Aproveitamento do residuo de laranja para a producao de enzimas

lignoceluloliticas por Pleurotus ostreatus (Jack:Fr)
Reutilisation of orange waste _for production of lignocellulolytic enzymes
by Pleurotus ostreatus (Jack:Fr)

Ana Maria ALEXANDRINO!, Haroldo Garcia de FARIA?,
Cristina Giatti Marques de SOUZA?®, Rosane Marina PERALTA**

Resumo

Neste trabalho propomos o aproveitamento dos residuos de laranja gerados apds remocao do suco como substrato para a obtencao de enzimas
hidroliticas e oxidativas envolvidas na degradacao de materiais lignocelulésicos, tais como: lacase (EC 1.10.3.2), manganés peroxidase (EC
1.11.1.14), xilanase (EC 3.2.1.8) e endo-1,4 glucanase (EC 3.2.1.4), pelo basidiomiceto Pleurotus ostreatus cultivado em estado sélido. O
fungo desenvolveu-se bem no residuo, em diferentes umidades iniciais e sem a necessidade de qualquer suplementacao. O meio a base de
residuo de laranja proporcionou a obtencao de elevadas atividades de enzimas com grande potencial de uso industrial, especialmente lacase
(74,3 U.g! substrato apés 15 dias de cultivo) e manganés peroxidase (6,8 U.g! substrato ap6s 30 dias de cultivo).
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Abstract

In this work, orange waste as a substrate to produce hydrolytic and oxidative enzymes involved in the degradation of ligninocellulolytic
materials, such as laccase (EC 1.10.3.2), manganese peroxidase (EC 1.11.1.14), xylanase (EC 3.2.1.8) and endo-1,4 glucanase (EC 3.2.1.4)
by the Basidiomycete Pleurotus ostreatus was used. The fungus was able to grow in the orange waste at different moisture contents without
any supplementation. The orange waste medium provided the conditions to produce high activities of important industrial enzymes, especially

laccase (75 U.g™! substrate, after 15 days of cultivation) and Mn peroxidase (6.8 U.g! substrate, after 30 days of cultivation).
Keywords: industrial wastes; ligninolytic enzymes; cellulolytic enzymes; lacase.

1 Introducao

Nos ultimos anos, ha um interesse crescente no uso
eficiente de diversos residuos agroindustriais®s?72%34, Varios
bioprocessos tém sido desenvolvidos utilizando estes materiais
como substratos para a producao de diversas moléculas com
alto valor agregado, tais como: proteinas microbianas, acidos
organicos, etanol, enzimas e metabolitos secundarios biologi-
camente ativos. O uso de residuos agricolas como substratos
em bioprocessos, além de poder ser economicamente viavel,
ajuda a resolver os problemas ambientais decorrentes do seu
actmulo na natureza.

Alaranja esta entre as frutas mais produzidas e consumidas
no mundo, sendo que sua producao ultrapassa as 80 milhoes
de toneladas/ano. A citricultura € uma das atividades agricolas
que mais vem se desenvolvendo na regido noroeste do Estado
do Parana, sendo produzidas mais de 200 mil toneladas anuais
do produto®. Em média, 34% da producao ¢é transformada em
suco, mas em grandes paises produtores (Brasil e Estados
Unidos), esta percentagem chega a 96%, o que gera grande
quantidade de residuos. Este material equivale a 50% do peso
da fruta e tem uma umidade aproximada de 82%?°.
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Atualmente o uso principal dos residuos da laranja é como
complemento para a racdo animal, tendo boa aceitacio por
bovinos e caprinos'*'8. Algumas limitagoes fazem com que estes
residuos tenham uma utilizacao restrita, entre elas a grande
quantidade de 4gua que contém, o que acarreta problemas de
coleta, transporte e armazenamento. Devido ao elevado custo de
secagem, ha interesse das empresas em desenvolver mercados
para o bagaco citrico imido. Este interesse é maior, particu-
larmente, para aquelas pequenas esmagadoras de laranja que
produzem suco natural engarrafado ou para grandes empresas
que nao pretendem, em suas fabricas futuras, despender o alto
investimento necessario a secagem do bagaco de laranja®.

Varios estudos tém proposto outros usos para os residuos
da laranja, incluindo a obtencao de fertilizantes organicos'?,
pectina'®, éleos essenciais?®, compostos com atividade anti-
oxidante? e varias enzimas, incluindo pectinases®?® e amila-
ses®. Apesar de todas essas possibilidades, os residuos das
industrias de suco de laranja permanecem em sua maior parte
inutilizados.

Pleurotus spp. (Jacq:Fr) Kumm. (Pleurotaceae, Basidio-
micetes superiores) ¢ um grupo de cogumelos com alto valor
nutricional, possuindo diversas propriedades terapéuticas e
aplicacoes biotecnolégicas®*. Sao chamados de fungos cau-
sadores da podridao branca da madeira, por eficientemente
degradarem a lignina, um polimero fenélico recalcitrante
encontrado nos vegetais®. Tal habilidade deve-se ao fato de
produzirem diversas enzimas lignoceluloliticas, principalmente
lacases, Mn peroxidase e peroxidase versatil, que tém nume-
rosas aplicagoes industriais*®%2. As lacases tém sido aplicadas
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em diferentes processos na industria de bebidas e alimentos,
industrias téxteis, papeleiras e indastria farmacéutica, assim
como em processos de biorremediagao!!?!37,

A cultura em estado s6lido é definida como sendo o tipo
de cultivo no qual um microorganismo cresce numa mistura
de material sélido (4gua-insolivel), na auséncia ou presenca
de limitada quantidade de 4gua livre!®?2. Ela imita o meio
natural dos basidiomicetos e, em geral, possibilita a obtencao
de elevadas atividades de enzimas, incluindo enzimas lignino-
liticas®®. O crescimento do microorganismo pode ocorrer na
superficie ou em todo substrato, dependendo da porosidase e
da umidade do substrato®.

A escolha por um substrato especifico para o cultivo em
estado sélido, leva em consideracdo uma série de fatores,
principalmente relacionados ao custo e a viabilidade. O cultivo
em substratos lignocelulésicos possibilita fornecer elementos
a nutricdo fungica, semelhante ao que ocorre em habitats
naturais. Devido a ampla disponibilidade de residuos de
laranja gerados na regiao e com o objetivo de agregar valor a
tais residuos e minimizar o impacto ambiental causado pelo
acumulo destes residuos, neste trabalho propomos o uso de
residuos de laranja como substrato para a obtencao de enzimas
hidroliticas e oxidativas envolvidas na degradacao de materiais
lignocelulésicos, tais como: lacase (EC 1.10.3.2), manganés
peroxidase (EC 1.11.1.14), xilanase (EC 3.2.1.8) e endo-1,4
glucanase (EC 3.2.1.4), por Pleurotus ostreatus cultivados
em estado sdélido.

2 Material e métodos

2.1 Microorganismo

Pleurotus ostreatus CCB2 foi obtido da Colecao de Cul-
turas do Instituto de Botanica de Sao Paulo. Em laboratério,
a espécie ¢ mantida por repiques periodicos em agar batata
dextrose (BDA). Os in6culos foram obtidos de placas totalmente
colonizadas, com até duas semanas de idade e consistiram de
discos com 10 mm de diametro.

2.2 Preparo dos residuos de laranja

Os residuos de laranja foram obtidos de industrias de
suco da regiao de Maringa - PR e nao receberam qualquer tra-
tamento além da secagem e moagem. A secagem foi realizada
em estufa de ventilacdo forcada, a temperatura de 35 °C até
peso constante. Apés a secagem, os residuos foram triturados
em particulas com diametro médio de 4 mm.

2.3 Condicoes de cultivo

Quatro gramas de residuo de laranja seco foram coloca-
dos em frascos Erlenmeyer com capacidade para 250 mL.
Solucao mineral foi adicionada ao substrato para a obtencao
de umidades iniciais variando de 50 a 90% (p.v!). Os meios
foram esterilizados em autoclave por 15 minutos, a 121 °C.
Quatro discos de 10 mm de diametro obtidos das culturas de
P, ostreatus em BDA foram assepticamente transferidos para os
frascos. As culturas foram mantidas em temperaturas variaveis

de 20 a 35 °C, por até 30 dias, na presenca ou auséncia da luz.
As culturas foram interrompidas a cada cinco dias e, quando
possivel, as massas miceliais obtidas foram cuidadosamente
retiradas com auxilio de uma espatula, lavadas com agua des-
tilada duas vezes e secas em estufa a 60 °C até peso constante
para determinacao da biomassa®'.

2.4 Extracao das enzimas

Apés a retirada da biomassa, as enzimas foram extraidas
adicionando-se 20 mL de 4gua destilada ao substrato das cul-
turas remanescente e estes foram entao mantidos a 8 °C, sob
agitacao de 120 por 30 minutos. Os materiais sélidos foram
separados por filtracao em gaze e os filtrados foram centrifu-
gados por 10 minutos, a 10.000 g. Os sobrenadantes limpidos
foram utilizados como fontes das enzimas.

2.5 Determinacado das atividades enzimadticas

A atividade de lacase foi medida utilizando-se como subs-
trato siringaldazina (g,,; = 65,000 M'.cm™). A mistura reativa
consistiu de 1,5 mL de tampéao fosfato (100 mM, pH 6,5),
0,2 mL de siringaldazina (0,5 mM em solucao etandlica) e
0,1 mL de filtrado da cultura. A oxidacdo do substrato apds

5 minutos e a 30 °C foi estimada em 525 nm'’.

A atividade da Mn peroxidase foi medida pela oxidagdo
de 10 mM MnSO, a 30 °C, em 50 mM malonato de sédio,
pH 4,5 € em presenca de 0,5 mM H,0,. O ion manganico Mn®*
forma complexo com malonato, o qual absorve a 270 nm
(e,,, = 11,590 M'.cm™?)%®,

270

As atividades de xilanase, amilase, pectinase e endoglu-
canase foram determinadas pelo aparecimento de agucares
redutores a partir da hidrélise dos substratos xilano, amido,
pectina e carboximetilcelulose (1% em tampao citrato 50 mM
e pH 5.5), respectivamente, pelo método do acido 3,5 dinitro-
salicilico®.

Atividades B-glicosidase e B-xilosidase foram determinadas
utilizando-se os substratos sintéticos p-nitrofenil-p-glicopirano-
sideo e p-nitrofenil-B-xilopiranosideo, respectivamente'®.

Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida
como a quantidade de enzima requerida para produzir 1 umol
produto/minuto a 30 °C. As atividades enzimaticas foram ex-
pressas como unidades internacionais por grama de substrato
seco (U.g™).

2.6 Outros métodos analiticos

Carboidratos soluveis totais foram estimados pelo método
do fenol sulfarico, utilizando glicose como padrdo’. A quanti-
dade de agticares redutores foi estimada pelo método do acido
3,5 dinitrosalicilico®, utilizando glicose como padrao.

2.7 Andlises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos ao teste ANOVA e
comparados pelo teste Tukey (p < 0,05) usando o programa
GraphPad Prism® (Graph Pad Software, San Diego, USA).
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3 Resultados e discussao

3.1 Efeito da umidade inicial no crescimento e na
producao de enzimas por P. ostreatus

Em todas as temperaturas testadas (20 a 35 °C), nenhuma
diferenca foi observada no crescimento do fungo pela exposi-
¢ao a luz. Analises visuais permitiram concluir que o fungo
cresceu melhor em temperaturas entre 25 e 30 °C. Em vista
destes resultados, os cultivos foram mantidos a temperatura
de 28 °C e no escuro.

A forma de desenvolvimento da biomassa fangica foi for-
temente afetada pela umidade dos substratos. Analises visuais
das culturas permitiram concluir que o desenvolvimento e o
crescimento do fungo foram mais precoces quando a umidade
inicial foi superior a 75%. Foram consideradas como adequadas
as umidades iniciais que permitiram completa colonizagcao
dos substratos até o décimo dia de cultivo, a 28 °C. Para as
culturas em que a umidade inicial variou entre 75 e 80%, o
fungo cresceu de forma homogénea nas particulas do substrato
sélido. Nas culturas em que a umidade inicial foi superior a
80%, o crescimento foi caracterizado pela formacdo de uma
massa micelial espessa, acima do substrato. Tal massa micelial
foi facilmente removida do substrato residual, permitindo a
determinacao da biomassa fingica produzida.

A producao de diversas enzimas oxidativas e hidroliticas
por P, ostreatus foi determinada apés 10 dias de cultivo em
cinco umidades iniciais distintas (Figuras 1 e 2).
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Figura 1. Efeito da umidade inicial na producao de enzimas oxidativas

por P ostreatus cultivado em residuo de laranja. Os cultivos foram
desenvolvidos a 28 °C por 10 dias

Amilase e pectinase nao foram detectadas nos filtrados das
culturas. Lacase e Mn peroxidase foram as principais enzimas
oxidativas encontradas nos filtrados das culturas. A producao
de lacase foi positivamente afetada pelo aumento da umidade
inicial (p < 0,05), sendo a atividade mais alta encontrada
nas culturas com umidade inicial de 85% (56,0 = 4,3 U.g"'
substrato, Figura 1). O mesmo nao ocorreu com a producio
de Mn peroxidase, que parece nao ter sido afetada pela varia-
cdo da umidade dos cultivos, apresentando uma atividade de
6,50 £ 0,43 U.g! substrato (Figura 1). O mesmo ocorreu com
a producao das enzimas hidroliticas xilanase, endoglucanase,
B-xilosidase e B-glicosidase (p > 0,05) (Figura 2). Baixos niveis
de celulase e xilanase foram detectados. Esses resultados estao
de acordo com a observacao geral de que Pleurotus spp exibem
baixas atividades xilanoliticas e celuloliticas durante o estagio
anamorfico de desenvolvimento?*33.
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Figura 2. Efeito da umidade inicial na producao de enzimas hidroliticas
por P ostreatus cultivado em residuo de laranja. Os cultivos foram
mantidos a 28 °C por 10 dias.

3.2 Producao de biomassa e enzimas
em cultivos com 85% de umidade inicial

A caracteristica de crescimento micelial superficial em
substrato com umidade inicial de 85% possibilitou a separacao
da biomassa do residuo de laranja remanescente. Maxima bio-
massa ftingica foi obtida ap6s 20 dias de cultivo (90 + 5,7 mg.g*
de substrato seco), com um valor médio de 74 £ 5,6 mg.g' de
substrato seco. Podemos observar que o fungo utiliza ativamente
os acucares redutores como fonte de carbono nos primeiros
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cinco dias, mas que apds este periodo, a quantidade de actcares
redutores permanece constante, sugerindo que eles estejam
sendo produzidos a partir da hidrélise dos polissacarideos
presentes no material. O residuo de laranja € rico em polissa-
carideos soluveis, principalmente pectina (22% do peso seco).
Quando os valores de umidade utilizados foram superiores a
80%, houve dificuldade de crescimento micelial em direcao as
camadas mais inferiores do substrato sélido, forcando o fungo
a se desenvolver nas camadas mais superficiais do substrato.
Desta forma, tal cultivo € mais propriamente considerado como
cultura de superficie. A concentracao de biomassa fangica na
superficie das culturas permitiu que as mesmas fossem separa-
das do substrato, € o crescimento pode ser avaliado pela deter-
minacao direta da biomassa fingica produzida (Figura 3).
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Figura 3. Producao de enzimas e crescimento de P, ostreatus em culti-
vos utilizando residuo de laranja com umidade inicial de 85%

O efeito do tempo de cultivo no residuo de laranja na
producao das enzimas oxidativas por P ostreatus é também
apresentado na Figura 3. Nas condi¢oes de cultivo utilizadas
neste trabalho, a producao de lacase e Mn peroxidase parece
ser dependente do crescimento do fungo. Maxima atividade
lacase (75 U.g ' de substrato seco) foi obtida apés 15 dias
de cultivo, enquanto maximo de atividade Mn peroxidase
(6,8 U.g ! substrato seco) foi alcancado no trigésimo dia de
cultivo. A producao das enzimas xilanase e endoglucanase
pelo fungo, no meio de residuo de laranja, a alta umidade
inicial, foi maior no quinto dia de cultivo, 0,65 £ 0,07 e
0,43 + 0,05 U.mg' de substrato, respectivamente. A producao
de outras enzimas hidroliticas, tais como: amilase e pectinase,
foi baixa (valores inferiores a 0,2 U.g"! de substrato seco). Entre-
tanto, a reducdo na quantidade de carboidratos totais solaveis
nos meios de cultura (Figura 3), sugere que a pectina esteja
sendo degradada, apesar de nossos resultados nao mostrarem
uma efetiva producao de pectinases. A pectina ¢ um hetero-

polissacarideo complexo e varias sao as enzimas que atuam
em sua estrutura?. Nem todas produzem acgticares redutores,
como sao os casos da pectina liase e das pectina-esterases.
Desta forma, uma possivel atividade pectinolitica pode nao ter
sido detectada devido a técnica utilizada neste trabalho para
determinacao da atividade de pectinase.

Os substratos tradicionais para o cultivo dos fungos causa-
dores da podridao branca da madeira incluem: farelo e palha
de trigo, palha de aveia, palha de arroz, bagaco de cana e alguns
outros residuos lignocelul6sicos!+53438 Mais recentemente,
uma série de novos substratos tém sido propostos, muitos
deles sdo as partes nao-comestiveis de alimentos, tais como:
cascas, bagacos, sementes e vegetais!>!315232950 (Q baixo custo
do residuo de laranja, associado a capacidade de crescimento
do microorganismo sem necessidade de qualquer suplementa-
¢ao, suporta o uso de residuo de laranja como substrato para
crescimento e producao de enzimas por P ostreatus.

4 Conclusoes

Varias estratégias tém sido desenvolvidas para utilizar par-
te das vastas quantidades de residuos lignocelulésicos gerados
pelas atividades agricolas e pelas industrias de processamento
de alimentos. Os residuos de laranja gerados pela industria
de sucos apresentam umidade superior a 80%, o que dificulta
seu transporte, armazenamento € uso como racao animal.
Os dados obtidos neste trabalho sustentam o uso de residuo
de laranja como um substrato adequado para o cultivo de
P ostreatus e producao das enzimas lacase e Mn peroxidase,
ambas com grande potencial de uso em diferentes processos
industriais, visto que o residuo de laranja sozinho proporcio-
nou as condicdes nutricionais necessarias para o crescimento
do fungo, nao sendo necessaria adi¢ao suplementar de fonte
de carbono ou nitrogénio, e altas atividades das enzimas foram
produzidas em periodos relativamente curtos. Niveis mais altos
da Mn peroxidase foram detectados nos cultivos mais longos, e
novos experimentos devem ser realizados para verificar se uma
maior producao poderia ser obtida em cultivos com tempos de
incubacao superiores a 30 dias.

O aproveitamento dos residuos de laranja com umidade
inicial alta e sem a necessidade de secagem prévia, reduzi-
riam ainda mais os custos de producao destas importantes
enzimas.
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