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Resumo

Pleurotus spp. sdo fungos capazes de degradar a lignocelulose gracas a excrecdo de enzimas com diferentes
aplicacBes industriais. O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia dos meios de cultivo na producéo de biomassa
micelial e na atividade de lacase, celulases e xilanase de Pleurotus spp. Pleurotus citrinopileatus U16-23, P. djamor
U16-20, U16-25 e U16-28, P. eryngii U16-30, P. ostreatus U16-22 e P. pulmonarius U16-21 foram cultivados por 12
dias a 28 °C em meio extrato de malte (EM-20 g L), meio definido (MD glicose 10 g L™* e extrato de levedura2 g L
1), ou em meio bagaco de cana-de-aglcar (BC) igual ao MD, mas substituindo glicose por bagaco (50 g L). O maior
crescimento ocorreu no meio EM e P. djamor U16-25 a cepa que gerou mais biomassa (7,5 + 0,1 g L'!). A maioria das
cepas apresentou maior atividade de lacase no meio MD e as atividades maiores foram de P. djamor U16-25 (22243 +
745 U L) e P. pulmonarius (20924 + 46 U LY). P. citrinopileatus e P. djamor U16-25 ndo produziram celulases, mas
P. djamor U16-20 e P. eryngii produziram as maiores atividades de celulase nos meios EM e MD. Todas as cepas
produziram xilanase em e as maiores atividades foram observadas no meio EM e P. djamor U16-28 (67154 + 1597 U
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L) foi o maior produtor. Pleurotus djamor U16-25 se destacou como produtor de lacase e de xilanase livre de
celulase revelando potencial para aplicagdo na industria de papel e celulose.
Palavras-chave: Basidiomycota; Celulase; Cogumelo-ostra; Lacase; Meio de cultivo; Xilanase.

Abstract

Pleurotus spp. are fungi capable of degrading lignocellulose material due to the excretion of enzymes with different
industrial applications. This study aimed to investigate the influence of culture media on the production of mycelial
biomass and the activity of laccase, cellulases, and xylanase of Pleurotus spp. Pleurotus citrinopileatus U16-23, P.
djamor U16-20, U16-25, and U16-28, P. eryngii U16-30, P. ostreatus U16-22, and P. pulmonarius U16-21 were
grown for 12 days at 28 °C in malt extract medium (EM-20 g L-1), defined medium (MD glucose 10 g L™ and yeast
extract 2 g L), or in sugarcane bagasse (BC) medium equal to MD, but replacing glucose with bagasse (50 g L™?).
The greatest growth occurred in the medium EM and P. djamor U16-25 was the strain that generated the greatest
biomass (7.5 + 0.1 g L1). Most strains showed higher laccase activity in the MD medium and the greatests activities
were P. djamor U16-25 (22243 + 745 U L'1), and P. pulmonarius (20924 + 46 U L1). P. citrinopileatus and P. djamor
U16-25 did not produce cellulases, but P. djamor U16-20 and P. eryngii produced the greatest cellulase activities in
EM and MD media. All strains produced xylanase, and the highest activities were observed in the EM medium and P.
djamor U16-28 (67154 + 1597 U L) was the best producer. Pleurotus djamor U16-25 excelled as a producer of
laccase and cellulase-free xylanase, revealing the potential for application in the paper and cellulose industry.
Keywords: Basidiomycota; Cellulase; Culture medium; Laccase; Oyster mushroom; Xylanase.

Resumen

Pleurotus spp. son hongos capaces de degradar la lignocelulosa debido a la excrecion de enzimas con diferentes
aplicaciones industriales. Este estudio tuvo como objetivo investigar la influencia de los medios de cultivo en la
produccion de biomasa micelial y la actividad de lacasa, celulasas y xilanasa de Pleurotus spp. Pleurotus
citrinopileatus U16-23, P. djamor U16-20, U16-25 y U16-28, P. eryngii U16-30, P. ostreatus U16-22 y P.
pulmonarius U16-21 se cultivaron durante 12 dias a 28 °C en medio extracto de malta (EM-20 g L), medio definido
(MD glucosa 10 g Ly extracto de levadura 2 g L), o en medio de bagazo de cafia de azticar (BC) igual a MD, pero
en sustitucion de glucosa con bagazo (50 g L1). El mayor crecimiento se present6 en el medio EM y P. djamor U16-
25 fue la cepa que generd mayor biomasa (7.5 + 0.1 g L-1). La mayoria de las cepas mostraron mayor actividad lacasa
en el medio MD y las mayores actividades fueron P. djamor U16-25 (22243 + 745 U L-1) y P. pulmonarius (20924 +
46 U L71). P. citrinopileatus y P. djamor U16-25 no produjeron celulasas, pero P. djamor U16-20 y P. eryngii
produjeron las mayores actividades de celulasa en los medios EM y MD. Todas las cepas produjeron xilanasa, y las
mayores actividades se observaron en el medio EM y P. djamor U16-28 (67154 + 1597 U L) fue el mejor productor.
Pleurotus djamor U16-25 se destac6é como productor de de lacasa y xilanasa libre de celulasa, revelando el potencial
de aplicacién en la industria del papel y la celulosa.

Palabras clave: Basidiomycota; Celulasa; Lacasa; Medios de cultivo; Seta de ostra; Xilanasa.

1. Introducéo

Estima-se que a produg¢do anual mundial de cogumelos comestiveis seja de 34 milhGes de toneladas com um mercado
global de US$ 30 a 60 bilhdes por ano (Grimm & Wdsten, 2018). As espécies de fungos produtores de cogumelos do género
Pleurotus (Fr.) P. Kumm. (Pleurotaceae) estdo em segundo lugar no mundo em producdo de cogumelos e apenas na China
cerca de seis milhdes de toneladas de Pleurotus, principalmente P. ostreatus e P. citrinopileatus, sdo produzidos anualmente
(Royse et al., 2017). Varias espécies do género apresentam importancia comercial como P. ostreatus (cogumelo-ostra), P.
eryngii (cogumelo-ostra-rei), P. djamor (cogumelo-ostra-rosa) e P. citrinopileatus (cogumelo-ostra-dourado) (Royse et al.,
2017; Sekan et al., 2019). Apreciados mundialmente por seu aroma e sabor, cogumelos Pleurotus spp. também séo conhecidos
por suas propriedades nutricionais (Fernandes et al., 2015; Rampinelli et al., 2010), por produzirem compostos bioativos com
atividade antioxidante (Mishra et al., 2013; Umeo et al., 2015), imunomoduladora, antitumoral, anti-inflamatéria (Vetvicka et
al., 2019; Yin et al., 2019), por bioacumularem metais e serem usados como alimentos funcionais (Faria et al., 2018; Scheid et
al., 2020; Yokota et al., 2016).

Pleurotus spp. sdo espécies de fungos da podriddo branca e, por isso, podem crescer em substratos lignocelulésicos

devido a capacidade de degradar todos os componentes da parede celular vegetal, produzindo enzimas extracelulares para a
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degradacéo da lignina, celulose e hemicelulose (Knop et al., 2015; Ravindran et al., 2018). As principais enzimas desse
complexo sdo hidrolases (celulases e hemicelulases) e ligninases (fenol oxidases e peroxidases) (Elisashvili et al., 2017). Estas
classes de enzimas degradam a parede celular vegetal fornecendo ao fungo nutrientes como carbono, nitrogénio, enxofre, entre
outros; fazendo com que os fungos tenham habilidade de crescer em diferentes substratos (Bellettini et al., 2019). Este
complexo enzimético de fungos pode ser aplicado em diferentes inddstrias como quimica, agricola, alimenticia, medicinal, de
energia (Barcelos et al., 2020), para degradar compostos tdxicos como corantes (Kunjadia et al., 2016), farmacos (Singh et al .,
2017) e outros poluentes organicos (Bettin et al., 2019; Jové et al., 2016).

O complexo celulolitico envolve a agdo sinérgica de enzimas como as endo-1,4-B-D-glicanases ou endoglicanases,
exo-1,4-p-D-glicanases ou celobiohidrolases e 1,4-B-D-glicosidases. As endoglicanases sdo responsaveis pela hidrélise da
celulose, expondo as extremidades da cadeia facilitando a atuag@o da celobiohidrolases nas extremidades criadas e liberando
oligossacarideos como as unidades de celobiose. As glicosidases degradam a celobiose liberando glicose (Vérnai et al., 2010).
Xilanases sdo responséaveis pela degradacdo de ligagdes B-1,4 da xilana vegetal, um dos principais componentes da
hemicelulose (Bhardwaj et al., 2019) e as principais xilanases sdo a B-1,4-endoxilanase e a B-D-xilosidase (Menezes et al.,
2009). As endoxilanases degradam as ligagdes glicosidicas da xilana de forma aleatéria reduzindo a polimerizagéo do substrato
e liberando xilo-oligossacarideos (Menezes et al., 2009), enquanto as B-Xilosidases hidrolisam os xilo-oligossacarideos
(Hasmann et al., 2003). Lacases sdo cobre polifenol oxidases, capazes de oxidar substratos fendlicos gerando radicais livres
correspondentes enquanto reduzem o oxigénio a agua (Sharma et al., 2018) e acredita-se que lacases tenham papel central na
despolimerizacdo da lignina e em detoxificacdo degradando subprodutos toxicos derivados da degradacdo da lignina (Moreno
etal., 2014).

O mercado global de enzimas industriais deve atingir US$ 7,0 bilhes até 2023, com crescimento anual de 4,9% para
0 periodo 2018-2023 (BCC Research, 2018). Enzimas sdo preferidas como biocatalisadores em processos industriais devido ao
seu elevado grau de especificidade, seletividade e parametros operacionais robustos (Anugraha et al., 2016). Contudo, enzimas
sdo componentes caros e isso estimula a bioprospec¢do de espécies produtoras, além de pesquisa em estratégias de cultivo e
producéo para a obtencéo de novas enzimas com caracteristicas especificas variadas e que possam ser produzidas a um custo
menor (Ravindran et al., 2018).

O crescimento micelial e a produgdo de enzimas durante o cultivo de fungos sdo influenciados por fatores bioldgicos,
quimicos e fisicos como linhagem ou espécie de fungo, quantidade de indculo, fontes de nutrientes, pH, temperatura, aeracao,
umidade e luminosidade (Ritota & Manzi, 2019). Fontes de nutrientes fornecidos no meio de cultivo como elementos
prontamente metabolizaveis ou como fontes complexas podem provocar mudangas fisiologicas que afetam a expressdo e a
producdo de enzimas (Bellettini et al., 2019). Assim, é importante conhecer as condi¢des basicas de cultivo em meio liquido
quando o objetivo é produzir enzimas com potencial biotecnolégico (Tavares et al., 2020). O objetivo deste estudo foi avaliar a
influéncia de diferentes meios de cultivo na producéo de biomassa micelial e na atividade de lacase, celulase e xilanase de

Pleurotus spp.

2. Metodologia

2.1 Espécies de Pleurotus e producéo de inéculo
Os ensaios foram conduzidos com diferentes cepas e espécies de Pleurotus: Pleurotus citrinopileatus Singer U16-23
cepa comercial asiatica (M22502, Mycelia Mushroom Spawn Company, Bélgica); Pleurotus djamor (Rumph. ex Fr.) Boedijn

U16-25 e U16-28 cepas isoladas no México (IE870, sinonimia Pleurotus djamor var. roseus do Instituto de Ecologia,
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INECOL, México); Pleurotus djamor U16-20 cepa comercial asiatica (M2708, Mycelia Mushroom Spawn Company, Bélgica);
Pleurotus eryngii (DC.) Quél. U16-30 cepa de origem europeia (IE689, Instituto de Ecologia, INECOL, México); Pleurotus
ostreatus (Jacq.) P. Kumm. U16-22, cepa comercial europeia (M2191, Mycelia Mushroom Spawn Company, Bélgica) e
Pleurotus pulmonarius (Fr.) Quél. U16-21 cepa comercial europeia (M2204, Mycelia Mushroom Spawn Company, Bélgica).
Todas as cepas foram depositadas na colecdo de culturas do Programa de P6s-Graduacdo em Biotecnologia Aplicada a
Agricultura da Universidade Paranaense e criopreservadas de acordo com Zaghi Junior et al. (2020).

Os fungos foram cultivados em placas de Petri contendo agar-extrato-de-malte (AEM, extrato de malte 20 g L™ e &gar
10 g L) a 28 + 1 °C por sete dias para a producdo de indculo. Trés discos de 6 mm de diametro contendo micélio foram

utilizados para inocular os meios de cultivo liquidos.

2.2 Avaliacao do crescimento micelial e da produgéo de enzimas em meio liquido

As linhagens foram cultivadas em trés meios de cultivo liquidos diferentes: meio extrato de malte (EM), meio
definido (MD) e meio com bagaco de cana-de-agticar (BC). O meio EM continha extrato de malte 20 g L™%; o meio MD foi
composto por glicose 10 g L%, extrato de levedura 2 g L, KH,PO41,5g L, MgSO, 0,5 g L, CaCl, 0,1 g L, FeSO4 0,036 g
L, ZnSO,4 0,03 g L (Valle et al., 2014); e 0 meio BC tinha composicéo idéntica ao meio MD, porém, a glicose foi substituida
por 50 g L de bagaco de cana-de-aguicar (Cardoso et al., 2018). Todos os cultivos foram realizados em frascos Erlenmeyer
(250 mL) contendo 60 mL de meio liquido. Os meios de cultivo foram autoclavados a 121 °C por 20 min e, apds a inoculagéo,
os frascos foram mantidos em estufa incubadora BOD (Biochemical Oxygen Demand) a 28 + 1 °C, na auséncia de luz, sem
agitacdo por 12 dias. Ao final do periodo de cultivo, o micélio foi separado do meio liquido por filtragdo a vacuo em papel
filtro (Whatman n°. 1) e o filtrado, considerado extrato enzimatico, foi usado para determinacdo das atividades enziméticas. A
biomassa micelial foi determinada por andlise termogravimétrica acompanhando-se a massa durante secagem em estufa com
circulagdo de ar a 60 °C até massa constante (Valle et al., 2014). Em virtude da caracteristica particulada do meio BC a

biomassa micelial produzida neste meio de cultivo ndo foi determinada.

2.3 Ensaios enzimaticos
2.3.1 Atividade de celulase

A atividade celulolitica dos extratos enzimaticos foi avaliada pelo método 3,5-DNS (&cido-3,5-dinitrosalicilico)
(Miller, 1959) para determinacédo de acUcares redutores liberados de substratos celulésicos (Ghose, 1987).

A atividade de celulase total (ou FPase) foi determinada usando papel filtro Whatman n°® 1 (1 x 6 cm, = 50 mg) como
substrato em reagdo de volume total 1,5 mL contendo: papel filtro, 1 mL de tampd&o citrato de sdio (50 mM, pH 4,8) e 0,5 mL
de extrato enzimético. A mistura reacional foi incubada a 50 °C por 60 min. A atividade de endoglicanase (ou CMCase) foi
determinada utilizando como substrato a carboximetilcelulose (CMC) 2% (m v1) em tampéo citrato de sédio 50 mM pH 4,8. A
reacdo de volume total 1 mL continha 0,5 mL de extrato enzimatico e 0,5 mL de CMC 2% e foi incubada a 50 °C por 30 min.
Apo6s a incubacdo, adicionou-se 1 mL de 3,5-DNS a reagdo que foram submetidas a fervura (100 °C) por 5 min. Apos
resfriamento rapido em banho de gelo, a liberagdo de agUcares redutores foi acompanhada por espectrofotometria a 540 nm.
Em todas as analises foram empregados controles analiticos, um contendo substrato na auséncia de extrato enzimatico e outro
contendo o extrato enzimatico na auséncia de substrato. A concentracdo de agucares foi determinada com base em uma curva
padrdo construida com concentracdes conhecidas de glicose. Uma unidade (U) de atividade enzimatica foi definida como a

quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pmol de glicose por minuto.
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2.3.2 Atividade de lacase

Uma solucdo (1 mM) de ABTS (2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (Valle et al., 2015) foi usada como
substrato para determinacao da atividade de lacase. As misturas reacionais foram compostas por 0,2 mL do extrato enzimatico,
0,7 mL de agua, 0,45 mL de tampao acetato de sédio (0,1 M, pH 5,0) e 0,15 mL de ABTS. A mistura foi mantida a 30 °C por
10 min e a taxa de oxidagdo do ABTS foi acompanhada por espectrofotometria a 420 nm (e = 36000 M cm™). Misturas
contendo 0s mesmos componentes da reagdo, exceto 0 extrato; e mistura contendo 0os mesmos componentes, exceto o0 ABTS,
foram utilizados como controles analiticos. Uma unidade (U) de atividade enzimética foi definida como a quantidade de

enzima necessaria para oxidar 1 pmol de ABTS por minuto.

2.3.3 Atividade de xilanase

A atividade de xilanase foi determinada utilizando como substrato a xilana (birchwood 1% m v1) (Bailey et al., 1992).
A mistura reacional continha 1,8 ml de xilana e 200 uL do extrato enzimatico. A mistura foi incubada a 50 °C por 5 min. Apo6s
a incubacdo adicionou-se 1 mL de 3,5-DNS as reagdes que foram submetidas a fervura (100 °C) por 15 min. Apoés
resfriamento rapido em banho de gelo, a liberacdo de xilose foi acompanhada por espectrofotometria a 540 nm. Em todas as
analises foram empregados controles analiticos, um contendo xilana na auséncia de extrato enzimatico e um contendo o extrato
enzimético na auséncia de xilana. A concentragdo de xilose foi determinada com base em uma curva padrdo construida com
concentragfes conhecidas de xilose. Uma unidade (U) de atividade enzimética foi definida como a quantidade de enzima

necessaria para liberar 1 umol de xilose por minuto.

2.4 Anélise estatistica

Em todas as etapas empregou-se metodologia quantitativa (Pereira et al., 2018). Todos 0s ensaios seguiram 0
delineamento inteiramente casualizado conduzidos em trés repeti¢des. Os resultados foram submetidos a anélise de variancia
(ANOVA) e as diferencas significativas entre as médias e desvio padrdo determinadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de

probabilidade.

3. Resultados e Discussao

Todos os meios de cultivo avaliados promoveram o crescimento de Pleurotus spp., contudo, todas as espécies e cepas
produziram mais biomassa micelial (p < 0,05) no meio EM do que no meio MD (Tabela 1). As cepas de P. djamor foram as
gue mais cresceram no meio EM, seguidas de P. eryngii e P. pulmonarius. No meio MD, P. pulmonarius apresentou o melhor
desempenho, seguido de P. ostreatus e P. djamor U16-25. As maiores diferencas de crescimento entre o meio EM e MD foram
observadas para P. djamor U16-20 e P. citrinopileatus que produziram 6,6 e 5,5 vezes, respectivamente, mais biomassa no
meio EM. J& a menor diferenca de crescimento entre 0 meio EM e MD foi de P. ostreatus com uma diferenca de menos de

duas vezes.
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Tabela 1. Efeito do meio de cultivo na producéo de biomassa micelial e na taxa de crescimento micelial de Pleurotus spp.

crescidos em meio liquido extrato de malte 20 g L-* (EM) e em meio definido com glicose 10 g L™* (MD) por 12 dias.

Biomassa micelial Taxa de crescimento micelial (g
Linhagens (gL L*dia?)
EM MD EM MD
Pleurotus citrinopileatus U16-23 5,8 +£0,4% 1,0 +£0,0™® 0,5+0,03% 0,1 +0,00™®
Pleurotus djamor U16-20 7,1+0,64 1,1+0,2%® 0,6 + 0,05 0,1+0,02%®
Pleurotus djamor U16-25 7,5+0,14 2,7+0,4% 0,6 + 0,092 0,2 +0,03°®
Pleurotus djamor U16-28 7,0 £0,2%4 1,6 £0,3%8 0,6 + 0,022 0,1 +0,02°8
Pleurotus eryngii U16-30 6,5+ 0,104 2,2 +0,0% 0,5 + 0,000 0,2 +0,00%®
Pleurotus ostreatus U16-22 5,0 +0,3% 3,2+0,1% 0,4 +£0,03% 0,3 + 0,008
Pleurotus pulmonarius U16-21 6,4 + 0,00 3,6 £0,0% 0,5 + 0,004 0,3 +£0,00%

Os resultados séo expressos como média + desvio padrdo (n = 3). Letras minUsculas na mesma coluna comparam diferentes linhagens e
letras mailsculas na mesma linha comparam os meios EM e MD. Médias indicadas por letras diferentes apresentam diferenca estatistica de
acordo com o teste de Skott-Knott (p < 0,05). Fonte: Autores.

O extrato de malte contém uma mistura de monossacarideos, oligossacarideos e polissacarideos, resultantes da
hidrdlise enzimatica de cereais maltados (Paik et al., 1991). Esta mistura de agUcares inclui agUcares de cadeia longa, glicose,
frutose, sacarose e principalmente maltose (50 — 65%). Nossos resultados demonstram que as diferentes espécies de Pleurotus
avaliadas cresceram mais no EM do que no meio MD com glicose como Unica fonte de carbono. Apesar de a glicose e outros
monossacarideos usualmente estimularem o crescimento micelial e o acimulo de biomassa de Pleurotus (Bellettini et al.,
2019), outros acucares podem garantir um crescimento significativo. Pleurotus florida cultivado em meio liquido com
diferentes mono e oligossacarideos produziu maior rendimento de biomassa micelial com glicose e frutose, porém, o acimulo
de biomassa no meio com maltose também foi expressivo (Gbolagade et al., 2006). Os mesmos autores relataram que o cultivo
de P. florida em extrato de malte produziu 33% mais biomassa que no meio com celulose. O cultivo submerso do micélio de P.
albidus gerou mais biomassa nos meios com sacarose e maltose, sem diferenca significativa entre eles, do que no meio com
glicose corroborando nossas observagdes (Kirsch et al., 2016). Monossacarideos sdo prontamente metabolizaveis e, apesar de
requererem a acéo de enzimas para hidrolise inicial, os oligossacarideos como a maltose e até mesmo polissacarideos podem
dar suporte para o crescimento micelial (Rathore et al., 2019).

Os resultados da atividade enzimatica de Pleurotus spp. mostraram que a producdo das diferentes enzimas ocorreu de
forma dependente das espécies de Pleurotus e os fungos exibiram diferentes respostas aos meios de cultivo avaliados. Os
resultados da atividade de lacase encontram-se na Figura 1 e indicam que o tipo de meio de cultivo afetou a atividade de lacase
das cepas de Pleurotus. Todas as linhagens produziram lacase em todos 0s meios de cultivo testados. Quatro das sete cepas
avaliadas apresentaram maior atividade de lacase quando cultivadas no meio MD e as maiores atividades neste meio foram de
P. djamor U16-25 (22243 + 745 U L) e P. pulmonarius (20924 + 46 U L™). Vale destacar que, apesar de o micélio ter se
desenvolvido menos no meio MD (Tabela 1), a producédo de lacase foi maior nesta condicdo de cultivo, refletindo mudancas
metabdlicas e/ou na expressao de genes de lacase.

As sete linhagens avaliadas produziram lacase no meio BC, contudo, apenas P. citrinopileatus (7700 + 563 U L) e P.
djamor U16-20 (9620 + 388 U L) produziram mais lacase no meio BC que nos demais meios. De modo geral, o cultivo no
meio EM foi o0 que apresentou as menores atividades de lacase. Apenas a linhagem P. djamor U16-25 produziu atividade de

lacase (16630 + 2974 U L) expressiva no meio EM, contudo esta foi a cepa que mais produziu lacase em todos os meios de
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cultivo. As diferentes cepas de P. djamor apresentaram atividades de lacase discrepantes nos meios avaliados. A linhagem de
P. djamor com a maior (p < 0,05) atividade de lacase no meio de cultivo MD foi U16-25, com atividade trés vezes e cinco
vezes maior do que as cepas U16-28 e U16-20, respectivamente, no mesmo meio. P. djamor U16-20 e U16-28, por outro lado,
produziram maior atividade de lacase no meio BC. Porém, a atividade de lacase de U16-28 ndo foi diferente (p > 0,05) nos
meios BC e MD. P. djamor U16-20 foi a Unica cepa que produziu menor atividade de lacase no meio MD. Os resultados de
atividade de lacase observados para as diferentes cepas de P. djamor evidenciam diferencas nas caracteristicas biotecnolégicas
da espécie e indicam que a variabilidade de respostas de Pleurotus spp. ao meio de cultivo ocorre de forma interespecifica e
intraespecifica.

Figura 1. Atividade de lacase de Pleurotus spp. cultivados em extrato de malte 2% (EM), meio definido com glicose 10 g L™
(MD) ou em meio com bagaco de cana-de-agticar 50 g L™ (BC) por 12 dias.
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Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo (n = 3). Pc — Pleurotus citrinopileatus, Pd — Pleurotus djamor, Pe — Pleurotus
eryngii, Po — Pleurotus ostreatus, Pp — Pleurotus pulmonarius. Médias indicadas por letras diferentes apresentam diferenca estatistica de
acordo com o teste de Skott-Knott (p < 0,05). Fonte: Autores.

A fonte e a concentracdo de carbono sdo determinantes na atividade de lacase de diferentes espécies de fungos (Shafiq
et al., 2016). Segundo Majeau et al. (2010), fontes de carbono facilmente metabolizaveis como glicose, manitol e celobiose
podem favorecer maior atividade de lacase do que fontes lentamente assimildveis como celulose e material lignoceluldsico.
Para as linhagens avaliadas, 0 meio MD que continha glicose em quantidade limitada (10 g L*) favoreceu a producéo de lacase
e 0 meio EM rico em acucares redutores (~60%), promoveu atividade bem menor, indicando que maiores concentrac@es de
acucares podem reduzir a producgdo de lacase de Pleurotus spp. (Federici et al., 2009). Hou et al. (2004), verificaram que P.
ostreatus produziu mais lacase quando cultivado com fontes de carbono facilmente assimilaveis (glicose — 95 U mL? e
celulose — 60 U mL™1). Entretanto, para muitas espécies de fungos a glicose é um repressor da producdo de lacase e a
concentracdo de agucares no meio de cultivo afeta diretamente a expressdo génica desta enzima. O meio BC foi o segundo
melhor para a produc¢do de lacase das cepas de Pleurotus. O bagaco de cana-de-agUcar € rico em lignina (18-25%) e acUcares
complexos como a celulose (41-50%) e hemicelulose (15-25%), que podem ser usados como fonte de carbono pelo fungo
(Ferreira et al., 2010). O bagaco também contém polifendis solveis (50 g GAE/100 g extrato) (Federici et al., 2009) que
durante o cultivo submerso podem atuar como indutores naturais de lacase (Cardoso et al., 2018). A producgdo de lacase de
Pleurotus spp. no meio BC se mostrou promissora e podera ser otimizada analisando-se outros componentes do meio como a
fonte e a concentragdo de nitrogénio, minerais e indutores enzimaticos (Souza et al., 2020).

Os resultados das atividades celuloliticas encontram-se na Tabela 2. No meio BC nao se detectou atividades

celuloliticas de nenhuma das cepas e a producdo destas enzimas nos meios EM e MD também foi limitada. Para as cepas P.
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citrinopileatus e P. djamor U16-25 ndo se detectou atividade de celulases em nenhum dos meios de cultivo. Pleurotus
ostreatus e P. pulmonarius apresentaram atividade de celulase apenas no meio EM, enquanto P. djamor U16-28 produziu
celulases apenas no meio MD. Por outro lado, P. djamor U16-20 e P. eryngii produziram atividade de celulase tanto no meio
EM quanto no meio MD e foram as cepas com as maiores atividades enzimaticas (endoglicanase no meio EM). De modo geral,
as maiores atividades de celulase ocorreram no meio EM. Os resultados sugerem que ha grande variacdo na fisiologia das

espécies de Pleurotus que sdo evidenciadas dependendo do meio de cultivo.

Tabela 2. Atividade de celulases de Pleurotus spp. cultivados em extrato de malte 2% (EM), meio definido com glicose 10 g

L* (MD) ou em meio com bagaco de cana-de-agticar 50 g L (BC) por 12 dias.

Atividade de celulase total Atividade de endoglicanase
Linhagens (UL?h (UL?h

EM MD BC EM MD BC
Pleurotus citrinopileatus U16-23 nd nd nd nd nd nd
Pleurotus djamor U16-20 nd 246 + 13P nd 1563 + 57 805+95%%  nd
Pleurotus djamor U16-25 nd nd nd nd nd nd
Pleurotus djamor U16-28 nd 393 + 342 nd nd 471 + 56° nd
Pleurotus eryngii U16-30 nd 136 + 17¢ nd 1673 + 17 76 + 9B nd
Pleurotus ostreatus U16-22 303 + 96° nd nd 1263 + 41° nd nd
Pleurotus pulmonarius U16-21 nd nd nd 1227 + 224° nd nd

Os resultados séo expressos como média + desvio padrdo (n = 3). Letras minUsculas na mesma coluna comparam diferentes linhagens e
letras maiGsculas na mesma linha comparam os meios EM e MD. Médias indicadas por letras diferentes apresentam diferenca estatistica de
acordo com o teste de Skott-Knott (p < 0,05). nd = ndo detectado. Fonte: Autores.

Fatores como composicdo do meio como fonte e concentracdo de carbono e nitrogénio; modo de cultivo; e espécie
fangicas interferem grandemente na producgdo de celulases por fungos da podriddo branca como Pleurotus spp. (Okal et al.,
2020). Portanto, as condicOes ideais para producdo dessas enzimas variam entre espécies e entre linhagens e deverdo ser
avaliadas e padronizadas dependendo do objetivo da producdo. A fonte de carbono é importante para a atividade enzimatica e
em Pleurotus a maior disponibilidade de aglcares prontamente metabolizdveis como no meio EM favoreceu a producao de
endoglicanase. Nossos resultados sdo similares aos relatados por Goyal & Soni (2011) que relataram que as atividades de
celulase total e endoglicanase de P. florida foram significativas quando o meio de cultivo liquido contento CMC (10 g L) foi
suplementado com 0,5% de extrato de malte. Nossos resultados, no entanto, foram superiores aos relatados no referido estudo.
Pleurotus eryngii no meio EM produziu 3,6 vezes mais endoglicanase que P. florida (406 U L) e P. ostreatus produziu 3
vezes mais celulase total no meio EM que P. florida (101 U L) (Goyal e Soni, 2011). Debnath et al. (2019), por outro lado, ao
cultivarem P. giganteus recém isolado em meio de cultivo contendo CMC (10 g L) relatou atividade de endoglicanase
superior a 6000 U L.

Os resultados da atividade de xilanase de Pleurotus spp. nos diferentes meios de cultivos estdo na Figura 2. Houve
producéo de xilanase em todos os meios de cultivo, porém, as maiores atividades de todas as cepas foram observadas no meio
EM seguido do meio MD e as menores atividade de xilanase foram no meio BC. No meio EM as cepas de P. djamor U16-28
(67154 + 1597 U L) e U16-25 (64180 + 2846 U L) produziram as maiores atividades de xilanase. Na mesma condicdo de
cultivo, P. citrinopileatus também produziu elevada atividade de xilanase (60213 + 2480 U L). A atividade de xilanase de
todas as cepas de Pleurotus foi menor no meio MD do que no meio EM, com diferencas que variaram de 24% para P.
pulmonarius a 57% para P. djamor U16-25. No meio BC a maior atividade de xilanase foi de P. citrinopileatus (9944 + 216 U

L) e as demais cepas produziram em média 2380 + 540 U L de xilanase, sem diferenca entre elas.
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Figura 2. Atividade de xilanase de Pleurotus spp. cultivados em extrato de malte 2% (EM), meio definido com glicose 10 g L-
1 (MD) ou em meio com bagagco de cana-de-agticar 50 g L (BC) por 12 dias.

80000 4 =EM
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') 70000 1 =BC b a

Atividade de xilanase (U L")

PcU16-23 PdU16-20 PdU16-25 PdU16-28 Pe U16-30 PoU16-22 PpU16-21

Os resultados séo expressos como média + desvio padrdo (n = 3). Pc — Pleurotus citrinopileatus, Pd — Pleurotus djamor, Pe — Pleurotus
eryngii, Po — Pleurotus ostreatus, Pp — Pleurotus pulmonarius. Médias indicadas por letras diferentes apresentam diferenca estatistica de
acordo com o teste de Skott-Knott (p < 0,05). Fonte: Autores.

Fungos produzem xilanases que podem ser constitutivas ou induziveis (Bhardwaj et al., 2019). Dessa forma, acredita-
se que a maioria dos fungos produzam certa quantidade de enzima em nivel basal e que as condi¢fes do meio de cultivo,
particularmente a presenca de oligossacarideos derivados da hemicelulose, induzam a atividade de xilanase. Hernandez-
Dominguez et al. (2017) cultivaram P. ostreatus em meio liquido contendo glicose (10 g L) ou glicose e indutores (CMC ou
xilana) e verificaram maior atividade de xilanase (~1500 U L) no meio com glicose e indutores. Nossos resultados foram
superiores em todos 0s meios de cultivo. P. ostreatus, por exemplo, produziu 36 vezes mais xilanase no meio EM, 19 vezes
mais xilanase no meio MD e 2 vezes mais no meio BC.

Xilanases sdo de grande importancia na industria de papel e celulose, pois seu uso na hidrélise de xilana facilita a
liberacdo de lignina durante o processo de polpagdo reduzindo o uso de compostos clorados no branqueamento da polpa
celulosica (Hutterer et al., 2017). Contudo, a presenca de celulases nas formulagOes a base de xilanase podem comprometer o
processo polpagdo danificando as fibras celuldsicas o que pode gerar um papel de qualidade inferior (Subramaniyan & Prema,
2000). Dessa forma, este setor industrial busca por Xilanases livres de celulases para que haja a degradagdo seletiva da
hemicelulose com dano minimo a celulose. As linhagens avaliadas neste estudo podem ser interessantes na producdo de
xilanases livres de celulases. Pleurotus citrinopileatus e P. djamor U16-25, por exemplo, ndo produziram celulases em niveis
detectaveis nos meios de cultivo avaliados, porém, produziram excelente atividade de xilanase, principalmente no meio EM
com atividades superiores a 60000 U L. Da mesma forma, P. ostreatus e P. pulmonarius quando cultivados em meio MD
produzem apenas xilanase, ambos com atividades superiores a 27000 U L™*. Adicionalmente, linhagens como P. djamor U16-
25 apresentam caracteristicas ideais para uso em polpagdo de celulose uma vez que esta cepa produz uma combinacdo de

elevadas atividades de lacase e xilanase e pouca ou nenhuma atividade de celulase.

4. Concluséo

A atividade enzimatica e a producdo de biomassa micelial de Pleurotus spp. sdo diferentes nos meios de cultivo
avaliados e variam de forma dependente da espécie. O meio extrato de malte favorece a producdo de biomassa micelial de
todas as linhagens. Todas as cepas de Pleurotus spp. produzem lacase e as maiores atividades ocorrem quando séo cultivadas
em meio definido com glicose. De modo geral, as maiores atividades de celulase ocorrem no meio extrato de malte. Todas as

linhagens produziram elevada atividade de xilanase nos meios extrato de malte e definido. Pleurotus djamor U16-25 se destaca
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como eficiente produtora de lacase e xilanase livre de celulase mostrando potencial para aplicacdo na industria de papel e
celulose. Nossos resultados demonstram que as cepas de Pleurotus spp. avaliadas neste estudo tém grande potencial para
despolimerizacdo de matéria organica com elevadas concentracbes de hemicelulose e lignina. Novos estudos devem ser

realizados para avaliar outras condigdes do meio de cultivo, além de estudos de cinética e estabilidade enzimatica.
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