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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a producdo das enzimas extracelulares
lipase, lacase, amilase, celulase, pectinase, protease e inulinase por Pleurotus sajor-
caju CCB 019e Pleurotus djamor UNIVILLE 001. Inicialmente foram realizados
ensaios qualitativos em placas de Petri contendo meio WDA e as fontes de carbono
especificas para a inducdo de cada enzima. O crescimento micelial de ambos os
fungos pode ser observado em todos os meios de cultivo, indicando a capacidade
destes em utilizar a fonte de carbono presente no meio, sugerindo a excrecao das
enzimas especificas para a degradacdo do substrato. A presenca das enzimas
amilase, pectinase e protease foi confirmada pela formacdo de um halo de
degradacdo do substrato ao redor da colbnia fungica, para ambos os fungos. A
presenca de lacase foi confirmada pela formacéo de coloragdo marrom sob e ao
redor da colbnia fungica, para ambos os fungos, indicando a oxidagdo do guaiacol
presente no meio. As enzimas celulase e inulinase ndo foram detectadas em
nenhum dos cultivos. O crescimento fungico e/ou a presenca das enzimas testadas
determinou a préxima etapa do trabalho, no qual a producdo das enzimas foi
avaliada quantitativamente ao longo do cultivo (14 dias) utilizando frascos de
Erlenmeyer agitados contendo meio composto por extrato de trigo adicionado da
fonte de carbono especifica para a inducédo de cada enzima. As atividades maximas
de lacase encontradas foram de 0,037 U/mL para P. sajor-caju e 0,144 U/mL para P.
djamor, no 3° e 9° dias de cultivo, respectivamente. As atividades maximas de
amilase encontradas foram de 0,35 U/mL para P. sajor-caju e 0,45 U/mL para P.
djamor, no 11° e 7° dias de cultivo, respectivamente. A enzima pectinase so6 foi
detectada no cultivo de P. sajor-caju, alcancando atividade maxima de 0,29 U/mL,
no 11° dia de cultivo. Inulinase so6 foi detectada no cultivo de P. djamor, alcancando
atividade maxima de 0,62 U/mL, no 9° dia de cultivo. Celulases e proteases néo
foram detectadas pelo método utilizado neste trabalho, em ambos os cultivos
fungicos. Os resultados obtidos sugerem que ambos o0s fungos apresentam

potencial biotecnoldgico para a producéo de enzimas de interesse comercial.

Palavras-chave:Pleurotus, enzimas, cultivo sélido, cultivo submerso.



ABSTRACT

This work aimed to evaluate the production of the extracellular enzymes lipase,
laccase, amylase, cellulase, pectinase, protease and inulinase by Pleurotus sajor-
caju CCB 019 and Pleurotus djamor UNIVILLE 001. Initially, qualitative assays were
performed on Petri dishes containing WDA medium and the specific carbon sources
for the induction of each enzyme. Mycelial growth of both fungi could be observed in
all culture media, indicating their ability to utilize the carbon source in the medium,
suggesting the excretion of the specific enzymes for substrate degradation. The
presence of the amylase, pectinase and protease enzymes was confirmed by the
formation of a halo of degradation of the substrate around the fungal colony, for both
fungi. The presence of laccase was confirmed by the formation of brown staining
under and around the fungal colony, for both fungi, indicating the oxidation of guaicol
present in the medium. The enzymes cellulase and inulinase were not detected in
any of the cultures. The fungal growth and/or the presence of the enzymes tested
determined the next stage of the work, in which the production of the enzymes was
evaluated quantitatively throughout the culture (14 days) using agitated Erlenmeyer
flasks containing a culture medium composed of wheat extract added with the carbon
source specific for the induction of each enzyme. The maximum laccase activity was
0.037 U/mL for P. sajor-caju and 0.144 U/mL for P. djamor, on the 3rd and 9th days
of culture, respectively. The maximum amylase activities were 0.35 U/mL for P. sajor-
caju and 0.45 U/mL for P. djamor, on the 11th and 7th days of cultive, respectively.
Pectinase was only detected forP. sajor-caju, reaching maximum activity of 0.29
U/mL, on the 11th day of cultive. Inulinase was only detected in P. djamor cultivation,
reaching maximum activity of 0.62 U/mL, on the 9th day of cultive. Cellulases and
proteases were not detected by the method used in this work, in both fungal cultures.
The results suggest that both fungi present biotechnological potential for the

production of enzymes of commercial interest.

Keywords: Pleurotus, enzymes, solid cultivation, submerged cultivation.
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INTRODUCAO

O interesse por processos biotecnologicos tem crescido e ganhado destaque
nos ultimos anos, sendo um dos responsaveis pelo desenvolvimento tecnologico
mundial. A utilizacdo destes processos possibilita a obtencdo de uma ampla gama
de metabdlitos, sendo as enzimas um dos seus principais produtos (FLORENCIO,
2011).

As enzimas sao biocatalisadoras altamente eficazes, e estdo envolvidas em
varios processos metabolicos, como 0s processos essenciais para a vida, ou seja,
na replicacdo do DNA e sua transcricdo, na sintese de proteinas, metabolismo e
transducéo de sinal, entre outros. Possuem a capacidade de realizar transformacodes
quimicas muito especificas, tornando-se muito Uteis para processos industriais,
sendo possivel a producdo em larga escala (KUMAR et al., 2014, LI et al., 2012).
Usualmente, estes processos que utilizam enzimas na industria, sdo relativamente
simples, faceis de operar e sao eficientes energeticamente (ORLANDELLI etal.,
2012).

As enzimas séo produzidas comercialmente, na maioria dos processos, a
partir de micro-organismos, devido em grande parte a diversidade dos mesmos e
facilidade e controle operacional, ja que podem ser facilmente produzidas em larga
escala, via fermentacdo (FLORENCIO, 2011; ORLANDELLI et al., 2012). Dentre os
micro-organismos que se destacam na producdo biotecnoldgica de enzimas
encontram-se os fungos, com destaque para os da classe dos basidiomicetos,
popularmente conhecidos como cogumelos.

Dentre as principais enzimas comerciais estudadas produzidas por fungos,
estéo as lipases, que catalisam a conversao de triacilglicerois a acidos graxos livres
e glicerol (MESSIAS et al.,, 2011), lacases, que catalisam a oxidacdo de vérias
substancias aromaticas e inorganicas (fendis) com concomitante reducdo de
oxigénio a agua (MINUSSI, 2002; MADHAVI e LELE, 2009), amilases, que possuem
acdo sobre o amido liberando diversos produtos e apresentam importantes
aplicacbes biotecnoldgicas principalmente nas industrias farmacéutica, téxtil,
detergente e alimenticia (FERNANDES, 2007), pectinases, que catalisam a

degradacéo das substancias pécticas pertencentes ao material vegetal (SANTI et al.,
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2014), celulases, enzimas chave na bioconversdo de materiais celuldsicos,
promovendo sua hidrdlise (FLORENCIO, 2011), proteases, que constituem 0 grupo
mais importante entre as enzimas industriais, sendo responsaveis por cerca de 60%
do total das enzimas comercializadas em todo mundo para utilizagdo nos mais
diversos setores (NEVES, 2014) e as inulinases, que constituem uma importante
classe de enzimas na producdo de frutose por meio da hidrolise enzimatica da
inulina e sdo também utilizados na sintese de fruto-oligossacarideos, produto
utilizado como ingrediente funcional em alimentos, sendo considerado um alimento
prebiotico (SING e GILL, 2006).

Fungos do género Pleurotus, da classe dos basidiomicetos, sdo conhecidos
por produzir enzimas lignoceluloliticas tais como lacases, manganés peroxidases,
lignina peroxidases e celulases (CASTRO et al.,, 2004). No entanto, pouco se
conhece sobre a producdo de pectinases, lipases, amilases, inulinases e proteases
por este género.

Sendo assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a producdo das enzimas
extracelulares lipase, lacase, amilase, celulase, pectinase, protease e inulinases por
duas espécies de Pleurotus, Pleurotus sajor-caju CCB 019 e Pleurotus djamor
UNIVILLE 001, mantidos no banco de cepas do Laboratorio de Biotecnologia da
UNIVILLE.

12



OBJETIVOS

a) Geral

Avaliar a produgcao de lipases, lacases, amilases, pectinases, celulases,
proteases e inulinases pelos fungos Pleurotus sajor-caju CCB 019 e Pleurotus
djamor UNIVILLE 001.

b) Especificos

e Avaliar, de forma qualitativa, a producdo de lipases, lacases, celulases,
proteases, amilases, pectinases e inulinases pelos fungos Pleurotus sajor-
caju CCB 019 e Pleurotus djamor UNIVILLE 001;

¢ Quantificar as enzimas cujo crescimento micelial e/ou teste qualitativo obteve

resultado positivo para producédo, em cultivo submerso, ao longo do tempo.

13



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bioprospeccéao

Os recentes avancos da biotecnologia e das ciéncias afins levaram a
intensificacdo da exploracdo econ6mica dos recursos da biodiversidade, gerando o
termo bioprospeccéo ou prospeccdo da biodiversidade. A bioprospeccao se tornou
um elemento fundamental para as industrias reconhecerem o valor econdmico da
biodiversidade e pode ser definida como a pesquisa da diversidade biol6gica a
procura de potenciais valiosos contidos em recursos genéticos e bioquimicos de
valor comercial que, eventualmente, pode fazer uso dos conhecimentos tradicionais
(PEREIRA, 2009).

O artigo 7° da Medida Proviséria n°® 2.186-16/2001 define bioprospeccéo
como “qualquer atividade exploratéria que visa identificar componente do patriménio
genético e informacédo sobre conhecimento tradicional associado, com potencial uso
comercial” (BRASIL, 2001). O mesmo documento ainda define o acesso ao
conhecimento tradicional como sendo a “obtencdo de informacdo sobre o
conhecimento ou pratica, individual ou coletiva, associada ao patrimdnio genético,
de comunidade indigena ou de comunidade local, para fins de pesquisa cientifica,
desenvolvimento tecnoldgico ou bioprospeccao, visando sua aplicacdo industrial ou
de outra natureza”. Logo, esta medida provisoria difere a atividade exploratéria do
patriménio genético e conhecimentos tradicionais, a ele associados, para fins
cientificos daquela para fins comerciais, denominando somente a ultima como sendo
bioprospeccdo (MAGALHAES et al., 2007).

Dentre os principais compostos produzidos por micro-organismos encontram-
se 0s acidos organicos (OKINO et al., 2005; WENDISCH et al., 2006; SAUER et al.,
2008), antibidticos (CLARDY et al., 2006),polissacarideos com potencial medicinal
(CARDOSO et al., 2008),0s biossurfactantes (FONTES, 2008; MARTINS et al.,
2008; PINTO et al, 2009), vitaminas (GONCALVES, 2006) e as
enzimas(CARVALHO et al., 2005; LIBARDI JR, 2010; QUEVEDO-HIDALGO et al.,
2015), que serao alvo deste trabalho.
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2.2 Enzimas

As enzimas sdo proteinas que funcionam como catalisadoras em reacdes
quimicas, sem serem consumidas no processo,sendo essenciais para 0 sistema
metabdlico de todos o0s organismos vivos.Elas agem diminuindo a barreira de
ativacdo entre o reagente e o produto, acelerando enormemente a velocidade de
reacdo. Cada proteina enzimatica é especifica para a catalise de uma determinada
reacdo e cada reacdo no interior de uma célula é catalisada por uma enzima
diferente (NELSON e COX, 2002).

As enzimas sdo bastante versateis e executam uma variedade de
transformacdes de modo seletivo e rapido em condi¢cdes brandas de reagdo, o que
torna altamente desejavel o seu uso como catalisadores. Geralmente, 0s processos
industriais que empregam enzimas sao relativamente simples, faceis de controlar,
eficientes energeticamente e requerem investimentos de baixo custo (ORLANDELLI,
2012).

Dentre as principais enzimas estudadas, as lipases (MESSIAS et al., 2011,
RIBEIRO et al., 2011), lacases (FIRMINO e FURTADO, 2014), amilases (FIRMINO e
FURTADO, 2014), celulases (CASTRO e PEREIRA JR., 2010; SANDHU e MAITI,
2013), pectinases (UENOJO e PASTORE, 2007), inulinases (SINGH e GILL,
2006;VIJAYARAGHAVAN et al., 2009) e proteases(FIRMINO e FURTADO, 2014)
estdo em evidéncia por terem um grande potencial biotecnolégico de producédo e

aplicacao.

2.2.1 Lipases

As lipases (E.C. 3.1.1.3) sdo enzimas que clivam ligacbes de éster em
substratos lipidicos (GURURAJ et al., 2016). Tém como substrato natural os
triglicerideos e sua atividade € aumentada quando situada na interface polar/apolar.
Essas enzimas podem ser encontradas em células de tecidos animais (pancreaticas,

hepaticas e gastricas), vegetais e também podem ser produzidas por micro-
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organismos (fungos e bactérias) (PASTORE et al., 2003; PAQUES e MACEDO,
2006; GURURAJ et al., 2016).

Sua primeira utilizagao foi em 1856, quando Claude Bernard a isolou do suco
pancreético e verificou que esta enzima solubilizava gotas de 6leo. Anos depois, 0
interesse pelas lipases microbianas aumentou devido a estabilidade e facilidade de
obtencdo em comparacdo com as de origem animal (MESSIAS et al., 2011).

Dependendo da origem, as lipases podem apresentar massa molar variando
de 20 a 70 kDa, atividade em pH na faixa de 4 a 9 e em temperaturas variando entre
ambiente e 70 °C. O sitio ativo da lipase é formado por uma triade catalitica
constituida pelos aminoacidos serina, acido aspartico (ou glutamico) e histidina; o
residuo nucleofilico da serina é localizado no C-terminal da fita 5 de um
pentapeptideo GXSXG altamente conservado, formando uma caracteristica principal
“B em torno de a”, designada como a cavidade nucleofilica. O sitio € composto de
uma folha B central consistindo de 8 diferentes fitas 8 (31-p8) conectadas com seis a
hélices (A-F). A agéo catalitica acontece na interface organica-aquosa e necessita
de um substrato emulsionado para ser efetiva na hidrélise. Sua forma
tridimensionalfaz com que ocorra a “ativagao interfacial”, pois seu sitio ativo é
coberto por uma superficie entrelagada que funciona como uma tampa, a qual é
ativada e aberta ao encontrar a interface organica-aquosa no meio da reacao,
deixando seu centro ativo acessivel ao substrato e expondo uma larga superficie
hidrofébica, a qual facilita a ligacdo da enzima a interface (CASTRO et al., 2004).

As lipases sdo capazes de catalisar diversas reacbes como de hidrolise,
esterificacdo, transesterificacéo (interesterificacdo, alcoodlises e acidolises), amindlise
(sintese de amidas) e lactonizacdo, e juntamente com diferentes formas de
especificidade de substrato existentes, conferem a essas enzimas um grande
potencial de aplicacbes (PASTORE et al., 2003).

Na Figura 1 estdo demonstradas as reacgOes catalisadas por lipases e um
importante fator a ser destacado é a atividade da agua no meio reacional, ponto
determinante para cada classe de reacéo.
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Figura 1- Reac®es catalisadas por lipase.
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Suas aplicacbes sao variadas, sendo que normalmente em escala industrial

sdo utilizadas as lipases microbianas. NoQuadro 1, podemos verificar alguns

exemplos dediferentes aplica¢des industriais que a enzima lipase apresenta.
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Quadro 1 — Aplica¢@es industriais de lipases.

INDUSTRIA

ACAOQ

PRODUTO OU APLICACAO

Detergentes

Hidrolise de gorduras

Remocgio de oleos

Derivados de laticinios

Hidrolise da gordura do
leite, maturag@o de queijos,
modificagdes de manteigas

Desenvolvimento de agentes
flavorizantes em leite, queijos e
manteiga

Panificacio

Melhorador de flavors

Prolongar a vida de prateleira

Bebidas

Aromas

Bebidas

Carnes e peixes

Desenvolvimento de flavors

Remocdo de gordura, produtos de
carnes e peixes

“Health foods™

Transesterificacdo

Produgio de alimentos com apelo

nutricional

Manteiga de cacau, margarinas,
acidos graxos, glicerol, mono e
digliceridios

Enantiosseletividade, sintese | Construgfo de blocos quirais
Transesterificagio, hidrolise | Lipidios especificos, digestivos

Gorduras e oleos Transesterificacdo, hidrolise

Quimica
Farmacéutica

Cosméticos Sintese Emulsificantes, umidificantes
Papel Hidrolise Melhoria da qualidade de papel
Limpeza Hidrolise Remogio de gorduras

Couro Hidrolise Produtos de couro

Fonte: COLLA et al. (2012)

As lipases podem ser utilizadas na reducdo dos niveis de sélidos suspensos e
lipideos, desobstruindo também filmes de 6leos em tubulacdes, o que causa um
aumento da vida util dos equipamentos (MENDES et al., 2005).

Um fator limitante para sua utilizacdo € de que as lipases comercializadas séo
encontradas com um preco elevado, fator justifica sua crescente pesquisa e
producdo por meio de micro-organismos, como os fungos, com potencial natural
para a elevada producdo dessas enzimas e de uma forma mais viavel
economicamente (RODRIGUES et al., 2016).

Os fungos ganham destaque na producdo de lipases, pois além de
produzirem enzimas extracelulares, facilitando sua recuperagcédo no meio de cultivo,
também na sua maioria, ndo sao nocivos a saude humana (MESSIAS et al., 2011).
Os fungos filamentosos tém sido estudados como bons produtores de lipases
microbianas, sendo os géneros mais citados Aspergillus, Rhizopus, Penicillium,
Mucor, Geotrichum e Fusarium(MESSIAS et al., 2011; COLLA et al., 2012).

Roveda et al. (2010) avaliaram a producédo de lipase por fungos isolados de
efluentes de laticinios, dos géneros Penicillium, Aspergillus, Trichoderma e Fusarium
e obtiveram atividade méaxima de até 2,250 U/mL.

Algumas lipases também s&o obtidas por meio de bactérias e
actinomicetos.Os géneros mais estudados séo Bacillus sp., Staphylococcus sp.,
Streptomyces sp. e Pseudomonas sp. (MESSICAS et al., 2011).Também podem ser
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encontradas lipases sintetizadas por algumas espécies de leveduras como Candida
rugosa, C. parapsilosis, C. utilis,Ophiostoma piliferum, Saccharomyces cerevisiae, S.
lipolytica e Yarrowia lipolytica(CARVALHO, 2012). Alguns estudos também relatam a
producdo de lipases porPleurotus pulmonarius ePleurotus ostreatus (GUIZELINI et
al., 2015; ALMEIDA, 2016).

2.2.2 Lacases

As lacases (E.C. 1.10.3.2) tém sido muito exploradas devido ao seu grande
namero de aplicagfes biotecnoldgicas. A lacase foi isolada pela primeira vez a partir
da seiva da arvore laca japonesa Rhus Verniciferae foi descrita por Yoshida em
1883 (KUDANGA e ROES-HILL, 2014).

Pertencente a familia das oxidases, a lacase depende de oxigénio para
catalisar reacdes (SANTOS, 2012). As lacases sao enzimas que possuem um centro
catalitico multicobre que catalisam, por abstracdo de um elétron, reacdes com uma
grande variedade de substratos orgéanicos e inorganicos, incluindo mono-, di- e
polifendis, aminofendis, metoxifendis e aminas aromaticas com concomitante
reducdo de oxigénio molecular para agua (KUDANGA e ROES-HILL, 2014
PACHECO e SOARES, 2014).

Geralmente, as lacases possuem no seu centro ativo quatro atomos de Cobre
por mondémero, classificados em trés grupos diferentes, segundo estudos realizados
por ressonancia paramagnética (EPR) e espectroscopia UV/visivel. O Cobre T1 é o
principal aceptor de elétrons e esta covalentemente ligado a um residuo de cisteina,
0 que confere a intensa cor azul a enzima. O Cobre T2 possui um centro
mononuclear incolor e juntamente com os Cobres T3 (binuclear) formam uma
estrutura trinuclear onde o oxigénio é reduzido a agua (KUDANGA e ROES-HILL,
2014).NaFigura 2 estéa representada a estrutura de uma lacase.
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Figura 2— Estrutura de uma lacase de Trametes versicolor, composta por 4 atomos de cobre,
distribuidos em 3 centros cataliticos: T2 (a), T3 (b) e T1 (c).
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FONTE: ALVES (2011).

As lacases vém ganhando importancia devido a capacidade de catalisar a
oxidacdo de fendis e outros compostos aromaticos e esta aplicacdo vem sendo
utilizadaem diversos processos como remocgdo de lignina de polpas kraft em
indastrias de papel e celulose, biotransformacdo de xenobidticos e efluentes
industriais, descoloracdo de corantes, biorremediacdo de solos contaminados,
analise de drogas, producao de bioetanol,clarificacdo de vinhos e chas e producéo
de biossensores, entre muitos outros, por apresentarem baixa especificidade por
substratos (FIRMINO e FURTADO, 2014; PACHECO e SOARES, 2014).

Pode-se verificar o potencial de aplicacdo das lacases por meio do numero de
patentes registradas no “Unites States Patent Office — USPTO (2009)” (37 registros)
e no “European Patent Office — EPO (2009)” (371 registros) envolvendo a sintese e
aplicacoes desta enzima.

Embora a enzima esteja presente em plantas, insetos e bactérias, sua fonte
mais importante sdo os fungos, particularmente os basidiomicetos, e neste grupo, 0s
mais eficientes para sua producdo sdo os associados a decomposicdo da madeira,
entre eles,Trametes versicolor, Plebia radiate,Pleurotus sajor-caju ePleurotus
ostreatus (ALVES, 2010; BETTIN, 2010; SHRADDHA et al., 2011). Algumas
espécies de Trichoderma, como, T. atroviride, T. harzianum e T. longibrachiatum
também séo fontes de lacase(SHRADDHA et al., 2011).

Existem relatos da producao de lacase por bactérias
comoStreptomyceslavendulae, S. cyaneus e Marinomonas mediterranea
(SHRADDHA et al., 2011).
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2.2.3 Amilases

As amilasescompdem um grupo de enzimas responsaveis pela degradacao
da molécula do amido e sdo de grande importancia na biotecnologia atual com
aplicacbes entre a area alimenticia, de fermentacbes, téxtil, até a industria de
papéis, ocupando importante lugar no mercado mundial de enzimas microbianas
aplicadas industrialmente, ficando atras apenas das enzimas proteases (PANDEY et
al., 2000; GUPTA et al., 2003; ORLANDELLI et al., 2012).

Esse grupo de enzimas estd dividido em duas categorias, endoamilases e
exoamilases. Endoamilases catalisam hidrolises de forma aleatéria no interior da
molécula do amido. Essa acdo causa a formacdo de ramos lineares de
oligossacarideos de cadeias de diversos comprimentos, quebrando as ligacdes
glicosidicas a-1,4 presentes na parte interna (endo) das cadeias de amilose ou
amilopectina. A a-amilase é a endoamilase mais conhecida. As exoamilases
hidrolisam exclusivamente ligacdes glicosidicas a-1,4, como B-amilase ou ambas as
ligagdes a-1,4 e a-1,6, como amiloglicosidase e glicosidase. Também sdo exemplos
de exoamilases a ciclodextrina glicosiltransferase e a a-amilase maltogénica
(GUPTA et al., 2003; FERNANDES et al., 2007).Na Figura 3é possivel observar uma

sintese da acado conjunta das enzimas que degradam a molécula do amido.

Figura 3— Modelo de agéo das enzimas envolvidas na degradagéo do amido. (*) extremidade
redutora; (0) extremidade nao redutora; (—) indicam o ponto de clivagem preferido na molécula de
amido.
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As amilases estdo presentes em animais, plantas e micro-organismos, porém,
devido as vantagens que apresentam, como menor tempo de producgdo, as amilases
microbianas chamam a atencédo do mercado de enzimas (OLIVEIRA et al., 2007).

As enzimas amilases sdo geralmente produzidas por bactérias da espécie
Bacillus subtilis(STRIPECKE, 2006).Quanto as amilases obtidas por meio dos
fungos, seus principais produtores séo Aspergillus niger, A. oryzae, Rhizophus spp.
e Mucor rouxii (ORLANDELLI et al., 2012).

2.2.4 Pectinases

As enzimas pectinoliticas compreendem um grupo de enzimas responsaveis
pela degradacdo das substancias pécticas, hidrolisando ligacdes glicosidicas ao
longo da cadeia carbbnica. Estas substancias pécticas sdo macromoléculas
glicosidicas de alta massa molar que formam o maior componente da lamela média
e paredes celulares primarias de células vegetais (SANTOS, 2007), que além de
contribuir para dar firmeza e estrutura aos tecidos vegetais, também sao
responsaveispela diferenca de textura de frutas e vegetais durante o crescimento,
amadurecimento e armazenamento, sendo sua maior fonte de extracdo obtida das
frutas citricas (SANTI et al., 2014).

As pectinases sao classificadas de acordo com o modo de ataque a molécula
dos polimeros pécticos, mais especificamente, ao esqueleto galacturdnico. Elas sédo
divididas em trés grupos: protopectinases, esterases (pectinesterases) e as
despolimerases (hidrolases e liases). O grupo das esterases remove 0s grupos metil
éster, as despolimerases sdo responsaveis por catalisar a clivagem das ligacfes
glicosidicas das substancias pécticas, e as protopectinasesque solubilizam
protopectina para formar pectina (SANTOS, 2007; UENOJO e PASTORE, 2007;
SANTI et al., 2014).

Elas podem ser produzidas por vegetais ou micro-organismos (fungos,
leveduras e bactérias).Sua sintese pode sofrer influéncia dos componentes do meio

de cultura, principalmente da fonte de carbono, presenca de indutores (pectina e
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derivados) e das condi¢des de cultivo como, pH, temperatura, aeracdo, agitacdo e
tempo de incubacédo (UENOJO e PASTORE, 2007).

Devido a facil producdo e diversidade dessas enzimas, os fungos
filamentosos sé&o os mais empregados para producdo em escala industrial, pois o pH
ideal de pectinases secretadas por fungos se assemelha ao pH de muitos sucos de
frutas (cerca de 3,0 a 5,5) (SANTI et al., 2014). Enzimas pectinases sdo mais
vantajosas quando produzidas em fermentacdo sélida, por permitir a formacédo de
enzimas brutas mais concentradas e, consequentemente, com menores custos de
extracdo e purificacdo (UENOJO e PASTORE, 2007).

As enzimas pectinasescomecaram a ser utilizadas em escala comercial em
1930 e desde entdo, elas tém importante aplicacdo na industria de processamento
de frutas e vegetais, incluindo producdo de sucos, vinhos, alimentos, papel, café,
entre outros.Também possuem func¢des na extracdo de 6leos vegetais, recuperacao
de 6leos essenciais, melhoramento na extracdo de amido de mandioca, racao
animal e na industria téxtil. Somente elas, contribuem com aproximadamente 10% da
producao total de enzimas (MUKESH et al., 2012; SANTI et al., 2014).

Aspergillus niger, Rhizophus spp. e Penicilliumspp. sdo os principaisgéneros
de fungos capazes de produzir as enzimas pectinases (ORLANDELLI et al., 2012).

Vérias espécies de Pleurotustambém ja foram identificadas comocapazes de
sintetizar essas enzimas.Pleurotus ostreatus (PALMIERI et al., 2001) ePleurotus
eryngii (WANG, 2001) sdo alguns exemplos encontrados na literatura.

2.2.5 Celulases

Durante a Segunda Guerra Mundial foi quando estas enzimas comegaram a
ser estudadas, devido a deterioracdo de fardas, barracas, bolsas e demais objetos
fabricados de algoddo. Um grupo de pesquisa das forcas armadas liderado por
Elwyn T. Reese foi quem isolou uma linhagem do fungo filamentoso Trichoderma
viride e a esta foi atribuida a caracteristica de excretar enzimas capazes de degradar

celulose, nomeadas como celulase. A partir de entdo, deu-se inicio no aumento das
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pesquisas e producdo destas enzimas comercialmente, por volta de 1970 (CASTRO
e PEREIRA JR., 2010; DELABONA, 2011).

As celulases sdo enzimas altamente especificas que atuam em cooperagao
para a liberacdo de acUcares, dos quais glicose € o que gera maior interesse
industrial, pois posteriormente pode ser convertido em etanol (CASTRO e PEREIRA
JR., 2010). Na industria alimenticia, as celulases sdo usadas em varios processos,
principalmente, na extracdo de: componentes do ch& verde, proteina de soja, 6leos
essenciais, aromatizantes e do amido da batata doce. Essas enzimas participam,
ainda, dos processos de producdo do vinagre de laranja e do agar e na extracao e
clarificacdo de sucos de frutas citricas (RUEGGER e TAUK-TORNISIELO, 2004).

As enzimas do complexo celulolitico séo hidrolases que clivam ligagbes O-
glicosidicas, sendo classificadas pela Enzyme Comission (EC) com o cddigo 3.2.1.X,
onde X varia com a celulase avaliada. Entdo, assim como as pectinases, elas
também sao divididas em trés grandes grupos de acordo com seu local de atuacéo,
neste caso, no substrato celulésico. Endoglucanase é a enzima responsavel por
iniciar a hidrolise e clivar ligacdes internas e menos compactadas da fibra celuldsica,
diminuindo o comprimento da fibra. Exoglucanases sdo enzimas que atuam na
regido externa da celulose, liberando glicose e celobiose como produto e por fim, o
grupo dasp-glicosidases que possui a funcéo de hidrolisar os produtos de celobiose
e oligossacarideos soluveis em glicose (LYND et al., 2002; CASTRO e PEREIRA
JR., 2010). NaFigura 4 esta exemplificado o esquema da hidrolise da celulose pelo

sistema celulésico.
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Figura 4- Representacdo esquematica da hidrolise de celulose pelo sistema celulolitico. O esquema
mostra a regido de acéo de cada uma das celulases.
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Muitos micro-organismos produtores de celulases ja foram identificados,
incluindo algumas bactérias anaerbdbicas e aerdbicas, actinomicetos, algumas
classes de fungos filamentosos, plantas (Fragaria) e também animais (moluscos e
insetos) e, em todos estes, foi verificada a capacidade de degradar a celulose
natural (DELABONA, 2011).

O mecanismo de hidrélise das celulases produzidas por bactérias € menos
conhecido que o dos fungos(DELATORRE, 2010).Entre as bactérias aerdbicas estédo
Bacillus sp., Cellulomonas sp.,Nocardiopsis sp.,Pseudomonassp., Thermomonospor
sp.entre outras (BAKARE et al., 2005; LEE et al., 2008; XIAO et al., 2010; YIN et al.,
2010; SARATALE e OH, 2011; VERMA et al., 2012). Compreendendo as bactérias
anaerobicas com capacidade de produzirem celulases estdo Bacteroidessp.,
Clostridiumsp., Ruminococcus sp., entre outras (McGAVIN e FORSBERG, 1988;
FUJINO et al., 1989; WOOD, 2000).

Atualmente, as espécies de fungos mais utilizadas para producdo destas

enzimas sao Trichoderma reesei, Penicillium pinophilum, Aspergillus niger e
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Humicola isolens, sendo a espécie Trichoderma reesei, melhor caracterizada e mais
utilizada industrialmente para producédo de celulases(KING et al., 2009; ROCHA,
2010; FLORENCIO, 2011).

Nos fungos, as principais espécies de Pleurotus ja verificadas com a
capacidade de produzir celulases sdo Pleurotus ostreatus ePleurotus eryngii
(MENEZES, 2009; CARDOSO, 2012).

2.2.6 Proteases

Proteases sdo enzimas que hidrolisam ligacdes peptidicas das proteinas
levando a formacdo de grupos amina (NH2) e carboxila (COOH), originando
polipeptideos de menor massa molar e/ou aminoacidos livres.

Enzimas proteases ocupam o primeiro lugar no mercado mundial de enzimas
microbianas aplicadas industrialmente e sdo utilizadas na industria de detergentes,
alimenticia, farmacéutica, no tratamento do couro, na recuperacdo de prata em
filmes de raios X e no tratamento de residuos industriais (NASCIMENTO e
MARTINS, 2006; ORLANDELLI et al., 2012; PEREIRA, 2012).

Sua funcdo € a degradacdo de compostos tipicamente proteinaceos, como
sangue, manchas de ovos e leite (NASCIMENTO e MARTINS, 2006). Também
possui a caracteristica de alterar a elasticidade e textura do gluten e melhorar a cor
e 0 sabor do pdo. As proteases estdo presentes na industria de laticinios com a
utilizacdo da quimosina, que promove a coagulacdo do leite (para a producédo de
gueijos), além de ser higroscépica, causando o endurecimento de laticinios em po.
No amaciamento de carnes séo utilizadas proteases como papaina, bromelina e
ficina e ainda na industria alimenticia, elas séo utilizadas na clarificacdo de vinhos.
Enzimas proteoliticas também possuem aplicacdo no processamento da seda por
facilitar o manuseio e aumentar a qualidade da fibora (MONTEIRO e SILVA, 2009).

Proteases de origem microbianas sao preferidas devido ao seu rapido
crescimento, pequeno espaco requerido para o cultivo e a grande variedade
catalitica que dispdem. Em geral, também sdo mais estaveis que as originadas de

plantas e animais e seu processo de producédo € mais facil e seguro (NEVES, 2014).
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Vegetais, animais e micro-organismos (fungos e bactérias) sao fontes de
proteases, mas alguns estudos envolvendo leveduras (SILVA-NEVES et al., 2006)
também ja foram observados (NEVES, 2014).

Entre as espécies de bactérias que produzem as enzimas proteases, a que
mais podemos encontrar na literatura sdo as da espécie Bacillus subtilis (DAS e
PRASAD, 2010).Aspergillus melleus, Aspergillus oryzae, Chryphonectria parasitica e
Rhizopus niveus sdo os fungos filamentosos que mais se destacam na sintesede
proteases (ORLANDELLI et al., 2012).Entre os fungos do género Pleurotus capazes
de produzir estas enzimas, podemos destacar as espécies P.florida e P. ostreatus
(NEVES, 2014).

2.2.7 Inulinases

Inulinases (EC 3.2.1.7) séo 2,1-B-D-frutano fructanohidrolase que convertem
inulina, um polimero de frutose ligadas em B-2,1, em frutose(TREICHEL, 2004).
Foram descobertas em 1900, por Lindner, que observou a capacidade de utilizacéo
de inulina por cepas de Kluyveromyces marxianus(COGHETTO, 2011).

A inulina € um polimero constituido de cadeias lineares de frutoses,
terminadas com residuos de glicose. E muito utilizada na inddstria de alimentos, pois
sua composicao confere um sabor adocicado sem alterar o produto final, além disso,
apresenta algumas caracteristicas especificas, como baixa solubilidade em agua e a
capacidade de aumentar a viscosidade do meio (SOUZA et al., 2015).

Podem ser divididas em duas categorias de acordo com o seu modo de acéo,
exo-inulinases e endo-inulinases. Exo-inulinases quebram as ligacdes (-2,1 da
inulina a partir do terminal ndo redutor dacadeia, liberando frutose como Unico
produto da reacdo (GUIRAUD e GALZY, 1989). Endo-inulinases quebram as
ligacbes B-2,1 internas da inulina em diferentes pontos da cadeia, produzindo
oligdmeros de frutose (VANDAMME e DERYCKE, 1983).

Inulinases catalisam a hidrélise da inulina, produzindo inulo-oligossacarideos,
frutose e glicose como principais produtos (SOUZA et al., 2015). Elas podem ser

obtidas de tubérculos e raizes de plantas que contém inulina como dalia, chicdrias,
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alcachofras e yacon (HAULY e MOSCATTO, 2002)ou através de micro-organismos
como bactérias, fungos e leveduras (TREICHEL, 2004; VIJAYARAGHAVAN et al.,
2009).

Na industria alimenticia elas tém grande importancia na producéo de xarope
de frutose pela hidrolise enzimatica da inulina, com rendimentos de até
95%.Garantem um poder adocante com menor cariogenicidade e teor caldrico. Na
area médica, € utilizada como ferramenta de diagndstico em problemas renais
(SANTIAGO e SOUZA-MOTTA, 2006). Estas enzimas também tém sido utilizadas
na producdo de fruto-oligossacarideos. Esses compostos tém recebido especial
atencdo pelo aumento da procura no consumo de alimentos saudaveis ou seus
ingredientes. A ingestéo de fruto-oligossacarideos estimula o aumento da populagéo
de bifidobactérias, principal género de bactérias da microflora intestinal (TREICHEL,
2004). Na Figura 5esta descrita a estrutura base de uma molécula de fruto-
oligossacarideo, com moléculas de sacarose ligadas a uma ou mais porcdes de

frutose em (3-2,1.

Figura 5— Estrutura-base de uma molécula de fruto-oligossacarideo com as unidades de ligagc6es de
frutose B-2,1.
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FONTE: TRINCONE (2015).

As inulinases obtidas por meio de leveduras mais estudadas sdo aquelas
produzidas por Kluyveromyces (K. marxianusvar.marxianus, incluindoK. marxianus e
K. fragilis, se estendendo a K. marxianus var. lactis e K. marxianus var. bulcaricus).

Elas sao consideradas ideais na producgéo de inulinases, pois crescem rapidamente
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em altas concentracfes celulares e produzem grandes quantidades da enzima
(COGHETTO, 2011).

Também ja foi verificada a producéo destas enzimas por bactérias, mas seu
rendimento neste micro-organismo nao se compara a fungos ou leveduras.
Entretanto, devido a habilidade de um grande nimero de bactérias sobreviver a altas
temperaturas, estudos isolando bactérias que podem produzir inulinases estaveis
emelevadastemperaturas vém sendo desenvolvidos. Pseudomonas, Xanthomonas e
Staphylococcussédo alguns exemplos de bactérias capazes de produzir estas
enzimas (SINGH e GILL, 2006; CASTANON, 2013).

Tanaka et al. (1972) e Nakayama (1983) produziram enzimas inulinoliticas
utilizando cepas bacterianas de Arthrobacter ureafaciens. Takahashi et al. (1985)
utilizou cepas de Streptococcus salivarius. Allais et al. (1987), Uzunova et al. (2001),
Uzunova et al. (2002) e Zherebtsov et al. (2002) ja estudaram o género Bacillus spp.
para producao de inulinase e obtiveram resultados positivos.

Inulinases podem ser produzidas por diversas linhagens de fungos.
Panaeolus papillonaceus foi o primeiro fungo basidiomiceto do qualse conseguiu a
extracdo desta enzima. Posteriormente, ela ja foi produzida por Cryptococcus,
Fusarium,Penicillium, e mais tarde, por meio de muitas pesquisas, concluiu-se que
Aspergillus spp. estdo entre as melhores fontes para producédode inulinases (SINGH
e GILL, 2006; CASTANON, 2013).

2.3 Fungos

Os fungos sao organismos eucaridticos, isto €, possuem nucleo com
membrana nuclear e sdoquimiorganotréficos. Apresentam dois tipos morfolégicos
principais, os fungos filamentosos, que formam hifas e as leveduras, que se
distinguem dos fungos por serem unicelulares. Eles desenvolvem-se em matéria
organica morta e seu crescimento é afetado por fatores quimicos e fisicos como
umidade, temperatura, pH, concentracdo de oxigénio, micronutrientes, fontes de
carbono, entre outros (PUTZKE e PUTZKE, 1998; ALVES, 2010).
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Sua forma usual de reproducéo € por formacéo de esporos e sao importantes
na cadeia alimentar porque decompdem vegetais mortos e assim, reciclam
elementos vitais. Sdo também Uteis para os animais, auxiliando-os na quebra de
lignina e celulose de plantas, possibilitando assim sua digestdo. As plantas também
dependem de simbiose com fungos, que as ajudam a absorverem minerais e agua
do solo. Para o0 homem, os fungos sdo muito utilizados como alimentos (cogumelos)
e na producéo de alimentos e bebidas, bem como na producdo de compostos com
propriedades terapéuticas e medicinais (PUTZKE e PUTZKE, 1998; TORTORA et
al., 2008; FACCHINI et al., 2014).

Os fungos compdem um reino distinto, o reino Fungi. Hibbet et al. (2007)
descrevem uma abrangente classificacéo filogenética do Reino Fungi, com base em
recente andlise filogenética molecular. Dessa forma, correntemente, sdo propostos
sete filos: Microsporidia, Chytridiomycota, Blastocladiomycota,
Neocallimastigomycota, Glomeromycota, Ascomycota e Basidiomycota. Neste
altimo, encontram-se os fungos da podridao branca e os cogumelos comestiveis e

medicinais.

2.4 Pleurotus

Fungosdo género Pleurotus pertencem a classe dos basidiomicetos, séo
classificados como fungos da podriddobranca etémpotencial para serem utilizados
comobiocatalisadoresdevido a sua versatiidade no ataque de uma
amplavariedadedecompostos por meio de enzimas intra e/ou extracelulares
(MARCO-URREA et al., 2009).

O ogénero Pleurotus compde um grupo de cogumelos dispersos
mundialmente, sdo invasores, apresentam grande produtividade e adaptabilidade e
seu complexo enzimatico inclui as enzimas celulase, celobiase, hemicelulases,
ligninases e lacases (CASTRO et al., 2004).

Sao comestiveis e de aroma agradavel, rico em vitaminas e aminoacidos e
gue apresenta propriedades terapéuticas. Sdo conhecidos no Brasil como cogumelo

gigante ou fungi e adaptam-se a diversos substratos sem a necessidade de uma
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pré-fermentacdo. Possuem rapido crescimento, destacando-se em relacdo a outros
organismos (GERN et al, 2000; DIAS et al., 2003; BETTIN et al., 2011).

Os residuos agroindustriais como palha-de-arroz, serragem, bagaco de cana-
de-actcar e muitos outros representam uma fonte lignocelulésica abundante e
renovavel de substratos que podem ser utilizados para a producdo de cogumelos e
seus metabdlitos. Poppe (2004) realizou uma pesquisa em nivel mundial e relata
que cerca de 90tipos deresiduosagroindustriais foram comprovados como substrato
para o crescimento de fungos do género Pleurotus. No entanto, alguns
residuoslistados,como palha decereal, serragem etoras de madeira,podem ser
subdivididos em pelo menos 100tipos individuais deresiduos relacionadosa
diferentesespécies de plantas. Isto significaque, de fato, uma variedade decerca de
200residuosdiferentesestdo disponiveiscomosubstratos para Pleurotus. Além do
cultivo sélido para a producéo de corpos frutiferos (basidiomas),Pleurotusvem sendo
cultivado em meio liquido (cultivo submerso) para producdo de biomassa com
propriedades terapéuticas (GERN et al., 2008; FACCHINI et al., 2014; SILVEIRA et
al., 2015).

O cultivo em meio liquido apresenta algumas vantagens em relacdo ao cultivo
em meio sélido, como menor area para o cultivo, melhor controle de parametros
como pH, temperatura, oxigénio dissolvido etc. e facilidade de extracao dos produtos
excretados. Atualmente, tem-se estudado cada vez mais a utilizacdo de substratos
renovaveis, com o intuito de elevar a producao de enzimas e diminuir 0s custos na
producdo. O tipo de residuo utilizado também influencia diretamente o tipo da
enzima produzida (GREGORI et al., 2008; MELO et al., 2014).

Varios estudos envolvendo este género de cogumelos tém isolado,
identificado e relatado seus produtos por apresentarem um grande numero de
propriedades e atividades importantes tanto na salde quanto no meio ambiente
como acdo antitumoral (DALONSO et al., 2010) e antimicrobiana (WISBECK et al.,
2005), diminuir o colesterol sanguineo (KIM et al., 2002), capacidade de
biorremediacdo de solos contaminados (PURNOMO et al., 2010), biodegradacéo de
compostos poluentes (FURLAN et al., 2008; LIBARDI JR. et al., 2012) e na
bioconverséao de residuos agroindustriais (RAMPINELLI et al., 2010).

Uma importante caracteristica destes fungos € a de possuir a habilidade de

secretar varias enzimas lignoceluloliticas, como peroxidases, lacases (LIBARDI JR.,
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2010; SANTOS et al., 2015), celulases (KOSHY, 2012),proteases (SHIN e CHOI,
1998; SILVA et al., 2015), amilases (KITAMURA et al., 2016), pectinases (HUERTA,
et al., 2014) elipases (GUIZELINI et al., 2015).

2.4.1 Producéo de enzimas por Pleurotusspp.

A producéo de lipase por Pleurotus sapidus foi relatada por Zorn et al. (2003).
Os autores avaliaram a hidrélise de ésteres de carotenoides provenientes de paprica
e cravo-de-defunto (malmequer) pelo caldo de cultivo livre do micélio fangico. A
enzima fangica foi capaz de promover a hidrélise completa de varios ésteres de
carotenoides na auséncia de sais biliares para a emulsificacdo. Linke et al. (2005)
isolaram lipases do sobrenadante do caldo de cultivo submerso de Pleurotus
sapidus utilizando fracionamento em coluna de espuma. Os autores obtiveram
atividade de 312 U/L em meio de cultivo nutriente, na auséncia de glicose, apds 5
dias de cultivo. Guizelini et al. (2015) avaliaram o crescimento de Pleurotus
pulmonarius em cultivos contendo 6leo vegetal, azeite de oliva e tween 20. Os
autores obtiveram reducdo de até 98,93% do O6leo. Almeida (2016) detectoua
producédo de lipase por P. ostreatustambém em meio de cultivo contendo azeite de
oliva e tween 20.

A producdo de lacase pelo género Pleurotus pode ser realizada tanto em
cultivo solido quanto submerso, e dois fatores extremamente importantes séo o tipo
de substrato e o método de cultivo do fungo, garantindo assim a expressao das
enzimas lignoceluloliticas e uma boa propor¢do das enzimas produzidas (LIBARDI
JR., 2010). A sintese de enzimas € fortemente afetada pela linhagem do fungo,
composicdo do substrato e principalmente pela concentragdo de nitrogénio no meio
de cultivo (D’AGOSTINI et al., 2011). Outro fator de sucesso na producéo de lacase
em escala laboratorial € observada quando ha agitacdo no meio de cultivo
(CABANA, 2007). Um estudo realizado por Quevedo-Hidalgo et al. (2015)
objetivando a producgéo de lacases por Pleurotus ostreatusreporta atividade maxima
da enzima de 4.693,4 U/L. Téllez-Téllez et al. (2008) compararam a producéo de

lacases em cultivos solido e submerso utilizandoPleurotus ostreatus. Os autores
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verificaramuma maior atividade enzimatica em cultivo sélido (13.000 U/L) do que em
cultivo submerso (2.430 U/L). Em uma revisdo sobre producédo de lacases por
fungos do género Pleurotus, Rampinelli (2016) reporta atividade enzimatica variando
de 500 U/L (ABO-STATE et al.,, 2011) a 15.000 U/L (ZUCCA et al., 2011) para
Pleurotus sajor-caju e de 20,2 U/L (LIBARDI JR. et al., 2011) a 20.000 U/L (SILVA et
al., 2012) para Pleurotus ostreatus, indicando a dependéncia da producdo e da
atividade da enzima com o meio e as condi¢es de cultivo utilizadas, bem como com
a espécie fangica produtora.

Existe um conjunto complexo de enzimas hidroliticas envolvidas na
biodegradacéo de celulose (KOSHY, 2012).Souza et al. (2008) estudaram a sintese
de celulase por fungos do género Pleurotus, em meio sélido, utilizando CMC como
fonte de carbono.Halos claros indicando a degradacdo da CMC de até 20,43 mm de
diametro foram observados, em 96 horas de incubacéo.Quevedo-Hidalgo et al.
(2015) avaliaram a producdo de endoglucanases e exoglucanases porPleurotus
ostreatus e encontraram atividades maximas de 17,4 U/L e 1,325 UIL,
respectivamente.

Palmieri et al. (2001)verificaram a producdo de proteases fungicas
cultivandoPleurotus ostreatusem diferentes substratos e os valores para atividades
encontradas variaram entre 0,03 e 10 U/mL.Souza et al. (2008) avaliaram a
producdo de proteases por Pleurotus sp. em meio soélido, utilizando leite-gelatina
como substrato. O resultado maximo dos halos foi de 15,9 mm de diametro em 96
horas de incubacédo.Téllez-Téllez et al. (2008) verificaram a producdo de enzimas
proteoliticas por Pleurotus ostreatus em cultivo sélido e cultivo liquido, porém so foi
observada a produc¢éo das enzimas no cultivo sélido.

Huerta et al. (2014) avaliaram a producdo de enzimas pectinoliticas por
Pleurotus ostreatus e a atividade maxima foi observada apés 168 horas de cultivo.

N&o foram encontrados, na literatura, artigos relacionados a producdo de

inulinase por Pleurotusspp.
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3 MATERIAL E METODOS

O delineamento experimental utilizado neste trabalho esta apresentado na Figura 6.

Figura 6— Delineamento experimental.

P. sajor-caju CCB 019 P. djamor UNIVILLE 001

AVALIACAO
QUALITATIVADO
CRESCIMENTO MICELIAL
E DA PRODUGAO DE
ENZIMAS

RESULTADO . RESULTADO .

AVALIACAO
QUANTITATIVA DA
PRODUGAO DE ENZIMAS

3.1 Micro-organismo e manutengao

Este trabalho foi desenvolvido utilizando as linhagens Pleurotus sajor-caju
CCBO019, obtida da Colecéo de Culturas de Basidiomicetos do Instituto de Botanica
de S&o Paulo e Pleurotus djamor UNIVILLE 001, isolada no Campus Joinville da
UNIVILLE (Joinville, SC). Ambas as linhagens foram cultivadas em placas de Petri
contendo o meio WDA (FURLAN et al., 1997) composto por 20 g de glicose e 15 g
de agar para cada litro de extrato de trigo. O extrato de trigo foi preparado pela
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infusdo em &agua de grdos de trigo previamente lavados, na proporcao de 1:2
(grados:agua deionizada, m/m). Os gréos foram mantidos por 10 min em ebulicéo,
resfriados a temperatura ambiente e filtrados em gaze e peneira. O extrato de trigo
livre dos graos foi utilizado no preparo do meio WDA. As placas de Petri contendo o
meio WDA e completamente colonizadas pelos fungos (30°C, aproximadamente 7

dias) foram armazenadas sobre refrigeracdo (4+1°C) e repicadas a cada 3 meses.

3.2 Avaliacdo qualitativa do crescimento micelial e da producdo de enzimas por

Pleurotus sajor-caju e Pleurotus djamor

A avaliagao qualitativa do crescimento micelial e da produgéo de enzimas foi
realizada pelo cultivo solido dos fungos em meio de cultivo contendo substrato e
suplementos proprios para a identificacdo da producédo de cada enzima. Os meios
de cultivo foram autoclavados a 120°C e 1 atm, por 10 min e vertidos
assepticamente (aproximadamente 20 mL) em placas de Petri esterilizadas. As
placas contendo o meio de cultivo foram inoculadas com um disco de agar (9 mm)
contendo o micélio fangico proveniente da cultura de manutencdo (item 3.1) e
incubadas por até 4 dias, a 30°C. Em todos os testes, o crescimento micelial foi
avaliado pela presenca do conjunto de hifas formando o micélio fungico,

caracteristico do género Pleurotus.

3.2.1 Presenca de lipase

A avaliacdo da producdo de lipase foi realizada utilizando-se um meio de
cultivo composto por 20 g de glicose e 15 g de &gar dissolvidos em 1 L de extrato de
trigo (item 3.1) e suplementado com 1% (v/v) de Oleo de soja (Soya®), 0,001g/L de
Tween 80 e 0,001g/L de rodamina B (Exodo). A deteccdo da producdo de lipase
baseou-se na interagdo de rodamina B com os acidos graxos liberados na hidrdlise
enzimatica do 6leo de soja. Apés a incubacéo, as placas foram irradiadas com luz
UV e o resultado positivo foi verificado pela formacdo de halo fluorescente
alaranjado (KOUKER e JAEGER, 1987).
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3.2.2 Presenca de lacase

A avaliacdo da producao de lacase foi realizada utilizando-se um meio de
cultivo composto por 15 g de agar, 40 mg de CuSO4 como indutor de lacase e 0,1%
de guaiacol (Vetec) como substrato da enzima (MELO et al., 2016; DEVASIA e
NAIR, 2016)dissolvidos em 1 L de extrato de trigo (item 3.1). A presencga da cor
marrom intenso sob e ao redor da colonia, resultante da oxidacdo do guaiacol, foi

considerada reacao positiva para a presenca de atividade de lacase.

3.2.3 Presenca de amilase

A avaliacdo da producdo de amilase foi realizada utilizando-se um meio de
cultivo composto por 15 g de 4gar e 10 g de amido (Synth) dissolvidos em 1 L de
extrato de trigo (item 3.1). Ap6s o periodo de incubacdo dos fungos, 2 mL de
solucéo de lugol (5 g de KI; 1 g de iodo; 100 mL de H20) foram vertidos sobre a
superficie do meio de cultura. Apés 10 minutos, a solucédo de lugol foi descartada.
Neste teste, o0 amido presente no meio de cultura, ao reagir com o iodo (lugol), forma
um complexo de cor azul intensa. A formac¢ao de um halo claro ao redor da colonia
indica que o amido foi degradado pela presenca da amilase, impedindo o
desenvolvimento da cor azul (MARCHI, BORGES e MIZUBUTI, 2006).

3.2.4 Presenca de pectinase

A avaliagédo da producao de pectinase foi realizada utilizando-se um meio de
cultivo composto por 15 g de 4gar e 3 g de pectina citrica (Sigma) dissolvidos em 1 L
de extrato de trigo (item 3.1). Apds o periodo de incubacédo dos fungos, 2 mL de
solucéo de lugol (5 g de KI; 1 g de iodo; 100 mL de H20) foram vertidos sobre a
superficie do meio de cultura. Apods 10 minutos, a solucao de lugol foi descartada e a

atividade pectinolitica detectada pela formacdo de halo amarelado circundando zona
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azulada indicando a degradacdo da pectina (MARCHI, BORGES e MIZUBUTI,
2006).

3.2.5 Presenca de celulase

A avaliacdo da producdo de celulase foi realizada utilizando-se um meio de
cultivo composto por 15 g de agar e 5 g de CMC dissolvidos em 1 L de extrato de
trigo (item 3.1). Decorrido o periodo de incubacgéo, foram adicionados 10 mL de
solucéo vermelho congo (1 g/L) em cada placa, deixando-se agir por 15 minutos em
temperatura ambiente (aproximadamente 25°C). Posteriormente, o excesso foi
drenado e 10 mL de solucdo de NaCl (1M) foram adicionados em cada placa,
deixando-se agir por 30 minutos, também em temperatura ambiente. O corante
Congo Red é adsorvido na superficie hidrofébica da CMC e apés a remoc¢édo do
excesso de solucao salina, a observacédo de zonas claras de hidrélise em torno das
colonias, indica a degradacdo da CMC pela presenca da enzima celulase
(TEATHER e WOOD, 1982).

3.2.6 Presenca de protease

A avaliagédo da producgéo de proteases foi realizada utilizando-se um meio de
cultivo composto por 15 g de agar e 50 g de leite em p6 desnatado (Molico®, Nestlé)
dissolvidos em 1 L de extrato de trigo (item 3.1). Para evitar coagulacéo proteica, o
extrato de trigo e a solucdo de leite em po6 foram autoclavados separadamente
(121°C e 1 atm, por 10 min) e apds, misturados assepticamente. Decorrido o periodo
de incubacédo, a presenca de halo claro ao redor da colénia indicando a zona de

hidrélise proteica foi considerada como teste positivo da presenca de proteases.

3.2.7 Presenca de inulinase

A avaliacdo da producgéo de inulinase foi realizada utilizando-se um meio de

cultivo composto por 15 g de agar e 10 g de inulina (Fluka) dissolvidos em 1 L de
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extrato de trigo (item 3.1). Decorrido o tempo de incubacédo, 2 mL de solucdo de
lugol (5 g de KI; 1 g de iodo; 100 mL de H20) foram vertidos sobre a superficie do
meio de cultura. Apos 10 minutos, a solucdo de lugol foi descartada podendo-se
observar a coloragdo marrom do meio resultante da reagéo da inulina com o iodo
(lugol). A atividade inulinolitica foi detectada pela formacao de halo claro ao redor da
colénia (LI et al.,, 2011) indicando que a inulina foi degradada pela presenca da

inulinase, impedindo o desenvolvimento da cor marrom.

3.3 Quantificacdo da producédo de enzimas por Pleurotus sajor-caju e Pleurotus

djamor

A quantificacdo da atividade enzimatica foi realizada pelo cultivo submerso
dos fungos em frascos de Erlenmeyer de 250 mL contendo 200 ml de meio de
cultivo contendo substrato préprio para a producao (inducédo) de cada enzima. Os
frascos foram autoclavados a 121°C, por 10 min, inoculados com 3 discos de agar
contendo micélio fangico proveniente da cultura de manutencdo (item 3.1) e
mantidos sob agitacdo (movimento rotatério) a 100 min, por 14 dias. Para a
determinacdo da atividade enzimética, amostras de 3 mL foram retiradas
periodicamente (0, 3, 5, 7, 9, 11 e 14 dias) e centrifugadas (8.870 x g) para remogao
das células. O sobrenadante foi congelado e utilizado como caldo enzimatico bruto.

3.3.1 Atividade lipolitica

P. sajor-caju e P. djamor foram cultivados em meio de cultivo composto por
20 g de glicose dissolvidos em 1 L de extrato de trigo (item 3.1) e suplementado com
1% (v/v) de 6leo de soja (Soya®) e 0,001g/L de Tween 80. A atividade lipolitica foi
quantificada pelo método titulométrico, de acordo com Dellmora-Ortiz et al. (1997).
2,5 mL de emulséo de 6leo de oliva 50% (v/v) (substrato) em goma guar 0,1% (p/v)
foram adicionados a 2 mL de tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0 e 1,5 mL do
caldo enzimatico bruto. A mistura foi mantida sob agitacdo magnética, a 37°C. Apos
15 minutos de incubacéo, a reacéo foi interrompida pela adicdo de 10 mL de uma

38



mistura de etanol, acetona e agua (1:1:1 v/v/v). Os acidos graxos formados pela
hidrolise dos triacilglicerois presentes na emulsdo foram quantificados pela titulacao
contra NaOH 0,02 M, utilizando fenolftaleina como indicador. Um “branco” de cada
amostra foi preparado pela inativagdo da enzima por adicdo prévia da mistura
etanol-acetona ao meio reacional. Uma unidade de atividade enzimatica
determinada pelo método titulométrico (1U) corresponde a quantidade de enzima

que produz 1 umol de &cido graxo por minuto, nas condi¢des de ensaio.

3.3.2 Atividade de lacase

P. sajor-caju e P. djamor foram cultivados em meio de cultivo composto por
40 mg de CuSOs4 como indutor de lacase, 20 g/L de glicose e 0,1% de guaiacol
(Vetec) como substrato da enzima (MELO et al.,, 2016; DEVASIA e NAIR,
2016)dissolvidos em 1 L de extrato de trigo (item 3.1). A atividade da enzima lacase
foi determinada pelo monitoramento da absorbancia (420 nm) produzida pela
oxidacdo do composto ABTS (2,2-azino-bis-[3-ethyltiazoline-6-sulfonate) na
concentracdo de 1,8 mM, utilizado como substrato (BUSWELL, CAl e CHANG,
1995). Em um volume de 0,8 mL de ABTS foram acrescentados 0,1 ml de tampéo
acetato de sédio 0,1 M (pH 5,0) e 0,1 mL do caldo enzimatico bruto. A mistura foi
mantida a 30°C e a variacao de absorbancia foi monitorada por 1 min. A atividade da
enzima foi expressa em U L (umoles produto mint L1). Uma unidade de atividade
de enzima é definida como a quantidade de enzima necessaria para oxidar 1 umol
do subtrato ABTS por minuto, utilizando o coeficiente de extingdo molar de 36.000
M-t cmL. Os célculos foram realizados de acordo com a Equacéo 1.

UL '=AABS*Vg * 10°
exVext

Eqg. 1

Na qual:
A ABS, absorbancia final - absorbancia inicial;
g, coeficiente de extincdo molar (36.000 M-tcm™);
Vc, volume de caldo enzimatico (L);
VR, volume da reacéao (L);
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t, tempo de reacdo (min).

3.3.3 Atividade amilolitica

P. sajor-caju e P. djamor foram cultivados em meio de cultivo composto por 10 g de
amido (Synth) dissolvidos em 1 L de extrato de trigo (item 3.1). A atividade de
amilase foi determinada pela quantificacdo dos acUcares redutores liberados pela
hidrolise do amido pela enzima. 0,5 mL do caldo enzimatico bruto foram adicionados
a 0,5 mL de uma solucao 0,5% (m/v) de amido soluvel em tampéo fosfato de sédio
100 mM, pH 6,5. A reacgéo foi conduzida a 37 °C, sob agitacao, por 10 min. A reacao
foi interrompida pela adicdo de 1 mL de acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) procedendo-
se a determinacdo dos acUcares redutores liberados pela hidrolise do amido, de
acordo com Miller (1959), usando como padrédo a D- glicose nas concentracfes de
0,1, 0,2, 0,5, 0,8 e 1,0 g/L. A mistura foi incubada por 10 min a 100°C e a reacao foi
novamente interrompida, por resfriamento em banho de gelo. Apds o resfriamento, 8
mL de &gua foram adicionados e a absorbancia das solucdes foi lida em
espectrofotometro (Bel Photonics), no comprimento de onda de 540 nm. Um branco
da amostra foi preparado substituindo-se o extrato enzimatico por agua. Para avaliar
a presenca de agucares redutores provenientes do caldo enzimético, amostras
contendo tampéo fosfato 100 mM, pH 6,5, em substituicdo a solucdo de amido,
foram submetidas ao mesmo procedimento das demais amostras e a quantidade de
acucares redutores encontrada foi diminuida daquela proveniente da reacdo do
caldo enzimatico com o amido. A concentracdo de acuUcares redutores assim
determinada também foi utilizada para a construcao das curvas de concentracéo de
AR no meio de cultivo. Uma unidade de amilase é definida como a quantidade de
enzima que libera 1 ymol de agucares redutores (como equivalentes de glicose) por
minuto, nas condicfes estabelecidas no teste, calculada de acordo com a Equacéo
2.

L — AR« ZE

= *
mL Ve

1

Na qual:
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AR = Acucar redutor (umol/mL);

VR = Volume da reacao (mL);

Vc = Volume do caldo enzimatico (mL);
t = tempo de reacao (min).

3.3.4 Atividade pectinolitica

P. sajor-caju e P. djamor foram cultivados em meio de cultivo composto por 10 g de
pectina citrica (Sigma) dissolvidos em 1 L de extrato de trigo (item 3.1). A atividade
de pectinase foi determinada pela quantificacdo dos acucares redutores liberados
pela hidrélise da pectina.0,5 mL de uma solugéo de pectina citrica 0,5% (Sigma) em
tampéo citrato 0,1 M e pH 4,0, incubados em banho-maria a 50 °C durante 5 min
para estabilizacdo da temperatura foram adicionados de 0,5 mL do extrato contendo
a enzima, agitando-se vigorosamente. A reacao foi incubada a 50 °C durante 15 min,
interrompendo-se a reacdo com a adicdo de 1,0 mL de DNS, procedendo-se a
determinacao dos acucares redutores liberados pela hidrolise da pectina, de acordo
com Miller (1959), usando como padrdo o acido D-galacturénico monoidratado
(Sigma)(0,1, 0,2, 0,5 e 0,8 e 1,0 g/L). A mistura foi incubada por 10 min a 100°C e a
reacdo foi novamente interrompida, por resfriamento em banho de gelo. Apés o
resfriamento, 8 mL de agua foram adicionados e a absorbancia das solu¢es foi lida
em espectrofotdbmetro (Bel Photonics), no comprimento de onda de 540 nm. Um
branco da amostra foi preparado substituindo-se o extrato enzimatico por agua. Para
avaliar a presenca de acucares redutores provenientes do caldo enzimatico,
amostras contendo tampao citrato 0,1 M e pH 4,0, em substituicdo a solucdo de
pectina, foram submetidas ao mesmo procedimento das demais amostras e a
quantidade de acuUcares redutores encontrada foi diminuida daquela proveniente da
reacdo do caldo enzimético com a pectina. A concentracdo de acUcares redutores
assim determinada também foi utilizada para a constru¢cdo das curvas de
concentracdo de AR no meio de cultivo. A unidade de atividade foi determinada
como a quantidade de acido D-galacturbénico liberado por mililitro por minuto
(umolmL-tmin-t) nas condicdes estabelecidas, e calculada utilizando a Equacéo 3.

—=AR*—*? Eq. 3

mL Ve

Na qual:
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AR = Acucar redutor (umol/mL);
VR = Volume da reacao (mL);
Vc = Volume do caldo enzimatico (mL);

t = tempo de reacao (min).

3.3.5 Atividade celulolitica

P. sajor-caju e P. djamor foram cultivados em meio de cultivo composto por
10 g de carboximetilcelulose (CMC) dissolvidos em 1 L de extrato de trigo (item 3.1).
A atividade da celulase foi determinada pelo método da carboximetilcelulose (CMC),
seguindo uma adaptacdo do procedimento descrito em Ghose (1987), baseado na
capacidade do extrato enzimético em liberar acucares redutores na presenca de
CMC devido a hidrélise da fonte de celulose em glicose. Uma amostra de 0,5 mL do
extrato enzimatico foi adicionada a 0,5 mL de uma solucdo de CMC (Sigma) a 1%
(m/v), preparada em tampao citrato de sédio 50 mM, pH 4,8, sendo mantida em
banho termostético a 50°C durante 60 minutos. Apds esse tempo, a reacdo foi
adicionada de 1 mL de DNS, de acordo com metodologia desenvolvida por Miller
(1959), usando como padrdo a D- glicose nas concentra¢fes de 0,1, 0,2, 0,5, 0,8 e
1,0 g/L. A mistura foi incubada por 10 min a 100°C e a reacdo foi novamente
interrompida, por resfriamento em banho de gelo. Apds o resfriamento, 8 mL de
agua foram adicionados e a absorbancia das solucdes foi lida em espectrofotbmetro
(Bel Photonics), no comprimento de onda de 540 nm. Com o fim de determinar a
concentracdo de acucares redutores provenientes do caldo de cultivo, amostras na
qual 0,5 mL do extrato enzimatico foram misturados com 0,5 mL da solucdo de
tampao citrato de sédio 50 mM (pH 4,8) em substituicdo a carboximetilcelulose foram
submetidas ao mesmo procedimento das demais amostras e a quantidade de
acucares redutores encontrada foi diminuida daquela proveniente da reacdo do
caldo enzimatico com a CMC. A concentracdo de acgUcares redutores assim
determinada também foi utilizada para a construcédo das curvas de concentracao de
AR no meio de cultivo. Uma unidade de atividade enzimatica (U) € definida como a
quantidade de enzima capaz de liberar 1 ymol de glicose, por minuto, a 50 °C e foi
calculada de acordo com a Equacéo 4.
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Na qual:

AR = Acucar redutor (umol/mL);

VR = Volume da reagao (mL);

Vc = Volume do caldo enzimatico (mL);
t = tempo de reacgao (min).

3.3.6 Atividade proteolitica

A avaliagédo da producgéo de proteases foi realizada utilizando-se um meio de
cultivo composto por 50 g de leite em pd desnatado (Molico®, Nestlé) dissolvidos em
1 L de extrato de trigo (item 3.1). Para evitar coagulacdo proteica, o extrato de trigo
e a solucao de leite em p6 foram autoclavadas separadamente e ap0s, misturados
assepticamente. A atividade proteolitica foi determinada de acordo com Merheb
(2010). A mistura da reacéo foi composta de 0,4 mL de caseina (Sigma) 0,5% (p/v)
em tampdao acetato 0,2 M pH 5,5 como substrato; 0,4 mL tampéao acetato 0,2 M pH
5,5 e 0,2 mL de extrato enzimatico. A mistura de reacédo foi incubada a 35°C e ao
final de 30 minutos a reacédo foi interrompida pela adicdo de 1 mL de TCA (acido
tricloroacético) 10%. As amostras foram centrifugadas a 2300 x g, por 5 minutos. Um
controle foi preparado, no qual o TCA foi adicionado antes do extrato enziméatico. A
absorbéancia da mistura reativa foi lida a 280 nm em espectrofotémetro UV-1601PC
UV - visible - Shimadzu. Uma unidade de atividade proteolitica (U) é definida
arbitrariamente como a quantidade de enzima necessaria para causar um aumento
de 0,1 na absorbancia a 280 nm, nas condic6es definidas no ensaio. A atividade

proteolitica foi calculada de acordo com a Equacao 5.

U _ saps«ir, L2
— * — k — %k ——
mL Ve t 01

Eq. 5
Na qual:

A ABS, absorbancia final - absorbancia inicial;

VR € 0 volume da reacéo (mL);
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Vc é o volume de caldo enzimatico (mL);

t € o tempo da reacdo (min).

3.3.7 Atividade inulinolitica

P. sajor-caju e P. djamor foram cultivados em meio de cultivo composto por
10 g de inulina (Fluka) dissolvidos em 1 L de extrato de trigo (item 3.1). A atividade
de inulinase foi determinada pela quantificacdo dos acucares redutores liberados
pela hidrélise da inulina pela inulinase. 0,5 mL do extrato enzimatico bruto foram
adicionados a 0,5 mL de uma solugéo de inulina (Fluka) a 2% (m/v) em 0,1 M de
tampéo Tris-HCI, pH 9,0. A mistura foi incubada a 55°C, por 10 min. Apé0s esse
tempo, a reacdo foi adicionada de 1 mL de DNS, de acordo com metodologia
desenvolvida por Miller (1959), usando como padrédo a D-frutose nas concentracdes
de 0,1, 0,2, 0,5, 0,8 e 1,0 g/L. A mistura foi incubada por 10 min a 100°C e a reacao
foi novamente interrompida, por resfriamento em banho de gelo. Ap6s o
resfriamento, 8 mL de agua foram adicionados e a absorbancia das solucdes foi lida
em espectrofotdmetro (Bel Photonics), no comprimento de onda de 540 nm. Com o
fim de determinar a concentracdo de acgUcares redutores provenientes do caldo de
cultivo, amostras na qual 0,5 mL do extrato enzimético foram misturados com 0,5 mL
da solucdo de tampao citrato de sodio 50 mM (pH 4,8) em substituicdo a inulina
foram submetidas ao mesmo procedimento das demais amostras e a quantidade de
acucares redutores encontrada foi diminuida daquela proveniente da reacdo do
caldo enzimatico com a inulina. A concentracdo de acUcares redutores assim
determinada também foi utilizada para a construcao das curvas de concentracao de
AR no meio de cultivo.Uma unidade de atividade enzimatica (U) é definida como a
quantidade de enzima capaz de liberar 1 ymol de frutose, por minuto, a 50 °C e foi

calculada de acordo com a Equacgéo 6.

—=AR+_~+-  EQ.6

mL Ve

Na qual:
AR = Acucar redutor (umol/mL);
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VR = Volume da reacao (mL);
Vc = Volume do caldo enzimatico (mL);

t = tempo de reagao (min).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Avaliacao qualitativa da producéo de enzimas.

4.1.1 Presenca de lipase

A deteccdo da producdo de lipase baseou-se na interacdo da Rodamina B
com os acidos graxos liberados apos a hidrélise enzimética do 6leo, que pode ser
observada na forma de fluorescéncia laranja com luz UV (CARISSIMI et al., 2007).

Apos a incubacdo, as placas foram irradiadas com luz UV e o resultado
positivo foi verificado pelo surgimento de halo fluorescente alaranjado.

Tanto as placas inoculadas comPleurotus sajor-caju quanto as inoculadas
comPleurotus djamor apresentaram resultados positivos tanto para o crescimento
micelial utilizando 6leo de soja como uUnica fonte de carbono para a producdo da

enzima lipase (Figura 7).

Figura 7— Placas de Petri inoculadas com Pleurotus sajor-caju (a) e Pleurotus djamor (b) em meio
cultivo contendo Rodamina B e 6leo de soja como Unica fonte de carbono apresentado resultado
positivo para a producéo de lipase.

4.1.2 Presenca de lacase
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Apébs 96 horas de incubacéao foi possivel observar a presenca da cor marrom
sob e ao redor da coldnia fangica em ambos os cultivos (P. sajor-caju e P. djamor)
(Figura 8), indicando a oxidac&o do guaiacol pela lacase.

O guaiacol tem sido muito utilizado como substrato e indicador eficientespara
o0 ensaio de lacase. A cor marrom intensa desenvolvida devido a oxidacdo do
guaiacol pela lacase pode ser correlacionada com sua atividade usualmente lida em
450 nm (DESAI et al., 2011).

Figura 8— Placas de Petri inoculadas com Pleurotus sajor-caju (a) e Pleurotus djamor (b) em meio de
cultivo contendo guaicol como substrato indutor da lacase apresentado resultado positivo para a
producédo de enzima.

Pateis et al. (2012) realizaram um estudo visando encontrar novas linhagens
de fungos produtores de lacases. Entre os 40 isolados testados, sob trés indicadores
diferentes (guaiacol a 0,02%, siringaldazina a 0,1%, ou o corante remazol brilliant
blue (RBBR) a 0,05%), as espécies Flaviporus venustus, Ganoderma djamor,
Ganoderma lucidum, Hydnopolyporus fimbriatus, Inonotus
splitgerberi,Oudemansiella canarii, Phelinus linteus, Pleurotus albidus e Xylaria
globosaapresentaram resultado positivo para producédo de lacase em todos os trés

testes realizados.

4.1.3 Presenca de amilase
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Em ambos os cultivos (P. sajor-caju e P. djamor) (Figura 9) que utilizaram
amido como Unica fonte de carbono foi possivel observar o surgimento de um halo
amarelado circundando o micélio fungico, indicando a hidrélise do amido pela
amilase.

O teste do lugol é amplamente utilizado devido a facilidade e rapidez dos
resultados. As moléculas de amido podem ter diferentes graus de ramificacdo, na
qual a conformacdo maiscomum da amilase é uma hélice com seis residuos em
volta, que quando moléculas de iodo (presentes no lugol) se encaixam dentro dessa
hélice, formam um complexo de amido-iodo, caracterizado pela cor azul-escuro
(CAMPBELL e FARRELL, 2007). Com essa formacdo de coloracdo é possivel

identificar a presenga ou ndo do amido e assim identificar a atividade da amilase.

Figura 9— Placas de Petri inoculadas com Pleurotus sajor-caju (a) e Pleurotus djamor (b) em meio de
cultivo contendo amido como Unica fonte de carbono apresentado resultado positivo para a producao
de amilase.

4.1.4 Presenca de pectinase

Ambas as espécies de fungos estudadas apresentaram resultados positivos
para a producdo de pectinases, observado pela formacgédo da coloracdo amarelada
circundando a colbnia fangica, indicando a degradacdo da pectina utilizada como

Unica fonte de carbono.

Figura 10— Placas de Petri inoculadas com Pleurotus sajor-caju (a) e Pleurotus djamor (b) em meio de
cultivo contendo pectina como Unica fonte de carbono apresentado resultado positivo para a
producédo de pectinase.
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Foi analisada a producdo de pectinases por 180 isolados de fungos
filamentosos crescidos em meio solido acrescentado de pectina citrica, fosfato de
potassio, extrato de levedura e glicose por quatro dias. A atividade pectinolitica foi
observada em 59 isolados, sendo que Penicillium sp.produziu halos de até 30 mm
de diametro (GRIEBELER et al., 2015).

4.1.5 Presenca de celulase

A atividade celulolitica ndo foi detectada em nenhum dos cultivos. Embora
tenha havido o crescimento micelial para ambos os fungos, néo foi possivel detectar
o halo claro caracteristico da degradacdo da CMC utilizada como Unica fonte de
carbono (Figura 11). Pode-se sugerir que tracos de glicose possivelmente presente
na composi¢cao da CMC possam ter proporcionado a fonte de carbono necesséria ao
crescimento fungico.

O corante vermelho congo utilizado neste teste tem afinidade com a celulose,
e o NaCl é utilizado para retirar o corante das regiées em que o substrato ndo foi
hidrolisado(TEATHER e WOOD, 1982).
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Figura 11— Placa de Petri apresentando crescimento flngico (P. sajor-caju) em meio de cultivo
contendo CMC (carboximetilcelulose) como Unica fonte de carbono. O halo claro caracteristico da
degradacédo da celulose pela celulase néo foi observado.

Souza et al. (2008) observaram a producdo de enzimas celuloliticas em 10
linhagens fangicas e encontraram para Pleurotussp. a formacédo de halos de até

20,43 mm de didmetro utilizando CMC como substrato indutor.

4.1.6 Presenca de protease

Decorrido o periodo de incubacéo, foram observadas zonas de hidrolise em
torno de ambas as colbnias fungicas (P. sajor-caju e P. djamor) indicando a hidrdlise

das proteinas do leite (utilizado como Unica fonte de carbono) pelas proteases.

Figura 12— Placas de Petri inoculadas com Pleurotus sajor-caju (a) e Pleurotus djamor (b) em meio de
cultivo contendo leite em p6 como Unica fonte de carbono apresentado resultado positivo para a
producgéo de proteases.

SOUZA et al. (2008)verificaram a producéo de enzimas proteoliticas no cultivo
de Trametes, Pycnoporus, Ganoderma, Stereum, Daedalea,
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Cantharellus e Pleurotusem meio agar-gelatina-leite durante 24 horas. Todos os
fungos testados foram capazes de produzir proteases.Os halos variaram de 10,56
mm de diametro para Stereum sp. até 23,78 mm para Pycnoporus sanguineus 12B,
sendo de 15,9 mm para Pleurotussp.

4.1.7 Presenga de inulinase

A atividade inulinolitica n&o foi detectada em nenhum dos cultivos. Embora
tenha havido o crescimento micelial para ambos os fungos, ndo foi possivel detectar
o halo claro caracteristico da degradacdo da inulina utilizada como Unica fonte de
carbono (Figura 13). Pode-se sugerir que, semelhante ao ocorrido no teste da
celulase, tracos de glicose possivelmente presente na composicdo da inulina
utilizada possam ter proporcionado a fonte de carbono necessaria ao crescimento
fangico.

Figura 13 —Placas de Petri apresentando crescimento fingico de P. sajor-caju (a) e P. djamor (b) em
meio de cultivo contendo inulina como Unica fonte de carbono. O halo amarelado circundando zona
azulada caracteristico da degradac¢éo da inulina pela inulinase nao foi observado.

O Quadro 2 apresenta um compilado dos resultados obtidos para a producéo

de enzimas por P. sajor-caju e P. djamor.

Quadro 2 - Resultados qualitativos obtidos para a producdo de enzimas por P. sajor-caju e P. djamor.
Enzima ‘ Micro-organismo
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Pleurotus djamor Pleurotus sajor-caju
Lipase X X
Lacase X X
Amilase X X
Pectinase X X
Celulase - -
Protease X X
Inulinase - -

4.2 Avaliacdo gquantitativa da producdo de enzimas

4.2.1 Atividade lipolitica

Diversos autores como Mahadik et al. (2002) e Feitosa et al. (2010)utilizaram
azeite de oliva como indutor da producdo de lipases, porém, quando se deseja
aplicar em larga escala, é inviavel a adicdo do azeite devido ao elevado custo deste
produto. Desta forma, pode-se estudar a utilizacdo de outros indutores, como o 6leo
de soja, que foi utilizado neste trabalho. No entanto, embora o resultado do teste
qualitativo tenha sido positivo para a presenca de lipases, nao foi possivel quantificar
a enzima pelo método escolhido. A producdo de lipase por fungos do género
Pleurotus foi relatada por Zorn et al. (2003) e Linke et al. (2005) (Pleurotus sapidus).
Os autores obtiveram atividade de 312 U/L para a enzima purificada. Guizelini et al.
(2015) avaliaram o crescimento de Pleurotus pulmonarius em cultivos contendo 6leo
vegetal, azeite de oliva e tween 20. Os autores obtiveram reducéo de até 98,93% do
Oleo em até 8 dias de cultivo contendo 30 g/L do substrato evidenciando a presenca
de lipases no meio de cultivo. Almeida (2016) estudando a producgao de lipase por P.
ostreatus em azeite de oliva e tween 20, verificou que a enzima flngica teve maior
atividade em meio de cultura contendo azeite de oliva, com producdo de 1,10x10-3
Ul/mL.

4.2.2 Atividade de lacase
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A producdo da enzima lacase porP. sajor-caju e P. djamor pode ser

observada nas Figuras 14 e 15, respectivamente. Ambos os fungos foram capazes

de produzir a enzima, o que esta de acordo com a literatura reportada por Rothschild

et al. (2002) que citaram que a atividade delacase tem sido relatada em alguns

fungos da podriddo branca. Neste trabalho, P. djamor apresentou producdo maxima

da enzima de 144,72 U/L, em 9 dias de cultivoenquanto que a produ¢cdo maxima da

enzima por P. sajor-cajufoi de 37,22 U/L, em 3 dias de cultivo.

Figura 13 - Cinética de producao de lacase pelo fungo Pleurotus sajor-caju CCB 019 em meio de
cultivo contendo guaicol como substrato.Os simbolos ¢ e ¢representam as duplicatas. A linha

representa a curva ajustada aos pontos.

Atividade de lacase (U/L)
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Figura 14 - Cinética de producao de lacase pelo fungo Pleurotus djamor UNIVILLE 001 em meio de

cultivo contendo guaicol como substrato. Os simbolos ¢ e ¢representam as duplicatas. A linha

representa a curva ajustada aos pontos.
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Atividade de lacase (U/L)

15

Tempo (dias)

Diferentes fatores podem influenciar a produgcdo de lacase e
consequentemente a formacédo de produtos, podendo destacar. a composicdo do
meio de crescimento, tempo de cultivo, pH, razdo carbono: nitrogénio, temperatura,
natureza quimica do substrato, luminosidade e areacdo (IKEHATA et al., 2004).

Alexandrino et al. (2007) observaram a sintese de lacases por Pleurotus
ostreatus em um meio de cultivo a base de casca de laranja e obtiveram 75
U/gcomo atividade maxima da enzima, em 15 dias de cultivo.

Montanari et al. (2009) avaliaram a sintese de lacase por Pleurotus sajor-caju
PS-2001 em biorreator, utilizando glicose e caseina no meio de cultivo em diferentes
condi¢cBes. O melhor resultado obtido continha no meio 5 g/L de glicose e atingiu 50
U/mL em 48 horas de cultivo.

Zucca et al. (2011) encontraram maxima producdo de lacase por Pleurotus
sajor-caju (15 U/mL) utilizando um meio de cultivo contendo acido ferulico como
indutor da enzima

Libardi JR. et al. (2012) verificaram a producdo de lacasese encontraram
atividade maxima de 1699,39 U/L (1,699 U/mL) para P. ostreatus,em 19 dias de
cultivo.

Melo (2015) observou a sintese de lacases por Pleurotus sajor-caju em trés
diferentes meios de cultivo, e obteve a maior atividade enzimética de 35 U/mL em 12
dias de cultivo com o meio OXl (dgua de imersdo de palha de bananeira
suplementada com p6 de cascas de banana 60 g/L, tartarato de aménio 5,4 mM e

glicose 10 g/L).
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Os valores de atividade de lacase encontrados neste trabalho estdo de
acordo com aqueles reportados na literatura para a producdo da enzima em frascos

agitados.

4.2.3 Atividade amilolitica

A sintese das enzimas amiloliticas por P. sajor-caju e P. djamor e a
concentracdo de acucares redutores no meio de cultivo pode ser observada nas
Figuras 16 e 17, respectivamente. Em ambos os cultivos houve a producdo de
amilases, mas em quantidades baixas, com méxima atividade de 0,35 U/mL para P.
sajor-caju (11 dias de cultivo) e 0,45 U/mL para P. djamor, em 7 dias de cultivo. Dois
picos de atividade sdo observados para Pleurotus sajor-caju, um aproximadamente
em 5 dias e outro em aproximadamente 10 dias, sugerindo a atuacao de diferentes
amilases ou ainda de diferentes isoformas da enzima.Souza et al. (2008)
observaram a presenca de amilases em Pleurotus, em meio solido, utilizando amido,
como fonte de carbono. Apés 120 horas de incubacdo, ndo foi identificada a
presenca da enzima nos meios de cultivo.

Interessante observar o aumento da concentracao de acucares redutores no
meio de cultivo, indicando que o amido, Unica fonte de carbono presente, vai
gradativamente sendo hidrolisado pela amilase, rendendo glicose livre. O inicio da
liberacdo dos acucares redutores parece coincidir com o primeiro pico de atividade
amilolitica, mantendo-se constante ao longo do cultivo.

Em meio de cultivo liquido, a producdo ou a liberacdo da glicose, ocorre
devido a degradacédo do amido utilizado como indutor e como fonte de carbono pela
acao de amilases excretadas pelos micro-organismos, que pode inibir a produgéo da
enzima (FERNANDES et al., 2007). A liberacao de glicose foi evidenciada a partir da
determinacao de acucar redutor presente no meio de cultivo liquido (PANDEY et al.,
2000).

Figura 15 - Cinética de producéo de amilasee aglicares redutores (AR) pelo fungo Pleurotus sajor-
caju CCB 019 em meio de cultivo contendo amido como Unica fonte de carbono. Os simbolos ¢ e
srepresentam as duplicatas da atividade amilolitica. A linha cheia ( ) representa a curva de
atividade amilolitica ajustada aos pontos. A linha tracejada (-----) representa a curva de concentragéo
de agucares redutores no meio de cultivo.
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Figura 16 - Cinética de producdo de amilasee agucares redutores (AR) pelo fungo Pleurotus djamor
UNIVILLE 001 em meio de cultivo contendo amido como Unica fonte de carbono.Os simbolos ¢ e

erepresentam as duplicatas da atividade amilolitica. A linha cheia ( ) representa a curva de
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4.2.4 Atividade pectinolitica

) representa a curva de concentragao
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A atividade das enzimas pectinoliticas produzidas por Pleurotus sajor-caju e a
concentracdo de acucares redutores (AR) presentes nomeio de cultivo podem ser
observadas nas Figuras 18. O valor maximo de atividade enzimatica obtido foi de
0,29 U/mL, verificado no 11° dia de cultivo. Durante o periodo de cultivo, 2,7 g/L de
acucares redutores foram liberados. Nao foi possivel detectar atividade pectinolitica
no cultivo de P. djamor em 14 dias de cultivo, embora tenha havido a liberacédo de
4,5 g/L de aclcares redutores para o meio, resultantes da hidrélise da pectina citrica
(Figura 19).

Figura 17 - Cinética de producéo de pectinasee agucares redutores (AR) pelo fungo Pleurotus sajor-
caju CCB 019 em meio de cultivo contendo pectina citrica como Unica fonte de carbono. Os simbolos
¢ e erepresentam as duplicatas da atividade pectinolitica. A linha cheia (__ ) representa a curva de
atividade pectinolitica ajustada aos pontos. A linha tracejada (-----) representa a curva de
concentracdo de aclcares redutores no meio de cultivo.
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Figura 18 - Cinética de producéo de agucares redutores (AR) por Pleurotus djamor UNIVILLE 001
contendo pectina citrica como Unica fonte de carbono.
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Alexandrino et al. (2007) utilizaram um meio a base de residuo de laranja para
cultivar Pleurotus ostreatus e avaliar a producédo de pectinases. Apos 30 dias de
cultivo foi utilizado o método DNS para avaliar a atividade enzimética, mas também
ndo houve valores significativos(valores inferiores a 0,2 U.g 1).Souza et al. (2008)
observaram a presenca de pectinases em Pleurotus, em meio sdlido, utilizando
pectina, respectivamente, como fonte de carbono. Apds 120 horas de incubacéo,
nao foi identificada a presenca das enzimas nos meios de cultivo.

Huerta et al. (2014) observaram a producdo de pectinases por Pleurotus
ostreatus em meio solido. O estudo teve duracéo de 24 dias e a atividade maxima foi
observada apds 168 horas de cultivo (fase do crescimento exponencial). Trés
isoformas de pectinases puderam ser observadas, indicando que a espécie foi
considerada um excelente candidato para a producdo destas enzimas para uso
industrial.

A andlise de pectinases em cultivo sélido usando residuos provenientes da
extracdo do suco de laranja por P. ostreatus(ALEXANDRINO et al., 2007), onde néo
foi detectada atividade de pectinase, e P. pulmonarius que encontrou 9,4 = 0,40
U/mI(INACIO et al., 2015). Raymond, Mshandete e Kivaisi (2015) avaliaram a
producdo de pectinase por Pleurotus HK-37 em FES (3,31 = 2,40 U/ml), usando
residuo de sisal suplementado com esterco de vaca. Freixo, Karmali e Arteiro (2008)
avaliaram a producado de pectinase por P. ostreatus (2,18 U/ml) utilizando bagaco de
tomate como fonte de carbono em cultivo subsmerso. A producéo de pectinase por

P. pulmonarius também foi detectada em cultivo submerso (0,7 U/ml), usando
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glicose como substrato (DIAZ-GODINEZ et al., 2016). Pectinase também foi
detectada no cultivo solido de P. florida usando palha de arroz (1,00 U/mL)
(MALAYIL; CHANAKYA, 2016). Nao foi encontrada nenhuma publicagéo relatando a
producao de pectinase por Pleurotus sajor-caju.

A pectina € um heteropolissacarideo complexo e varias sdo as enzimas que
atuam em sua estrutura (NAIDU e PANDA, 1998). Nem todas essas enzimas
produzem acuUcares redutores, como sdo 0s casos da pectina liase e das pectina-
esterases. Desta forma, uma possivel atividade pectinolitica pode néo ter sido
detectada devido a técnica utilizada neste trabalho para determinacédo da atividade

de pectinase.

4.2.5 Atividade celulolitica

Como ja visto nos testes qualitativos em fermentacdo em estado sélido, foi
confirmado que as espécies P. sajor-caju e P. djamor sob as condicfes estudadas
neste trabalho ndo sdo capazes de produzir celulases. No entanto, niveis de AR
foram encontrados em ambas as espécies, mas em baixas concentracfes, com
maxima liberacdo de 0,35 g/L no cultivo de P. sajor caju apos 5 dias (Figura 20). P.
djamor consumiu 0,1 g/L de acucar do terceiro ao quinto dia de cultivo, apos os
quais houve retorno aos niveis inicias de AR (Figura 21).

Garzillo et al. (1994) também nao detectaram atividade celulolitica quando
avaliaram Pleurotus ostreatus cultivado em meio liquido contendo glicose ou
extratos vegetais como substitutos da palha no meio de cultivo.

Em fungos saprofiticos se observam variadas taxas de atividades para esta
enzima: Sukumaranet al. (2005)obtiveram 14,98 U/mL de endoglucanases
utilizando Trichoderma reesei RUT C30. Enquanto Malik et al. (2010) obtiveram o
maximo de producgao 1,57 para T. viride, em fermentacdo submersa pelo periodo de
incubacdo de 72 horas e ajustando-se o pH para 5,5, alcancou-se a maxima
producéo de 1,66 U/mL.

P. ostreatus foi cultivado em frascos de Erlenmeyer de 1 L contendo 500 ml

de um meio de cultura composto por celulose microcristalina a 1%. A atividade de
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celulase alcancou valor maximo de 3,19 U/mL, apos 9 dias de cultivo (LIGUORI et

al., 2015).

De forma a estabelecer uma correlacdo entre diferentes substratos e a

expressdo de enzimas lignoceluloliticas por Pleurotuseryngii,Xie et al. (2016)

avaliaram a expressao destas enzimas em 4 diferentes substratos utilizando uma

abordagem proteémica quantitativa baseada em TMT (tandem mass tag) de alto

rendimento. 74 enzimas celuloliticas foram quantificadas e a expresséo e a atividade

enzimatica sugere que celulases, hemicelulases e ligninases tém uma correlacéo

positiva com a eficiéncia biolégica, que depende da natureza dos substratos

lignoceluldsicos.

Figura 19 - Cinética de producao de acUcares redutores porPleurotus sajor-caju CCB 019 em meio de
cultivo contendo carboximetilcelulose (CMC) como Unica fonte de carbono.
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Figura 20 - Cinética de producéo de agucares redutores (AR) por Pleurotus djamorUNIVILLE 001lem

meio de cultivo contendo carboximetilcelulose (CMC) como Unica fonte de carbono.
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4.2.6 Atividade proteolitica

Diferente do resultado obtido através dos testes realizados em cultivo soélido,
nao foi possivel quantificar as enzimas proteoliticas em cultivo liquido tanto para P.
djamor quanto para P. sajor-caju em 14 dias de cultivo.

Palmieri et al. (2001) observaram a producdo de enzimas proteases, em
cultivo submerso de Pleurotus ostreatus, comparando quatro diferentes substratos.
O estudo teve duracao de trés dias e a leitura dos resultados foi feita por meio do
método DNS. SucAAPFpNA(N-SUCCINYL-ALA-ALA-PRO-PHE-p-

nitroanilide)foram os dois substratos onde a enzima proteolitica apresentou

Azocoll e

atividade. Pode-se sugerir que o meio de cultivo ndo tenha sido apropriado para
produzir proteases em quantidades adequadas pelo método utilizado para a

deteccéo da enzima.

4.2.7 Atividade inulinolitica

Nao foi possivel detectar a sintese de inulinasesporP. sajor-caju, embora
tenha havido liberacdo de acucares redutores (AR) medidos como frutose de 3,18
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g/L (Figura 22). P. djamor produziu atividade maxima de 0,62 U/mL no 9° dia de

cultivo, liberando 5,17 g/L de acUcares redutores para o meio de cultivo (Figura 23).

Figura 21 - Cinética de producéo de acgucares redutores (AR) porPleurotus sajor-caju CCB 019 em
cultivo contendo inulina como Unica fonte de carbono.

4.5 -
3.5 - x7
2.5 - /

1.5 - - T — _— -

AR (g/L em frutose)
N

0.5 -

0 5 10 15
Tempo (dias)

Figura 22 - Cinética de producéo de inulinase pelo fungo Pleurotus djamor UNIVILLE 001. Os
simbolos ¢ e erepresentam as duplicatas da atividade inulinolitica. A linha cheia (___ ) representa a
curva de atividade inulinolitica ajustada aos pontos. A linha tracejada (-----) representa a curva de
concentracdo de aclcares redutores no meio de cultivo.
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A atividade inulinolitica encontrada neste trabalho apresentou valor bem
abaixo dos reportados por outros fungos. Pessoni et al. (2004) avaliaram a producao

das enzimas inulinasicas porPenicillium janczewskii utilizando inulina de V. herbacea
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como fonte de carbono indutora durante 12 dias. ApOs este periodo, os autores
encontraram atividade enzimatica de 1.380 U/L. Kochhar et al. (1999) reportaram
atividade maxima de 3.176 U/L para inulinases produzidas em P. funiculosum
durante o mesmo tempo de cultivo.

Alguns autores também avaliaram a producdo dessas enzimas por espécies
do género Aspergillus sp: Kochhar et al. (1999) encontraram atividades inulinasicas
de 9.046 U/L (Aspergillus candidus), 98 U/L (Aspergilllus terreus), 95 U/L (Aspergillus
oryzae) e 31 U/L (Aspergillus chevalieri). Cruz et al. (1998) testaram 350 linhagens
de Aspergillus niger e selecionaram A. niger-245, cuja atividade inulinasica foi 2,92
U/mL ap6s 60 horas de cultivo, como sendo o melhor micro-organismo para
utilizacao industrial.

Outro micro-organismo bastante utilizado para producdo de inulinases em
escala industrial é Kluyveromyces marxianus. Mendes (2006) encontrou atividade
inulinasica de 974 U/mL ap6s 135 horas de cultivo utilizando a linhagem
Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571 em meio composto por melago de cana-de-
acucar e agua de maceracao de milho.

Estudos envolvendo o género Pleurotussp. na producdo de enzimas
inulinasicas precisam ser considerados, visto que a espécie P. djamor sintetizou

uma pequena quantidade destas enzimas em condi¢cdes nao otimizadas.

A Tabela 1 apresenta os resultados dos testes qualitativo e quantitativo
realizados neste trabalho para deteccdo das enzimas produzidas pelas duas

linhagens fungicas.

Tabela 1 — Sintese dos resultados qualitativos e quantitativos de atividade enzimatica verificada para
P. sajor-cajuCCB 019 e P. DjamorUNIVILLE 001 neste trabalho.

P. sajor-caju P. djamor
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Enzima Presenca da Atividade Presenca da Atividade
enzima (teste enzimética enzima (teste enzimética
gualitativo) (U/mL) qualitativo) (U/mL)
Lipase + — + —
Lacase + 0,04+0,01 + 0,14+0,09
Amilase + 0,35+0,07 + 0,45+0,08
Pectinase + 0,29+0,29 + —
Celulase — — — —
Protease + — + —
Inulinase — — — 0,62+0,62

*Desvio médio

5 CONCLUSAO
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Este trabalho teve por principal objetivo avaliar o potencial biotecnoldgico de
duas linhagens de Pleurotus, Pleurotus sajor-caju CCB 019, cedida da Colecéo de
Culturas de Basidiomicetos do Instituto de Botanica de S&o Paulo e Pleurotus
djamor UNIVILLE 001, isolada no Campus Joinville da UNIVILLE (Joinville, SC),
ambas armazenadas no Laboratorio de Biotecnologia da UNIVILLE, por meio da
avaliacdo da sintese de enzimas de interesse comercial.

Na etapa inicial, os ensaios qualitativos mostraram crescimento micelial de
ambos os fungos em todos os meios de cultivo, indicando a capacidade destes em
utilizar a fonte de carbono presente no meio, sugerindo a excrecdo das enzimas
especificas para a degradacdo do substrato. A presenca das enzimas amilase,
pectinase e protease foi confirmada pela formacdo de um halo de degradacao do
substrato ao redor da col6nia fangica, para ambos os fungos. A presenca de lacase
foi confirmada pela formacdo de coloragdo marrom sob e ao redor da col6nia
fungica, para ambos os fungos, indicando a oxida¢do do guaiacol presente no meio.
As enzimas celulase e inulinase ndo foram detectadas em nenhum dos cultivos.

O crescimento fungico e/ou a presenca das enzimas testadas determinou a
proxima etapa do trabalho, no qual a producdo das enzimas foi avaliada
guantitativamente ao longo do cultivo. As atividades maximas de lacase encontradas
foram de 0,037 U/mL para P. sajor-caju e 0,144 U/mL para P. djamor, no 3° e 9° dias
de cultivo, respectivamente. As atividades maximas de amilase encontradas foram
de 0,35 U/mL para P. sajor-caju e 0,45 U/mL para P. djamor, no 11° e 7° dias de
cultivo, respectivamente. A enzima pectinase so foi detectada no cultivo de P. sajor-
caju, alcancando atividade maxima de 0,29 U/mL, no 11° dia de cultivo. Inulinase s6
foi detectada no cultivo de P. djamor, alcancando atividade maxima de 0,62 U/mL,
no 9° dia de cultivo. Celulases e proteases ndo foram detectadas pelo método
utilizado neste trabalho, em ambos os cultivos flngicos.

Embora os valores de atividade enzimética encontrados neste trabalho
tenham sido inferiores aos reportados na literatura, cabe lembrar que estes foram
obtidos em meio de cultivo basico, sem suplementacdo, e cujo Unico indutor da
enzima, com excec¢ao para a lacase, foi a propria fonte de carbono. Este método de
avaliacao foi selecionado porque o objetivo deste trabalho foi somente verificar a
capacidade de expressdo das enzimas pelos fungos avaliados, sem nenhuma

otimizacdo do meio ou das condicbes de cultivo para isto. Importante também
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ressaltar que Pleurotus djamor € um isolado, sobre o qual nenhum teste havia sido
realizado no sentido de producdo de enzimas. Desta forma, estudos de otimizacao
destes parametros sdo bastante relevantes para dar continuidade as pesquisas
envolvendo os dados deste trabalho.Os resultados obtidos sugerem que ambos o0s
fungos apresentam potencial biotecnolégico para a producdo de enzimas de

interesse comercial.

6 REFERENCIAS

66



ABO-STATE, M. A. M.; KHATAB, O.; NASAR, A.A.; MAHMOUD, B. Factors affecting
laccase production by Pleurotus ostreatus and Pleurotus sajor-caju. World Applied
Sciences Journal, v. 14, p. 1607-1619, 2011.

ALEXANDRINO, A. M.; FARIA, H. G.; SOUZA, C. G. M; PERALTA, R.
M.Aproveitamento do residuo de laranja para a producdo deenzimas
lignoceluloliticas por Pleurotus ostreatus(Jack:Fr). Ciénciae Tecnologia de
Alimentos, v. 27, n. 2, p. 364-368, 2007.

ALLAIS, J. J.; HOYOS-LOPES, G.; BARATTI, J. Characterization and properties of
an inulinase from a thermophilic bacteria.Carbohydrate Polymers,v. 7, p. 277-290.
1987.

ALMEIDA, M. N. R. Producdo enzimatica de biodiesel a partir de residuos agro-
industriais usando a lipase imobilizada de origem microbiana. 2016. 127 f.
Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Quimica e Bioldgica) — Instituto Superior de
Engenharia de Lisboa, 2016.

ALVES, M. H.; CAMPOS-TAKAKI, G. M.; PORTO, A. L. F.; MILANEZ, A. |.Screening
of Mucor sp. for the production of amylase, lipase, polygalacturonase and
protease. Brazilian Journal of Microbiology, v. 33, n. 4, p. 325-330, 2002.

ALVES, F. Modelagem e simulagdo de biorreator operando em fungos Trametes
Versicolor para producdo de enzima lacase. 2010. 91 f. Dissertacdo (Mestrado em
Engenharia de Processos Quimicos e Bioquimicos) - Centro Universitario do Instituto
Maua de Tecnologia, Sdo Caetano do Sul, 2010.

BAPTISTA, N. M. Q.; SANTOS, A. C.; ARRUDA, F. V. F.; GUSMAO, N. B.Producéao
das enzimas lignina peroxidase e lacase por fungos filamentosos. Scientia Plena, v.
8,n.1,2012.

BARATTO, C. M.; SALAMONI, S. P.; COSTA, R.; OLIVEIRA, C. B.; LOCATELLI, G.
O.Selecao de microrganismos produtores de enzimas hidroliticas isolados da regiéo
do meio oeste de Santa Catarina, Brasil. Evidéncia, Joagaba, v. 11 n. 2, p. 15-28,
julho/dezembro 2011.

BETTIN, F.; ROSA, L. O.; MONTANARI, Q.; CALLONI, R.; GAIO, T. A.; MALVESSI,
E.; SILVEIRA, M. M.; DILLON, A. J. P. Growth kinetics, production, and
characterization of extracellular laccases from Pleurotus sajor-caju PS-2001.
Process Biochemistry, n. 46, p. 758-764, 2011.

67



BRASIL, Medida proviséria n° 2.186-16 de 23 de agosto de 2001, Regulamenta o
inciso Il do 8§ 10 e o0 § 40 do art. 225 da Constituicéo, os arts. 10, 8o, alinea "j", 10,
alinea "c", 15 e 16, alineas 3 e 4 da Convencéao sobre Diversidade Bioldgica, dispde
sobre o0 acesso ao patrimdénio genético, a protecdo e 0 acesso ao conhecimento
tradicional associado, a reparticAo de beneficios e o acesso a tecnologia e
transferéncia de tecnologia para sua conservacdo e utilizacdo, e da outras
providéncias. Republica Federativa do Brasil, Poder executivo, Brasilia, DF 23 de
agosto de 2001.

BOCCHESE, C. A. C.; MARTINELLI, J. A.; MATSUMURA, A. T. S.; FEDERIZZI, L.
C.; PRESTES, A. M. Viruléncia, atividade enzimatica e padrdes de isoesterases de
isolados de Pyrenophora chaetomioides, agente etiolégico da mancha de gréos e
folhas de aveia. Fitopatologia Brasileira,n. 28, p. 11-16, 2003.

BUENO, C. J.; FISHER, I. H.; ROSA, D. D.; FURTADO, E. L. Producédo de enzimas
extracelulares por Fusarium solani de maracujazeiro amarelo. Tropical Plant
Pathology. Sociedade Brasileira de Fitopatologia, v. 34, n. 5, p. 343-346, 2009.

BURKERT, J. F. M.; MAUGERI, F.; RODRIGUES, M. I. Optimization of extracellular
lipase production by Geotrichum sp. using factorial design. Bioresource
Technology, v. 91, n. 1, p. 77-84, 2004.

BUSWELL, J. A.; CAl, Y.; CHANG, S.Effect of nutrient nitrogen and manganese on
manganese peroxidase and lactase production by Lentinula (Lentinus) edodes.
FEMS Microbiology Letters, v. 128, p. 81-88, 1995.

CABANA, H.; JIWAN, J. H.; ROZENBERG, R.; ELISASHVILI, V.; PENNINCKX, M.;
AGATHOS, S. N.; JONES, J. P.Elimination of endocrine disrupting chemicals
nonylphenol and bisphenol A and personal care product ingredient triclosan using
enzyme preparation from the white rot fungus Coriolopsis polyzona. Chemosphere,
v. 67, p. 770-778, 2007.

CAMPBELL, M. K.; FARREL, S. O. Bioguimica. 5ed. S&o Paulo: Thomson Learning,
2007.

CARDOSO, F. L.; MURAKAMI, C.; MAYWORM, M. A. S.; MARQUES, L. M. Analise
sazonal do potencial antimicrobiano e teores de flavonoides e quinonas de extratos
foliares de Aloe arborescens Mill., Xanthorrhoeaceae. RevistaBrasileira de
Farmacognosia, v. 20, n. 1, p. 35-40. 2010.

68



CARDOSO, W. S. Obtencéo e caracterizacdo de celulases de fungos da podridado
branca em fermentacdo no estado sélido e sacarificacdo da palha de sorgo visando
a producdo de etanol. 2012. 127 f. Tese (Doutorado em Bioquimica Agricola) -
Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais.

CARISSIMI, M.; STOPIGLIA, C. D. O.; SOUZA, T. F.; CORBELLINI, V. A;
SCROFERNEKER, M. L. Comparison of lipolytic activity of Sporothrix schenckii
strains utilizing olive oil-rhodamine B and tween 80, Tecno-l6gica,v. 11, n. 1 e 2, p.
33-36, 2007.

CARVALHO, P. O.; CALAFATTI, S. A.; MARASSI, M.; SILVA, D. M.; CONTESINI,
F. J.; BIZACO, R.Potencial de biocatalise enantiosseletiva de lipases microbianas.
Quimica Nova, v. 28, N. 4, p. 614-621, 2005.

CARVALHO, L. C. T. Producéo de lipases e biossurfactantes por bactérias isoladas
de um solo contaminado com O6leo vegetal residual. 2012. 138 f. Dissertacdo
(Mestrado em Biologia Celular e Molecular) - Universidade Federal da Paraiba, Jodo
Pessoa.

CASTANON, F. S. Isolamento de fungos filamentosos produtores de inulinases.
2013. 55 f. Dissertacao (Mestrado em Microbiologia Agricola) — Universidade Federal
de Vicosa, Minas Gerais, Brasil.

CASTRO, A. L. A,; PAIVA, P. C. A,; DIAS, E. S.; SANTOS, J.Avaliagdo das
alteracdes bromatoldgicas e de degradabilidade do residuo de lixadeira do algodao
apos tratamento bioldgico com Pleurotus sajor-caju. Ciéncia e Agrotecnologia.
Lavras, v. 28, n. 3, p. 608-613, maio/jun., 2004.

CASTRO, A. M.; CARVALHO, M. L. A,; LEITE, S. G. F.; PEREIRA JR., N. Cellulases
from Penicillium funiculosum: production, properties and application to cellulose
hydrolysis. Journal of Industrial Microbiology and Biotechnology, v.37, p.151-
158, 2010.

CASTRO, A. M.; PEREIRA JR., N. Producao, propriedades e aplicagao de celulases
na hidrdlise de residuos agroindustriais. Quimica Nova, v. 33, n. 1, 181-188, 2010.

CASTRO, H. F.; MENDES, A. A.; SANTOS, J. C.; AGUIAR, C. L. Modificagao de
Oleos e gorduras por biotransformacéo. Quimica Nova, v. 27, n. 1, 146-156, 2004.

69



CLARDY, J.; FISCHBACH, M. A.; WALSH, C. T. New antibiotics from bacterial
natural products. Nature Biotechnology,v. 24, p. 1541-1550, 2006.

COGUETTO, C. C. Imobilizacao da inulinase de Kluyveromyces marxianus NRRL Y-
7571 em suporte inorganico. 2011. 70 f. TeseDissertagédo (Mestrado em Engenharia
de Alimentos) —Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missoes,
Erechim, Rio Grande do Sul.

COLLA, L. M.; REINEHR, C. O.; COSTA, J. A. V. Aplicacbes e producao de lipases
microbianas. Revista CIATEC — UPF,v. 4, n. 2, p. 1-14, 2012.

CRUZ, V. D.; BELOTE, J. G.; BELLINE, M. Z.; CRUZ, R. Production and action
pattern of inulinase from Aspergillus niger-245: Hydrolysis of inulin from several
sources. Revista de Microbiologia,v. 29, p. 301-306, 1998.

D’AGOSTINI, E. C. MANTOVANI, T. R. D. A.; VALLE, J. S.; PACCOLA-MEIRELLES,
L. D.; COLAUTO, N. B.; LINDE, G. A.Low carbon/nitrogen ratio increases laccase
production from basidiomycetes in solid substrate cultivation. Scientia Agricola,
Piracicaba, v. 68, n. 3, p. 295-300, 2011.

DALONSO, N.; SOUZA, R.; SILVEIRA, M. L. L.; RUZZA, A. A.; WAGNER, T. M;
WISBECK, E.; FURLAN, S. A.Characterization and antineoplasic effect of extracts
obtained from "Pleurotus sajor-caju” fruiting bodies. Applied Biochemistry and
Biotechnology, v. 160, n.8, p.2265-2274, 2010.

DAS, G.; PRASAD, M. P. Isolation, purification e mass production of protease
enzyme from bacillus subtilis. International Research Journals of microbiology, v.
1, n. 2, p. 026-031, April 2010.

DELABONA, P. S. Bioprospeccédo de fungos produtores de celulases da regido
amazobnica para aplicacdo na producdo de etanol celuldsico. 121 f. Dissertacao
(Mestrado em Biotecnologia) — Universidade Federal de Séo Carlos, Sao Carlos,
2011.

DELATORRE, A. B. Producao de celulases pelo microrganismo termofilico Bacillus
sp SMIA-2. 2010. 72 f. Dissertacao (Mestrado em Producédo Vegetal) — Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes, Rio de
Janeiro, 2010.

70



DELLAMORA-ORTIZ, G. M.; MARTINS, R. C.; ROCHA, W. L.; DIAS, A. P.Activity
and stability of a Rzizomucor miehei lipase in hydrophonic media. Biotechnology
and Applied Biochemistry, v.26, p.111-116, 1997.

DESAI, S. S.; TENNALI, G. B.; CHANNUR, N.; ANUP A. C.; DESHPANDE, G,
MURTUZA, B. P. A.lsolation of laccase producing fungi and partial characterization
of laccase. Biotechnology, Bioinformatics and Bioengineering. 1(4):543-549,
2011.

DEVASIA, S.; NAIR, J. Screening of potent laccase producing organisms based on
the oxidation pattern of different phenolic substrates.International Journal of
Current Microbiology and Applied Sciences,v. 5, n. 5, p. 127-137, 2016.

DIAS, E. S.; KOSHIKUMO, E. M. S.; SCHWAN, R. F.; SILVA, R.Cultivo do cogumelo
Pleurotus sajor-caju em diferentes residuos agricolas. Ciéncia e Agrotecnologia, V.
27,n. 6, p. 1363-1369, 2003.

DIAZ-GODINEZ, G.; TELLEZ-TELLEZ, M., RODRIGUEZ, A.;, OBREGON-
BARBOSA, V.; ACOSTA-URDAPILLETA, M. L.; VILLEGAS, E. Enzymatic,
antioxidant, antimicrobial, and insecticidal activities of Pleurotus pulmonarius and
Pycnoporus cinnabarinus grown separately in an airlift reactor. BioResources, v. 11,
n. 2, p. 4186—4200, 2016.

DINI, C. M. Producao, purificacdo e caracterizacdo da protease de Thermomucor
indicae-seudaticae N31 e avaliagdo de sua aplicacdo na fabricagcdo de queijo
maturado. Tese (Doutorado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos) — Universidade
Estadual Paulista, Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, Sado José do
Rio Preto, S&o Paulo, 2010.

EGGERT, C.; TEMP, U; DEAN, J. F. D.; ERIKSSON, K. E. L. A fungal metabolite
mediates degradation of non-phenolic lignin structures and synthetic lignin by lacase.
Febs Letters, v. 391, p.144-148, 1996.

ELIAS, A. Producdao in vitro de enzimas extracelulares por fungos e sua relagédo com
0s sintomas descritos em planta hospedeira. Summa phytopathol, v. 41, n. 4, p.
315-317, Dec. 2015.

FACCHINI, J. M.; ALVES, E. P.; AGUILERA, C.; GERN, R. M. M.; SILVEIRA, M.
L.; WISBECK, E.; FURLAN, S. A.  Antitumor activity of Pleurotus
ostreatuspolysaccharide fractions on Ehrlich tumor and Sarcoma 180. International
Journal of Biological Macromolecules,v. 68, p. 72-77, 2014.

71


http://bioscipub.com/journals/bbb/

FEITOSA, I. C.; BARBOSA, J. M. P.; ORELLANA, S. C.; LIMA, A. S.; SOARES, C.
M. F.Producdo de lipase por meio de microrganismos isolados de solos com
histérico de contato com petroleo. Acta Scientiarum. Technology.Maringa, v. 32, n.
1, p. 27-31, 2010.

FERNANDES, L. P.; ULHOA, C. J.; ASQUIERI, E. R.; MONTEIRO, V. N. Producao
de amilases pelo fungo Macrophomina phaseolina. Revista Eletrénica de
Farmacia, v. IV (1), p. 43-51, 2007.

FLORENCIO, C. Microrganismos produtores de celulases: selecdo de isolados de
Trichoderma spp. 2011. 86 f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) -
Universidade Federal de S&o Carlos, Séo Carlos, 2011.

FIRMINO, A. C.; FURTADO, E.L. Producdo de enzimas extracelulares por
Ceratocystis spp. Summa Phytopathologica. Botucatu, v. 40, n. 4, p. 371-374,
2014.

FONTES, G. C. Producédo de biossurfactante por Yarrowia lipolytica. 2008. 138 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro.

FREIXO, M. DO R.; KARMALLI, A.; ARTEIRO, J. M. Production and chromatographic
behaviour of polygalacturonase from Pleurotus ostreatus on immobilized metal
chelates. Process Biochemistry, v. 43, n. 5, p. 531-539, 2008.

FURLAN, S. A.; VIRMOND, L. J; MIERS, D. A.; BONATTI, M.; GERN, R. M. M,;
JONAS, R. Mushroom strains able to grow at high temperatures and low pH values.
World Journal of Microbiology & Biotechnology, v. 13, p. 689-692, 1987.

FURLAN, S. A.; GERN, R. M. M.; WISBECK, E.; BONATTI, M.; SILVEIRA, M. L. L.;
SILVA, H. H. Possibilities of "Pleurotus" applications in food, health and
environmental technologies. In: KOUTINAS, A.; PANDEY, A.; LARROCHE, C.
Current topics on Bioprocesses in Food Industry. Nova Delhi: Asiatech, p. 482-495,
2008.

GARZILLO, A.; DI PAOLO, S.; RUZZI, M.; BUONOCORE, V. Hydrolitic properties of
extracellular cellulases from Pleurotus ostreatus. Applied Microbiology and
Biotechnology, v. 42, n. 2, p. 476-481, 1994.

72



GERN, R. M. M. et al.; SANTOS, V. M. C. S.; CASSOU, R.; MENDONCA, M. M.;
FURLAN, S. A.Estudo da fragdo do inéculo e da suplementacdo da palha de
bananeira para producédo de Pleurotus sajor-caju. Revista Saude e Ambiente, v. 1,
n.1, 2000.

GHANDI, N. N. Applications of lipases. Journal of the American Oil Chemists
Society, v.74, n. 6, 621-634, 1997.

GHOSE, T. K. Measurement of cellulase activities. Pure & Applied Chemistry, v.
59, No. 2, p. 257-268, 1987.

GIANFREDA, L.; XU, F.; BOLLAG, J. M. Laccases: A useful group of oxidoreductive
enzymes.Bioremediation Journal, v. 3, p. 1, 1999.

GONCALVES, A. Z. L. Producdo de a-amilase e glucoamilase termoestavel pelo
fungo termofilico Thermomyces lanuginosus TO-03 por fermentagdo submersa e em
estado solido e caracterizacdo das enzimas. 2006. 90 F. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Biologicas) — Universidade Estadual Paulista, Instituto de Biociéncias do
Campus de Rio Claro, Séo Paulo.

GUIRAUD, J. P.; GALZY, P. Inulin conversion by yeasts, p. 255-296. In:
VERACHTERT, H. & DE MOT, R. Yeast, Biotechnology and Biocatalysis, v. 5.
Catholic University of Leuven, Belgium, 1989, 521 p.

GUIZELINI, C. S.; PINHEIRO, C. A. N.; QUEIROZ, J. S.; ANDRADE, J. H. F;
HARTKOPF, J. B. S.; PEREIRA, R. M. G.; FRANCELIN, M. F.; SILVA, B. P.Cultivo
de Pleurotus pulmonarius em 6leo vegetal residual de uma industria alimenticia de
Maringa-PR. V Simpdsio de Bioquimica e Biotecnologia. 5-7 ago/2015.

GUPTA, R.; GIGRAS, P.; MOHAPATRA, H.; GOSWAMI, V. K.; CHAUHAN,
B.Microbial a-Amylases: biotechnological perspective. Process Biochemistry. P. 1
jan. 2003.

GURURAJ, P.; RAMALINGAM, S.; DEVI, G. N.; GAUTAM, P.Process optimization
for production and purification of a thermostable, organic solvent tolerant lipase from
Acinetobacter sp. AUQ7. Brazilian Journal of Microbiology, v. 47, p. 647-657,
2016.

GRIEBELER, N. E.; BORTOLI, V.; ASTOLFI, A. L.; DARONCH, N. A.; SCHUMANN,
A. C.; SALAZAR, L. N.; CANSIAN, R. L.; BACKES, G. T.; ZENI, J. Selec¢éo de fungos

73



filamentosos produtores de amilases, proteases, celulases e pectinases. Revista
Académica: Ciéncia Animal. 13:13-22, 2015.

HAULY, M. C. O.; MOSCATTO, J. A. Inulina e Oligofrutoses: uma revisdo sobre
propriedades funcionais, efeito prebidtico e importancia na industria de alimentos.
Semina: Ciéncias Exatas e Tecnologica, v.23, n. 1, 105-118, 2002.

HASAN, F.; SHAH, A. A.; HAMEED, A. Industrial application of microbial
lipases.Enzyme and Microbial Technology, v. 39, n. 2, p. 235-251, 2006.

HIBBETT, D.S.; BINDER, M.; BISCHOFF, J. F.; BLACKWELL, M.; CANNON, P. F.;
ERIKSSON, O. E.; HUHNDORF, S.; JAMES, T.; KIRK, P. M.; LUCKING, R.A higher
level phylogenetic classification of the Fungi. Mycological Research, v. 111, n. 5, p.
509-47, 2007.

HUERTA, E. M.; CHILADO, M. M. C.; GODINEZ, G. D.Pectinase activity of Pleurotus
ostreatus grown in solid-state fermentation. Journal of Chemical, Biological and
Physical Sciences,v. 4, n. 5, p. 100, 2014.

IKEHATA, K.; BUCHANAN, I. D.; SMITH, D. W.Recent developmens in the
production of extracellular fungal peroxidades and laccases for waste
treatment.Journal Environmental Engineeringand Science, v.3, p.1-19, 2004.

INACIO, F. D.; FERREIRA, R. O.; ARAUJO, C. A. V.; PERALTA, R. M.; SOUZA, C.
G. M.Production of enzymes and biotransformation of orange waste by Oyster
mushroom, Pleurotus pulmonarius ( Fr .) Quél. Advances in Microbiology, v. 5, p.
1-8, 2015.

KANGO, N. Production of inulinase using tap roots of dandelion (Taraxacum
officinale) by Aspergillus niger. Journal of Food Engineering, v. 85, p. 473-478,
2008.

KIM, S. W.; HWANG, H. J.; PARK, J. P.; CHO, Y. J.; SONG, C. H.; YUN, J.
W.Mycelial growth and exo-biopolymer production by submerged culture of various
edible mushrooms under different media. Letters in Applied Microbiology.v. 34, p.
56-61, 2002.

KING, B.C.; DONNELLY, M. K.; BERGSTROM, G. C.; WALKER, L. P.; GIBSON, D.
M. An optimized microplate assay system for quantitative evaluation of plant cell wall-
degrading enzyme activity of fungal culture extracts. Biotechnology and
Bioengineering, v. 102, p.1033- 1044, 2009.

74



KITAMURA, R. S. A.; MACIEL, G. M.; MATEI, J. C.Bioprospeccdo do potencial
biotecnolégico de Pleurotus pulmonarius para a aplicagdo na producédo enzimatica,
antimicrobiana e na tolerancia a pesticidas. Il Congresso Paranaense de
Microbiologia. 2016.

KOCHHAR, A.; GUPTA, A. K.; KAUR, N. Purification and immobilisation of inulinase
from Aspergillus candidus for producing fructose. Journal of the Science of Food
and Agriculture, v. 79, p. 549-554, 1999.

KOSHY, J. Studies on exracellular enzyme production during growth of Pleurotus sp.
on lignocellulosic agriwaste and the utilization of spent mushroom substrate. 202 f.
2012.Tese (Doctor of Philosophy in Biotechnology) - Cochin University of Science
and Technology, Kerala, India.

KOUKER, G.; JAEGER, K. E. Specific and sensitive plate assay for bacterial lipases.
Applied and Environmental Microbiology, v. 53, n. 1, p. 211-213, 1987.

KUDANGA, T.; ROES-HILL, M. L. Laccase applications in biofuels production:
current status and future prospects. Applied Microbiology and Biotechnology,v.
98, p. 6525-6542, 2014.

KUMAR, G. P.; KUNAMNENI, A.; PRABHAKAR, T.; ELLAIAH, P. Optimization of
process parameters for the production of inulinase from a newly isolated Aspergillus
niger AUP19. World Journal of Microbiology & Biotechnology, v. 21, p. 1359—
1361, 2005.

LEONOWICZ, A.; CHO, N. S.; LUTEREK, J.; WILKOLAZKA, A.; WOJTAS-
WASILEWSKA, M.; MATUSZEWSKA, A.; HOFRICHTER, M.; WESENBERG, D.;
ROGALSKI, J.Fungal laccase: properties and activity on lignin. Journal of Basic
microbiology, v.41, p.185-227, 2001.

LI, A. X.; GUO, L. Z.; FU, Q.; LU, W. Q. A simple and rapid plate assay for screening
of inulin degrading microorganisms using Lugol’s iodine solution. African Journal of
Biotechnology, v. 10, n. 46, p. 9518-9521, 2011.

LIBARDI JR., N.; GERN, R. M. M.; FURLAN, S. A.; SCHLOSSER, D.Laccase
production by the aquatic ascomycete Phoma sp. UHH 5-1-03 and the white rot
basidiomycete Pleurotus ostreatus DSM 1833 during submerged -cultivation on
banana peels and enzyme applicability for the removal of endocrine-disrupting

75



chemicals. Applied Biochemistry and Biotechnology, v. 167, n. 5, p. 1144-56,
2012.

LIGUORI, R. IONATA, E.; MARCOLONGO, L.; VANDENBERGHE, L. P. S.; LA
CARA, F.; FARACO, V. Optimization of Arundo donax saccharification by
(hemi)cellulolytic  enzymes  from  Pleurotus ostreatus.BioMed Research
International, v. 2015, Article ID 951871, 14 pages.

LINKE, D.; ZORN, H.; GERKEN, B.; PARLAR, H.; BERGER, R. G.Foam fractionation
of exo-lipases from a growing fungus (Pleurotus sapidus ). Lipids, v. 40, n. 3, p.323-
327, 2005.

LYND, L. R.; WEIMER, P. J.; VAN ZYL, W. H.; PRETORIUS, I. S. Microbial cellulose
utilization: fundamentals and biotechnology. Microbiology and molecular biology
reviews. American Society for Microbiology, n. 3, v. 66, p. 506-577. 2002.

MADHAVI, V.; LELE, S. S. Laccase: properties and applications. BioResources, V.
4,n.4,p.1694-1717, 2009.

MAGALHAES, V. G.; MESSIAS, M. P.; LEITE, W. B.Bioprospeccéo dos recursos
genéticos no Brasil: Autorizacdo ou licenca Administrativa?. In: 13° Congresso
Brasileiro de Direito Ambiental: Mudancas Climaticas, Biodiversidade e Uso
Sustentavel de Energia, 2007, Sdo Paulo: Imprensa Oficial do Estado, v. 2, p. 763-
774,2007.

MAHADIK, N. D.; PUNTAMBEKAR, U. S.; BASTAWDE, K. B.; KHIRE, J. M,
GOKHALE, D. V.Production of acidic lipase by Aspergillus niger in solid state
fermentation. Process Biochemistry, v. 38, n. 5, p. 715-721, 2002.

MALAYIL, S.; CHANAKYA, H. N. Fungal enzyme cocktail treatment of biomass for
higher biogas production from leaf litter. Procedia Environmental Sciences, v. 35,
p. 826—832, 2016.

MALIK, S. K.; MUKHTAR, H.; FAROOQI, A. A.; HAQ, I. Optimization of process
parameters for the biosynthesis of cellulases by Trichoderma viride. Pakistan
Journal of Botany, Karachi, v.42, n.6, p.4243-4251, 2010.

MARCO-URREA, E.; PEREZ-TRUJILLO, M.; VICENT, T.; CAMINAL, G.Ability of
white-rot fungi to remove selected pharmaceuticals and identification of degradation
products of ibuprofen by Trametes versicolor. Chemosphere, v. 74, p. 765-772,
2009.

76


http://lattes.cnpq.br/9735894049454601
http://lattes.cnpq.br/9735894049454601

MARCHI, C. E.; BORGES, M. F.; MIZUBUTI, E. S. G. Atividades amilolitica e
pectinolitica de Alternaria solanie a relacdo com a agressividade em tomateiro.
Summa Phytopathologica, v. 32, n. 4, p. 345-352, 2006.

MARTINS, E. Purificacdo e caracterizacdo bioquimica de poligalacturonases
termoestaveis produzidas pelo fungo Thermoascus aurantiacus através de
fermentacdo submersa e fermentacdo em estado solido. 2006. 108f. Tese
(Doutorado em Ciéncias Bioldgicas) — Instituto de Biociéncias do Campos de Rio
Claro, Universidade Estadual Paulista, Rio Claro.

MARTINS, V. G.; KALIL, S. J.; COSTA, J. A. V. Co-producdo de lipase e
biossurfactante em estado sélido para utilizacdo em biorremediacdo de Oleos
vegetais e hidrocarbonetos.Quimica Nova, v. 31, n. 8, p. 1942-1947, 2008.

MELO, D. B.; JARDIM, A.; BARCELLOS, F. G.; RODRIGUES, E. Isolamento e
ensaio enzimatico para lacase de microrganismos associados a planta medicinal
Baccaris trimera (carqueja). Il Congresso Paranaense de Microbiologia. ISSN:
2525-6831, v.1, 2016.

MELO, M. P. Uso de residuos agroindustriais para producdo de enzimas oxidativas
por rota biotecnoldgica. 2015. 96 f. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia de
Processos) — Universidade da Regido de Joinville, UNIVILLE.

MENDES, A. A.; CASTRO, H. F.; PEREIRA, E. B.; FURIGO JR., A. Aplicacao de
lipases no tratamento de aguas residuarias.Quimica Nova, v. 28, n. 2, 296-305,
2005.

MENDES, A. A.; CASTRO, H. F. Aplicacdo de lipases no tratamento de aguas
residuarias com elevados teores de lipideos. Quimica Nova, v. 28, n. 2, p. 296-305,
2005.

MENDES, G. L. Producéo de inulinase por Kluyveromyces marxianus em processo
batelada alimentada a partir de meios industriais pré-tratados. 2006. 89 f.
Dissertacdo (Mestrado em Engenharia de Alimentos) - Universidade Estadual de
Campinas.

MESSIAS, J. M.; COSTA, B. Z.; LIMA, V. M. G.; GIESE, E. C.; DEKKER, R. F. H;;
BARBOSA, A. M. Lipases microbianas: Producéo, propriedades e aplicacdes
biotecnoldgicas.Semina: Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas, v. 32, n. 2, p. 213-234,
2011.

77



MILLER, G. L. Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing
sugar. Analytical Chemistry, v. 31, p. 426, 1959.

MINUSSI, R. C. Producédo, purificacdo, caracterizacdo e aplicacdo industrial de
lacase fangica. 2002. Tese (Doutorado em Engenharia de Alimentos) — Universidade
Estadual de Campinas.

MONTANARI, Q.; DILLON, A. J. P.; BETTIN, F. Efeito da concentracdo de substrato
sobre a cinética de crescimento e a producéo de lacases de Pleurotus sajor-caju PS-
2001 em biorreator de tanque agitado. In: XXI Saldo de Iniciacdo Cientifica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), 2009, Porto Alegre.

MONTEIRO, V. N.; SILVA, R. N. Aplicagbes industriais da biotecnologia enzimética.
V. 3, n. 5. Revista Processos Quimicos. Jun-Jul, 2009.

MORAIS, M.S.; OLIVEIRA, N. T.; HERCULANO, P. N.; MOREIRA, K. A.Complexo
celulolitico produzido por duas espécies de fungos fitopatogénicos isolados de
mandioca. Summa phytopathologica, v. 42, n. 3, p. 249-253,2016.

MUKHERJEE, S.; DAS, P.; SEN, R. Rapid quantification of a microbial surfactant by
a simple turbidometric method. Journal of Microbiological Methods,v. 76, p. 38—
42, 2009.

MUKESH, K. D. J.; SARANYA, G. M.; SURESH, K.; ANDAL, P. D.; RAJAKUMAR,
R.; KALAICHELVAN, P. T. Production and optimization of pectinase from Bacillus sp.
MFW?7 using cassava waste. Asian Journal of Plant Science and Research, v. 2,
n. 3, p. 369-375, 2012.

NAIDU, G. S. N.; PANDA, T. Production of pectolytic enzymes - a
review. Bioprocess and Biosystems Engineering,v. 19, n. 4, p. 355-361, 1998.

NASCIMENTO, W. C. A.; MARTINS, M. L. L. Compatibilidade de proteases com
detergentes comerciais. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v. 26, n. 3, p. 582-
588, 2006.

NAKAYAMA, M. Effect of some substances on the formation of inulin
fructotransferase in Arthrobacter ureafaciens. Agricultural and
BiologicalChemistry,v.47, p. 2761-2766,1983.

78



NELSON, D. L.; COX, M. Lehninger — Principios de Bioquimica. 3ed. Sdo Paulo:
Sarvier. 2002.

NEVES, K. C. S. Producao de proteases coagulantes por espécies de Pleurotusem
residuos vegetais da Amazonia. 2014. 99 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) -
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife.

NITURE, S. K.; PANT, A. Purification and biochemical characterization of
polygalacturonase 1l produced in semi-solid medium by a strain of Fusarium
moniliforme. Microbiological Research, v.159, n. 3, p. 305-3014, 2004.

OKINO, S.; INUI, M.; YUKAWA, H. Production of organic acids by Corynebacterium
glutamicum under oxygen deprivation. Applied Microbiology and Biotechnology,
v. 68, n. 4, p. 475-478, 2005.

ORLANDELLI, R. C.; SPECIAN, V.; FELBER, A. C.; PAMPHILE, J. A. Enzimas de
interesse industrial: producao por fungos e aplicacfes. SaBios: Revista de Saude e
Biologia,v.7, n.3, p. 97-109, 2012.

PACHECO, S.; SOARES, C. Imobilizacéo e caracterizacdo de lacase e seu uso na
biodegradacédo de efluentes de industrias papeleiras. Quimica Nova, v. 37, n. 2,
209-214, 2014.

PALMIERI, G.; BIANCO, C.; CENNAMO, G.; GIARDINA, P.; MARINO, G.; MONTI,
M.; SANNIA, G. Purification, characterization, and functional role of a novel
extracellular protease from Pleurotus ostreatus. Applied and Environmental
Microbiology,v. 67, n. 6, p. 2754-2759, 2001.

PANDEY, A.; NIGAM, P.; SOCCOL, C. R.; SOCCOL, V. T.; SINGH, D.; MOHAM,
R.Advances in microbial amylases — Review. Biotechnology and Applied
Biochemistry, v. 31, 135-152, 2000.

PATEIS, V. O.; LIMA, J. B.; HELM, C. V.; LIMA, E. A.; COSTA, M. A. F.; BRACHT,
A.; PERALTA, R. M.Bioprospeccgédo de fungos filamentosos produtores de lacases.
ENZITEC 2012 — Xth Brazilian Seminar on Enzyme Technology — 7t - 10" of
October, 2012, Blumenau, SC, Brazil.

PASTORE, G. M.; COSTA, V. S. R.; KOBLITZ, M. G. B.Purificacdo parcial e
caracterizagdo bioquimica de lipase extracelular produzida por nova linhagem de
Rhizopus sp. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v. 23, n. 2, p. 135-140, 2003.

79



PAQUES, F. W.; MACEDO, G. A. Lipases de latex vegetais: propriedades e
aplicacdes industriais. Quimica Nova, v. 29, n. 1, p. 93-99, 2006.

PESSONI, R. A. B.; OLMEDO, P. M. O.; CLEMENTE Filha, A. C.; FIGUEIREDO-
RIBEIRO, R. C. L. Producdo de concentrados de frutose por inulinases de
Penicillium janczewskii e atividade sobre o nivel de glicose plasmatica em ratos
diabéticos. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, v. 24, n. 3, p. 373-377, 2004.

PINTO, M. H.; MARTINS, R. G.; COSTA, J. A. V.Avaliacdo cinética da producédo de
biossurfactantes bacterianos.Quimica Nova, v. 32, n. 8, p. 2104-2108,2009.

POPPE, J. Agricultural wastes as substrates for oyster mushroom. In: Mushroom
Growers’Handbook 1. Oyster Mushrooms Cultivation. Part Il: Oyster Mushrooms.
Chapter5, MushWorld, Korea, 2004.

PURNOMO, A. S.; MORI, T.; KAMEI, I.; NISHII, T.; KONDO, R.Application of
mushroom waste medium from "Pleurotus ostreatus" for bioremediation of DDT-
contaminated soil. International Biodeterioration & Biodegradation, v. 64, n. 5, p.
397-402, 2010.

PUTZKE, J; PUTZKE, M. T. L. Os reinos dos fungos. EDUNISC, Santa Cruz do
Sul, 1998.

QUEVEDO-HIDALGO, B.; NARVAEZ-RINCON, P. C.; PEDROZA-RODIGUEZ, A.
M.; VELASQUEZ-LOZANO, M. E. Production of lignocellulolytic enzymes from
floriculture residues using Pleurotus ostreatus. Universitas Saentiarum, v.20, n. 1,
p. 117-127,2015.

RAMPINELLI, J. R. Utilizacdo de casca de banana para a producéo de lacase por
Pleurotus sajor-caju CCB 019. 2016. 132p. Tese (Doutorado em Engenharia
Quimica)-Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis, 2016.

RAMPINELLI, J. R.; SILVEIRA, M. L. L.; GERN, R. M. M.; FURLAN, S. A.; NINOW,
J. L.; WISBECK, E. Valor nutricional de Pleurotus djamor cultivado em palha de
bananeira. Alimentos e Nutricdao (UNESP — Marilia), v. 21, p. 195-200, 2010.

RAYMOND, P.; MSHANDETE, A. M.; KIVAISI, A. K. Enzyme profiles of Pleurotus
HK-37 during mycelia vegetative growth and fruiting on solid sisal waste fractions

80



supplemented with cow manure. Advances in Biochemistry, v. 3, n. 5, p. 57-65,
2015.

RIBEIRO, B. D.; CASTRO, A. M.; COELHO, M. A. Z.; FREIRE, D. M. G.Production
and use of lipases in bioenergy: a review from the feedstocks to biodiesel production.
Enzyme Research. Article ID 615803, 16 pages. 2011.

ROCHA, C. P. Otimizacdo da produgcdo de enzimas por Aspergillus niger em
fermentacdo em estado sélido. 2010. 136f. Dissertacdo (Mestradoem Engenharia
Quimica) - Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, 2010.

RODRIGUES, C.; GONCALVES, R. F.; KELLER, R. P.; ANTUNES, P. W.; CASSINI,
S. T. Isolamento e selecdo de fungos produtores de lipases com base na atividade
lipasica e no potencial hidrolitico sobre 6leo comestivel de soja e escuma de caixa
de gordura.Revista Engenharia Sanitaria eAmbiental. v. 21, n. 3, 507-518, 2016.

RODRIGUEZ-ZUNIGA, U. F.; FARINAS, C. S.; BERTUCCI Neto, V.; COURI, S;;
CRESTANA, S. Producéo de celulases por Aspergillus niger por fermentacdo em
estado sélido. Pesquisa Agropecuaria brasileira, v. 46, n. 8, p. 912-919, 2011.

ROTHSCHILD, N.; NEVOTNY, C.; SASEK, V.; DOSORETZ, C. G. Ligninolytic
enzymes of the fungus Irpex lacteus (Polyporus tulipiferae): isolation and
characterization of lignin peroxidase. Enzyme and Microbial Technology, v. 31, p.
627-633, 2002.

RUEGGER, M. J. S.; TAUK-TORNISIELO, S. M. Atividade da celulase de fungos
isolados do solo da Estacdo Ecologica de Juréia-ltatins, Sao Paulo,
Brasil. RevistaBrasileira de Botanica, v. 27, n. 2, p. 205-211, 2004.

RUIZ, L. M.; ANDRADE, R. H.; SANCHEZ, J. E.Proceedings of the 8th International
Conference on mushroom biology and mushroom products (ICMBMPS).
Biotechnological potential of ten Pleurotus djamor strains, p. 262-270,2014.

SANTI, L.; BERGER, M.; SILVA, W. O. B. Pectinases e Pectina: aplicacao comercial
e potencial biotecnolégico.Caderno Pedagodgico,v. 11, n. 1, p. 130-139, 2014.

SANTIAGO, A. M. C.; SOUZA-MOTTA, C. M. Mucorales isolados do solo de
mineracédo de cobre e producédo de amilase e inulinase, Acta Botanica Brasilica,v.
20, N. 3, p. 641-647, 2006.

81



SANTOS, I. S. Estudo do potencial de biodegradagcdo de 17a-etinilestradiol,
carbamazepina, e ibuprofeno por fungos ligninoliticos e bactérias.2012. 88 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) — UNICAMP, Campinas, Séao
Paulo.

SANTOS, L. G. B.; GASPARIN, F. G. M.; REZENDE, M. I.; RIBEIRO, M. L. L.
Producéo e Caracterizacdo de Lacase de Pleurotus ostreatus cultivado em casca de
arroz, p. 397. In: Anais do V Simposio de Bioquimica e Biotecnologia -
VSIMBBTEC. Sao Paulo: Blucher, 2015.

SANTOS, S. F. M. Estudo da producéo de pectinases por fermentacdo em estado
sélido utilizando pedunculo de caju como substrato. 2007. 148f. Tese (Doutorado em
Engenharia Quimica) — Universidade Federal do Rio Grande do Norte, Natal.

SARATALE, D. G.;OH S. E. Production of thermotolerant and alkalotolerant
cellulolytic enzymes by isolated Nocardiopsis sp. KNU. Biodegradation, v. 22, n. 5,
p. 905-919,2011.

SAUER, M.; PORRO, D.; MATTANOVICH, D.; BRANDUARDI, P.Microbial
production of organic acids: expanding the markets. Trends in Biotechnology, v.
26, n. 2, p. 100-108, 2008.

SHIN, H. H.; CHOI, H. S. Purification and characterization of cysteine protease from
Pleurotus ostreatus.Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry, v. 62, n. 7, p.
1416-1418, 1998.

SHRADDHA, R.; SEHGAL, S.; KAMTHANIA, M.; KUMAR, A. Laccase: Microbial
sources, production, purification, and potential biotechnological applications. Enzyme
Research, v.2011, Article ID 217861, 11 p.

SILVA, J. J.; SANTANA, T. T.; OLIVEIRA, A. C. C.; ALMEIDA, P. H.; SOUZA, S. G.
H.; LINDE, G. A.; COLAUTO, N. B.; DO VALLE, J. S.Producéao de lacases de fungos
basidiomicetos por fermentacdo submersa com casca de café. Arquivos de
Ciéncias Veterinarias e Zoologia, v. 15, n. 2, p. 191-196, 2012.

SINGH, R.; VARMA, A. J.; LAXMAN, R. S.; RAO, M. Hydrolysis of cellulose derived
from steam exploded bagasse by Penicillium cellulases: comparison with commercial
cellulose. Bioresource Technology, v.100, p.6679-6681, 2009.

SINGH, P.; GILL, P. K. Production of inulinases: recent advances. Food Technology
Biotechnology, v. 44, n. 2, p. 151-162, 2006.

82


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9720226

SINGH, R. S.; DHALIWAL, R.; PURI, M. Production of inulinase from Kluyveromyces
marxianus YS-1 using root extract of Asparagus racemosus. Process Biochemistry,
v. 4, p. 1703-1707, 2006.

SILVA, L. S. C.; MARTIM, S. R.; TEIXEIRA, M. F. S. T.Influéncia do pH na
producdo de protease por Pleurotus ostreatoroseus. In: Anais do Simpdsio
Nacional de Bioprocessos — XX SINAFERM — XI SHEB, ISSN: 2447-2816, v. 1,
Fortaleza, 2015.

SOUZA, U. S.; NUNES, P. M. B.; AMARAL, P. F. F.; ROCHA-LEAO, M. H. M.
Avaliacdo da producdo de inulinase por Yarrowia Lipolytica. XI Congresso
Brasileiro de Engenharia Quimica em Iniciacdo Cientifica. Unicamp — Campinas —
SP. 19 a 22 Jul/2015.

SOUZA, H. Q.; OLIVEIRA, L. A.; ANDRADE, J. S.Sele¢cédo de Basidiomycetes da
Amazbnia para producdo de enzimas de interesse biotecnologico. Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos. ISSN: 0101-2061. Campinas, 28 (Supl.): 116-124, 2008.

SOUZA-MOTTA, C. M.; CAVALCANTI, M. A. Q.; PORTO, A. L. F.; MOREIRA, K. A;;
LIMA FILHO, J. L.Aspergillus niveus Blochwitz 4128URM: new source for inulinase
production. Brazilian Archives of Biology and Technology, v. 48, p. 343- 350,
2005.

SUKUMARAN, R. K.; SINGHANIA, R. R.; PANDEY, A. Microbial cellulases-
production, applications and challenges. Journal of Science Industrial and
Research, New Delhi, v.64, n.11, p.832—-844, 2005.

TAKAHASHI, N.; MIZUNO, F.; TAKAMORI, K.Purification andpreliminary
characterization of exo-beta-D-fructosidase inStreptococcus salivarius KTA-
19.Infection and Immunity,v. 47,p. 271-276, 1985.

TANAKA, K.;: UCHIYAMA T., ITO, A. Formation of di-D-fructofuranose1,2’:2,3’-
dianhydride form by an extracellular inulaseof Arthrobacter ureafaciens.
BiochimicaetBiophysica Acta,v. 284, p. 248-256,1972.

TEATHER, R. M.; WOOD, P. J. Use of congo red-polysaccharide interactions in
enumeration and characterization of cellulolytic bacteria from the bovine rument.
Applied and Environmental Microbiology, v. 43, n. 4, p. 777-780, 1982.

83



TELLEZ-TELLEZ, M.; FERNANDEZ, F. J.; MONTIEL-GONZALEZ, A. M.; SANCHEZ,
C.; DIAZ-GODINEZ, G.Growth and laccase production by Pleurotus ostreatus in
submerged and solid-state  fermentation.Applied Microbiology  and
Biotechnology,v. 81, p. 675-679, 2008.

TORTORA, G.; CASE, C. L.; FUNKE, B. R.Microbiologia. 82 edicdo. Porto Alegre:
Artmed, 2008.

TREICHEL, H. Estudo da otimizacdo da producao de inulinase por Kluyveromyces
marxianus NRRL Y-7571 em meios industriais pré-tratados. 2004. 111f. Tese
(Doutorado em Engenharia de Alimentos) — Universidade Estadual de Campinas,
Faculdade de Engenharia de Alimentos, Campinas.

TRINCONE, A. Uncommon glycosidases for the enzymatic preparation of glycosides.
Biomolecules, v. 5, p. 2160-2183, 2015.

UENOJO, M.; PASTORE, G.M. Pectinases: aplicacdes industriais e perspectivas.
Quimica Nova, v. 30, p. 388-394, 2007.

UZUNOVA, K.; VASSILEVA, A.; KAMBOUROVA, M.; IVANOVA, V.; SPASOVA, D.;
MANDEVA, R.; DEREKOVA, A.; TONKOVA, A. Production and properties of a
bacterial thermostable exo-inulinase.Zeitschrift fir Naturforschung,v. 56, p.1022—
1028. 2001.

UZUNOVA, K.; VASSILEVA, A.; IVANOVA, V.; SPASOVA, D.; TONKOVA, A.
Thermostable exo-inulinase production by semicontinuouscultivation of membrane-
immobilized Bacillus sp. 11 cells.Process Biochemistry,v. 37,p. 863-86, 2002.

VANDAMME, E. J.; DERYCKE, D.G. Fermentation process, properties and
applications. Advances in Applied Microbiology,v.29, p. 139-176, 1983.

VERMA, V.; VERMA, A; KUSHWAHA, A.Isolation e production of cellulase enzyme
from bacteria isolated from agricultural fields in district Hardoi. Pelagia Research
Library. Advances in Applied Science Research, v. 3, n. 1, p. 171-174, 2012.

VIJAYARAGHAVAN, K.; YAMINI, D.; AMBIKA, V.; SNOWDAMINI, N. S. Trends in
inulinase production — a review. Critical Reviews in Biotechnology, v. 29, n. 1, p.
67-77,20009.

84



WENDISCH, V. F.; BOTT, M.; EIKMANNS, B. J.Metabolic engineering of
Escherichia coli and Corynebacterium glutamicum for biotechnological production
of organic acids and amino acids. Current Opinion in Microbiology,v. 9, n. 3, p.
268-274, 2006.

WISBECK, E.; FURLAN, S. A.; NINOW, J. L. Efeito da concentracdo inicial de
glicose e do pH na producdo de exopolissacarideos de potencial antitumoral por
"Pleurotus ostreatus" DSM 1833. Revista Saude e Ambiente (UNIVILLE), v. 6, p.
19-22, 2005.

XIAO, Z. R.; LIN, H .H.; YIN L. J. Purification and characterization of a cellulase from
Bacillus subtilis YJ1. Journal of Marine, Scienceand Technology, v. 18, n. 3, p.
466-471, 2010.

XIE, C.; YAN, L.; GONG, W.; ZHU, Z.; TAN, S.; CHEN, D.; HU, Z.; PENG, Y. Effects
of different substrates on lignocellulosic enzyme expression, enzyme activity,
substrate utilization and biological efficiency of Pleurotuseryngii. Cellular
Physiology and Biochemistry, v. 39, n. 4, p. 1479-1494, 2016.

ZHEREBTSOV, N. A.; SHELAMOVA, S. A.; ABRAMOVA, S. N.Biosynthesisof
inulinases by Bacillus bacteria.Prikladnaya BiokhimiyaMikrobiologiya, v. 38, p.
634-638, 2002.

ZORN, H.; BREITHAUPT, D. E.; TAKENBERG, M.; SCHWACK, W.; BERGER, R. G.
Enzymatic hydrolysis of carotenoid esters of marigold flowers (Tagetes erectalL.) and
red paprika (Capsicum annuumL.) by commercial lipases and Pleurotus sapidus
extracellular lipase. Enzyme and Microbial Technology,v. 32, n. 5, p.623-628,
2003.

ZUCCA, P.; RESCIGNO, A.; OLIANAS, A.; MACCIONI S.; SOLLAI F. A.; SANJUST
E. Induction, purification, and characterization of a laccase isozyme from Pleurotus
sajor-caju and the potential in decolorization of textile dyes. Journal of Molecular
Catalysis B: Enzymatic,v. 68, p. 216-222, 2011.

85


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bott%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16617034
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eikmanns%20BJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16617034
http://link-periodicos-capes-gov-br.ez223.periodicos.capes.gov.br/sfxlcl41?frbrVersion=4&ctx_ver=Z39.88-2004&ctx_enc=info:ofi/enc:UTF-8&ctx_tim=2017-03-13T13%3A09%3A13IST&url_ver=Z39.88-2004&url_ctx_fmt=infofi/fmt:kev:mtx:ctx&rfr_id=info:sid/primo.exlibrisgroup.com:primo3-Article-medline&rft_val_fmt=info:ofi/fmt:kev:mtx:journal&rft.genre=article&rft.atitle=Effects%20of%20Different%20Substrates%20on%20Lignocellulosic%20Enzyme%20Expression,%20Enzyme%20Activity,%20Substrate%20Utilization%20and%20Biological%20Efficiency%20of%20Pleurotus%20Eryngii.&rft.jtitle=Cellular%20physiology%20and%20biochemistry%20:%20international%20journal%20of%20experimental%20cellular%20physiology,%20biochemistry,%20and%20pharmacology&rft.btitle=&rft.aulast=Xie&rft.auinit=&rft.auinit1=&rft.auinitm=&rft.ausuffix=&rft.au=Xie,%20Chunliang&rft.aucorp=&rft.date=2016&rft.volume=39&rft.issue=4&rft.part=&rft.quarter=&rft.ssn=&rft.spage=1479&rft.epage=&rft.pages=1479-94&rft.artnum=&rft.issn=&rft.eissn=1421-9778&rft.isbn=&rft.sici=&rft.coden=&rft_id=info:doi/10.1159/000447851&rft.object_id=&svc_val_fmt=info:ofi/fmt:kev:mtx:sch_svc&rft.eisbn=&rft_dat=%3Cmedline%3E27607466%3C/medline%3E%3Cgrp_id%3E7165562548379112163%3C/grp_id%3E%3Coa%3E%3C/oa%3E%3Curl%3E%3C/url%3E&rft_id=info:oai/&svc.fulltext=yes&req.language=por
http://link-periodicos-capes-gov-br.ez223.periodicos.capes.gov.br/sfxlcl41?frbrVersion=4&ctx_ver=Z39.88-2004&ctx_enc=info:ofi/enc:UTF-8&ctx_tim=2017-03-13T13%3A09%3A13IST&url_ver=Z39.88-2004&url_ctx_fmt=infofi/fmt:kev:mtx:ctx&rfr_id=info:sid/primo.exlibrisgroup.com:primo3-Article-medline&rft_val_fmt=info:ofi/fmt:kev:mtx:journal&rft.genre=article&rft.atitle=Effects%20of%20Different%20Substrates%20on%20Lignocellulosic%20Enzyme%20Expression,%20Enzyme%20Activity,%20Substrate%20Utilization%20and%20Biological%20Efficiency%20of%20Pleurotus%20Eryngii.&rft.jtitle=Cellular%20physiology%20and%20biochemistry%20:%20international%20journal%20of%20experimental%20cellular%20physiology,%20biochemistry,%20and%20pharmacology&rft.btitle=&rft.aulast=Xie&rft.auinit=&rft.auinit1=&rft.auinitm=&rft.ausuffix=&rft.au=Xie,%20Chunliang&rft.aucorp=&rft.date=2016&rft.volume=39&rft.issue=4&rft.part=&rft.quarter=&rft.ssn=&rft.spage=1479&rft.epage=&rft.pages=1479-94&rft.artnum=&rft.issn=&rft.eissn=1421-9778&rft.isbn=&rft.sici=&rft.coden=&rft_id=info:doi/10.1159/000447851&rft.object_id=&svc_val_fmt=info:ofi/fmt:kev:mtx:sch_svc&rft.eisbn=&rft_dat=%3Cmedline%3E27607466%3C/medline%3E%3Cgrp_id%3E7165562548379112163%3C/grp_id%3E%3Coa%3E%3C/oa%3E%3Curl%3E%3C/url%3E&rft_id=info:oai/&svc.fulltext=yes&req.language=por
http://link-periodicos-capes-gov-br.ez223.periodicos.capes.gov.br/sfxlcl41?frbrVersion=4&ctx_ver=Z39.88-2004&ctx_enc=info:ofi/enc:UTF-8&ctx_tim=2017-03-13T13%3A09%3A13IST&url_ver=Z39.88-2004&url_ctx_fmt=infofi/fmt:kev:mtx:ctx&rfr_id=info:sid/primo.exlibrisgroup.com:primo3-Article-medline&rft_val_fmt=info:ofi/fmt:kev:mtx:journal&rft.genre=article&rft.atitle=Effects%20of%20Different%20Substrates%20on%20Lignocellulosic%20Enzyme%20Expression,%20Enzyme%20Activity,%20Substrate%20Utilization%20and%20Biological%20Efficiency%20of%20Pleurotus%20Eryngii.&rft.jtitle=Cellular%20physiology%20and%20biochemistry%20:%20international%20journal%20of%20experimental%20cellular%20physiology,%20biochemistry,%20and%20pharmacology&rft.btitle=&rft.aulast=Xie&rft.auinit=&rft.auinit1=&rft.auinitm=&rft.ausuffix=&rft.au=Xie,%20Chunliang&rft.aucorp=&rft.date=2016&rft.volume=39&rft.issue=4&rft.part=&rft.quarter=&rft.ssn=&rft.spage=1479&rft.epage=&rft.pages=1479-94&rft.artnum=&rft.issn=&rft.eissn=1421-9778&rft.isbn=&rft.sici=&rft.coden=&rft_id=info:doi/10.1159/000447851&rft.object_id=&svc_val_fmt=info:ofi/fmt:kev:mtx:sch_svc&rft.eisbn=&rft_dat=%3Cmedline%3E27607466%3C/medline%3E%3Cgrp_id%3E7165562548379112163%3C/grp_id%3E%3Coa%3E%3C/oa%3E%3Curl%3E%3C/url%3E&rft_id=info:oai/&svc.fulltext=yes&req.language=por
http://link-periodicos-capes-gov-br.ez223.periodicos.capes.gov.br/sfxlcl41?frbrVersion=4&ctx_ver=Z39.88-2004&ctx_enc=info:ofi/enc:UTF-8&ctx_tim=2017-03-13T13%3A09%3A13IST&url_ver=Z39.88-2004&url_ctx_fmt=infofi/fmt:kev:mtx:ctx&rfr_id=info:sid/primo.exlibrisgroup.com:primo3-Article-medline&rft_val_fmt=info:ofi/fmt:kev:mtx:journal&rft.genre=article&rft.atitle=Effects%20of%20Different%20Substrates%20on%20Lignocellulosic%20Enzyme%20Expression,%20Enzyme%20Activity,%20Substrate%20Utilization%20and%20Biological%20Efficiency%20of%20Pleurotus%20Eryngii.&rft.jtitle=Cellular%20physiology%20and%20biochemistry%20:%20international%20journal%20of%20experimental%20cellular%20physiology,%20biochemistry,%20and%20pharmacology&rft.btitle=&rft.aulast=Xie&rft.auinit=&rft.auinit1=&rft.auinitm=&rft.ausuffix=&rft.au=Xie,%20Chunliang&rft.aucorp=&rft.date=2016&rft.volume=39&rft.issue=4&rft.part=&rft.quarter=&rft.ssn=&rft.spage=1479&rft.epage=&rft.pages=1479-94&rft.artnum=&rft.issn=&rft.eissn=1421-9778&rft.isbn=&rft.sici=&rft.coden=&rft_id=info:doi/10.1159/000447851&rft.object_id=&svc_val_fmt=info:ofi/fmt:kev:mtx:sch_svc&rft.eisbn=&rft_dat=%3Cmedline%3E27607466%3C/medline%3E%3Cgrp_id%3E7165562548379112163%3C/grp_id%3E%3Coa%3E%3C/oa%3E%3Curl%3E%3C/url%3E&rft_id=info:oai/&svc.fulltext=yes&req.language=por

