica do estresse oxidativo provenientes do peroxido de hidrogénio,
radicais superoxidos anibnicos e radicais hidroxila. Os radicais superdxidos anidnicos aparece
com frequéncia na reducéo ciclica das quinonas e na atuacao de lacases, MnP e LiP por fungos
ligninoliticos. Espécies reativas de oxigénio atual tanto como agente oxidante, como redutore
reagem com outros radicais presentes no meio produzidos por enzimas ligninoliticas, de forma
a contribuir na transformacao da liginina, como na quebra do anel benzénico ou desmotoxilacao
(GONZALES et al., 2002; MOREIRA-NETO, 2006).

3.5 Enzimas ligninoliticas

Nos processos de biorremediacdo € necessario e de suma importancia estabelecer os
parametros (disponibilidade de oxigénio, concentracdo de carbono e nitrogénio, pH,
temperatura, etc) de cultivos que podem interferir na atividade e producdo enzimatica dos
fungos basidiomicetos aplicados, bem como, ter conhecimentos das caracteristicas fisico-
quimicas das enzimas ligninoliticas produzidas por esses fungos.

As enzimas produzidas podem ser inibidas por diversas substancias quimicas presentes no
meio, sendo possivel identificar quais enzimas ligninoliticas podem estar presentes a partir de
testes qualitativos combinado de pH e temperaturas 6timas e a acao de inibidores enzimaticos.
Em grande maioria, os fungos basidiomicetos toleram altas concentracbes de poluentes
organicos, sendo viavel sua aplicacdo em processos de biorremediacdo. Mas é importante
atentar-se as interferéncias vitais que esses poluentes organicos podem ter no metabolismo do
fungo, bem como na producéo e atividade das enzimas ligninoliticas produzidas (GIMENES,
2011; MOREIRA-NETO, 2006).

Os fungos, em maioria, atuam na producdo de enzimas peroxidases e fenoloxidases. O
complexo enzimatico inclui lignina peroxidase (LiP), manganés peroxidase (MnP) e lacases
(fenoloxidases). O complexo enzimatico compreendidos pelas peroxidases (LiP e MnP) atuam
na oxidacdo dos seus substratos com reducgdo de um elétron e formacao de radical catibnico. As
enzimas lacases sdo consideradas fenoloxidases constituintes de um grupo de enzimas oxidases
complexantes de cobre. Enzimas ligninoliticas produzidas por fungos basidiomicetos depois de
excretadas, irdo atuar na oxidacdo de substratos presentes em ambientes externos as células.
Sao enzimas produzidas durante o metabolismo secundario, ja que a oxidacao da lignina, assim
como de poluentes, ndo fornece energia para o fungo (GIMENES, 2011; HOFRICHTER,
2002).

Vaérios estudos realizados demonstraram um namero significativos de fungos produtores de

ligninoliticas, dentre eles temos: Trametes trogii (MECHICHI et al., 2006), Schizophyllum sp.
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(XIAOBIN et al., 2007), Nematoloma frowardii (ROGALSKI et al., 2006), Trametes villosa
(AHN et al., 2007; BUKH et al., 2006), Pleurotus sajor-caju (REDDY et al., 2003; KAMIDA
etal., 2005), Ganoderma spp. (SILVA et al., 2005), Pycnoporus sanguineus (VIKINESWARY
etal., 2006), Pycnoporus cinnabarinus (MEZA et al., 2005), Quercus petraea (VALASKOVA
et al., 2007); Dichomitus squalens, Ischnoderma resinosum e Pleurotus calyptratus
(EICHLEROVA et al., 2005).

3.5.1 Lignina Peroxidase

A LiP, descoberta em 1984, é uma enzima identificada primeiramente em Phanerochaete
chrysosporium e é considerada uma glicoproteina extracelular com grupo prostético heme
(contém Fe protoporfirinico 1X) e é dependete de H202 para atividade enzimatica. A estrutura
tridimensional de uma LiP é mostrada na Figura 8 (CARDOSO, 2009). No processo de
degradacdo da lignina, a LiP é inicialmente oxidado por perdxido de hidrogénio (H202) e em
seguida a degradacdo de unidades fendlicas e ndo fenolicas da lignina (aproximadamente 90%),
gerando radicais catiébnicos com alto potencial redox, podendo extrair um elétron do anel
aromatico na lignina, podendo gerar radicais catibnicos aromaticos, ou seja, os radicais
catiénicos formados irdo reagir de forma espontanea com nucledfilos (H20) e como oxigénio
molecular, quebrando ligagdes C-C e C-O, despolimerizando a lignina e abrindo anéis
aromaticos. Durante a etapa catalitica, o Fe presente na composicdo do grupo heme da LiP sofre
oxido-reducdo (Figura 9). Primeiramente ha a oxidacéo do Ferro (I11) para Ferro (1V), pela acdo
de peroxido de hidrogénio, gerando radical catibnico LiP (Composto ). A reducdo (agente
redutor: alcool veratrilico ou H202) do composto I, com a transferéncia de um elétron, ha a
formacdo do composto Il, contendo Ferro (IV). Por fim, a reducdo por um elétron retorna a
enzima para seu estado inicial, de forma a completar o ciclo catalitico (CARDOSO, 2009;
HAMMEL, CULLEN, 2008).

Em relacdo a sua aplicagdo, a lignina peroxidase tem importante atuacdo na industria de
papel e celulose na etapa de branqueamento da polpa e tratamento dos efluentes. Na industria
téxtil tem a funcdo de melhorar o branqueamento em lavanderias, inibindo a transferéncia de
cores durante a lavagem, bem como, atuar na remoc¢éo do corante da 4gua utilizada na lavagem
de tecidos que passam pelo processo de tingimento. Além disso, a baixa especificidade do
complexo enzimatico peroxidase, na presenca de H.0O., ha a possibilidade de promover a
oxidac&o de diversos poluentes organicos (CARDOSO, 2009; ESPOSITO-AZEVEDO, 2010).
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Figura 8 — Estrutura esquematica da lignina e estrutura tridimensional da lignina
peroxidase (ANTUNES, 2015)

Figura 9 — Ciclo catalitico da LiP (ANTUNES, 2015)
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3.5.2 Manganés Peroxidase

A MnP (Figura 10) é considerada uma glicoproteina extracelular com grupo prostético heme
e assim como a LiP, seu ciclo catalitico depende da presenca de peroxido de hidrogénio (H205)
(Figura 11). Além do perdxido, enzimas MnP necessitam de Mn*?, que é oxidado a Mn*3 e para
estabilizar a sua formacao é necessario quelantes organicos como: lactato, malato, oxalato ou

malonato, ao qual forma um complexo oxidante ativo. Uma caracteristica importante da acao
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de MnP ¢é esse proposito de reacdo, onde o poder oxidante de MnP é transferido para um
mediador com baixo peso molecular, capaz de difundir-se dentro da parede celular lignificada,
atacando a partir dela. O que é de extrema importancia, ja que a ligninocelulose possui
permeabilidade muito baixa. Por isso, 0 Mn*® formado e estabilizado, age como agente oxi-
redutor, com baixo peso molecular, que ataca moléculas organicas através da subtracdo de um
elétron e o fato do Mn*2 ser inespecifico, o sistema MnP tem eficiéncia na oxidagdo de diversos
poluentes organicos. A MnP é considerada uma enzima de suma importancia na degradacao da
lignina e um ponto importante é que sdo produzidas, mais frequentemente quando comparadas
com LiP, pela maioria dos fungos com fatores ambientais e disponibilidade de nutrientes
regulados (ESPOSITO-AZEVEDO, 2010; HAKALA et al., 2005; HAMMEL & CULLEN,
2008; HOFRICHTER et al., 2001; KAPICH et al., 2005; ROGALSKI et al., 2006; XIAOBIN
et al., 2007;).

Figura 10 — Mecanismo estado inicial MnP e sua estrutura tridimensional (ANTUNES, 2015)
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Além de os fons Mn*® atuarem na transformacdo da lignina, ha sistemas mediados por
acidos graxos insaturados e seus derivados lipidicos relacionados na degradacao de estruturas
ndo fenolicas de lignina por manganés peroxidase. Esses acidos graxos insaturados que
promovem a peroxidacdo de lipideos estdo presentes em ambientes naturais de fungos
ligninoliticos, bem como, ha evidéncias de sua presenca na madeira. A atuagdo de enzimas
manganés peroxidase durante processos de peroxidacdo lipidica estd envolvida na degradacéo
de compostos xenobioticos recalcitrantes (HOFRICHTER, 2002).

Hofrichter et al (2001), por exemplo, encontrou uma enzima MnP produzida por Phlebia
radiata que foi capaz de mineralizar lignina sintética a CO- e causar a fragmentacdo de madeira
macia moida na presenca de acidos organicos e lipidios insaturados. Com isso, o conceito de
que a degradacdo da lignina por MnP tem sido adotada por diversos microbiologistas, onde
descrevem a despolimerizacdo da lignina de alta massa molecular como um processo de
combustdo enzimatica extracelular, com atuacdo inespecifica das enzimas ligninoliticas
(MOREIRA-NETO, 2006).

Um esquema hipotético envolvendo a formagédo de CO- a partir de catélise de estruturas de
lignina por MnP é demonstrado na Figura 12.

Figura 12 — Formacéo de CO2 por manganés peroxidase a partir de estruturas de

lignina (MOREIRA-NETO, 2006).
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A partir do esquema é possivel observar que no ponto inicial da reagdo tem-se um anel
fenolico na lignina convertido a um radical fenoxil, partindo para acidos organicos gquelantes
oxidados com a presenca de O a radicais peroxil, liberando superoxidos que tende a reagir com
o radical carbono, formando um perdxido éter instavel. O éter formado sofre divisdo do anel
aromatico, que resulta na formacdo de uma estrutura alifatica, que compreende o grupo

carboxilico livre. Por fim, o radical alifatico reage cm o dioxigénio disponivel, sujeito ao ataque
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de enzimas manganés peroxidase, resultando na formacdo de mais CO> e acidos orgénicos
(MOREIRA-NETO, 2006).

3.5.3 Lacases

As lacases séo consideradas fenoloxidases com trés atomos de cobre em suas estruturas,
presentes no sitio ativo (Figura 13). Possuem a capacidade de oxidar fenois e outros compostos
aromaticos, fazendo com que receba atencdo em varios setores industriais, devido a sua
aplicacdo na deslignificacdo, modificacdo das fibras de madeiras, sintese de produtos quimicos,
producdo de etanol, biorremediacdo de ambientes contaminados, como &agua e solos
(CARDOSO, 2009; MOREIRA-NETO, 2006).

Figura 13 — Estrutura tridimensional da lacase: extremidade N-terminal (azul) a C-terminal

(vermelho). Atomos de cobre em formato de esferas, sitios T1 em azul e par T3 em amarelo
(MOREIRA-NETO, 2006).

As enzimas lacases sdo produzidas por fungos, plantas superiores e secretadas pela maioria
dos fungos basidiomicetos de decomposicdo branca. Essas enzimas catalisam a oxida¢do de um
elétron com quatro moléculas, tanto de um portador redox ou do préprio substrato final, ao qual
reduz quatro moléculas de O, a H2O (Figura 14) (ANTUNES, 2015; CARDOSO, 2009).

Figura 14 - Ciclo cataliticos de lacases e estrtura tridimensional (ANTUNES, 2015).
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A producéo de lacase pode ser afetada por diversos fatores durante o crescimento fungico,
como a composi¢do do meio de cultura, relacionado a disponibilidade de nutrientes (carbono e
nitrogénio), pH, taxa de aeracdo, temperatura e outros. Os fungos ligninoliticos expressam
multiplos genes de lacase codificadores de enzimas semelhantes com caracteristicas fisico-
quimicas diferentes, onde suas propriedades (bioguimicas e fisico-quimicas) como atividade,
estabilidade, pH e temperatura &timos, irdo definir suas aplicacBes biotecnoldgicas
(ANTUNES, 2015; MOREIRA-NETO, 2006).

Uma grande variedade de substratos que séo oxidados por enzimas lacases com a presenca
de mediadores especificos e a grande capacidade de lacases flngicas atuarem na degradacéo de
compostos aromaticos recalcitrantes, ddo um grande valor a esta classe enzimatica, uma vez
que, o desenvolvimento de tecnologias seguras no ambito ambiental para industrias de papéis,
polpas biorremediacao de solos e efluentes industriais sao de grande interesse e portanto, ha um
beneficiamento desses setores na aplicagéo de enzimas lacases. Para isso, estudos estdo sendo
aplicados, de forma a entender o funcionamento dos mecanismos de lacases antigirem o
potencial redox especifico dessas enzimas. Pozdnyakova et al. (2004), por exemplo, observou
que mais de 50% de deslignificacdo da polpa kraft ocorreu na combinacdo de lacase-ABTS e
ndo por lacase sozinha, o que é de grande interesse na catalise enzimética aplicada para o
branqueamento de polpa kraft. Outro estudo mencionado por Johannes e Majcherczyk (2000)
demonstrou que lacase produzida por uma espécie do género Trametes catalisa a oxidacdo de
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) contendo trés anéis aromaticos e de antraceno
na presenca de ABTS ou HBT (ANTUNES, 2015; CARDOSO, 2009; MOREIRA-NETO,
2006).

3.6 Selecdo de fungos ligninoliticos produtores de enzimas de interesse industrial

Os fungos de degradacdo branca vém se destacando como uma alternativa eficaz no pré-
tratamento bioldgico dos materiais lignoceluldsicos, tendo em vista seu potencial para clivagem
da lignina e despolimerizacéo de carboidratos que comp&em a parede celular vegetal (TOME,
2021). Dentre esses fungos, CARNEIRO et al., (2017), através de testes bioquimicos e analises
de expressédo génica por gPCR (Real time quantitative PCR) demonstraram o alto potencial para
producdo de MnP e LiP pela linhagem Trametes villosa utilizando bagagco de cana como
substrato lignocelul6sico.

Silva et al. (2014) realizaram estudos com a metodologia de superficie de resposta
empregada para otimizar condi¢6es de cultivo em substrato de bagaco de cana para secrecédo de

enzimas MnP pelo fungo Trametes villosa, seguido da utilizacdo do seu extrato bruto para a
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deslignificacdo de fibras de sisal, casca de coco e bagaco de cana. As enzimas MnP utilizadas
no processo de deslignificacdo teve como resultado do teor de lignina: 35,05 + 1,45% para
bagaco de cana de agUcar, 63,11 + 0,06% para fibra de sisal e 39,61 + 0,39% para a casca de
coco. Esses resultados mostram o alto pontecial de aplicacdo da enzima manganés peroxidase
na remoc&o de lignina de residuos vegetais.

Machado et al. (2005) avaliaram a producdo de enzimas ligninoliticas utilizando
descoloracdo do corante azul brilhante de Remazol R (RBBR), por 125 fungos basidiomicetos
tropicais brasileiros. A maioria dos fungos descoloriu 0 RBBR, utilizado como substrato,
durante a fase de crescimento e todos demonstraram atividade de peroxidases e lacases.
Enzimas MnP foram produzidas por Melanoporia nigra, Psilocybe castanella, Peniophora
cinerea, trés cepas de Trametes villosa, T. versicolor e Trichaptum byssogenum. E duas
linhagens de Trametes villosa, com comportamentos diferentes das atividades enzimaticas,
apresentaram descoloracdo do RBBR durante o crescimento em solos contaminados com
pentaclorofenol (PCF) e hexaclorobenzeno (HCB), apresentando maior descoloracdo na
presenca de organoclorados do que em solos ndo contaminados, o que as tornam adequadas a
serem avaliadas diante a sua aplicacdo em processos de biorremediacdo de solos contaminados
com PCF.

Silva et al. (2009) realizou estudos da biorremediacdo de solo contaminado com
organoclorados por associacao de oxidacdo quimica e biodegradacéo por T. villosa em reatores.
Foi avaliada a eficiéncia da desalogenacdo de HCB por oxidacdo quimica com posterior
tratamento com o fungo Trametes villosa, crescidos em bagaco de cana em biorreatores com
200 kg de solo. No experimento ap6s 224 dias de inoculagdo foram determinadas concentracdes
de hexaclorobenzeno, hexaclorobutadieno (HCBU), hexacloroetano (HCE), pentacloroanizol
(PCA), pentaclorobenzeno (PCB), pentaclorofenol (PCF), tetraclorobenzeno (TCB) e ions
cloreto, além de avaliar atividade de lacase, fenoloxidase, umidade, temperatura e pH do solo.
Como resultado, os autores observaram atividade de lacase e fenoloxidase e total remocéao de
HCBU e PCA. Embora o tratamento quimico tenha diminuido a concentragdo de HCB no solo,
compostos de maior toxicidade foram gerados, como Tetraclorodietoxibenzeno (TCDTB) e
Triclorodietoxibenzeno (TriCEB), os quais ndo foram removidos pelo basidiomiceto Trametes
villosa. E importante destacar que a producéo de indculo em residuo lignoceluldsico de bagago
de cana foi favordvel para o desenvolvimento de Trametes villosa, pois € um meio de protecdo
aos efeitos toxicos dos organoclorados presentes no solo, e por fim, é necessario atentar-se as

condigdes 6timas para minimizar formacdes de produtos indesejaveis.
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Estudo publicado por GIMENES (2009), na biodegradagéo de pentaclorofenol em solo por
linhagens de Trametes villosa, demonstrou que as linhagens apresentaram taxa de degradacéo
entre 24 e 63% em seis dias de incubacdo, resultando alta eficiéncia do basidiomiceto na
degradacéo da concentracao do poluente organoclorado PCF empregado no experimento. Esses
resultados mostram que diferentes linhagens fungicas de mesma espécie podem apresentar
comportamento enzimatico diferente, bem como, espécies flngicas de basidiomicetos
diferentes podem ndo ter a mesma eficiéncia. Foi possivel observar o grande potencial de
aplicacdo das enzimas lacases, peroxidases e celulases produzidas pelo fungo Trametes villosa
em substratos lignoceluldsicos na remocao de residuos vegetais, bem como entender a aplicacao
das enzimas peroxidases em diversos ramos industriais, como na industria de alimentos
(producdo de vanilina), nas industrias de papel e celulose (branqueamento da polpa de kraft),
industrias téxteis (degradacdo de tintas e branqueamento), industrias de biocombustiveis,
atuando no pré-tratamento da biomassa vegetal e na biorremediacao de solos contaminados com
organoclorados e de hidrocarbonetos ou xenobioticos (CARNEIRO et al., 2017; GIMENES,
2009; MACHADO et al., 2005; SILVA et al., 2009; SILVA et al. 2014; TOME, 2021).

3.7 Condigdes 6timas de cultivo de fungos basidiomicetos

As condicdes de cultivos devem ser sempre avaliadas e otimizadas para determinado tipo
de residuo e linhagem flngica, uma vez que as enzimas ligninoliticas sdo caracterizadas como
produtos secundarios do metabolismo do fungo de acordo como se d& 0 seu processo de
crescimento, ou seja, as condicdes de cultivos dirdo o comportamento do fungo em determinado
meio ao qual é exposto (BALLAMINUT, 2007; HAKALA et al., 2005; MOREIRA-NETO,
2006; OKADA, 2010)

Em estudos realizados por TOME (2021), sobre a biologia de sistemas do fungo Trametes
villosa, demonstrou que o cultivo de fungos em diferentes substratos, apresentam genes
codificadores de enzimas ligninoliticas e citocromo P450 diferencialmente expressos quando
sdo cultivados em meios de cultura com a lignina como fonte de carbono. Além disso, revelou
alguns padrdes especificos de expressdo génica e producdo de enzimas no cultivo de fungos em
meios Agua Lignina (AL), Bagaco de cana (BGC) e Agar Extrato de Malte (MEA). Em analises
gendmicas e filogenéticas, foi identificado no fungo Trametes villosa, oito genes condificadores
de Lacase, quatorze genes de LiP e seis genes de MnP, quatro de Versatil Peroxidase e um gene
de Peroxidase genérica, além de enzimas GMC oxidorredutases, Galactose oxidase e Glioxal
oxidase. E de acordo com esses genes produzidos, no meio AL, genes codificadores de lacase,

LiP, MnP, glioxal oxidase e 1,4-benzoquinona redutase foram regulados de maneira positiva
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guando comparado ao fungo cultivado nos meios BG e MEA, mostrando que essas enzimas
fazem parte do processo de deslignificacdo. Quando cultivado no meio BG, T. villosa expressou
trés genes codificadores de MnP e um gene codificador de LiP e em relacdo ao meio MEA, o0s
genes codificadores de enzimas Versatil Peroxidase e Piranose 2-oxidase foram expressos de
formas diferentes comparados aos meios AL e BG. Com isso, pdde-se inferir que o fungo
T.villosa possui genes codificadores de enzimas ligninoliticas expressos de formas diferentes
de acordo com a fonte de carbono em disponibilidade no meio para o seu crescimento.

O cultivo dos fungos sobre substrato sélido (CSS) para a producao de enzimas, além de ser
um processo de baixo custo, ndo apresenta necessidade de energia mecanica, possui tecnologia
simples, maior produtividade e melhor circulacdo de oxigénio (TOME, 2021). Estudos
publicados por Jujian et al. (2001) demonstraram que a atividade de manganés peroxidase no
fungo Phanerochaete chrysporium cultivado em palha tratada por explosdo a vapor, teve
maiores resultados em cultura solida do que na submersa. Outro exemplo de estudos
demonstrados por Elisashvili et al. (2007), em cultura submersa ndo houve producéo da enzima
MnP por Lentinus edodes, enquanto em CSS favoreceu a producdo da enzima.

Pesquisas realizadas por Marilia ANTUNES (2009), demonstraram a capacidade de
otimizacdo do crescimento do fungo Trametes villosa utilizando substrato de graos de trigo,
casca de coco, fibra de sisal e bagago de cana para secregdo de enzimas lacases, MnP e LiP. O
experimento de andlise exploratorio realizado para producdo de manganés peroxidase por
T.villosa indicou que a secre¢do dessas enzimas tem forte influéncia nas condicdes de cultivo
as quais sao realizadas.

A maioria das enzimas podem sofrer inibicdo por determinadas substancias quimicas
presentes no meio de cultura. O pH étimo de lacase, por exemplo, depende do substrato
utilizado para determinacéo da atividade e também varia de acordo com a espécie (Tabela 4).
Quando o ABTS ¢ utilizado como substrato, o pH 6timo se encontra na faixa de pH 3 e 5
(MOREIRA-NETO, 2006).

Tabela 4 — Valores de pH 6timo para producéo de enzimas lacases por diferentes fungos
basidiomicetos (MOREIRA-NETO, 2006).

Fonte de lacase Substrato para atividade pH étimo Referéncia
Ceriporiopsis ABTS 3 Fukushima & Kirk (1995)
subvermispora L1 Guaiacol 3

Acido siringico 3
Ceriporiopsis ABTS 3 Fukushima & Kirk (1995)
subvermispora L2 Guaiacol 5



Coprinus friesii

Coprinus cinereus

Coriolus hirsutus

Coriolopsis rigida

Lentinus tigrinus
Linhagem 1-4  (familia
Chaetomiaceae)
Linhagem UD4

Panaeolus sphinctrinus
Panaeolus papilionaceus
Peniophora sp.
Phellinus ribis

Pleurotus ostreatus D1

Pleurotus ostreatus
(POXAL)

Pleurotus ostreatus
(POXA2)

Pleurotus ostreatus (POXC)
Polyporus pinsitus
Psilocybe castanella
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Pycnoporus cinnabarinus
Rigidoporus lignosus
Sclerotium rolfsi
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Trichophyton rubrum LKY-
7
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Heinzkill et al. (1998)
Schneider et al. (1999)

Shin & Lee (2000)

Saparrat et al. (2002)

Lechner & Papinutti 2006
Saito et al. (2003)

Jordaan et al. (2004)

Heinzkill et al. (1998)
Heinzkill et al. (1998)
Niku-Paavola et al. (2004)
Min et al. (2001)

Pozdnyakova et al. (2004)

Palmieri et al. (1997)

Palmieri et al. (1997)

Palmieri et al. (1997)

Heinzkill et al. (1998
Coelho et al. (2005)

Eggert et al. (1995)
Bonomo et al. (1998)

Ryan et al. (2003)
Zouari-Mechichi et al.
(2006)

Brown et al. (2002)

Yaver et al. (1996)

Jung et al. (2002)
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As condicdes Otimas junto as caracteristicas fisico-quimicas das enzimas (Tabela 5)
produzidas por fungos basidiomicetos é de suma importancia para suas aplicacdes em processos
de biorremediacgéo, bem como, a utilizacdo dessas enzimas em setores industrias, tendo em vista
que, suas aplicacdes devem estar dentro das condigdes 6timas, livre de interferentes, para que
0 processo ocorra de maneira eficiente e em quantidades desejaveis de enzimas produzidas
(MOREIRA-NETO, 2006).

Tabela 5 — Caracteristicas das enzimas ligninoliticas (MOREIRA-NETO, 2006).

EC MnP LiP
Mn(1l): H20;

Lacase

Grupo prostético Diarilpropano 02, H202 p-benzenodiol 02

oxidoredutases

oxidoredutases

oxidoredutases

Heme Heme 1 Cobre tipo I, 1 cobre tipo

Il e 2 cobres pareados tipo
1l

MM (kDa) 32-625 38-47 49-110 (tetrameros < 390)

Glicosilagao N- N- N-

Isofromas Monémeros; acima de 11 Monémeros; acima de 15 Mono-, di-, tetrameros,
varios

pl 2,8-7,2 3,2-4,7 2,6-45

Faixa de pH 2,6-4,5 2,0-5,0 2,0-8,5

E° (mV) 1510 1450 500-800

Requer H202 Sim Sim Néo

Estabilidade +++ _ +++

Mediadores naturaus MnZ*, Mn3* AV, ECI-1,4ADMB 3-HAA

Especificidade Mn2* Ampla, aromaticos, Ampla, fendlicos

incluindo n&o fendlicos
Mediadores secundarios e Tidis, acdiso graxos Nao ABTS, HBT e
sintéticos insaturados siringaldazina

Estudos realizados por MOREIRA-NETO (2006), na produgédo de enzimas ligininoliticas
em solo contaminado com hexaclorobenzeno, demonstraram que 0 aumento da temperatura de
reacdo promoveu também, um aumento nas atividades enzimaticas de peroxidases e lacases.
Extratos obtidos de culturas com 12 dias de crescimento fungico basidiomiceto, temperaturas
6timas de atividades enzimaéticas peroxidases foram 60, 75 e 80°C em solo-HCB e 50°C em
solo-controle, enquanto para lacases 55, 75 e 94°C em solo-HCB e 90°C em solo-controle. Em
19 dias de crescimento fungico foi observada temperatura 6tima para peroxidases a 90°C em
solo-HCB e em solo-controle e para atividades lacases 75 a 94°C em solo-HCB e 70°C em solo-

controle. Com isso, foi possivel observar que as diferencas nas temperaturas Otimas de
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atividades tanto de enzimas peroxidases, quanto em enzimas lacases, estdo relacionadas com a
influéncia de HCB na composicao do extrato enzimatico obtido das culturas fungicas em solo.

O aumento da temperatura de reacdo promove também um aumento de agitacdo das
moléculas e, consequentemente, um aumento das colisbes que ocorrem entre o substrato e a
enzima. Porém, acima da temperatura 6tima de atividade de uma enzima ligininolitica
produzida por qualquer fungo basidiomiceto, a velocidade de reacdo ira reduzir
acentuadamente, isso porque ocorrera a desnaturacdo da enzima pelo excesso de calor. A
temperatura 6tima de lacases produzidas por fungos basidiomicetos encontra-se na faixa de 40
a 70°C (Tabela 6) (MOREIRA-NETO, 2006).

Tabela 6 — Temperatura 6tima de lacases de alguns basidiomicetos (Adaptado de
MOREIRA-NETO, 2006)

Fonte de lacase Temperatura 6tima (°C) Referéncia
Coriolopsis fulvocinerea >50 Shleev et al. (2004
Coriolus hirsutus 45 Shin & Lee (2000)
Linhagem I-4 (familia Chaetomiaceae) 42 Saito et al. (2003)
Pleurotus ostreatus 45-65 Palmieri et al. (1997)
Psilocybe castanella CCB444 55 Coelho et al. (2005)
Trametes hirsuta >50 Shleev et al. (2004)
Trametes ochraceae >50 Shleev et al. (2004)
Trametes sp. linhagem AH28-2 50 Xiao et al. (2003)

Por fim, sabendo-se que as propriedades cinéticas (Km aparente) sdo de extrema importancia
para se conhecer as condi¢fes 6timas de atuacdo das enzimas ligninoliticas, é importante a
aplicacdo de processos que relacionam as diferencas cinéticas entre as enzimas (MOREIRA-
NETO, 2006). Portanto, estudos realizados ainda por Gill e Arora (2003) demonstraram que 0
H202 pode causar inibi¢do da atividade ligninolitica de fungos, onde a inibicdo da atividade
enzimatica de MnP aumentou, assim como houve também o aumento da concentragcdo de
peréxido no meio, o que pode ser explicado a partir da formacdo de radicais superoxidos e
anibnicos e de radicais hidroxilas formadas pelo peroxido, ocasionando na degradacdo da
proteina. Foram avaliados por eles também a influéncia dos metais durante a oxidagcdo do ABTS
por extratos do fungo e dentre os metais avaliados (MnSOs, FeCls, FeSO4 e CuSO.), somente
0 MnSOs4 e o FeCls causaram a inibicdo parcial da atividade enzimética. Porém, estudos

mencionados por De Souza e Peralta (2003) e Lorenzo et al. (2005), demonstraram que
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dependendo da concentracdo de CuSO4 pode haver tanto o estimulo da atividade in vitro de
lacase, quanto podem causar a inibicdo pela interacdo com os grupos -SH presentes na enzima.

Com isso, apesar das limitagdes para a determinacdo de Km aparente obtidos de extratos
enzimaticos, as diferencas obtidas nos seus respectivos valores, tanto para peroxidases como
em lacases, podem ser atribuidas pela presenca de isoenzimas nos meios com diferencas nas
propriedades cinéticas (MOREIRA-NETO, 2006).

Estudos realizados por Elisashvili e Kachlishvili (2009) e Cupul et al. (2014), o problema
principal que gera atraso na implementacdo de enzimas ligninoliticas em vérias aplicagdes
biotecnoldgicas, estdo relacionadas com o baixo rendimento de produgdo das enzimas
ligninoliticas na maioria dos fungos basidiomicetos de podriddo branca. A explicacdo desse
fator esté relacionada pelo fato de suas enzimas extracelulares constitutivas serem produzidas
apenas em pequenas quantidades. Sendo assim, todos os estudos dedicados no processo de
otimizac&o da producdo dessas enzimas sdo considerados validos.

Estudos realizados por Silva et al. (2014) sobre a producdo de manganés peroxidase por
T.villosa em substrato barato e sua aplicacdo na remocdo de lignina de residuos agricolas, teve
como metodologia inicial o teste de dez isolados fungicos quanto a sua capacidade em
descolorir RBBR em placas de Petri com &gar e o corante, seguindo a metodologia descrita por
Palimeri et al. (2005). Durante o experimento o isolado Trametes villosa teve melhor resultado
com maior halo de descoloracdo. A cepa fangica utilizada para seu experimento foi a T.villosa
CCMB 651 depositada na Cole¢éo de Culturas de Microrganismos da Bahia (CCMB), em Feira
de Santana. Diferente de outras espécies de Trametes, a T.villosa pode ser facilmente
distinguida devido a flexibilidade de seus basidiomas e 0s grandes poros do himenéforo. Para
otimizacdo das condicBes de cultura para producdo de manganés peroxidase, segundo 0s
autores, foram avaliadas trés variaveis independentes: temperatura, pH e teor de humidade em
cinco niveis diferentes. Para extracdo da enzima MnP produzida, apds o periodo de cultivo foi
entdo realizada a extracdo aquosa das enzimas da biomassa fermentada, que consiste na adigéo
de agua destilada fria, mantendo-a em banho de gelo sob intervalos de agitacdo, seguida da
etapa de separacdo do sobrenadante para determinacéo da atividade enzimatica.

Seguindo a metodologia modificada de Kuwahara et al. (1984) e Silva et al. (2014) deu-se
sequéncias aos procedimentos realizando a determinacdo da atividade de MnP através da
oxidacdo do vermelho de fenol na presenca de peréxido de hidrogénio. A partir dos
experimentos de otimizacdo aplicando software para averiguar a atividade especifica, foram
feitas aplicacOes de condi¢cOes otimizadas (aplicacdo de bagaco de cana, com umidade de 80%,

pH 9,4 e temperatura 20yC), os ensaios 9 e 4 (Tabela 7) apresentaram maior atividade bruta e
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especifica, e sendo o0 ensaio 9 com menor atividade especifica, quando comparado ao ensaio 4,

pode-se dizer que o alto teor protéico do extrato, possivelmente causado pela pH médio igual a

7, favoreceu a producéo de outras proteinas.

Tabela 7 — Atividade de T.villosa na produgdo de MnP (bruto e especifico) na

fermentacdo em estado solido de bagaco de cana de acUcar (SILVA et al., 2014).

Ensaio  Temperatura  Teor de umidade pH Atividade Teor de proteina Atividade
(yC) (%) bruta (U/L) (mg/L) especifica (U/mg)
1 23 74 4,60 75,09 3825,28 0,020
2 23 74 9,38 112,70 865,14 0,130
3 23 86 4,60 0,00 2422,96 0,000
4 23 86 9,38 89,50 534,35 0,167
5 33 74 4,60 0,00 4100,93 0,000
6 33 74 9,38 71,68 1413,63 0,051
7 33 86 4,60 0,00 2921,97 0,000
8 33 86 9,38 31,96 638,96 0,050
9 20 80 7,00 117,33 825,56 0,142
10 36 80 7,00 0,08 1761,38 0,000
11 28 70 7,00 67,00 3303,65 0,020
12 28 90 7,00 0,00 404,30 0,000
13 28 80 3,00 0,00 3812,55 0,000
14 28 80 11,00 1,93 1526,72 0,001
15 28 80 7,00 87,28 747,81 0,117
16 28 80 7,00 71,91 770,43 0,093
17 28 80 7,00 82,30 675,71 0,122
18 28 80 7,00 81,18 722,36 0,112

Com isso, ap0s a otimizacao das condi¢des de cultivo em substrato solido para secrecéo de

MnP com atividade maxima de 117.327 U/L, mostrou-se 20 vezes maior do que valores em

estudos realizados por Machado et al. (2005) para trés linhagens de Trametes villosa cultivadas

em condicdes de fermentacdo submersa em meio com adi¢do de bagaco de cana de aglicar como

substrato lignocelulésico. As condicdes ideais para a producdo de enzimas para 0 bagaco de
cana foram: 80% de umidade em pH 9,38 incubado a 20 °C por 15 dias (SILVA et al., 2014).

4 CONCLUSAO

Por meio desse trabalho foi possivel desenvolver um referencial tedrico a respeito dos

principais fungos basidiomicetos de podridrdo branca e observar o alto potencial de

biorremediacdo, uma vez que, sdo produtores de enzimas especificas extracelulares que atuam

na degradacéo de substrato e de poluentes organicos. Apesar do alto potencial biotecnolégico,
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existe a limitacdo principal, que s&o as aplicacGes biotecnoldgicas em escala industrial dessas

enzimas, tendo em vista que seu rendimento € baixo em processos fermentativos.

A partir dos estudos demonstrados foi possivel concluir que a otimizagdo das condicGes
de cultivo em substrato solido apresentou resultados satisfatorios, em escalas muito maiores,
quando comparado a métodos em que as condicBes de cultivo ndo foram otimizadas. Além
disso os resultados mostraram que Trametes villosa possui alto potencial ligninolitico
principalmente na producdo de Manganés Peroxidase (MnP), levando em conta também o
cultivo do fungo utilizando residuos agroindustriais, que sdo substratos de baixo custo e com

alta disponibilidade.

Esses resultados mostram que mais estudos voltados para a otimizacéo das condicGes de
cultivo dos fungos com o intuito de melhorar a atuacdo das enzimas ligninoliticas por eles
produzidos, é de grande valia. Além de os residuos vegetais serem matérias-primas renovaveis
e sustentaveis, onde sua bioconversdo atraves da deslignificacdo, é uma alternativa viavel para
producdo de diversos produtos bioquimicos de valor agregado. Ha4 também a aplicacdo das
enzimas MnP, LiP e lacases em processos industriais biotecnologicos de varios setores

socioecondmicos.
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