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RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram isolar e avaliar fungos do tipo macro-basidiomicetos, do
cerrado no Tocantins, sobre a capacidade do crescimento em biomassa da agroindustria do
acai e a producdo enzimatica. Os macro-basidiomicetos foram cultivados em meio sélido
agar-agar enriquecidos com substratos lignocelulésicos de Fibra do Cacho do acai (FC), ou
Fibra da Semente do acai (FS) ou caldo de batata, suplementados ou ndo com glicose, foram
avaliados quanto ao diametro, indice de velocidade e taxa de crescimento micelial. A
producdo enzimatica foi realizada utilizando FC e FS como substratos, por cultivo em estado
submerso e soélido, no qual, os cultivos em estado s6lido foram realizados com cinco
diferentes formulagdes dos substratos. Os cocultivos entre os isolados de macro-
basidiomicetos e Trichoderma asperellum BC-2 A70882D foram realizados em placas de
Petri contendo os meios BDA ou MEA. Dentre os oito isolados de macro-basidiomicetos, o
FPB 173 foi selecionado para a cultivo em meio submerso em monocultivo e cocultivo com o
T. asperellum, para avaliagdo das atividades enzimaticas de B-glicosidase, xilanases e lipases.
Os cultivos em placa contendo meios agar enriquecidos (BDA-C, FC-C e FC-S) apresentaram
diferenca significativa no didmetro de crescimento micelial para o isolado FPB 166. Os FPB
166 e FPB 173 apresentaram melhor indice de crescimento micelial. Nos cultivos em estado
solido (CES), a melhor formulacdo observada para todas as enzimas foi a F1 (100% cacho do
acai). O isolado FPB 167 apresentou maior atividade para a B-glicosidase, e para CMCase,
com 0,187 Ugss™, 0,245 U.gss™, respectivamente. As melhores atividades observadas para a
pectinase, foram com as isolados FPB 166 (0,664 U.gss™) e FPB 173 (0,615 U.gss™), e para a
xilanase, o isolado FPB 169 (0,766 U.gss™). No cultivo submerso (CS), o cocultivo de FPB
173 e T. asperellum, teve a maior atividade de B-glicosidase nos substratos FC e FS, com
0,384 U.mL? e 0,366 U.mL™, respectivamente. Para a lipase, foram observados diferencas
entre 0 monocultivo de T. Asperellum e o cocultivo de FBP 173 e T. asperellum (0,747 U.mL"
1 ¢ 0,632 U.mL?, respectivamente). Nos resultados da atividade enzimatica da xilanase, o
monocultivo de T. asperellum no FC, ap6s 48 e 168 horas, atingiu 1,824 U.mL™? e 1,732
U.mL™, respectivamente. As biomassas da agroindistria do acai, quando utilizadas como
fonte de carbono ou como fator de enriquecimento de meio, para macro-basidiomicetos ou
cocultivos em processos de cultivos, foram significativas para o crescimento micelial e
producdo de complexo enzimaticos.

Palavra-chave: residuos do acai; fungos da podriddo-branca; cocultivos; atividade

enzimatica.



ABSTRACT

The aim of this work were to isolate and evaluate macro-basidiomycete fungi, from the
cerrado in Tocantins, with the capacity of growth in biomass of agai byproduct and enzymatic
production. The macro-basidiomycetes were grown in solid medium enriched with acai berry
(FC) fiber lignocellulosic substrates, or acai seed fiber (FS) or potato broth, supplemented or
not with glucose. The fungi were evaluated for mycelial growth diameter, mycelial growth
rate index and mycelial growth rate. The enzymatic production was performed using FC and
FS as substrates, by submerged and solid culture. Solid-state cultivation (SSC) were made
with five different formulations of the substrates. Co-cultivation between the macro-
basidiomycetes and Trichoderma asperellum BC-2 A70882D isolates were performed in Petri
dishes containing the PDA or MEA media. Among the eight macro-basidiomycete isolates,
FPB 173 was selected for cultivation in submerged medium in monoculture and cocultivated
with T. Asperellum BC-2 A70882D, for evaluation of the enzymatic activities of [-
glucosidase, xylanases and lipases. Plate cultures containing BDA-C, FC-C and FC-S medium
showed a significant difference in the mycelial growth diameter for the FPB 166 isolate, and
the FPB 166 and FPB 173 had better mycelial growth index. In solid state cultures, the best
formulation observed for all enzymes was F1. The FPB 167 line presented higher activity for
B-glucosidase, and for CMCase, with 0.187 Ugss™, 0.245 U.gss?, respectively. The best
observed activities for pectinase were FPB 166 (0.664 U.gss™) and FPB 173 (0.615 U.gss™),
and for xylanase, FPB 169 (0.766 U.gss™). In the submerged culture, the co-culture of FPB
173 and T. asperellum had the highest B-glucosidase activity in the substrates FC and FS, with
0.384 UmL? and 0.366 U.mL™?, respectively. For lipase, differences between the
monoculture of T. asperellum and the cocultivation of FBP 173 and T. asperellum (0.747
U.mL? and 0.632 U.mL?, respectively) were observed. In the results of the enzymatic
activity of xylanase, monoculture of T. asperellum in FC, after 48 and 168 hours, reached
1,824 U.mL? and 1,732 U.mL™, respectively. The biomass of the acai agroindustry, when
used as a carbon source or as a medium enrichment factor, for macro-basidiomycetes or
cocultures in cultivation processes, were significant for mycelial growth and production of
enzymatic complexes.

Key words: agai wastes process, white rot fungi; coculture; enzyme activity.



SUMARIO

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA .....coootiiiieieinsiseine st sesessns 19
1.1 CULTURA DO ACAI: PRODUTOS E BIOMASSAS RESIDUAIS.........ccccoevvirvennn 19
ERRO! INDICADOR NAO DEFINIDO.
1.1.1 Aspectos produtivos € mercadol0giCos d0 aCai.........ccccververeereerieiiieie e 22
1.2 CADEIAPRODUTIVA DO ACAL....c.iiieeeeeeeeieeeeeeeee e tes s seseses s 23
13 A PRQBLEMATICA DAS BIOMASSAS RESIDUAIS DO ACAI E POTENCIAIS
APLICACOES PARA GERACAQO DE NOVOS PRODUTOS........ccocieiieniee e 26
1.3.1 Substrato para a produgdo de cogumelos COMESLIVEIS.........cevververerereseie e 29
1.3.1.1 Composic¢do quimica das fibras lignoceluloliticas ..........c.cccovvvviiivieiericiececeen, 30
1.3.1.0.0 CRIUIOSE. ...ttt bbbttt bbbt 30
1.3.1.1.2 HEMICEIUIOSE. ...t bbb 31
G T 0 e B I o o - VTSP P PV PR PRSP 31
1.4 ENZIMAS DE MACRO-BASIDIOMICETOS SELVAGENS: APLICACAO
BIOTECNOLOGICA . ......coo ettt sttt sttt st b b s bt ssenesre e 32
1.5 ENZIMAS CELULOLITICAS MICROBIANAS E APLICACOES EM BIOMASSAS
ALIMENTARES. ...t e et e et e e e e e st e e et e e e srae e e snaeeenneeeennes 34
1.5. 1 HOIOCEIUIASES. ...ttt naeereenre e e 35
I T O B = 11 TS OSSR 35
1.5.1.2 HEMICEIUIASES. ... .ottt ettt nne e 36
1.5.2 LUGMINASES. ...cvieieeitiectee ittt ettt et e s te et e s e s te e tesseesbe e teereeereenteeneenreeaenres 36
1.5.2.1 Peroxidases (Ligninas Peroxidases - LiPs e Manganés Peroxidases - MnPs........... 37
T I Vo L1 SRR URTTR 37
1.6 ENZIMAS: BENEFICIAMENTO DE POLPA DE ACAT ....ovviveeveveeeeeeeee e 38
2. JUSTIFICATIVA . ettt a et et ne et e 40
3. OBUIETIVOS.....c ottt ettt a ettt be st s naane e 41
3.1 OBJIETIVO GERAL ..ottt sttt sttt n e 41
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS. ......eieeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 41
4. METERIAL DE METODOS.......o oottt eeee et 42

4.1 COLETA, ISOLAMENTO E PRESERVACAO DOS MACRO-BASIDIOMICETOS.42

42 BIOMASSAS RESIDUAIS DE ACAi: OBTENCAO, PREPARO E
ARMAZENAMENTO ...ttt 44



4.3 AVALIACAO DO CRESCIMENTO MICELIAL DOS MACRO-BASIDIOMICETOS

POR CES EM SUBSTRATOS ENRIQUECIDOS COM BIOMASSAS DO ACA.I............ 45
4.3.1 Delineamento eXPerimental...........ccuoiiiiiiiiiiii e 45
4.3.1.1 Preparo dos meios enriquecidos com biomassas residuais do agai.............cc.cecvenens 46
00 7 T Lol U = To%: o RS ORS 46
4.3.1.3 Avaliacdo do crescimento mMiCelial...........ccoovveiveiiiiieiieie e 47

4.4 ENZIMAS CELULOLITICAS DE MACRO-BASIDIOMICETOS CULTIVADOS
EM CULTIVO EM ESTADO SOLIDO EM BIOMASSAS RESIDUAIS DO

ACAL .ottt e bt e re et reerenrs 48
4.4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL....cceiiiiiiiiiieiiesiec e 48
4.4.1.1 Cultivo: cultivo em estado SOITO...........ccveieiiiiieie s 48
4.4.1.2 INOCUIAGAD. ......eetieiieiieeeee ettt bttt b 48
4.4.2 ANALISES ENZIMALICAS. ... ecveivieeieieieie ettt re e e e e e e e besreereene e 49
4.4.2.1 Determinacdo de atividade de B-glicoSIAase.........ccoveieiieiiiie e 49
4.4.2.2 Determinacdo de atividade de CMCESE.........cccvevvieieiierece e 50
4.4.2.3 Determinacdo de atividade de [IPase..........ccoeieiiririiiiiiecee e 50
4.4.2.4 Determinagdo de atividade de PeCtiNASE. ........cccerviririririeieeies e 51
4.4.2.5 Determinacdo de atividade de Xilanase...........ccevvveiieieeiieieeie e 52
4.4.3 ANAIISES JOS QAAOS......cueiieiiieiieiie it 52
4.5 COCULTIVO DE MACRO-BASIDIOMICETO E Trichoderma asperellum BC-2
A70882D EM BIOMASSAS RESIDUAIS DE ACAL.....ccoooieiiiieece e 53
45.1 Trichoderma asperellum BC-2 A70882D E MACRO-BASIDIOMICETO -
(010 101U I I LV @ J SO PSP 53
4.5.2 Determinacdo do crescimento fUNQICO..........cooveiieieiie i 54
4.5.3 Cocultivo: tipos de interacBes entre Macro-basidiomicetos e Trichoderma asperellum
BC-2 AT08B2D.......c.ocoiecieeieeieeeees ettt ettt et st ae e n e ettt e st aeere e ne e s 54
4.5.3.1 Desenho experimental para cocultivos em meio agar (placa).........cccceeevervririnnnnne 55
4.5.4 Monocultivo em CUItIVO SUDMEISO........ccveiiieieiieie e se e 57
4.5.5 Cocultivo dos fungos filamentosos em cultivo SUDMErSO...........cccceevviiieiieeiieciies 57
4.5.5.1 Obtencdo do extrato enzimatico e atividades enzimaticas...........ccccvvevrvvriveveeninnn, 57
5. RESULTADOS. ...ttt e e e et e e ne e e eae e e eneeeaneeeanes 59
5.1 ISOLAMENTO DE MACRO-BASIDIOMICETOS.......ccccoieeieee e, 59
5.2. MACRO-BASIDIOMICETOS: CRESCIMENTO MICELIAL......c.cccovveiiiiieiene, 60

5.3 CULTIVO EM ESTADO SOLIDO DOS MACRO- BASIDIOMICETOS EM
BIOMASSAS RESIDUAIS DO ACAL ...t sae s 71



5.4 COCULTIVO E ATIVIDADES ENZIMATICAS: MACRO-BASIDIOMICETO E
Trichoderma asperellum BC-2 A70882D.........cccooieiiiiiiieiese s 82

5.4.1 Cocultivo macro-basidiomicetos e T. asperellum BC-2 A70882D em meio agar-
BNITQUECTUD. ...ttt bbbtk b bbbttt b et sn e e e 82

5.4.2 Cocultivo macro-basidiomicetos e T. asperellum BC-2 A70882D em cultivo

submerso, enriquecido COM FC € FS......coiiiie et 84
B. DISCUSSAD ....ovvveiiririieiieissis sttt 89
6.1 MACRO-BASIDIOMICETOS: CRESCIMENTO MICELIAL........cccccoo i 89
6.2 CULTIVO EM ESTADO SQLIDO DOS MACRO-BASIDIOMICETOS EM
BIOMASSAS RESIDUAIS DO ACAL ..ottt 90

6.3 COCULTIVOS E ATIVIDADE ENZIMATICA: MACRO-BASIDIOMICETOS E
Trichoderma asperellum BC-2 AT0882D ........cccocveiieieeieiiece ettt 92

6.3.1 Cocultivo macro-basidiomicetos e Trichoderma asperellum BC-2 A70882D em meio

(o (1Y (] 01 (o TP TR TR TRURRPPRURRTRR 92
6.3.2 Atividade enzimatica de cocultivo de macro-basidiomicetos e Trichoderma
asperellum BC-2 A70882D em meio enriqUECITO. .........coerirerieieieiesie e 93
7. CONCLUSAO. ...ttt e ettt eae et eteeeeeee e et et eeeeee et eeeee e e e e e e e eeeeeeens 95

8. REFERENCIA BIBLIOGRAFICA . .....coooeceoee oo e oo eee e ee e e eeaee e 97



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Composicdo quimica de biomassas lignocelulésicas, incluindo o carogo de agai.

.............................................................................................................................................. 29
Tabela 2. Modelos de interacdo entre fungos filamentosos crescidos em placa................... 55
Tabela 3. Interacdo entre fungos filamentosos crescidos em placa .........cccocevvveieiienennnnnn 56

Tabela 4. Tempo (dias) de colonizacdo Méaximo em placa de Petri em diferentes meio de
(o1 (0 VSRR 64

Tabela 5. Resumo da analise da variancia para Diametro de Crescimento do Micélio
(DCM) e Indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) de Macro-basidiomicetos
(MB) em funcdo da composi¢do do Meio de Cultura (M)........ccoceviiininieieneneeseees 65

Tabela 6. Valores nutricionais e de componentes organicos da Batata inglesa (BDA), Fibra
do Cacho do agai (FC) e Fibra da Semente do agai (FS).......c.coevrvriiiriiiiiiieneeesee 70

Tabela 7. Resumo da andlise da variancia para as enzimas B-glicosidase, CMCase,
pectinase e xilanase de Macro-basidiomicetos (MB) cultivados em diferentes FormulagGes
(o L (=T TS () TSR 73

Tabela 8. Resumo da analise da variancia para as enzimas B-glicosidase, lipase e xilanase
de diferentes inOCUIACBES € COCUITIVOS.........cveiviiieicie et 84



FIGURAS

Figura 1. Palmeira de Euterpe precatoria (A); Caule (B); Frutos (C)......ccceevevvrierivnneenne 20
Figura 2. Palmeira de Euterpe oleracea (A), Cachos (B), Frutas no cacho (C), Corte
transversal das frutas (D)......ccoveoeeiieie et 21
Figura 3. Despolpadeira tradicional (semi-industrial) para frutos de acai..........c.c.cccceeuennee. 25
Figura 4. Matéria-prima extraida do interior das plantas...........ccccoovvereinienieieinc e 30

Figura 5. Processo de biodegradacdo por macro-basidiomicetos selvagens na obtencdo de
ValioS0S SUDPIOTULOS. ......cviiiiiiiieiieiee ettt bbb 32

Figura 6. Esquema de degradacdo da celulose a partir da acdo das enzimas endo-1,4-R-D-
glucanase (EG), celobiohidrolases (CBHI e CBHII), 1,4-R-Dglucosidase (BGL), celobiose

desidrogenase (CDH) e monooxigenases liticas de polissacarideos (LPMOL1, 2 e 3).......... 36
Figura 7. Areas de coleta dos macro-hasidiomiCetos.............cceveevererreereeerceeeeieeee s 43
Figura 8. Registro da coleta de macro-basidiomiceto nimero FPB 173...........ccccccevveivennnne 44
Figura 9. Coleta e tratamento das DIOMaSSaS...........ccccovrireiiiiiiesee e 45
Figura 10. Meios de cultura para o crescimento micelial dos macro-basidiomicetos.......... 46

Figura 11. Diagrama esquematico das interacfes entre duas linhagens diferentes de fungos
filamentosos crescidos em batata-dextrose-agar e agar extrato de malte.............c.ccceeveeneen. 56

Figura 12. Crescimento micelial dos macro-basidiomicetos quando cultivados em placa de
Petri @M MEI0 0 CUITUIA. .........civiiiicieeee ettt nas 59

Figura 13. Crescimento micelial dos macro-basidiomicetos quando cultivados em placa de
Petri em meio de cultura com Batata-Dextrose-Agar — com glicose (BDA-C)..........ccoc...... 61

Figura 14. Crescimento micelial dos macro-basidiomicetos quando cultivados em placa de
Petri em meio de cultura com Batata-Dextrose-Agar — sem glicose (BDA-S)................... 61

Figura 15. Crescimento micelial dos macro-basidiomicetos quando cultivados em placa de
Petri em meio de cultura com Agar Fibra do Cacho do Acai com glicose (FC-C).............. 62

Figura 16. Crescimento micelial dos macro-basidiomicetos quando cultivados em placa de
Petri em meio de cultura com Agar Fibra do Cacho do Acai sem glicose (FC-S)............... 62

Figura 17. Crescimento micelial dos macro-basidiomicetos quando cultivados em placa de
Petri em meio de cultura com Agar Fibra da Semente do Acai com glicose (FS-C)........... 63

Figura 18. Crescimento micelial dos macro-basidiomicetos quando cultivados em placa de
Petri em meio de cultura com Agar Fibra da Semente do acai sem glicose (FS-S)............. 63



Figura 19: Diametro de Crescimento do Micélio (DCM) ao oitavo dia de Macro-
basidiomicetos: FPB 166, FPB 167, FPB 168, FPB 169, FPB 170, FPB 171, FPB 172, FPB

Figura 20. Diametro de Crescimento do Micélio (DCM) ao oitavo dia em diferentes
Meios: BDA-C, BDA-S, FC-C, FC-S, FS-C e FS-S.....ciiiiiiieceecceeee e 66

Figura 21. Diametro de Crescimento do Micélio (DCM) ao oitavo dia macro-
basidiomicetos: FPB 166, FPB 167, FPB 168, FPB 169, FPB 170, FPB 171, FPB 172, FPB
173, em funcdo dos meios: BDA-C, BDA-S, FC-C, FC-S, FS-C e FS-S.......ccccoovvivivnnns 67

Figura 22. indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) de macro-
basidiomicetos: FPB 166, FPB 167, FPB 168, FPB 169, FPB 170, FPB 171, FPB 172, FPB

Figura 23. Indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) em diferentes meios:
BDA-C, BDA-S, FC-C, FC-S, FS-C € FS-S....ciiiitiiet et 68

Figura 24. indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) ao oitavo dia macro-
basidiomicetos: FPB 166, FPB 167, FPB 168, FPB 169, FPB 170, FPB 171, FPB 172, FPB
173, em funcdo dos meios: BDA-C, BDA-S, FC-C, FC-S, FS-C e FS-S .....ccccovvvivvernne 69

Figura 25. Macro-basidiomicetos apds 21 dias de incubacdo em B.O.D sob cultivo em
estado solido usando cinco formulagcbes a base de biomassa lignocelulésica da
agroindustria do acai (Fibra do cacho do acai, Fibra da semente do acai e mistura:
Cacho+semente nas proporcdes: (50:50), (80:20) (20:80). Macro-basidiomicetos: FPB 166
(A); FPB 167 (B); FPB 168 (C); FPB 169 (D); FPB 170 (E); FPB 171 (F); FPB 172 (G);
I T2 () TSP 72

Figura 26. Atividade B-glicosidase dos extratos obtidos em CES de macro-basidiomicetos
cultivados nos substratos lignoceluloliticos da agroindustria do acai. Macro-
basidiomicetos: FPB 166, FPB 167, FPB 168, FPB 169, FPB 170, FPB 171, FPB 172, FPB

Figura 27. Atividade B-glicosidase dos extratos obtidos em CES de macro-basidiomicetos
cultivados nas Formulacdes da agroindistria do acai. Formulacdes: F1 (100%FC), F2
(100%FS), F3 (50%FC e 50%FS), F4 (80%FC e 20%FS) e F5 (20%FC e 80%FYS)........... 74

Figura 28. Atividade B-glicosidase dos extratos obtidos em CES dos macro-basidiomicetos:
FPB 166, FPB 167, FPB 168, FPB 169, FPB 170, FPB 171, FPB 172, FPB 173; em fungéo
das Formulagbes: F1 (100%FC), F2 (100%FS), F3 (50%FC e 50%FS), F4 (80%FC e
20%FS) € F5 (20%FC € B0Y0FS).......ciieiieeieiieieesieeie e sie e te et sae e nneeneas 75

Figura 29. Atividade CMCase dos extratos obtidos em CES de macro-basidiomicetos
cultivados nos substratos lignoceluloliticos da agroindustria do acai. Macro-
basidiomicetos: FPB 166, FPB 167, FPB 168, FPB 169, FPB 170, FPB 171, FPB 172, FPB

Figura 30 Atividade CMCase dos extratos obtidos em CES de macro-basidiomicetos
cultivados nas Formulagdes da agroindustria do acai. Formulagdes: F1 (100%FC), F2
(100%FS), F3 (50%FC e 50%FS), F4 (80%FC e 20%FS) e F5 (20%FC e 80%FYS)........... 76



Figura 31. Atividade CMCase dos extratos obtidos em CES dos macro-basidiomicetos:
FPB 166, FPB 167, FPB 168, FPB 169, FPB 170, FPB 171, FPB 172, FPB 173; em funcgéo
das Formulagdes: F1 (100%FC), F2 (100%FS), F3 (50%FC e 50%FS), F4 (80%FC e
20%FS) € F5 (20%FC € B0UOFS).......ciiiieieeieieie sttt ens 77

Figura 32. Atividade pectinase dos extratos obtidos em CES de macro-basidiomicetos
cultivados nos substratos lignoceluloliticos da agroindustria do acai. Macro-
basidiomicetos: FPB 13, FPB 20, FPB 35, FPB 39, FPB 38, FPB 90, FPB 91, FPB 92.....77

Figura 33. Atividade pectinase dos extratos obtidos em CES de macro-basidiomicetos
cultivados nas Formulagdes da agroindustria do acai. Formulagbes: F1 (100%FC), F2
(100%FS), F3 (50%FC e 50%FS), F4 (80%FC e 20%FS) e F5 (20%FC e 80%FS)........... 78

Figura 34. Atividade pectinase dos extratos obtidos em CES das Formulacdes: F1
(100%FC), F2 (100%FS), F3 (50%FC e 50%FS), F4 (80%FC e 20%FS) e F5 (20%FC e
80%FS); em funcdo dos macro-basidiomicetos: FPB 13, FPB 20, FPB 35, FPB 39, FPB 38,
FPB 90, FPB 91, FPB O2..... oottt e nae e s e e e nna e 79

Figura 35. Atividade xilanase dos extratos obtidos em CES de macro-basidiomicetos
cultivados nos substratos lignoceluloliticos da agroindustria do acai. Macro-
basidiomicetos: FPB 13, FPB 20, FPB 35, FPB 39, FPB 38, FPB 90, FPB 91, FPB 92.....80

Figura 36. Atividade xilanase dos extratos obtidos em CES de macro-basidiomicetos
cultivados nas Formulagdes da agroindustria do acai. FormulacBes: F1 (100%FC), F2
(L00%FS), F3 (50%FC e 50%FS), F4 (80%FC e 20%FS) e F5 (20%FC e 80%FS)........... 80

Figura 37. Atividade xilanase dos extratos obtidos em CES das Formulagdes: F1
(100%FC), F2 (100%FS), F3 (50%FC e 50%FS), F4 (80%FC e 20%FS) e F5 (20%FC e
80%FS); em funcdo dos macro-basidiomicetos: FPB 166, FPB 167, FPB 168, FPB 169,
FPB 170, FPB 171, FPB 172, FPB 173, ...ttt 81

Figura 38. Cocultivo em placas entre macro-basidiomicetos e Trichoderma asperellum BC-
2 A70882D em Meio BDA € MEA ... ..o ettt e e 82

Figura 39. Cocultivo em placas entre macro-basidiomicetos e Trichoderma asperellum BC-
2 A70882D em mMeio BDA € MEA.........oi ettt 83

Figura 40. Cocultivo em placas entre macro-basidiomicetos e Trichoderma asperellum BC-
2 A70882D em mMeio BDA € IMEA.........o ottt e 83

Figura 41. Cocultivo em placas entre macro-basidiomicetos e Trichoderma asperellum BC-
2 A70882D em mMeio BDA € IMEA.......coo et 84

Figura 42. Fungos selecionados para o cultivo submerso: A) Macro-basidiomiceto FPB
173; B) Trichoderma asperellum BC-2 A70882D ........ccccccceeiiieiiiiiiie e 85

Figura 43. Atividade enzimatica da B-glicosidase em cultivo submerso entre o FPB 173 e
Trichoderma asperellum BC-2 A70882D nos monocultivos e cocultivos, tem como fonte
de carbono, Fibra do Cacho do acai (FC) e Fibra da Semente do acai (FS)..........c.ccccuvenene. 86



Figura 44. Atividade enzimética da lipase em cultivo submerso entre o FPB 173 e
Trichoderma asperellum BC-2 A70882D nos monocultivos e cocultivos, tem como fonte
de carbono, Fibra do Cacho do acai (FC) e Fibra da Semente do acai (FS)............ccccuvenuene. 87

Figura 45. Atividade enzimatica da xilanase em cultivo submerso entre o FPB 173 e
Trichoderma asperellum BC-2 A70882D nos monocultivos e cocultivos, tem como fonte
de carbono, Fibra do Cacho do acai (FC) e Fibra da Semente do acai (FC).........c.cvevenenne. 88



LISTA DE FLUXOGRAMAS

Fluxograma 1. Cadeia produtiva da polpa do acai incluindo as principais biomassas
residuais geradas no beneficiamento do FrUt0..........ccooviieiiiie e 24
Fluxograma 2. Fluxograma de aproveitamento do @Gai...........ccocevevrererineninieneesesieeen, 27
Fluxograma 3. Areas onde estdo sendo realizadas pesquisas para a geracdo de produtos a

PArtir do CAr0G0 O ACAN........eeiureieiieeiieeie sttt e e et esreeneeenes 28



Abs
BDA
BDA-C
BDA-S
B.O.D
CMC
CES
CS
DNS

FC
FC-C
FC-S
FPB
FS
FS-C
FS-S

Gss
m/v
MEA
mL
Rpm
ul/uU
ML

viv
Vi
Vf
Viotal

LISTA DE ABREVIATURAS

Absorbancia
Batata-Dextrose-Agar
Batata-Dextrose-Agar com glicose
Batata-Dextrose-Agar sem glicose
Demanda Bioguimica de Oxigénio
Carboximetilcelulose

Cultivo em estado sélido

Cultivo submerso

Acido 3,5 — dinitrosalicilico
Coeficiente de extincdo molar
Fibra do cacho do acai

Fibra do cacho do acai com glicose
Fibra do cacho do acai sem glicose
Fungos da podriddo-branca

Fibra da semente do acai

Fibra da semente do acai com glicose
Fibra da semente do acai sem glicose
grama

grama por substrato seco
Massa/Volume

Agar Extrato de Malte

mililitros

Rotag6es por minuto

Unidades Internacionais
microlitros

Volume

Volume /VVolume

Volume inicial

Volume final

Volume total



19

1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 CULTURA DO ACAI: PRODUTOS E BIOMASSAS RESIDUAIS

A regido amazonica é rica em espécies frutiferas com potencial de exploracdo
comercial, como tem ocorrido com o acai ou acaizeiro (Euterpe precatoria Mart. e Euterpe
oleracea Mart.) que possui potencial agrondémico, tecnoldgico, nutricional e econémico
(YUYAMA et al., 2011). O nome acai € de origem Tupi-Guarani e pode ser traduzido
literalmente como “palmeira de agua” (MOURAO., 2011), ou ainda, como “fruta que chora”
em referéncia a forma como a polpa flui durante o processo de extracdo (VASCONCELOS et
al., 2019).

As espécies de acai estdo presentes na América Central e do Sul, por exemplo,
ocupando grandes extensGes no estuario amazonico (BICHARA e ROGEZ., 2011). As
espécies se distinguem principalmente, pela maneira como crescem e pelo tamanho do fruto
(YMAGUCHI et al., 2015). No Brasil, a principal regido de dispersao de Euterpe spp. esta no
bioma Amaz6nico, onde o Par4, Amapa e Maranhdo possuem as maiores concentragcdes com
predominancia da E. oleracea Mart. Porém, esta espécie também pode ser encontrada nos
estados do Amazonas, Mato Grosso, Acre, Roraima e Tocantins (MOURAO., 2011).

A E. precatoria é nativa do estado do Amazonas, sendo conhecida como “Acai do
Amazonas” (BENTES-GAMA et al., 2005) (Figura 1). As principais caracteristicas estdo na
forma de Unico caule, crescimento em terra firme, sendo mais comumente vista ao sul da
Linha do Equador (YUYAMA et al., 2011; YMAGUCHI et al., 2015). Esta espécie tem
pouco destaque na producdo de frutos, sendo tradicionalmente utilizada na construcéo civil de
ribeirinho para partes das casas, poste/cerca e palha para cobertura de telhados (BUSSMAN e
ZAMBRANA., 2012).
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Figura 1. Palmeira de Euterpe precatoria (A); Caule (B); Frutos (C). Fonte: Bussman e Zambrana (2012)

A E. olearcea Mart é conhecida popularmente como Acai-do-Para, Acai-do-Baixo
Amazonas, Acai-de-Touceira, Acai-de-Planta e Acai-Verdadeiro (OLIVEIRA et al., 2007). A
espécie € tipica de terrenos de varzea e igap0. Apresenta porte arboreo tipico de floresta, que
cresce a partir de uma planta matriz, formando posteriormente touceiras (perfilhamento). Na
fase adulta os troncos tém alturas que variam de 3 a 20 m, com diametros de 7 a 18 cm
(OLIVEIRA, NETO e PENA et al., 2007; MOURAO, 2011; YUYAMA et al.,, 2011;
YMAGUCHI et al., 2015) (Figura 2A). Os frutos possuem formato globular com um didmetro
de 1-2 cm e um peso de 0,8-2,3 g. Estes por sua vez, ocorrem em cachos e geralmente
apresentam cor preto-violeta (Figura 2B e 2C), formados por nicleo (caroco) e polpa. O
nacleo tem um endosperma pequeno e sélido, que € anexado ao tegumento (Figura 2D). O
pericarpo, descrito como parcialmente fibroso, é rico em silica e pobre em lipidios e proteinas.
Os carocos/sementes ocupam cerca de 80% do fruto. A polpa utilizada para alimentacéo
humana representa entre 5% a 15% do peso da fruta, variando de acordo com a origem e
maturidade do fruto (BICHARA e ROGEZ., 2011; MIAO e WU, 2014; COSTA et al., 2017;
PALA etal., 2018).
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Figu 2.a|eira de
Fonte: Bichara e Rogez (2011); Bussman e Zambrana (2012).

A importancia socioeconémica do acaizeiro, decorre de seu potencial referente ao
uso integral da planta, que possui uma ampla variedade de aplicacGes, e por estar associado a
agricultura familiar e agroextrativista (MENDONCA et al., 2014; MOURAO, 2011). O
acaizeiro tem sido empregado no paisagismo, em construcgdes, na producao de celulose (papel
Kraft), na confecgdo de biojoias, para ragdo animal, adubo e suas raizes também podem ser
usadas para produzir vermifugos (OLIVEIRA, NETO e PENA., 2007; YUYAMA et al.,
2011; SOUZA et al., 2011). Entretanto, a principal atividade econdmica ligada ao acai, esta
centrada na producdo de frutos e palmito para o consumo humano, tendo em vista seu
benéfico para a saude. Os principais constituintes encontrados em sua matéria seca do fruto
sdo: lipidios (50%), fibras (25%) e proteinas (10%), apresentando abundéncia de compostos
fendlicos e antocianinas, substancias com elevada capacidade antioxidante e de comprovados
efeitos benéficos a saide (YMAGUCHI et al., 2015).

Os frutos sdo muito apreciados, sobretudo na regido amazénica, podendo ser
consumidos na forma de sucos (com ou sem agucar), ou misturado a outros alimentos como a
farinha de mandioca ou tapioca (YUYAMA et al., 2011). Além disso, a polpa tem sido
largamente utilizada na producdo industrial ou artesanal de alimentos e bebidas, incluindo
sucos, sorvetes, geleias, bebidas energéticas, licores, encapsulados (COSTA et al., 2017,
MIAO e WU., 2014).
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1.1.1 Aspectos produtivos e mercadologicos do agai

Inicialmente a producdo e venda do acai eram apenas locais, principalmente no
Estado do Para, onde a cultura de consumo é muito forte, tendo assim mercado consumidor ja
consolidado (ALMEIDA et al., 2017). Nos ultimos anos, o0 mercado do acai tem se expandido
de maneira consideravel. A partir da década de 1990, a cultura ganhou espago no cenario
nacional, mas recentemente tem sido comercializado em novos mercados a nivel
internacional, tornando-se uma importante fonte de emprego e renda para regido (BICHARA
e ROGEZ., 2011; YAMAGUCHI et al., 2015). Em parte, o sucesso comercial do acai esta
ligado as novas tendéncias alimentares. Recentemente, houve uma demanda mundial cada vez
maior por alimentos e bebidas saudaveis e nutricionais, com novos sabores, criando boas
oportunidades para frutas tropicais, como o acai (CONAB., 2018).

Considerado por alguns como uma “superfruta”, o agai vem ganhando espago ¢
sendo consumido em todo mundo como um alimento funcional. H& um mercado crescente
para 0s nutracéuticos e suplementos alimentares que contém acai na formulacdo (PORTINHO
et al., 2012). Estudos realizados com os frutos tém apresentado resultados interessantes
quanto a extracdo/rendimento em 6leos vegetais, com potencial para producdo bioprodutos
(compostos quimicos bioativos), que podem ter alto valor agregado (COSTA et al., 2017).

O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE apontou que de 2015 para
2017 houve um aumento na a producao nacional de frutos do acai de 1,0 milhdo de toneladas
para 1,1 milhdo (IBGE., 2017). O Estado brasileiro com a maior producdo registrada nesse
periodo foi o Pard com 98,3 % do total nacional. Nesse estado a producdo de frutos do acai
cresce exponencialmente a cada ano, e isto fica evidente quando se compara os dados de
producdo referentes aos anos de 2003, que foi cerca de 112 mil toneladas do fruto, com 0s
dados obtidos em 2016 que registrou uma quantidade produzida de 1.092.205 toneladas
(IBGE., 2003-2016). A importancia comercial dessa cultura tem trazido diversas vantagens
econdmicas para regides produtoras.

Outra fonte de dados afirma que no ano de 2017, a produgdo de acai no pais foi 1,3
milhdo de toneladas e, novamente, 0 maior produtor foi o Estado do Para. Neste mesmo ano,
0 Estado do Para comercializou mais de 593,8 milhdes de reais em produtos decorrentes do
beneficiamento do acai, destinados tanto ao mercado nacional, como ao mercado
internacional (SEFA-PA, 2017).

No contexto internacional, as previsdes indicam um incremento substancial na

demanda por acai até o ano de 2026, incentivada principalmente pela producdo de cosméticos
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a base de ingredientes naturais (IBGE, 2017). De acordo com o relatério "Agai Berry Market:
Global Industry Analysis end Opportunity Assessment, 2016-2026", em 2016, mais de
300.000 toneladas de produtos a base de polpa de acai foram comercializados em todo o
mundo (FMI, 2017). O Future Market Insights também prevé um aumento impressionante no
consumo global de produtos de polpa de acai e espera que as vendas globais superem 1
milh&o de toneladas até o final de 2026

1.2 CADEIA PRODUTIVA DO ACAI

A extracdo da polpa de acai ainda é a principal finalidade da utilizacdo do acaizeiro,
embora nos ultimos anos tenham surgido muitas alternativas de uso para a cultura
(NOGUEIRA et al., 2005). Deste modo, a cadeia produtiva do agai esta composta por plantio,
extracdo e processamento dos frutos e comercializagdo do chamado “vinho” ou polpa
(EMBRAPA., 2006). Uma viséo geral de todo o processo de geracdo da polpa esta descrito no
Fluxograma 1. Aspectos referentes ao plantio ndo serdo abordados, uma vez que o foco deste
estudo esta relacionado a geracdo de potenciais produtos a partir dos residuos da colheita e
processamento da polpa.

O processo de extracdo compreende etapas desde a colheita até a pds-colheita dos
frutos. Normalmente, o acaizeiro comeca a producdo de frutos quatro anos ap6s o plantio.
Durante a colheita é realizada a escalada dos estirpes/troncos que podem alcancar facilmente
de 10 a 15 metros de altura, existindo o perigo de quebra e tombamento dos mesmos
(NOGUEIRA et al., 2005). Em vista disso, essa € uma etapa onerosa e dificil, que
tradicionalmente é feita de maneira manual por coletores, que escalam troncos com o auxilio
de uma *peconha, fazendo o corte do cacho e colocagdo deste no solo (ALMEIDA et al.,
2017; SUFRAMA, 2003).

! Lago feito de corda, cip6s, pano, ou da propria palha dos acaizeiros que é colocada nos pés dos escaladores
com a finalidade de facilitar o acesso aos cachos (HOMMA et al., 2006).
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Fluxograma 1. Cadeia produtiva da polpa do acai incluindo as principais biomassas residuais geradas no
beneficiamento do fruto. Fonte: Adaptado de Almeida et al. (2017).

Os procedimentos pés-colheita sdo realizados ainda no acaizal, que inclui a debulha
dos cachos, a selecdo visual de frutos sadios e maduros, o acondicionamento e o transporte
para os locais de processamento (ALMEIDA et al., 2017; NOGUEIRA et al., 2005). Essas
etapas devem ser realizadas o mais rapido possivel, tendo em vista que os frutos do acaizeiro
sdo altamente pereciveis (MOURAO., 2011). A demora nos procedimentos pos-colheita
podem comprometer a qualidade do acai, levando a perda de agua, aroma e variacbes nas
propriedades nutricionais (BICHARA e ROGEZ., 2011). Na impossibilidade do transporte
imediato até as unidades de processamento, os frutos devem ser acondicionados em cestos
feitos de fibras vegetais, ou ainda em caixas plasticas com aeracédo, tendo o cuidado para ndo
tocar o solo e protegido dos raios solares. O material é levado a um local de armazenamento
que seja exclusivo para a estocagem do acai, a fim de evitar possiveis contaminagdes. A
preservacdo dos frutos pode ser prolongada mantendo-os em ambiente refrigerado (em torno
de 10 °C). Entretanto, o despolpamento deve ocorrer no tempo maximo de 24 horas apos a
colheita, quando os frutos sdo estocados em temperatura ambiente (NOGUEIRA et al., 2005).

Nas unidades de processamento os frutos sdo recebidos e avaliados quanto as
caracteristicas de tamanho, maturidade e tempo de coleta. Em seguida séo lavados, imersos
em agua a temperatura ambiente ou aquecida (40 a 60 °C), dependendo do grau de maturidade
dos frutos, para o amolecimento do epicarpo e do mesocarpo. Na sequéncia os frutos sao
lavados em agua clorada e segue-se uma nova etapa de lavagem para a retirada do excesso de
cloro. Ao final dessas etapas, os frutos séo levados a despolpadeiras (SUFRAMA., 2003). O

despolpamento depende da finalidade do produto, que pode ser para consumo imediato ou
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passar por processos subsequentes para conservacdo e posterior comercializagdo. Este
processo pode ser manual ou mecanizado (despolpadeiras) (ALMEIDA et al., 2017).

De acordo com Nogueira et al. (2005) o uso de despolpadeiras pode ser classificado
em tradicional (semi-industrial) e industrial. O primeiro tipo é feito normalmente em pequena
escala e utiliza um cilindro vertical contendo varetas horizontais e uma peneira na parte
inferior, conhecidas popularmente como batedeiras. Os frutos sdo inseridos através da
abertura superior, adicionando lentamente agua. Ao final do processo, forma-se uma emulséo
que desce por gravidade passando por uma peneira para ser coletado na saida do funil (Figura
3) (PESSOA et al., 2010).

Figura 3. Despolpadeira tradicional (semi-industrial) para frutos de acai. Fonte: Autora (2018)

No segundo tipo, processo industrial, faz-se uso de despolpadeiras horizontais,
compostas por um cilindro de aco inoxidavel, onde acontecem etapas de refino e
homogeneizacdo. A polpa extraida do agai pode ser imediatamente embalada e congelada ou
passar por tratamento térmico, esterilizacdo — para evitar possiveis contaminantes. O
crescimento do mercado de polpa do acai tem induzido a implantacdo de plantas-industriais,
visando atender aos mercados interno e externo. Com isso, 0 processo de industrializacéo
favorece uma maior higiene e qualidade do produto final (HOMMA et al., 2006).

Muitos desafios ainda precisam ser superados para tornar a cadeia de producdo do
acai mais eficiente, tanto do ponto de vista de plantio e manejo, quanto na parte de
beneficiamento e processamento dos frutos. Alguns processos ao longo da cadeia de producéo

podem ser otimizados com adogdo de novas tecnologias e com melhoria da gestdo dos
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residuos gerados. Conforme afirmam Farinas et al. (2012) o desenvolvimento da cadeia
produtiva do acai também depende da correta destinacdo de todos os residuos gerados,
reduzindo-se a0 maximo o impacto ambiental. Assim, as biomassas residuais desta cadeia
produtiva, que vdo desde cachos no campo até as polpas do processamento, podem ser

passiveis de valoracdo econdmica, gerando novos produtos de valor agregado.

1.3 A PROBLEMATICA DAS BIOMASSAS RESIDUAIS DO ACAI E POTENCIAIS
APLICACOES PARA GERACAO DE NOVOS PRODUTOS

A agroindustria do acai produz grande quantidade de biomassas residuais, tanto na
exploracdo do palmito, quanto na exploracdo dos frutos (TEIXEIRA et al., 2015). Esses
residuos, sobretudo, aqueles provenientes da producdo de polpas, vem se tornado um
problema socioambiental, em funcdo de serem despejados em ambientes ndo apropriados. No
entanto, tais biomassas residuais podem ser uma grande oportunidade para geragdo de
beneficios sustentaveis, com potenciais ganhos ambientais, sociais e econdmicos (SILVA-
DIAS., 2017).

Na extracdo do palmito, um dos subprodutos gerados é a chamada capa de palmito,
que correspondem as partes vegetais que recobrem o palmito e que podem ser destinadas, por
exemplo, para a producéo de adubo orgénico (TEIXEIRA et al., 2015). Durante a coleta dos
frutos para a extracdo da polpa, ap6s a debulha, os residuos dos cachos geralmente sdo
deixados no local de coleta sem nenhuma destinacao especifica (NOGUEIRA et al., 2005).

Na producdo da polpa, o principal residuo gerado € o carogo. Este residuo é uma
semente oleaginosa, formada por um pequeno endosperma sélido ligado a um tegumento rico
em celulose (FARINAS et al., 2012). Segundo a Politica Nacional de Residuos Sélidos —
PNRS?, os carocos de acai, sdo um tipo de residuo classificado quanto a origem, como residuo
de estabelecimentos comerciais (PNRS, art. 13, I, d). De acordo com Mesquita et al. (2018),
somente na regido metropolitana de Belém-PA, tem gerado em torno de 93 mil toneladas/ano
carogo de acai, e por vezes alcangado 1.200 toneladas diérias. Em toda a regido amazonica o
valor estimado da deposi¢cdo desses residuos tem sido mais 1.000.000 de tonelada anuais
(IBGE., 2016), gerando assim, a necessidade de discussdes e medidas sobre como otimizar

estas biomassas residuais e produtos de valor agregado.

2 Foi promulgada pela Lei N° 12.305/10 para instituir governanca sobre a gestdo dos Residuos Sélidos (RS) e
racionalizar o uso das matérias-primas, reinserindo-as ao ciclo produtivo, maximizando seu aproveitamento e
promovendo o desenvolvimento sustentavel (BRASIL., 2010).
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Em regides como Pard, cuja producdo acentuada dos agaizeiros se da localmente,
uma parte dos frutos tem sido processada em pequenos batedores (beneficiadoras) artesanais,
distribuidos ao longo da cidade. De acordo com Almeida et al. (2017), apds o processamento,
as beneficiadoras separam o0s carogos, que posteriormente, sdo lavados, ensacados e dispostos
em frente ao local de venda para que sejam recolhidos pelo servico de limpeza publica ou
empresa terceirizada. O caro¢o do acai, como residuo sélido urbano (RSU), legalmente deve
ser destinado ao aterro para ser incinerado. Entretanto, nem sempre isso acontece, levando a
um acumulo desses residuos, que tem causado problemas relacionados a poluicdo ou exaustao
dos locais de disposicao final (aterros sanitarios) (SILVA-DIAS., 2017; MENEZES et al.,
2018).

Na producao industrial da polpa, os carogos podem ser reaproveitados ainda durante
0 beneficiamento dos frutos, como combustivel para alimentar caldeira, que gera energia na
forma de eletricidade ou calor (OLIVEIRA., 2007). Por outro lado, também h& situacdes
industriais de descarte, como rejeitos organicos, tendo como destino final os lixdes e/ ou
corpos d’agua (MESQUITA et al., 2018).

Em virtude de sua composi¢do quimica centesimal, o caroco pode ser uma fonte de
fibras, contendo celulose (53%), hemicelulose (12%) e lignina (22%) (RODRIGUES et al.,
2006), além de lipidios e proteina, como também antocianina, minerais, vitamina C e
Complexo B. Deste modo, as biomassas residuais do processamento do fruto podem se tornar
potenciais insumos em diversas industrias (ALMEIDA et al., 2017, LIMA et al., 2017), tais
como os exemplificados no Fluxograma 2 (SILVA-DIAS., 2017).
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Fluxograma 2. Fluxograma de aproveitamento do agai. Fonte: Silva-Dias (2017).
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As biomassas residuais dos frutos do acgai tém sido estudadas em processos
biotecnoldgicos para agregacao de valor na geracdo de bioprodutos. Simas (2008) relataram
resultados experimentais com o uso da améndoa de acai para extracdo de manose. Também héa
relatos experimentais para producdo de enzimas por fermentacdo em estado sélido (FES)
(FARINAS et al., 2009a e 2012) e também como substrato para a producdo de cogumelos
comestiveis (FONSECA et al., 2014a e 2015b). Almeida et al. (2017), realizaram um estudo
propondo o desenvolvimento de um canal para a revalorizacdo do caro¢o do acai em
diferentes tipos de atividades. Neste estudo, os autores apontam diversas areas onde estdo
sendo realizados pesquisas utilizando o caroco do acai residual para a obtencdo de potenciais

produtos (Fluxograma 3).
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Fluxograma 3. Areas onde estdo sendo realizadas pesquisas para a geracdo de produtos a partir do carogo do
acai. Legenda: FES (Fermentacgdo Estado Solido). Fonte: Esquema desenvolvido pela autora com base nos dados
disponibilizados por Almeida et al. (2017).

—

Além de proporcionar retorno econdmico por meio da comercializagéo dos residuos,
a aplicacdo nas diferentes areas ndo exige nenhum beneficiamento prévio por parte da
agroindustria, desta maneira 0s carocos podem ser comercializados da forma que saem do
processamento. A multiplicidade de aplicagdes aos residuos de agai, em especial o carogo e as

fibras, revelam tanto o seu potencial como a necessidade de se estruturar sistemas efetivos,
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gue possam maximizar seu uso e minimizar sua disposicdo em locais inadequados
(ALMEIDA et al., 2017).

1.3.1 Substrato para a producéo de cogumelos comestiveis

O cultivo de cogumelos em residuos agroindustriais tem se revelado como uma
alternativa viavel de aproveitamento de materiais lignoceluldsicos e sua conversdo em
produtos de elevado valor agregado (cogumelos comestiveis) e com alto teor nutricional
(FONSECA et al., 2015b; SALES-CAMPOS et al., 2013).

Alguns fatores como temperatura, compostos carbono e nitrogénio, disponibilidade
de nutrientes, potencial genético e fontes de meios de cultura (substratos) podem interferir no
cultivo de cogumelos comestiveis (HOA e WANG., 2015). Por esta razdo, a escolha dos
residuos agroindustriais na formulacdo de substrato pode conferir uma maior produtividade
em relacdo a outros. Tais biomassas vegetais residuais podem ser utilizadas de forma
individual ou em diferentes combinacdes.

As caracteristicas bromatoldgicas do caroco de acai sdo favoraveis a formulacao de
substratos para o cultivo de cogumelos comestiveis (Tabela 1). Fonseca et al. (2014a e 2015b)
apresentaram resultados para cultivo de cogumelos comestiveis fazendo uso de diferentes
residuos agroindustriais da regido norte, incluindo o caro¢o de acai. Este por sua vez
apresentou crescimento micelial significativo do fungo Pleurotus ostreatus, sendo também

um substrato vidvel para o cultivo das espécies Pleurotus ostreatus e Lentinula edodes.

Tabela 1. Composicdo quimica de biomassas lignocelulésicas, incluindo o caroco de

acai.
i Biomassa lignoceluldsica % Celulose % Hemicelulose % Lignina

Caroco de acai** 53-54 12-13 23-24
Palha de cana* 40-44 30-32 22-25

Bagaco de cana* 32-48 19-24 23-22

Farelo de milho* 10-11 23-24 4-5
Madeira dura* 43-44 25-35 16-24
Madeira mole* 40-44 25-29 25-31

Fonte: (*Santos et al., 2012; **Rodrigues et al., 2006).
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1.3.1.1 Composicdo quimica das fibras lignoceluldsicas

A composicdo quimica das fibras lignoceluldsicas, se baseiam em um alto teor de
celulose e sdo compostas por microfibrilas, envolvidas por uma matriz amorfa denominada
hemicelulose e uma porcdo rigida chamada de lignina (Figura 4). A fungdo da matriz é
proteger a celulose da agressdo de microrganismos/enzimas, desta maneira a estrutura vegetal
possui mais rigidez (recalcitrancia) e pouca reatividade (SANTOS et al., 2012). Os teores
encontrados na matriz podem variar de acordo a espécie ou parte da planta em analisada,
porém, em média sdo encontrados 40-50% de celulose, 20-30% de hemicelulose e 20-28% de
lignina.

A estrutura celular das paredes dos vegetais € composta por duas camadas
complexas: parede primaria fina (P) e parede secundaria (S1, S2 e S3). A
parede priméaria é formada durante o crescimento do vegetal e recobre a parede secundéria,
esta é formado por trés camadas: parede secundéria externa S1, parede secundaria média S2 e
parede secundaria interna S3. A camada S2 possui maior rigidez e desenvolve maior
propriedade mecanica sobre fibra do vegetal, e consiste de microfibrilas em uma cadeia longa
de celulose (CARVALHO et al., 2009; SILVA et al., 2009.
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Figura 4. Matéria-prima extraida do interior das plantas. Fonte: Adaptado de Sorrentino (2017).

1.3.1.1.1 Celulose

O principal componente estrutural das “fibras” lignoceluldsicas é a celulose, que

fornece forca e estabilidade para as paredes celulares. E considerado o componente mais
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abundante na parede celular vegetal, tratando-se de um polimero linear composto por ligaces
B-1,4—glicosidicas. A tendéncia da celulose em formar cristais, adquirindo insolubilidade a
alguns solventes organicos e a agua, € devido a presenca de ligacdes de hidrogénio
intermolecular e intramolecular (ARANTES e SADDLER., 2010; AGUIAR e FERRAZ.,
2011).

1.3.1.1.2 Hemicelulose

As hemiceluloses sdo polissacarideos heterogéneos capazes de formar ligacdes
cruzadas, através de ponte de hidrogénio ou formando ligagdes covalentes com as
microfibrilas de celulose, formando uma estrutura complexa entre os dois polissacarideos.
Esta interacdo, entre hemiceluloses e celulose, auxilia na montagem, complexidade e
estabilidade da parede celular do vegetal (AGUIAR et al., 2011; NETO et al., 2012).

Os diferentes tipos de hemicelulose presentes na parede celular variam entre 0s
distintos tipos de células e entre distintas espécies vegetais; que podem depender do agucar
presente e distribuicdo na estrutura do polimero, como: xiloglucanas, xilanas, mananas,
glucomananas e B-(1—3,1—4)-glucanas (SCHELLER e ULVSKOQOV, 2010). Dentre as
diversas fungdes da hemiceluloses, estdo a reserva de carbono, mecanismo de defesa da
planta, sustentacdo e transporte de nutrientes e dgua nas plantas (BUCKERIDGE et al., 2008).

1.3.1.1.3 Lignina

A lignina é o segundo componente mais abundante presente nos vegetais, com
complexas biomacromoléculas e consideravel dificuldade de
isolamento em sua forma natural. Possui uma estrutura tridimensional
polifendlica, altamente ramificada, formada por varias unidades de fenilpropano (alcool
coferilico, alcool p-cumarilico e alcool sinapilico) disseminadas de forma irregular. O
aumento da rigidez da parece celular é determinada pela lignina, atuando como agente fixador
entre as células. E considerada uma estrutura amorfa, com alto peso molecular e possui
comportamento  hidrofébico, o que auxilia na diminuicdo da permeabilidade
da parede celular. A lignina também & responsavel por proteger a celula de
microrganismos e pela resisténcia suportada pela planta, o que define seu crescimento e
desenvolvimento (MONTEIRO, PEREIRA e ABREU., 2012; SANTOS et al., 2012).
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1.4 ENZIMAS DE MACRO-BASIDIOMICETOS SELVAGENS: APLICACAO
BIOTECNOLOGICA

Os fungos selvagens ou silvestres, além de serem utilizados para alimentacdo,
apresentam diversas aplicacdes pelo seu potencial biotecnoldgico, por exemplo: a producao
de metabolitos secundarios com potencial farmacoldgico, a produgdo de enzimas utilizadas
em diversos processos industriais, sua utilizacdo como fatores de crescimento para plantas,
biorremediacdo e biodestoxificacdo (HASIN, SELDIN e LUSIS., 2017). O interessante da
utilizacdo destes fungos estd relacionado com o seu potencial de producdo utilizando
substratos residuais vegetais, posto que os mesmos sdo de habito saprofitico, coletado em
troncos mortos em florestas (Figura 5) (CONCEICAO et al., 2018).
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Figura 5. Processo de biodegradacdo por macro-basidiomicetos selvagens na obtencdo de valiosos subprodutos.
Legenda: (1) Os macro-basidiomicetos selvagens sdo degradadores naturais responsaveis pela decomposicao da
madeira. (2) Os macro-basidiomicetos silvestres sdo capazes de biotransformar os nutrientes da madeira morta
em importantes moléculas bioativas para atividades humanas. (3) Excelentes produtores de complexo enzimatico
desconstrutores de parede celular vegetal. (4) Possui grande potencial para a biodegradagdo dos complexos
componentes da parede celular da planta, lignina, celulose e hemicelulose. (5) Transformando-os em oligdmeros
e mondmeros. (6) Os mondmeros de aglcar podem ser empregados no processo de fermentacdo (7) para a
producdo de outras substancias como: etanol, acidos organicos, entre outras. Fonte. Conceigdo et al. (2018).

Muitos estudos tem sido realizados com macro-basidiomicetos, pois eles
demonstraram ser uma fonte importante de moléculas e alimentos com grande valor
nutricional. Entretanto, apenas uma pequena porcentagem de espécies de macro-

basidiomicetos sdo conhecidas, em compara¢cdo com a sua extensdo real na natureza. Os
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macro-basidiomicetos selvagens podem ser uma excelente fonte de alimentos nutritivos e uma
fonte de melhores moléculas bioativas, ou espécies que podem ser usadas como
biodegradadores e biotransformadores de diversos tipos de substancias (HASIN, SELDIN e
LUSIS., 2017).

Os macro-basidiomicetos sdo importantes agentes responsaveis pela mineralizacao e
séo especializados no processo de desconstrucdo de estruturas complexas do vegetal, como
por exemplo, a lignina. Tais fungos com a capacidade de produzir diferentes enzimas, podem
degradar eficientemente uma ampla gama de substancias. Estudos cientificos mostraram que
esses organismos produzem enzimas e metabolitos que podem ser aplicados em alimentos,
medicamentos, industria téxteis, papel e matéria-prima (CHEN e CHIU., 2005).

Os fungos que englobam o grupo dos macro-basidiomicetos sdo capazes de se
adaptarem em diversas condicGes, e como meio de sobrevivéncia esses microrganismos
produzem enzimas e/ou metabolitos secundarios que os auxiliam na obtencdo de nutrientes e a
sobreviver em ambiente de estresse. Como meio de cultivo sdo utilizadas diversas técnicas,
entre elas a cultivo em estado solido (CES) e cultivo submerso (CS) com biomassas
lignoceluloliticas para obtencdo de complexo enzimatico. O método da CES ou FES
(“fermentagdo” estado solido) consiste no crescimento de microrganismos em superficies de
materiais solidos, com propriedade de absor¢do de agua suficiente para manter o crescimento
dos microrganismos (RAHARDJO et al., 2006; LIMA et al., 2017). Enquanto o CS faz-se uso
de meios de cultura liquidos enriquecidos com nutrientes sollveis na presenca de biomassas
lignoceluloliticas, por exemplo. Assim, 0 uso de residuos da inddstria do acai como substrato
para 0 processo de CES e CS em conjunto com macro-basidiomicetos, mostra-se promissor
em virtude a sua composi¢do quimica e baixo custo de aquisicdo (FARINAS et al., 2012b),
caso sejam utilizados nas proximidades da geracéo de tais coprodutos.

A capacidade dos fungos macro-basidiomicetos e ascomicetos de se desenvolverem
aos mais variados meios e condigdes, proporcionando e/ou aumentando a producdo de
substancias de interesse industrial, como enzimas e metabdlitos, possibilita a utilizacdo de
técnicas para otimizar o méaximo a producdo dessas substancias. Assim, estudos tem
demostrado que associacBes simbidticas melhoram a colonizagdo dos substratos pelos
microrganismos em cultivos no estado sélido, podendo aumentar o rendimento da producéo
de celulase (DUENAS, TENGERDY e GUTIERREZ-CORREA., 1995). Culturas mistas
(cocultivo) de fungos filamentosos, podem levar a uma produgdo superior de enzimas com
pouco aumento da biomassa celular, comparado com os cultivos controles, indicando que as

interacdes sinergisticas ndo foram diretamente relacionadas ao aumento do crescimento em
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biomassa, mas foram responsaveis para o aumento da producdo de enzimas (GUTIERREZ-
CORREA et al., 1999).

A cultura mista (cocultivo) pode ser realizada entre diferentes organismos, como:
organismos de diferentes reinos, por exemplo entre fungos e bactérias (Aspergillus fumigatus
e Streptomyces leeuwenhoekii) (WAKEFIELD et al., 2017); diferentes géneros (Trichophyton
rubrum e Bionectria ochroleuca) (BERTRAND et al., 2013a), ou em diferentes espécies
(Aspergillus niger e Aspergillus oryzae) (HU et al., 2011). A obtencdo de novos metabdlitos
secundarios com atividade biolégica € um dos principais objetivos desta técnica
(BERTRAND et al., 2014b). Em busca do aumento da producéo de substancias de interesse
industrial como enzimas e farmacos, o cocultivo tem sido proposto (CUPUL et al., 2014;
NONAKA et al., 2011).

1.5 ENZIMAS CELULOLITICAS MICROBIANAS E APLICACOES EM
BIOMASSAS ALIMENTARES

O material residual vegetal lignocelulolitico possui caracteristicas recalcitrantes, ou
seja, héa resisténcia quanto ao sua desconstrucdo. A recalcitrancia da parede celular vegetal é
relacionada, principalmente, a presenca da lignina. Os fungos, para terem acesso aos
carboidratos sollveis (mondmeros de agucares) presente nas biomassas vegetais, utilizam-se
de mecanismos que quebram a recalcitrancia e os complexos polissacarideos de celulose e
hemicelulose atraves de enzimas extracelulares (DASHTBAN et al., 2010).

Durante o seu desenvolvimento no material vegetal, os macro-basidiomicetos
reconhecem seu ambiente e podem adaptar-se as condi¢des atuais, excretando substancias que
ajudam a modular uma condigdo propicia para sua sobrevivéncia (ROSSI., 2013). Durante
este processo, as enzimas catalisam a liberacdo de pequenas porcBes das macromoléculas
complexas presentes na parede celular da planta (SU et al., 2018).

Diversos fungos filamentosos, como Aspergillus spp., Trichoderma spp., produzem
dois grupos principais de enzimas, que sdo importantes para a degradacdo das paredes
celulares dos vegetais: enzimas hidroliticas ou holoceluloliticas (celulases e hemicelulases) e
as enzimas oxidativas, que incluem as peroxidases (lignina e peroxidase de manganés) e
lacases. Estas enzimas sdo capazes de oxidar moléculas menores (por exemplo, acidos
organicos), e formam intermediarios instaveis, ao decompor a matriz de lignina quando estédo
em contato com os componentes fendlicos e amino-aromaticos da lignina. A remodelagem da

estrutura complexa da lignina é um dos processos cruciais para reduzir a recalcitrancia das
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paredes celulares vegetais, que possibilita 0 acesso de outras classes de enzimas especificas
para a degradacdo dos carboidratos (TIAN, FANG e GUO., 2012).

1.5.1 Holocelulases

Os microrganismos com capacidade de degradar celulose e hemicelulose séo
produtores de um complexo enzimatico chamado de holocelulases, que € especializado e age
em conjunto - sinergismo (BEGUIN e HUBERT., 1994). As celulases s&0 um conjunto de
enzimas capazes de decompor celulose, assim como hemicelulases sdo capazes de descontruir

hemicelulose.

1.5.1.1 Celulases

As enzimas celuloliticas possuem uma intensa aplicabilidade na industria, cujo seus
maiores potenciais de aplicacdo sdo em alimentos, racao animal, industria quimica e inddstria
téxtil. Possuem outras areas de aplicacdo, como na indlstria de polpa e papel, industria
farmacéutica, gerenciamento de residuos, engenharia genética e tratamento da poluicdo
(BHAT e BHAT., 1997).

Na maioria dos estudos bioquimicos sobre a decomposicéo de celulose, € utilizado o
complexo enzimatico de fungos filamentosos, como Trichoderma reesei, no qual a hidrélise
da celulose ocorre em conjunto e sinergismo na atuacdo de trés enzimas. A desconstrucéo
inicia pela atuacdo da enzima endo-1,4-B-glicanases que rompe seletivamente as liga¢des [3-
1,4-glicosidica internas da celulose, principalmente em regi6es amorfas, formando fragmentos
redutores e ndo redutores que serdo hidrolisados pelas exo-1,4-B-glicanases (CBHI e II),
também denominadas celobiohidrolases (CBH), formando fragmentos de celobiose, que séo
degrados pelas B-glicosidases a glicose (Figura 6) (OGEDA e PETRI., 2010).
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Figura 6. Esquema de degradagdo da celulose a partir da acdo das enzimas endo-1,4-R-D-glucanase (EG),
celobiohidrolases (CBHI e CBHII), 1,4-B-Dglucosidase (BGL), celobiose desidrogenase (CDH) e
monooxigenases liticas de polissacarideos (LPMO1, 2 e 3). Fonte: RYTIOJA et al., 2014.

As B-glicosidases possuem a capacidade de romper outros oligossacarideos a glicose,
e liberam diferentes monémeros, como a galactose, a xilose e a manose, pois a xilana e a

galactomanana sdo constituintes da hemicelulose (RYTIOJA et al., 2014).

1.5.1.2 Hemicelulases

A hemicelulose é um heteropolissacarideo ramificado de dificil desestabilidade, e
para sua desconstrucdo € necessario um arsenal enzimatico mais complexo. Dentre as
variedades de enzimas hemiceluloliticas, podem ser citadas: as xilanases (-1,4-
endoxilanase e B-1,4-xilosidase), que sdo enzimas principais, com acdo na degradacdo da
xilana. As [3-1,4-endoxilanase hidrolisam as ligagdes do tipo B-1,4 da cadeia da xilana
produzindo oligossacarideos, 0s quais sdo convertidos em xilose pela B-1,4-xilosidase.
Xiloglucanase e B-glicosidases para decomposicdo das xiloglucanas (SOUZA., 2013).

As xilanase possuem um grande potencial na clarificacdo de sucos e
vinhos, extracdo de Oleos vegetais, amido, e também atuam melhorando as texturas de
produtos de panificacdo e na conservagédo das propriedades nutricionais de grdos armazenados
(RYTIOJA et al., 2014).

1.5.2 Ligninases

Os macro-basidiomicetos silvestres sdo verdadeiras maquinas enzimaticas. Estes

fungos tém a capacidade de usar diferentes fontes de carbono-nitrogénio para se desenvolver,
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onde varias biomassas podem ser usadas para cultivar esses fungos, que possuem acao
oxidante para degradar o material lignocelulolitico para sua sobrevivéncia. As enzimas
lignoliticas que agem diretamente ou indiretamente sobre a estrutura da lignina séo
denominadas ligninases: lignina peroxidase (LiP), manganés peroxidase (MnP) e lacase
(HOFRICHTER., 2002).

1.5.2.1 Peroxidases (Ligninas Peroxidases — LiPs e Manganés Peroxidases - MnPs)

Entre as peroxidases de origem flngica, estdo a lignina peroxidase (LiP) e a
manganés peroxidase (MnP). Sdo heme-peroxidases, que requerem a presenca de perdxido de
hidrogénio (H202 e ions manganés (Mn Il). Sdo descritas principalmente na degradagdo de
compostos toxicos por fungos da podriddo branca (FPB) ou macro-basidiomicetos. Os fungos
selvagens como Trametes versicolor e Phlebiopsis sp. foram relatados como potencialmente
Uteis para a degradacdo da lignina devido as suas atividades oxidativas. Estas enzimas
possuem um grande potencial na inddstria de papel (DAMIAN-ROBLES et al., 2017).

Manganés Peroxidases (MnPs) sdo constituidas por glicoproteinas monoméricas de
aproximadamente 50-60 kDa. Sua producdo € advinda do metabolismo secundario e sdo
controladas pelas niveis de carbono e nitrogénio. As enzimas MnPs sdo sintetizadas pelos
macro-basidiomicetos e a sua propriedade estrutural, em sua maioria, € semelhante as LiPs
(GLEN e GOLD., 1985).

O alto potencial degradativo da MnP faz desta enzima um atrativo na
desconstrucdo e branqueamento de celulose. O sistema enzimatico extracelular lignolitico de
macro-basidiomicetos é bem conhecido e capaz de degradar xenobiéticos toxicos (BUGG et
al., 2011; PAYNE et al., 2015).

1.5.2.2 Lacases

A utilizacdo das enzimas dos macro-basidiomicetos ultrapassa a capacidade de
degradar o material lignocelulolitico, pois as enzimas fngicas sdo fundamental nas atividades
industriais. As lacases sdo enzimas extracelulares que usam o cobre como cofator e 0 oxigénio
molecular como co-substrato. Estas enzimas sdo capazes de oxidar a maioria dos compostos
fenolicos e ndo-fenolicos produzidos durante a degradacéo de pesticidas, e sua atividade tem
sido observada 20 vezes maior em fungos pertencentes a subdivisdo Basidiomycotina, como

Trametes versicolor, do que em outros organismos (MARGOT et al., 2013). A natureza nao
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especifica de sua atividade, possibilita 0 seu uso em uma variedade de substratos e os torna
catalisadores ideais para 0 metabolismo de uma variedade de inseticidas (DONOSO et al.,
2008). Na presenca de moléculas que atuam como mediadores da transferéncia de elétrons, as
lacases sdo capazes de oxidar muitos compostos, e alguns desses mediadores sdo produzidos
durante a atividade metabdlica normal dos macro-basidiomicetos (ASGHER et al., 2008;
ATALLA etal., 2013)

1.6 ENZIMAS: BENEFICIAMENTO DE POLPA DE ACAI

Os frutos de acai sdo formado por carboidratos ou “fibras” alimentares insollveis,
que consistem principalmente de substancias de celulose, hemiceluloses e pécticas. A polpa
de acai é considerada um alimento de alto teor nutricional, apresentando grande quantidade de
lipidios (principalmente &cidos graxos insaturados), proteinas e sais minerais. A inddstria
alimenticia possui um grande problema no processamento de suco industrializado pela
liberacdo de pectina no suco. A pectina € um polissacarideo estrutural heterogéneo presente
nas paredes celulares do mesocarpo, responsavel por até 4% do peso total de frutas frescas e
até 35% da parede celular. Este carboidrato complexo composto de moléculas de acido
péctico é conhecido por ser responsavel por dar caracteristicas indesejaveis aos sucos, como
alta viscosidade (MACHADO et al., 2012).

A aplicacdo de enzimas em processos industriais tem sido de grande impacto
econdmico, pois pode diminuir ou eliminar a utilizacdo de temperaturas elevadas, valor de pH
fora do padrdo, solventes organicos e, concomitantemente, oferecer alta especificidade ao
substrato, baixa toxicidade e pureza do produto (SANCHEZ e DEMAIN., 2016). Uma
problematica encontrada esta no processo de clarificacdo dos sucos através da membrana pela
microfiltragdo de fluxo cruzado. Uma alternativa aos processos convencionais e afetado
negativamente por sua natureza fibrosa, e suas quantidades podem variar de 44% a 71% do
peso seco (BOROVIK., 2010; RUFINO et al., 2011). Para otimizar esse processo Sao
utilizadas diversas enzimas para o beneficiamento dos produtos alimentares.

Uma delas é a aplicacdo das enzimas pectinoliticas utilizadas no processamento de
frutos industriais para melhorar a extracdo de suco. Estas enzimas causam degradacdo da
matriz da parede celular, aumentando assim o rendimento da extracdo. As Pectinas liases sdo
de particular interesse no processamento de sucos de frutas devido a degradacdo direta de
polimeros de pectina pelo mecanismo de eliminagdo [, resultando na formagdao de

oligogalacturonideos 4,5-insaturados, enquanto outras pectinases atuam sequencialmente para


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877412003214#b0045
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877412003214#b0190

39

degradar completamente as moléculas de pectina. Isto leva a uma reducéo na viscosidade dos
sucos sem afetar negativamente 0s grupos ésteres responsaveis por aromas especificos de
varias frutas (BENEN et al., 2003; YADAV et al., 2009). Além disso, enzima pectinase
quebra a parede celular e libera os complexos metalicos da casca e da polpa da fruta. A
extracdo enzimatica da pectinase auxilia na identificacdo de complexos de cobre responsaveis
pela melhor biodisponibilidade de cobre para o corpo humano (WOJCIESZEK e RUZIK.,
2016).

Outra enzima que atrai a atencdo de pesquisadores e industrias devido ao seu grande
potencial biotecnoldgico sdo as lipases. Sao enzimas responsaveis pela hidrdlise de ligagdes
de ésteres de triglicérideos em diglicérideos, monoglicérideos, acidos glaxos e glicerol através
do mecanismo complexo de ativacdo interfacial (TREICHEL et al., 2010; THAKUR., 2012;
ALMEIDA, TAUK-TORNISIELO e CARMONA, 2013; SELITEANU et al., 2014). Podem
ser produzidas por varios organismos, contudo, 0s microrganismos Sao mais promissores para
este fim. Estas enzimas tem seu papel importante na producdo de produtos farmacéuticos,
compostos enantibmeros, agroquimicos, cosméticos e perfumaria, tratamento de agua
residuais, compostos de sabor, auditivos industrias e utilizacdo na industria de alimentos. Esta
enzima, na industria de alimentos, tem sido aplicada para modificar o sabor dos alimentos por
sintese de ésteres de acidos graxos de cadeia curta e alcodis (aromatizantes) (GURUNG et al.,
2013). Os éacidos graxos livres, de acordo com o tamanho da cadeia carbdnica e grau de
insaturacdo, proporcionam sabor e aromas peculiares aos alimentos. As lipases tem potencial,
por exemplo na melhora da textura da polpa do acai, proporcionando maior digestibilidade
dos nutrientes, levando uma maior eficiéncia na utilizagdo dos alimentos. Além disso, podem
digerir componentes que aparentemente sdo prejudiciais, indesejaveis ou até mesmo com
pouco valor agregado (CHOCT., 2006).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877412003214#b0040
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0260877412003214#b0235
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2. JUSTIFICATIVA

A quantidade de biomassa residual, da colheita ao processamento do fruto do acai em
polpa, traz consigo uma oportunidade de exploracdo deste material para obtencdo de enzimas
desconstrutoras de parede celular vegetal produzidas por fungos filamentosos, como os
macro-basidiomicetos. Estas enzimas podem ser aplicadas como catalizadores biolégicos para
melhoria da polpa/suco de frutas, como do acai. Processos de hidrolise enzimatica da polpa de
acai traria como vantagens o enriquecimento com monbémeros de aglcares (hexoses e
pentoses — fibras) e presenca de bioativos (antioxidantes, entre outros). Os macro-
basidiomicetos isolados da regido Norte (quente e Umido) podem ser um precursor na
desconstrucdo e beneficiamento dos residuos da colheita e despolpamento do acgai. No caso
dos cachos, por terem capacidade de descontruir 0s mesmos, se tornam interessantes no ponto
de vista industrial, podendo assim ser aplicados como biofertilizantes ou na nutricdo animal,
ja que apresentam potencial de deslignificacdo, e aumentam a digestibilidade do mesmo. O
residuo caroco do fruto do acai e demais fibras residuais, podem ser fonte de substrato para
cultivo de macro-basidiomicetos, que crescem comumente nas regibes mais Umidas. Estes
podem ser potenciais fontes de enzimas extracelulares (extratos enzimaticos) com uso na
agroindustria do acai, com intuito de auxiliar para melhores das condi¢des reoldgicas da polpa
e 0 enriquecimento deste produto, com a liberacdo de mais bioativos. Deste modo, este
trabalho teve como finalidade observar o comportamento de alguns macro-basidiomicetos
isolados do bioma Cerrado da regido Norte (Tocantins), como potencial desconstrutor de
residuos do processamento de frutos do acai, que neste primeiro momento possuiu a premissa
de saber a capacidade de crescimento em tais biomassas e a dosagem de atividades
enziméticas. As atividades enzimaticas foram avaliadas tanto no cultivo dos basidiomicetos

como também sobre estresse bioldgico, em cocultivo com outro tipo de fungo filamentoso.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Coletar e isolar macro-basidiomicetos de fitofisionomias do cerrado tocantinense e cultiva-los
em biomassas vegetais residuais da agroinddstria do acai para avaliacdo da atividade enzimas

celuloliticas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Coletar e isolar macro-basidiomicetos do cerrado do Estado de Tocantins - Regido

Norte;

e Cultivar os basidiomicetos por cultivo estado solido (CES) em substratos

lignocelul6sicos residuais das agroindustrias acai;
e Determinar as atividades enzimaticas celuloliticas de macro-basidiomicetos;

e Analisar a interagdo entre 0s macro-basidiomicetos e o Trichoderma asperellum BC-2

AT70882D para potencial cocultivo;

e Determinar as atividades enzimaticas B-glicosidase, lipase e Xxilanase, de extratos
obtidos de cocultivo de macro-basidiomiceto FPB 173 com Trichoderma asperellum

BC-2 A70882D cultivados por cultivo submerso em meios contento biomassa de acai.



42

4. MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA, ISOLAMENTO E PRESERVACAO DOS MACRO-BASIDIOMICETOS

As coletas foram realizadas no ano de 2017 em éreas preservadas da Universidade
Federal do Tocantins (UFT), campus universitario de Gurupi — TO, Latitude 11°43'45"S e
Longitude 49°04'07"W. Pela classificacdo de KOPPEN (1948) o clima da regido € do tipo
B1WA’a’ imido com moderada deficiéncia hidrica, a temperatura média anual de 29,5 °C,
com precipitagdo anual média de 1804 mm, considerado um verdo chuvoso e um inverno
seco.

Coletou-se 54 cogumelos (“corpos frutificacdo™ ou basidiocarpos de espécies macro-
basidiomicetos) em éareas de mata ciliar, mata de galeria e mata seca, sendo elas
fitofisionomias do cerrado tocantinense (ICMBIO, 2019), nas proximidades da UFT nos
periodos chuvosos, nas imediacdes dos pontos geograficos identificados na Figura 7.

O registro da coleta foi feito por fotografia conforme exemplificado na Figura 8. As
especificacbes foram: nimero de identificacdo, hora e data da coleta, local (tronco vivo ou
morto, serrapilheira ou solo) e caracteristica do macro-basidiomiceto (comprimento, cor,
forma). Com um auxilio de estilete foi cortado o corpo de frutificagdo ainda jovem e
armazenado em saco de papel previamente identificado, retirando-se impurezas das amostras.

As coletas foram feitas mediante autorizacdo da direcdo do campus Universitario da
universidade, conforme preconiza a legislacdo de acesso ao patriménio genético. A
autorizacdo de coleta esta devidamente registrada no SISBIO (Comprovante de registro para
coleta de material boténico, fangico e microbioldégico NR. 41346-1), junto ao ICMBIO

(Instituto Chico Mendes de Conservacgédo da Biodiversidade).
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Figura 7. Areas de coleta dos macro-basidiomicetos. A (Mata de Galeria); B (Mata Ciliar); C (Mata Seca)
e D (Mata Ciliar). Fonte: Google Earth Pro (2017)

Em laboratdrio, os basidiocarpos coletados foram fragmentados (cortes) de forma a
obter da parte mais interna uma massa micelial, com menor injuria ou indicio de
contaminacgéo por outros microrganismos e sujidades. Esses fragmentos foram inoculados em
placas contendo meio de cultura BDA (Batata-Dextrose-Agar 2%) com Ampicilina (0,1 g.L-
1), e acondicionados em incubadora B.O.D (Demanda Bioquimica de Oxigénio) a 27 + 2°C

para observacdo do crescimento do micélio.


http://www.uft.edu.br/
http://www.uft.edu.br/

44

Figura 8. Registro da coleta de macro-basidiomiceto nimero FPB 173. Fonte: O autor (2017).

Para a certificacdo do crescimento total do micélio e ndo contaminacdo por outros
microrganismos, foram realizadas séries de repicagens em placas de BDA (Batata-Dextrose-
Agar 2%) e Ampicilina (0,1 g.L!), adotando o processo de viabilidade e purificacdo. As
linhagens selecionadas foram classificadas quanto ao género pela visualizacdo macroscopica e
microscopica (microscépico 6ptico modelo LEICA). ApGs esse processo 0s microrganismos
foram repicados em tubos inclinados para a conservagdo. Os isolados foram identificados

como FPB (fungos de podridao branca) com nimero em sequéncia.

42 BIOMASSAS RESIDUAIS DE ACAI: OBTENCAO, PREPARO E
ARMAZENAMENTO

As biomassas residuais de acai foram obtidas na Associacdo dos Agroextrativistas
Familiares Solidarios, do Povoado Km 1700, Latitude 05°31'35"S e Longitude 47°29'30"W,
116 m de altitude média, no municipio de Imperatriz - MA.

Coletou-se dois tipos de biomassas residuais, 1) cachos vazio; e 2) sementes do agai
apos despolpamento (tipo tradicional). As biomassas foram secas em local aberto (“terreiro” -
ar livre) por um periodo de seis dias. Apés a secagem as biomassas foram trituradas em um
moinho (tipo Willey) marca Solab. Para obtengéo de particulas finas, o material triturado foi
passado em peneira com malha e recolhido as particulas < 2 mm, e armazenados em
embalagens plasticas hermeticamente fechadas. ApdOs esse processo obteve-se a Fibra do
Cacho do acai (FC) e Fibra da Semente do acai (FS) (Figura 9).
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Figura 9. Coleta e tratamento das biomassas. Povoado Km 1700 (A); Area de plantio do acai (B); Palmeira de
Euterpe oleracea (C); Cacho ap6s secagem ao ar livre (D); Semente ap6s secagem ao ar livre (E); Moinho (tipo
Willey) (F); Fibra do Cacho do acai (FC) (G); Fibra da Semente do acai (FS) (H). Fonte: O autor (2018).

43 AVALIACAO DO CRESCIMENTO MICELIAL DOS MACRO-
BASIDIOMICETOS POR CES EM SUBSTRATOS ENRIQUECIDOS COM
BIOMASSAS DO ACAI

4.3.1 Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com
trés repeticdes em esquema de fatorial duplo (8x6), totalizando 48 tratamentos. O primeiro
fator foi constituido de oito macro-basidiomicetos (obtidos pela selecdo de viabilidade e
purificacdo) e o segundo fator foi constituido por seis meios de cultura Batata-Dextrose-Agar
com glicose (BDA-C), Agar Fibra do Cacho do acai com glicose (FC-C) e Agar Fibra da
Semente do agai com glicose (FS-C) e Batata-Dextrose-Agar sem glicose (BDA-S), Agar
Fibra do Cacho do acai sem glicose (FC-S) e Agar Fibra da Semente do acai sem glicose (FS-
S).
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4.3.1.1 Preparo dos meios enriquecidos com biomassas residuais do acai.

Prepararam-se os meios de cultura agar (15 g.L™?) enriquecidos com biomassas
residuais do acai, FC ou FS (10 g.L™). As biomassas e 0 agar foram pesados e distribuidos em
frascos do tipo Erlenmeyer com capacidade de 1000 mL, com uma quantidade de 500 mL em
cada. Os frascos contendo a solugdo de agar e biomassas residuais do acai foram autoclavados
por 30 minutos (121 °C 1 Atm.). Apds o resfriamento (50 °C) foi adicionado um antibiotico
(Ampicilina a 0,1 g.L™) por filtragem (filtro 0,22 um). Os meios foram vertidos em placas de
Petri de 85 cm de didmetro. Também foi realizado o meio de cultura comercial de
crescimento contendo BDA (Batata-Dextrose-Agar 2%) (Figura 10). Os trés meios de culturas
foram submetidos a dois niveis de suplementagdo, com 20 g.L* de glicose e sem glicose. As
biomassas Fibra do Cacho do acai e Fibra da Semente do acai, como também a batata inglesa
foram submetidas a teste de composi¢do organica pelo Laboratério de Analise Agricolas do

Tocantins na cidade de Gurupi.

Figura 10. Meios de cultura para o crescimento micelial dos macro-basidiomicetos. Meio BDA (A); Meio Agar
Fibra do Cacho de acai (B); Meio Agar Fibra da Semente de acai (C). Todo os meios com e sem glicose. Fonte:
O autor (2018).

4.3.1.2 Inoculagdo

Foi realizada a inoculacdo de um disco de 1 cm de didmetro, com massa micelial ao
centro da placa de cada tipo de meio. Procedimento repetido para todos 0s oito macro-
basidiomicetos. Posteriormente as placas foram acondicionadas em estufa incubadora B.O.D
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(Demanda Bioquimica de Oxigénio) a 27 + 2°C para observacdo do crescimento micelial ao

longo dos dias.

4.3.1.3 Avaliacdes do crescimento micelial

As avaliagcBes do crescimento micelial foram realizadas a cada 48 horas ap6s a
inoculacdo, durante um periodo de 192 horas consecutivas, totalizando quatro medigdes. Foi
aferida a area de didmetro (cm) das coldnias em posi¢cdo ortogonal com o auxilio de um

paquimetro. Nesse experimento foram avaliadas trés caracteristicas sendo:

1) Diametro do Crescimento Micelial (DCM): na qual foram comparados o diametro

do micélio ao oitavo dia entre os tratamentos;

2) Indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM): sendo o indice descrita

por Oliveira (1991) pela férmula:

IVCM =X (D - Da)
N

Onde:

IVCM= indice de velocidade de crescimento micelial;
D= diametro médio atual da coldnia;

Da= diametro médio da colbnia do dia anterior;

N= numero de dias ap6s a inoculacdo

3) Taxa de Crescimento: Diametro Micelial (cm)/Numeros de dias
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4.4 ENZIMAS CELULOLITICAS DE MACRO-BASIDIOMICETOS CULTIVADOS
EM CULTIVO EM ESTADO SOLIDO EM BIOMASSAS RESIDUAIS DO ACAI

4.4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os oito macro-basidiomicetos foram avaliados quanto a capacidade celuloliticas
quando cultivados nas diferentes condi¢bes dos substratos. Os isolados FPB 166, FPB 167,
FPB 168, FPB 169, FPB 170, FPB 171, FPB 172 e FPB 173, foram utilizados neste
experimento.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC) com
trés repeticBes em esquema de fatorial duplo (8x5), totalizando 40 tratamentos. O primeiro
fator foi constituido de oito macro-basidiomicetos (obtido pela selecdo de viabilidade,
purificagdo, morfologia e microscopia) e o segundo de cinco meios com diferentes
formulacBes entre a Fibra do Cacho de acai (FC) e Fibra da Semente de acai (FS):
Formulacdo 1 (F1): contendo 100% de FC; Formulacdo 2 (F2): contendo 100% de FS;
Formulacédo 3 (F3): contendo 50% de FC e 50% de FS; Formulacao 4 (F4): contendo 80% de
FC e 20% de FS; Formulacédo 5 (F5): contendo 20% de FC e 80% de FS.

4.4.1.1 Cultivo em estado so6lido

O cultivo em estado solido (CES) foi conduzido em frascos de vidro com capacidade
de 190 g contendo 20 g (peso seco) dos substratos (diferentes misturas das biomassas
residuais do acai). Nas formulacdes foi adicionada agua milli-Q (18,57mL) até completar =
65% de umidade, e autoclavado por trés vezes a 121 “C por 30 minutos (em intervalos de 24
horas). Os recipientes foram fechados com tampa metalica e selados com filme PVC
esticavel. Foi aberto um orificio circular de 5 mm no centro da tampa e fechada com fita

micropore marca Cremer, para facilitar a transferéncia gasosa.

4.4.1.2 Inoculagao

Apos o periodo de esterilizagdo e resfriamento, os fracos foram transferidos para
capela de fluxo laminar para serem inoculados. Os meios de cultivos foram inoculados com 5
discos de micélio (@ = 1 cm) retirados das placas de Petri com BDA (Batata-Dextrose-Agar
2%) contendo micélio dos macro-basidiomicetos. Os frascos foram fechados novamente com
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a tampa metélica e fixadas com filme PVC esticavel, e incubados por 21 dias em uma
incubadora B.O.D a 27 £ 2°C.

4.4.2 Analises enzimaticas

Apos o periodo de cultivo, 21 dias, as amostras foram retiradas da incubacéo para a
extracdo do extrato bruto total. Cada frasco foi homogeneizado com uma espatula metalica e
transferido 10 g (peso Umido) para um Erlenmeyer de 250 mL. Acrescentou-se 40 mL de
solucdo 0,01% (v/v) Triton X-100 diluido em &gua gelada (£ 4 °C), e transferiu-se para uma
incubadora shaker com temperatura de 5 °C por agitacdo de 180 rpm por 40 minutos. Em
seguida, as amostras foram filtradas em papel de filtro (& = 12,5 cm) com auxilio de funil de
Buchner, kitassato e bomba de vacuo. O filtrado foi centrifugado a 10000 rpm a 4 °C por 10
minutos. O sobrenadante (considerado extrato enzimatico) foi removido do precipitado e
transferido para frasco de vidro, frasco tipo penicilina injetavel 10 mL com tampa de
borracha, e rotulado. Em cada frasco foi acrescentado uma solucdo de azida soédica com
concentracdo final de 0,02% p/v. Os extratos foram congelados a — 20 °C para posterior

avaliacdo da atividade enzimaética.

4.4.2.1 Determinacio de atividade de p-glicosidase

Atividade enzimatica da B-glicosidase foi determinada utilizando salicilina (B-
glicosil alcodlico que contém D-glicose). A glicose liberada apds agdo da B-glicosidase foi
determinada pela leitura da absorbancia 540 nm. A reagdo foi conduzida em tubos de ensaio
contendo 400 pL do meio reacional (solucéo de salicilina 1% (m/v) em tampédo Mcllvaine em
pH 5,0) e mantidos em banho-maria a 50 °C por 5 minutos. Apds este prazo acrescentou-se
400 pL do extrato enzimatico nos tubos contendo o meio reacional (para iniciar a reacao) e
em seguida foi retirado 200 pL da reacdo e pipetados em tubos contendo 200 pL de solucgéo
de DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) para cessar a reacdo. Os 200 pL foram retirados em
tempos de 0, 5 e 10 minutos apds o inicio da reacdo. Os tubos contendo DNS mais 0s
acucares redutores hidrolisados foram fervidos a 100 °C por 5 min. Apos o periodo de fervura
e aguardado o periodo de resfriamento em bancada, foram adicionados 2 ml de agua milli-Q
no tubos de ensaio. As leituras foram realizadas em espectrofotobmetro Digital Modelo SP-
220, a 540 nm.
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Para o célculo de atividade, foi realizada uma curva analitica de glicose, para cada
diluicdes. O valor da absorbancia de cada ponto corresponde ao valor absoluto de glicose

(coeficiente extingdo molar €: 105,881 M1.cm™) a ser estimado no célculo de atividade, a

partir do método do &cido dinitrossalicilico (DNS). Uma unidade de p-glicosidase (Ul.mL?Y)
foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1umol de glicose por mililitro, a
cada minuto de reacdo (MILER, 1959). A atividade enzimatica foi calculada a partir da Eq. 1
e Eq. 2 (item 4.4.3).

4.4.2.2 Determinacédo de atividade de endoglicanase (CMCase)

A atividade enzimatica da endoglicanase (CMCase) foi conduzida em tubos de
ensaio de 10 mL contendo 400 pL da meio reacional (solucdo de carboximetil celulose 1%
(m/v) em tampdo Mcllvaine em pH 5,0) e mantidos em banho maria a 50 °C por 5 minutos.
ApoGs este prazo acrescentou-se 400 pL do extrato enzimético nos tubos contendo o meio
reacional (para iniciar a reacdo) e em seguida foi retirado 200 pL da reacdo e pipetados em
tubos contendo 200 pL de solucdo de DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) para cessar a reacao.
Os 200 pL foram retirados em tempos de 0, 5 e 10 minutos apos o inicio da reacdo. Os tubos
contendo DNS mais os acgucares redutores hidrolisados foram fervidos a 100 °C por 5 min.
Apb6s o periodo de fervura e aguardado o tempo de resfriamento em bancada, foram
adicionados 2 ml de agua milli-Q no tubos de ensaio. As leituras foram realizadas em
espectrofotémetro Digital Modelo SP-220, a 540 nm.

Para o célculo de atividade, foi realizada uma curva analitica de glicose para cada

diluicdes. O valor da absorbancia de cada ponto corresponde ao valor absoluto de glicose
(coeficiente extingdo molar €: 105,881 M1.cm™) a ser estimado no célculo de atividade, a

partir do metodo do acido dinitrossalicilico (DNS). Uma unidade de endoglicanase (CMCase)
(UL.mL?Y) foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1umol de glicose por
mililitro, a cada minuto de reacdo (MILER, 1959). A atividade enzimética foi calculada a
partir da Eq. 1 e Eq. 2 (item 4.4.3).

4.4.2.3 Determinacao de atividade de lipase

Para atividade enzimatica da lipase foi preparado o meio reacional (solucdo de 0,5%

de Triton X - 100 em tampéao Mcllvaine em pH 7,0), ou seja, (500 pL para 100mL de tampé&o)
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e mantido em geladeira. Em banho-maria a 40 °C foi dissolvido 3,8 mg de palmitato de p-
nitrofenila (4-nitrophenyl palmitate) — p-NPP em 500 pL de dimetilsulfoxido (DMSO),
posteriormente foi adicionado 19,5 mL de tampdo Mcllvaine pH 7,0 acrescido de 0,5% de
Triton X-100 (concentracéo do substrato de 1 mM).

Para atividade enzimatica da lipase, foram adicionados em tubos de ensaio 900 pL
do meio reacional e mantidos em banho-maria a 40 °C por 5 minutos. Apds este prazo
acrescentou-se 100 pL do extrato enzimatico nos tubos contendo o meio reacional (para
iniciar a reacdo) em diferentes intervalos de tempo (a cada 1 minuto), retirou-se os tubos do
banho-maria, transferindo-os para outro banho-maria a 100 °C e mantendo-os por 1 minuto.
Apos esse periodo foi retirado e acrescentado 1mL de solucdo tetraborato de sédio saturado e
aguardado o resfriamento. As leituras foram realizadas em espectrofotébmetro Digital Modelo
SP-220, a 410 nm.

Para o célculo de atividade, foi realizada uma curva analitica de p-NPP para cada

diluicdes. O valor da absorbancia de cada ponto corresponde ao valor absoluto de p-NPP
(coeficiente extingdo molar €: 14220,0 Mt.cm™) a ser estimado no calculo de atividade. Uma

unidade de p-NPP (Ul.mL?Y) é definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1pmol
de p-nitrofenol por mililitro, a cada minuto de reacdo (MILER, 1959). A atividade enzimatica

é calculada a partir da Eq. 1 e Eq. 2 (item 4.4.3).

4.4.2.4 Determinagdo de atividade de pectinase

Para atividade enzimatica pectinase, foram adicionados em tubos de ensaio 400 pL
da meio reacional (solucéo de pectina 1% (m/v) em tampéao Mcllvaine em pH 5,0) e mantidos
em banho-maria a 50 °C por 5 minutos. Apds este prazo acrescentou-se 400 pL do extrato
enzimético nos tubos contendo o meio reacional (para iniciar a reacdo) e em seguida foi
retirado 200 pL da reacdo e pipetados em tubos contendo 200 pL de solugdo de DNS (&cido
3,5-dinitrosalicilico) para cessar a rea¢do. Os 200 pL foram retirados em tempos de 0, 5 e 10
minutos ap0s o inicio da reacdo. Os tubos contendo DNS mais os agucares redutores
hidrolisados foram fervidos a 100 °C por 5 min. Ap6s o periodo de fervura e aguardado o
periodo de resfriamento em bancada, foram adicionados 2 ml de agua milli-Q nos tubos de
ensaio. As leituras foram realizadas em espectrofotémetro Digital Modelo SP-220, a 540 nm.

Para o calculo de atividade, foi realizada uma curva analitica de acido galacturénico

para cada dilui¢des. O valor da absorbancia de cada ponto corresponde ao valor absoluto de
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acido galacturdnico (coeficiente extingdo molar €: 176,35 M™.cm™) a ser estimado no célculo

de atividade, a partir do método do &cido dinitrossalicilico (DNS). Uma unidade de pectinase
(U.mLY) foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1pmol de acido
galacturdnico por mililitro, a cada minuto de reacdo (MILER, 1959). A atividade enzimatica

foi calculada a partir da Eq. 1 e Eq. 2 (item 4.4.3).

4425 Determinacéo de atividade de xilanase

Atividade enzimatica da xilanase, foi conduzido em tubos de ensaio 10 mL contendo
400 pL da meio reacional (solucdo de celulose micro-cristalina xilana 1% (m/v) em tampéo
Mcllvaine em pH 5,0) e mantidos em banho-maria a 50 °C por 5 minutos. Apds este prazo
acrescentou-se 400 pL do extrato enzimatico nos tubos contendo o meio reacional (para
iniciar a reacdo) e em seguida foi retirado 200 L da reacdo e pipetados em tubos contendo
200 pL de solucdo de DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) para cessar a reagdo. Os 200 pL foram
retirados em tempos de 0, 5 e 10 minutos apds o inicio da reacdo. Os tubos contendo DNS
mais os acgUcares redutores hidrolisados foram fervidos a 100 °C por 5 min. Apds o periodo de
fervura e aguardado o periodo de resfriamento em bancada, foram adicionados 2 ml de agua
milli-Q no tubos de ensaio. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro Digital Modelo
SP-220, a 540 nm.

Para o célculo de atividade, foi realizada uma curva analitica de xilose para cada

diluicdes. O valor da absorbancia de cada ponto corresponde ao valor absoluto de xilose
(coeficiente extingdo molar €: 88,231 Mt.cm™) a ser estimado no célculo de atividade, a

partir do método do acido dinitrossalicilico (DNS). Uma unidade de xilanase (Ul.mL?Y) foi
definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1umol de xilose por mililitro, a cada
minuto de reacdo (MILER, 1959). A atividade enzimatica foi calculada a partir da Eq. 1 e Eq.
2 (item 4.4.3).

4.4.3 Analises dos dados

Todos os cultivos foram realizados em triplicata. As atividades enziméticas em CES
foram expressas como unidade internacional (U) por grama de substrato seco (gss). E as
atividades enzimaticas em cultivo submerso foram demonstradas em (U) pelo volume final

em mL (total) do cultivo. Os resultados da triagem de producao enzimatica foram submetidos
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ao teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade utilizando o programa SISVAR 5.6
(FERREIRA, 2011).

Para o calculo das atividades enzimaticas foi utilizada a seguinte equacdo Eq (1):

1
t (min)

__Absfinal 1

. xﬁx103fox x diluicio Eq (1)

.. . U
Atividade enzimética (ﬁ)

Onde:

€ = coeficiente de extingdo molar (M. cm™)

Abs = absorbancia

Vi = volume inicial (volume de enzima adicionado para iniciar a reacao)

Vf = volume final da reacdo (de acordo com o célculo da concentracdo de glicose na
curva de calibracéo)

t (min) = tempo da reacdo em minutos

Para a correcdo do rendimento para atividade enzimatica em estado solido foi utilizado a

equacdo Eq 2:

O rendimento (U.gss™) foi calculado com a seguinte equagdo  (Eq 2):

(U otat) x
Uygss = =2 Eq(2)
Onde,
Utotat = Média da atividade enzimatica
V = Volume final em mL do cultivo

g = Quantidade em grama do substrato seco utilizada

45 COCULTIVO DE MACRO-BASIDIOMICETO E Trichoderma asperellum BC-2
A70882D EM BIOMASSAS RESIDUAIS DE ACAI.

4.5.1 Trichoderma asperellum BC-2 A70882D e macro-basidiomiceto — cocultivo

O experimento foi triado com cultivo de misturas ou cocultivos, a fim de avaliar a

interacdo in vitro de macro-basidiomicetos (fungos lignoceluloliticos) e isolado fangico
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(Trichoderma asperellum BC-2) com perfil significativo celulolitico na producdo de
coquetéis enziméaticos com potencial para sacarificacdo de lignocelulose.

O isolado de T. asperellum BC-2 A70882D isolado a partir de residuos de abacaxi
(folhas, coroas e frutos) oriundos da regido de Miracema do Tocantins (Latitude 09°34'02"
Sul; Longitude 48°23'30" Oeste), depositado no Laboratério de Biotecnologia, Anélise de
Alimentos e Produtos - Habite - Incubadora de Empresas de Biotecnologia; Universidade
Federal do Tocantins - Campus de Gurupi (TEIXEIRA., 2015). A espécie foi mantida em
meio agar extrato de malte, a 4°C, pelo método de Castellani (FIGUEIREDO., 1967). Este
fungo foi escolhido em func¢éo de resultados prévios como produtores de enzimas celuloliticas
e pectinoliticas. Assim, o objetivo do cocultivo foi avaliar se a atividade holoceluloliticas
teriam melhores resultados que observados em monocultivos, como também verificar a
producdo de enzima lipase, pois a matéria seca do fruto do acai possui cerca de 50% de
lipidios em sua composic¢do. Os fungos foram repicados em meio BDA (Batata-Dextrose-
Agar 2%) em placas de Petri, para reativagio, e incubados a 27 * 2°C até completa
colonizacdo (TEIXEIRA., 2015).

4.5.2 Determinacdo do crescimento flngico

Para determinacdo do tipo de crescimento, um disco de micélio (@ = 1 cm) dos
fungos analisados foi repicados para o centro da placa de Petri nos meios de cultivo BDA
(Batata-Dextrose-Agar 2%) e MEA (Agar Extrato de Malte), incubadas a 27 + 2°C. Os
isolados foram classificados em dois grupos: crescimento lento ou crescimento rapido. Os
fungos que ocuparam a placa por completo apds 3 dias de cultivo foram considerados de
crescimento rapido e os que precisaram mais de 3 dias, de crescimento lento (TEIXEIRA.,
2015). Os cultivos foram realizados em triplicatas para os dois meios de cultivos utilizados no

experimento.

45.3 Cocultivo: tipos de interagbes entre Macro-basidiomicetos e Trichoderma
asperellum BC-2 A70882D.

Para analisar o comportamento e a compatibilidade dos macro-basidiomicetos e T.
asperellum BC-2 A70882D foram cocultivados em dois meios de cultura distintos: 1) BDA
(Batata-Dextrose-Agar 2%); e 2) MEA (Agar Extrato de Malte). Os macro-basidiomicetos
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foram inoculados em cada placas de Petri (@ = 11 cm) um disco (& = 1 cm) com distancia em
aproximadamente 5,5 cm de cada fungo.

Para cada interacdo, os isolados de crescimento rapido foram inoculados mais tarde
que o isolado de crescimento lento, sendo de trés dias para o T. asperellum BC-2 A70882D e
seis dias para 0 macro-basidiomiceto (TEIXEIRA., 2015). Os cultivos foram mantidos a 27
2°C e observados diariamente até ser possivel identificar o tipo de interagdo. Os experimentos

foram realizados em triplicata.

4.5.3.1 Desenho experimental para cocultivos em meio agar (placa)

Foram realizados registros fotograficos e descri¢cdes dos cocultivos no décimo quinto
dia. Os critérios de interacdes foram realizados por oposicdo direta entre culturas duplas de
miceélio, conforme descrito por Molla et al. (2001). Os cinco modos de interagdes entre fungos
filamentosos sdo mostrados na Tabela 2 e Figura 11. As interacbes também foram

comparadas com as defini¢Ges de Bertrand et al. (2013a) demonstrada na Tabela 3.

Tabela 2. Modelos de interacdo entre fungos filamentosos crescidos em placa.

Interacdo Definicdo

Crescimento em que ambos os fungos crescem sem

1  Entrelacamento matuo . - . ~
sinal macroscopico de interconexdes.

Crescimento onde o fungo cresce acima ou abaixo

2  Entrelagamento mutuo parcial e
¢ P do outro sem qualquer zona de inibicéo.

Um micélio cresce sobre o0 outro e comega consumi-

3 Invasdo/substituicdo -
¢ lo, podendo substitui-lo.

Os fungos aproximam-se um do outro até com uma
4 Inibicdo (ponto de contato) linha de demarcacdo de 1 a 2 mm, entre as duas
coldnias claramente visiveis.

a1

Inibicdo (a distancia) Inibicdo a uma distancia > 2 mm.

Fonte. Modificado de Molla et al. (2001).
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1- Entrelacamento mituo 2- Entrelagamentos mutuos parciais
3a- Invasao/substituicdo (fase inicial) 3b- Invasdo/substitui¢do (fase final)
4- Inibi¢do (ponto de contato) 5- Inibicdo (a distancia)

Figura 11. Diagrama esquematico das interacfes entre duas linhagens diferentes de fungos filamentosos
crescidos em batata-dextrose-agar e agar extrato de malte. Fonte: de Molla et al. (2001).

Tabela 3. Interacdo entre fungos filamentosos crescidos em placa.

Interacédo Definicédo

Interrupcdo do crescimento pelos dois fungos concorrentes, onde é

A \ ( B formado uma faixa livre de micélio entre os dois fungos; este tipo de
interacdo tem uma forte tendéncia para a producdo de metabdlitos
com efeitos antimicrobianos.

Inibigdo a distancia

E o contato entre os dois fungos e a formacao de uma linha escura
A )( B que os separam; a formacdo da faixa escura é o indicativo de intensa

atividade metabdlica com
producdo de novas substancias.

Zona de confronto

A \,( B As duas espécies se mantém proximas, mas ndao ha indicacdo de
producdo de novos metabdlitos.

Inibicdo por contato

A (/—P'| Uma das espécies consegue crescer sobre a outra demonstrando

maior adaptacdo nas condicGes do cocultivo.

Sobreposicdo

Fonte: Bertrand et al. (2013a)
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45.4 Monocultivo em cultivo submerso.

O isolado que apresentou-se maior zona escura apds a interacdo foi submetido a
cultivo submerso. Os cultivos submersos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 125 mL,
com adicdo de 1,5 g (3%) de biomassa de acai (Fibra do Cacho — FC ou Fibra da Semente -
FS), usadas como fonte de carbono, 50 mL de meio suplementar basal proposto por Mandel e
Weber (1969), composto por: KH2PO4 2,0 g.L Y. (NH4)2SO4 1,4 g.L!; Ureia 0,3 g.L %
CaCl2.2H20 0,3 g.L't; MgSO47H.0 0,3 g.L; FeSO47H20 50 mg.Lt; MnSO4H20 1,6
mg.LY; ZnS04.7H.0 1,4 mg.L?; CoCl2 2,0 mg.Lt; Extrato de levedura 250 mg.L™; Peptona
1,0 g.LL. Os cultivos foram corrigidos a pH 6 e autoclavados a (121 °C 1 Atm.) por 15
minutos.

Usou-se cinco discos miceliais (@ = 1 cm) de &gar totalmente colonizadas. Os
cultivos foram incubados por um periodo de sete dias, 28°C e 150 rpm. Ap6s o periodo de
incubacédo, o caldo fermentado (sobrenadante) foi separado da biomassa por filtragdo em
papel de filtro (& = 12,5 cm) com auxilio de funil de Buchner, kitassato e bomba de vacuo. O
filtrado foi centrifugado a 10000 rpm e 4°C por 10 minutos. O sobrenadante (extrato
enzimatico) foi removido do precipitado e transferido para frasco de vidro rotulado e,
posteriormente, o caldo fermentado foi utilizado para analise da atividade enzimatica.

4.5.5 Cocultivo dos fungos filamentosos em cultivo submerso.

Os meios de cultura foram feitos da mesma forma que os monocultivos (item anterior
— descricéo).

Usou-se como inoculo cinco discos miceliais (@ = 1 cm) de agar totalmente
colonizados do macro-basidiomiceto. Transcorridas 48 horas, os meios foram incubados com
cinco discos (@ = 1 cm) do micélio T. asperellum BC-2 A70882D, baseado no método de
cocultivo usado por Romero-Peldez (2017). Os cocultivos foram realizados em duplicatas e

incubados por um periodo de sete dias, 28°C e 150 rpm.
4.5.5.1 Obtencéo do extrato enzimatico e atividades enzimaticas
As amostras para dosagem de atividades enzimaticas foram retiradas nos tempos,

dois dias (monocultivo) e 7 dias (cocultivo por cinco dias e monocultivo). Ap6s o periodo de

incubacdo, o caldo fermentado (sobrenadante) foi separado da biomassa por filtracdo em
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papel de filtro (& = 12,5 cm) com auxilio de funil de Bichner, kitassato e bomba de vacuo. O
filtrado foi centrifugado a 10000 rpm e 4°C por 10 minutos. O sobrenadante (considerado
extrato enzimatico) foi removido do precipitado e transferido para frasco de vidro rotulado,
sendo entdo adicionada azida sodica a concentracdo final de 0,02% (m/v) para evitar
contaminagdo. As atividades B-glicosidase, xilanase e lipase foram determinadas junto aos

extratos brutos.
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5. RESULTADOS

5.1 ISOLAMENTO DE MACRO-BASIDIOMICETOS

Dentre os 54 macro-basidiomicetos cultivados em placas, apenas oito desenvolveram
maior viabilidade e isolado purificado (sem contaminagdo). De acordo com as caracteristicas
morfologicas da colbnia e microscopicas, com longos filamentos de hifas e estruturas
reprodutivas, as linhagens foram classificadas dentro do filo Basidiomycota. Sendo
identificados como: FPB 166, FPB 167, FPB 168, FPB 169, FPB 170, FPB 171, FPB 172 e
FPB 173 (Figura 12). A contaminagdo das placas de Petri por outros microrganismos, como
acaro, foi motivo pela qual os demais macro-basidiomicetos coletados ndo foram

selecionados.

Figura 12. Crescimento micelial dos macro-basidiomicetos quando cultivados em placa de Petri em meio de
cultura com BDA (Batata-Dextrose-Agar 2%) e estruturas microscopias das hifas 20um em microscopico éptico
modelo LEICA. (A) FPB 166; (B) FPB 167; (C) FPB 168; (D) FPB 169; (E) FBP 170; (F) FPB 171; (G) FPB
172 e (H) FPB 173. Setas amarelas: hifas miceliais. Fonte: O autor (2019).
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5.2. MACRO-BASIDIOMICETOS: CRESCIMENTO MICELIAL

Foram avaliadas as taxas de crescimento micelial e o indice de velocidade de
crescimento dos oito macro-basidiomicetos nos dois meios de cultivo contendo residuos
vegetais do acai. O experimento foi comparado com o meio BDA (Batata-Dextrose-Agar
2%), meio para crescimento e preservacao fungica. Nos trés meios foram comparados a taxa
de crescimento na presenca e auséncia da glicose. Nesta etapa do trabalho, buscou-se
compreender se as formulacdes preparadas com as distintas biomassas como fontes nutritivas
poderiam ser eficazes para o crescimento radial dos macro-basidiomicetos, como também
avaliar a influéncia da glicose no crescimento micelial, comparando com o meio tradicional
BDA.

Na avaliacdo quanto a capacidade de crescimento dos macro-basidiomicetos no meio
Batata-Dextrose-Agar com glicose (BDA-C) dois fungos se destacaram, o FPB 166 e o FPB
173 (Figura 13). Para o meio Batata-Dextrose-Agar sem glicose (BDA-S) (Figura 14), os
mesmos fungos e o FPB 168 se destacaram, e em ambos 0s meios com 8 dias obtiveram uma
taxa de crescimento de 1,06 cm.dia™. Nos tratamentos, BDA-C e BDA-S, ndo houve nenhum
fungo que colonizou completamente a placa em menos de oito dias.

No cultivo em meio Agar Fibra do Cacho do acai com glicose (FC-C) (Figura 15)
observou que ao sexto dia 0s macro-basidiomicetos FPB 166, FPB 167, FPB 171, FPB 172 e
FPB 173 obtiveram 0 maximo crescimento, colonizando toda a placa e chegando a uma taxa
de crescimento de 1,41 cm.dia™. No oitavo dia apenas o fungo FPB 170 n&o havia colonizado
a placa por completo e possuia uma taxa de crescimento de 0,77 cm.dia™, ao contrario dos
demais que conseguiram 1,06 cm.dia™.

Para o cultivo em meio Agar Fibra do Cacho do acai sem glicose (FC-S) os fungos
FPB 166 e FPB 173 obtiveram o maximo crescimento ao sexto dia, com taxa de crescimento
de 1,41 cm.dia® (Figura 16). No oitavo dia somente o FPB 168, FPB 170 e FPB 172 ndo
haviam conseguido a colonizacdo completa da placa, e obtiveram uma taxa de crescimento de
0,98; 0,90; 1,05 cm.dial, respectivamente, contra 1,06 cm.dia™ dos demais.

Nas Figuras 17 e 18 os meios Agar Fibra da Semente do acai com glicose (FS-C) e
Agar Fibra da Semente do acai sem glicose (FS-S), é possivel perceber que nenhum dos
fungos conseguiram colonizar o maximo diametro da placa nos tempos avaliados, com a
maxima taxa de crescimento para o FPB 166 no meio com glicose e para 0 FPB 173 no meio
sem glicose, sendo estas 1,02 cm.dia™ e 0,95 cm.dia™, respectivamente.



61

u O N

Crescimento Diametral (cm)
w H

DIA1 DIA 2 DIA4 DIA 6 DIA8
Tempo de Cultivo (Dias)

«=@==FPB 166 ==®-=FPB 167 —~0--FPB 168 FPB 169
«=@==FPB 170 ==®-=FPB 171 =@==FPB 172 =—=@==FPB 173

Figura 13. Crescimento micelial dos macro-basidiomicetos quando cultivados em placa de Petri em meio de
cultura com Batata-Dextrose-Agar — com glicose (BDA-C). Fonte: O autor (2019).

Crescimento Diametral (cm)

DIA1 DIA 2 DIA 4 DIA 6 DIA 8
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«=@==FPB 166 ==®-=FPB 167 —~0--FPB 168 FPB 169
«=@==FPB 170 ==@==FPB 171 =@==FPB 172 =@==FPB 173

Figura 14. Crescimento micelial dos macro-basidiomicetos quando cultivados em placa de Petri em meio de
cultura com Batata-Dextrose-Agar — sem glicose (BDA-S). Fonte: O autor (2019).
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u O N

Crescimento Diametral (cm)
w H

DIA1 DIA 2 DIA4 DIA 6 DIA8
Tempo de Cultivo (Dias)

«=@==FPB 166 ==®-=FPB 167 FPB 168 FPB 169
«=@==FPB 170 ==®==FPB 171 =@==FPB 172 =@==FPB 173

Figura 15. Crescimento micelial dos macro-basidiomicetos quando cultivados em placa de Petri em meio de
cultura com Agar Fibra do Cacho do acai com glicose (FC-C). Fonte: O autor (2019).
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Crescimento Diametral (cm)
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DIA1 DIA 2 DIA4 DIA 6 DIA8
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«=@==FPB 170 ==®==FPB 171 =@==FPB 172 =@==FPB 173

Figura 16. Crescimento micelial dos macro-basidiomicetos quando cultivados em placa de Petri em meio de
cultura com Agar Fibra do Cacho do acai sem glicose (FC-S). Fonte: O autor (2019).
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«=@==FPB 170 ==®==FPB 171 =@==FPB 172 =@==FPB 173

Figura 17. Crescimento micelial dos macro-basidiomicetos quando cultivados em placa de Petri em meio de
cultura com Agar Fibra da Semente do acai com glicose (FS-C). Fonte: O autor (2019).
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Figura 18. Crescimento micelial dos macro-basidiomicetos quando cultivados em placa de Petri em meio de
cultura com Agar Fibra da Semente do acai sem glicose (FS-S). Fonte: O autor (2019).

A tabela 4 demostra resumidamente o comportamento dos macro-basidiomicetos nos
diferentes meios utilizados, nos dias 6 e 8 ap0s a inoculagdo, na presenca e auséncia de

glicose, para trés meios distintos. Para o meio feito com Agar Fibra do Cacho do agai com



64

glicose (FC-C) apenas o fungo FPB 170 ndo colonizou totalmente a placa nas datas avaliadas,
ja para 0 meio Agar Fibra do Cacho do acai sem glicose (FC-S), trés fungos ndo conseguiram
colonizar todo o meio, sendo eles FPB 168, FPB 170 e FBP 172. Para o meio feito com a
semente do acai, Agar Fibra da Semente do acai com glicose (FS-C) e Agar Fibra da Semente
do acai sem glicose (FS-S), ndo houve crescimento completo dos fungos nas duas datas
avaliadas. No meio Batata-Dextrose-Agar com glicose (BDA-C), apenas os fungos FPB 166 e
FPB 173 colonizaram toda a placa apds os 8 dias de cultivo, e para 0 meio Batata-Dextrose-
Agar sem glicose (BDA-S), os mesmos fungos, e o fungo FPB 168, colonizaram toda a placa

no mesmo intervalo de tempo.

Tabela 4. Tempo (dias) de colonizacdo Maximo em placa de Petri em diferentes meio de
cultura.

Fungos/Meios Tempo Fungos/Meios Tempo
FPB 166/ FC-C Sexto FPB 166/ FC-S Sexto
FPB 167/ FC-C Sexto FPB 167/ FC-S Oitavo
FPB 168/ FC-C Oitavo FPB 168/ FC-S Incompleto
FPB 169/ FC-C Oitavo FPB 169/ FC-S Oitavo
FPB 170/ FC-C Incompleta FPB 170/ FC-S Incompleto
FPB 171/ FC-C Sexto FPB 171/ FC-S Oitavo
FPB 172/ FC-C Sexto FPB 172/ FC-S Incompleto
FPB 173/ FC-C Sexto FPB 173/ FC-S Sexto
FPB 166/ FS-C Incompleta FPB 166/ FS-S Incompleta
FPB 167/ FS-C Incompleta FPB 167/ FS-S Incompleta
FPB 168/ FS-C Incompleta FPB 168/ FS-S Incompleta
FPB 169/ FS-C Incompleta FPB 169/ FS-S Incompleta
FPB 170/ FS-C Incompleta FPB 170/ FS-S Incompleta
FPB 171/ FS-C Incompleta FPB 171/ FS-S Incompleta
FPB 172/ FS-C Incompleta FPB 172/ FS-S Incompleta
FPB 173/ FS-C Incompleta FPB 173/ FS-S Incompleta
FPB 166/ BDA-C Oitavo FPB 166/ BDA-S Oitavo
FPB 167/ BDA-C Incompleta FPB 167/ BDA-S Incompleta
FPB 168/ BDA-C Incompleta FPB 168/ BDA-S Oitavo
FPB 169/ BDA-C Incompleta FPB 169/ BDA-S Incompleta
FPB 170/ BDA-C Incompleta FPB 170/ BDA-S Incompleta
FPB 171/ BDA-C Incompleta FPB 171/ BDA-S Incompleta
FPB 172/ BDA-C Incompleta FPB 172/ BDA-S Incompleta
FPB 173/ BDA-C Oitavo FPB 173/ BDA-S Oitavo

Agar Fibra do Cacho de agai com glicose (FC-C); Agar Fibra do Cacho do acai sem glicose (FC-S); Agar Fibra
da Semente com glicose (FS-C); Agar Fibra da Semente do acai sem glicose (FS-S); Batata-Dextrose-Agar —
com glicose (BDA-C); Batata-Dextrose-Agar — sem glicose (BDA-S). Oitavo: colonizacio completa da placa ao
oitavo dia; Sexto: colonizagdo da placa ao sexto dia; Incompleta: ndo houve colonizacdo completa da placa até o
final do cultivo.
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Os valores da anélise de variancia foram determinados para avaliar a capacidade de
crescimento dos macro-basidiomicetos nos diferentes meios &gar. Nota-se que houve
diferenca estatistica para as fontes de variacdo, macro-basidiomicetos e meios, assim como
para a interacdo dupla, macro-basidiomicetos x meios, a 5% de probabilidade pelo teste F,
para as caracteristicas de Diametro de Crescimento Micelial, quanto para a caracteristica
indice de Velocidade de Crescimento Micelial (Tabela 5).

De forma geral, a presenca de diferenca significativa para o desdobramento na
analise de variancia demonstra a importancia dos fatores no desenvolvimento do macro-
basidiomiceto, ficando evidente que os fatores estudados podem influenciar de forma negativa
ou positiva quanto ao crescimento micelial ao longo dos dias. Desta forma, foi feito um teste
de médias para identificar quais fatores influenciam no desenvolvimento dos macro-

basidiomicetos nas condicdes testadas.

Tabela 5. Resumo da analise da variancia para Diametro de Crescimento do Micélio (DCM) e
Indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) de Macro-basidiomicetos (MB) em
funcéo da composicéo do Meio de Cultura (M). Gurupi-TO, 2019.

Q.M.
F.V. G.L. DCM IVCM
Macro-basidiomiceto (MB) 7 3,916054** 0,156216**
Meio (M) 5 9,592498** 0,470952**
Int. MB x M 35 0,775884** 0,043624**
Erro 96 0,104829 0,003052
C.V. (%) 4,20 6,24

F.V.: Fonte de Variagdo; G.L.: Grau de Liberdade; Q.M.: Quadrado Médio; DCM: Diametro Crescimento
Micelial; IVCM: Indice de Velocidade de Crescimento Micelial; C.V.: Coeficiente de Varia¢do. ** significativo
a 5% ao teste F.

Analisando as médias apresentadas pelo teste de Scott-Knott para a caracteristica
Diametro do Crescimento Micelial (Figura 19), pode-se observar que a fonte variagdo macro-
basidiomiceto, quando analisada isoladamente, formou quatro grupos estatisticos, no qual o
macro-basidiomiceto FPB 166 diferiu dos demais com maior média e o FPB 170 com a

menor media, com didmetros de 8,29 cm e 6,81 cm, respectivamente,
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Figura 19: Diametro de Crescimento do Micélio (DCM) ao oitavo dia de macro-basidiomicetos: FPB 166, FPB
167, FPB 168, FPB 169, FPB 170, FPB 171, FPB 172, FPB 173. Letras diferentes sobre as barras sdo
significativamente diferentes (p<0.05) no teste Scott-Knott. Fonte: O autor (2019).

Para os meios (Figura 20) foi observado que ndo houve diferenca significativa para
os cultivos de BDA-C, FC-C e FC-S com médias respectivas de 8,20 cm, 8,21 cm e 8,25 cm.

Nesta analise foram formados trés grupos estatisticos, e os meios FS-C e FS-S apresentaram
as menores médias, 6,97 cm e 6,89 cm, respectivamente.
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Figura 20. Diametro de Crescimento do Micélio (DCM) ao oitavo dia em diferentes meios: BDA-C, BDA-S, FC-

C, FC-S, FS-C e FS-S. Letras diferentes sobre as barras sdo significativamente diferentes (p<0.05) no teste Scott-

Knott. Fonte: O autor (2019).
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Observando as médias do crescimento dos macro-basidiomicetos em funcdo dos
meios de cultura (Figura 21) nota-se que para os meios BDA-C e FC-C apenas o fungo FPB
170 diferiu significativamente dos demais fungos, tendo uma média inferior de 7,21 cm e 6,20
cm, respectivamente. O meio BDA-S obteve suas maiores médias para os fungos FPB 166,
FPB 168 e FPB 173, com meédia de 8,50 cm; e FPB 169 com média de 8,43 cm. Da mesma
maneira, no meio FS-S as maiores médias foram para os fungos FPB 166, FPB 168, FPB 169
e FPB 173 com 7,53 cm, 7,36 cm, 7,16 cm e 7,60 cm, respectivamente.

O meio FC-S obteve médias entre 8,43 e 8,50 cm para os fungos FPB 166, FPB 167,
FPB 169, FPB 171, FPB 172 e FPB 173 diferindo estatisticamente das demais. J& para 0 meio

FS-C o fungo FPB 166 obteve a maior média (8,23 cm) e se diferiu estatisticamente dos
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Figura 21. Diametro de Crescimento do Micélio (DCM) ao oitavo dia macro-basidiomicetos: FPB 166, FPB 167,
FPB 168, FPB 169, FPB 170, FPB 171, FPB 172, FPB 173, em funcéo dos meios: BDA-C, BDA-S, FC-C, FC-
S, FS-C e FS-S. Letras diferentes sobre as barras séo significativamente diferentes (p<0.05) no teste Scott-Knott.
Fonte: O autor (2019).

Na caracteristica indice de Velocidade de Crescimento do Micélio (Figura 22)
constatou-se que, ao analisar isoladamente a fonte de variagdo macro-basidiomiceto,
houveram diferencas estatisticas, sendo que o macro-basidiomiceto FPB 166 e FPB 173
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obtiveram as melhores médias, 0,99 e 1,02, respectivamente. Houve a formacdo de trés
grupos estatisticos, e o FPB 170 obteve o menor indice (0,72 cm).
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Figura 22. indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) de macro-basidiomicetos: FPB 166, FPB 167,
FPB 168, FPB 169, FPB 170, FPB 171, FPB 172, FPB 173. Letras diferentes sobre as barras sdo
significativamente diferentes (p<0.05) no teste Scott-Knott. Fonte: O autor (2019).

Em relacdo aos meios de cultura, isoladamente, pode-se observar que o meio FC-C
apresentou a melhor média de 1,09 cm, sendo superior aos demais meios. Notou-se também
que foi formado quatro grupos estatisticos, e os meios FS-C e FS-S apresentaram médias

inferiores, de 0,73 cm (Figura 23).
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Figura 23. Indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) em diferentes meios: BDA-C, BDA-S, FC-C,
FC-S, FS-C e FS-S. Letras diferentes sobre as barras sdo significativamente diferentes (p<0.05) no teste Scott-
Knott. Fonte: O autor (2019).
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Analisando as médias da interacdo entre os fungos em funcdo dos meios (Figura 24),
nota-se que para 0 meio BDA-C apenas 0 macro-basidiomiceto FPB 170 (0,77 cm) foi
inferior e diferiu dos demais. Para este meio, a média dos demais variou entre 0,88 cm a 0,93
cm. Ja para 0 BDA-S somente o FPB 173 foi superior aos demais, com média de 1,25 cm. No
meio FC-C quatro fungos se destacaram, o FPB 167, FPB 171, FPB 172 e FPB 173, e no
meio FC-S os fungos FPB 166 e FPB 173 foram superiores, todos com 1,25 cm de indice.

No meio FS-C dois macro-basidiomicetos foram superiores, o FPB 166 e FPB 169
com meédias de 0,89 cm e 0,81 cm, respectivamente. No meio FS-S quatro macro-
basidiomicetos foram superiores aos demais, o FPB 166, FPB 168, FPB 169 e FPB 173 com
médias de 0,81 cm, 0,79 cm, 0,77 cm e 0,81 cm, respectivamente.
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Figura 24. indice de Velocidade de Crescimento Micelial (IVCM) ao oitavo dia macro-basidiomicetos: FPB 166,
FPB 167, FPB 168, FPB 169, FPB 170, FPB 171, FPB 172, FPB 173, em fungdo dos meios: BDA-C, BDA-S,
FC-C, FC-S, FS-C e FS-S. Letras diferentes sobre as barras sdo significativamente diferentes (p<0.05) no teste
Scott-Knott. Fonte: O autor (2019).

Os resultados para os valores nutricionais e de componentes organicos das biomassas
do acai (Tabela 6), como também em BDA, tiveram como destaque em maior concentracao
de nutrientes: a fibra do cacho do acai para os macronutrientes calcio (0,47%) e enxofre
(0,10%); e para os micronutrientes cobre (13 mg.kg™), ferro (171 mg.kg?), manganés (1117
mg.kg?), zinco (101 mg.kg™) e boro (18 mg.kg™). Para a fibra da semente do acai obteve
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maior relevancia os macronutrientes potéssio (0,49%) e fésforo (0,27%). O pH para batata,

fibra do cacho do agai e fibra da semente do acai foram, 6,40, 5,70 e 4,90, respectivamente.

Tabela 6. Valores nutricionais e de componentes organicos da Batata inglesa (BDA), Fibra do

Cacho do acai (FC) e Fibra da Semente do acai (FS).

Fibra do Fibra da
. . Batata Dextrose
Analises Unidade Agar (BDA) Cacho do Semente do
g acai (FC) acai (FS)
pH (CaCl, 0,01M) pH 6,40 5,70 4,90
Densidade g.cm'3 0,54 0,21 0,44
Umicade Peridaaog 88,18 5,25 8,86
Umidade Perdida
entre 65 e 110 °C % 1,05 543 447
Umidade Total % 89,23 10,68 13,32
Materiais Inertes % 0,00 0,00 0,00
Nitrogénio Total % 0,08 0,39 0,38
Mat@%’}%%ﬂ's‘;gg)om' % 10,34 85,32 87,83
“ézg]gggfa’:/'gf % 7,03 5593 64.26
Mat. Organica
Resistente a % 3,31 29,39 23,57
Compostagem
Carbono Total 0
(Orgénico e Mineral) % 5,74 47,40 48,79
Carbono Organico % 3,91 31,07 35,70
Re5|d$(())t|;/:meral % 0,43 423 3,00
Res:ggglm'e’}era' % 0,03 1,27 2,01
Res'g‘é‘l’u'\\,’glnera' % 0,40 2,96 0,99
$§:§f2°NC4'(\')tgl:) 7211 12211 128/1
Relacdo C/N (C
Organico e N Total) 4911 8071 941
Fosforo Total % 0,06 0,21 0,27
Potassio Total % 0,25 0,34 0,49
Calcio Total % 0,01 0,47 0,09
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Magnésio Total % 0,01 0,07 0,07
Enxofre Total % 0,02 0,10 0,08
Boro Total mg.kg* 1 18 8
Cobre Total mg.kg* 1 13 9

Ferro Total mg.kg* 8 171 70
Manganés Total mg.kg* 1 1117 190

Zinco Total mg.kg* 2 101 11

Sédio Total mg.kg? 4 3 3

Fonte: Laboratorio de Analise Agricolas do Tocantins (2019).

53 CULTIVO EM ESTADO SOLIDO DOS MACRO-BASIDIOMICETOS EM
BIOMASSAS RESIDUAIS DO ACAI.

O estudo foi mensurado partindo da hipotese que os fungos decompositores de
madeira produzem enzimas lignoceluloliticas capazes de desconstruir a parede celular vegetal
para a obtengéo de nutrientes e consequente metabolismo celular. Deste modo, 0s oito macro-
basidiomicetos, previamente avaliados quanto a capacidade de crescimento em meio agar
(enriquecido), foram avaliados quanto a capacidade de crescimento micelial e atividades
enzimaticas, quando submetidos a cultivo em estado sélido contendo biomassas residuais do
acai, individuais ou combinadas, como fonte de carbono/nitrogénio (Figura 25).

De modo geral, o substrato que melhor proporcionou crescimento aos macro-
basidiomicetos avaliados foi a formulacdo da fibra do cacho 100%, enquanto que o menor
resultado foi a formulacéo fibra da semente 100%. A capacidade de degradacdo pode variar
entre espécie e isolados fungicos de mesma especie, quando crescidos em CES contendo
substratos com diferentes caracteristicas bromatoldgicas (MEYSAMI e BAHERI, 2003).
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Figura 25. Macro-basidiomicetos ap6s 21 dias de incubagdo em B.O.D sob cultivo em estado sélido usando
cinco formulagdes a base de biomassa lignocelulésica da agroindustria do agai (Fibra do Cacho do agai, Fibra da
Semente do acai e mistura: Cacho+semente nas proporgdes: (50:50), (80:20) (20:80). Macro-basidiomicetos:
FPB 166 (A); FPB 167 (B); FPB 168 (C); FPB 169 (D); FPB 170 (E); FPB 171 (F); FPB 172 (G); FPB 173 (H).
Fonte: O autor (2018).

Os valores da analise de variancia (Tabela 7), mostraram que houve diferenca
estatistica para as fontes de variagdo, macro-basidiomicetos e formulagdes, assim como para a
interacdo dupla, macro-basidiomicetos x formulacfes, a 5% de probabilidade pelo teste F,
para as enzimas B-glicosidase, CMCase, pectinase e xilanase.

A presenca de diferenga significativa para o desdobramento na analise de variancia
demonstra a importancia dos fatores nos resultados enzimaticos, e fica evidente que os fatores
estudados podem influenciar de forma negativa ou positiva a produgdo enzimética. Assim, foi
feito um teste de médias para identificar quais fatores influenciam e quais enzimas sdo

influenciadas.
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Tabela 7. Resumo da analise da variancia para as enzimas B-glicosidase, CMCase, pectinase e
xilanase de Macro-basidiomicetos (MB) cultivados em diferentes Formulagdes de meios (F).
Gurupi-TO, 2019.

Q.M.
F.V. G.L. B-glicosidade CMCase Pectinase  Xilanase
Macro-b?l\s/llg)omlcetos ; 0,025431%* 0,073713 0,962787 1,099334
Formulagoes (F) 4 0,080946**  0,152813** 0,569776** 0,704430**
Int. Fx MB 28  0,004360**  0,010912** 0,029376** 0,036404**
erro 80 0,000702 0,001052 0,002967 0,005799
C.V. (%) 27,05 25,80 14,80 17,42

F.V.: Fonte de Variacdo; G.L.: Grau de Liberdade; Q.M.: Quadrado Médio; C.V.: Coeficiente de Variagdo; **
significativo a 5% ao teste F;

Analisando isoladamente a fonte de variagdo macro-basidiomicetos observou-se que,
para a producdo da enzima [B-glicosidase (Figura 26), foram formados quatro grupos
estatisticos em que o macro-basidiomiceto FPB 167 obteve maior producdo de enzimas
diferenciando estatisticamente dos demais (0,167 U.gss?) e o macro-basidiomiceto FPB 170

obteve a menor média (0,023 U.gss™).
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Figura 26. Atividade B-glicosidase dos extratos obtidos em CES de macro-basidiomicetos cultivados nos
substratos lignoceluloliticos da agroindUstria do acai. Macro-basidiomicetos: FPB 166, FPB 167, FPB 168, FPB
169, FPB 170, FPB 171, FPB 172, FPB 173. Letras diferentes sobre as barras sdo significativamente diferentes
(p<0.05) no teste Scott-Knott. Fonte: O autor (2019).

Observando isoladamente as formulagdes (Figura 27), para a producdo da enzima -
glicosidase, percebe-se que houve a formacdo de cinco grupos estatisticos, no qual a

formulagdo F1 obteve maior média e se diferiu das demais (0,187 U.gss™), seguido pela
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formulagdo F4 com média de 0,118 U.gss™. A menor média foi observada para a formulagéo
de substrato F2, com valor de 0,038 U.gss™.

0,250

k=)
N
=]
=]
>

0,150

0,100

B
c
D
E
0,000 .
F2 F3 Fa

F1 F5

Atividade B-glicosidade U.gss"

o
o
vl
o

Formulagoes

Figura 27. Atividade B-glicosidase dos extratos obtidos em CES de macro-basidiomicetos cultivados nas
Formulagdes da agroindustria do acai. Formulagdes: F1 (L00%FC), F2 (100%FS), F3 (50%FC e 50%FS), F4
(80%FC e 20%FS) e F5 (20%FC e 80%FS). Letras diferentes sobre as barras sdo significativamente diferentes
(p<0.05) no teste Scott-Knott. Fonte: O autor (2019).

Com o desdobramento da variavel macro-basidiomiceto dentro da formulagédo
(Figura 28) foi possivel observar o comportamento da atividade B-glicosidase de cada fungo
dentro das diferentes formulagdes. Para a formulacdo F1 foi observado a formacdo de 5
grupos estatisticos, cujo os fungos FPB 166 e FPB 167 diferiram significativamente dos
demais, com médias de 0,319 U.gss? e 0,281 U.gss™* respectivamente. O fungo de menor
atividade enzimaética para esta formulacdo foi o FPB 170, que apresentou uma média de 0,033
U.gss™t.

Para as formulagdes F2 e F5 ocorreu o arranjo de dois grupos estatisticos, j& nas
formulacbes F3 e F4 ocorreram trés grupos distintos significativamente. O macro-
basidiomiceto FPB 167 diferiu significativamente dos demais fungos nas formulacdes F2, F3
e F5, com médias de, respectivamente, 0,107 U.gss?, 0,149 U.gss™ e 0,119 U.gss™. J4 na
formulacdo F4, cinco macro-basidiomicetos foram superiores aos demais estatisticamente, 0s
FPB 167, FPB 169, FPB 171, FPB 172 e FPB 173 com médias de 0,180 U.gss?, 0,150 U.gss’
10,136 U.gss?, 0,130 U.gsst e 0,141 U.gss™, respectivamente.
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Figura 28. Atividade B-glicosidase dos extratos obtidos em CES dos macro-basidiomicetos: FPB 166, FPB 167,
FPB 168, FPB 169, FPB 170, FPB 171, FPB 172, FPB 173; em funcdo das Formulag¢Bes: F1 (100%FC), F2
(100%FS), F3 (50%FC e 50%FS), F4 (80%FC e 20%FS) e F5 (20%FC e 80%FS). Letras diferentes sobre as
barras sdo significativamente diferentes (p<0.05) no teste Scott-Knott. Fonte: O autor (2019).

Avaliando a enzima CMCase (Figura 29), é possivel observar que houve diferenca
entre 0s macro-basidiomicetos quando comparadas isoladamente, onde o FPB 167 diferiu
significativamente dos demais com a maior média de 0,260 U.gss?, enquanto o FPB 170

apresentou a menor média com 0,019 U.gss™.
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Figura 29. Atividade CMCase dos extratos obtidos em CES de macro-basidiomicetos cultivados nos substratos
lignoceluloliticos da agroindustria do acai. Macro-basidiomicetos: FPB 166, FPB 167, FPB 168, FPB 169, FPB
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170, FPB 171, FPB 172, FPB 173. Letras diferentes sobre as barras sdo significativamente diferentes (p<0.05)
no teste Scott-Knott. Fonte: O autor (2019).

A atividade da enzima CMCase, analisada somente para as formulagdes, (Figura 30)
mostrou diferenca significativa para todas as formulacdes, e verifica-se que a formulacéo F1
diferiu das demais, com a maior média, 0,245 U.gss™, e a formulagio F2 com 0,038 U.gss,
foi observada como a menor media.
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Figura 30: Atividade CMCase dos extratos obtidos em CES de macro-basidiomicetos cultivados nas
Formulagdes da agroindustria do acai. Formulagdes: F1 (100%FC), F2 (100%FS), F3 (50%FC e 50%FS), F4
(80%FC e 20%FS) e F5 (20%FC e 80%FS). Letras diferentes sobre as barras sdo significativamente diferentes
(p<0.05) no teste Scott-Knott. Fonte: O autor (2019).

A interacdo dos fungos em funcdo das formulagcGes para a enzima CMCase (Figura
31) demostrou que o macro-basidiomiceto FPB 167 teve maiores médias nas formulagcfes F3
(0,305 U.gss?), F4 (0,360 U.gss™) e F5 (0,190 U.gss™), e houve a formagéo de trés, quatro e
dois grupos estatisticos, respectivamente. Para a F1, originou-se cinco grupos estatisticos, e
identifica-se a diferenca significativa para o FPB 166, com média 0,486 U.gss, seguido do

FPB 167, média de 0,386 U.gss™.
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Figura 31. Atividade CMCase dos extratos obtidos em CES dos macro-basidiomicetos: FPB 166, FPB 167, FPB
168, FPB 169, FPB 170, FPB 171, FPB 172, FPB 173; em funcdo das Formulagdes: F1 (100%FC), F2
(100%FS), F3 (50%FC e 50%FS), F4 (80%FC e 20%FS) e F5 (20%FC e 80%FS). Letras diferentes sobre as

barras séo significativamente diferentes (p<0.05) no teste Scott-Knott. Fonte: O autor (2019).

A enzima envolvida na degradacdo da pectina (carboidratos de parede celular
vegetal) — pectinase — foi avaliada nos extratos enzimaticos obtido ap6s a CES de biomassa de
acai (Figura 32). Os resultados mensuram a formacao de seis grupos estatisticos, e 0 maior
destaque para os fungos FPB 166 e FPB 173, com as médias de 0,664 U.gss* e 0,615 U.gss™
respectivamente. O FPB 170 obteve a menor média, com 0,049 U.gss™.
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Figura: 32. Atividade pectinase dos extratos obtidos em CES de macro-basidiomicetos cultivados nos substratos
lignoceluloliticos da agroindustria do acai. Macro-basidiomicetos: FPB 166, FPB 167, FPB 168, FPB 169, FPB
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170, FPB 171, FPB 172, FPB 173. Letras diferentes sobre as barras sdo significativamente diferentes (p<0.05)
no teste Scott-Knott. Fonte: O autor (2019).

Para os resultados da pectinase, exclusivamente das formulagdes, constata-se que
houve a formagdo de cinco grupos estatisticos, onde todas as formulacbes se diferiram
estatisticamente uma das outras, e que a formulagdo F1 (0,565 U.gss™) obteve maior
atividade, seguido pela F4 (0,459 U.gss™). A menor média foi da F2 (0,169 U.gss?) (Figura
33).
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Figura 33. Atividade pectinase dos extratos obtidos em CES de macro-basidiomicetos cultivados nas
Formulagdes da agroindustria do acai. FormulagBes: F1 (100%FC), F2 (100%FS), F3 (50%FC e 50%FS), F4
(80%FC e 20%FS) e F5 (20%FC e 80%FS). Letras diferentes sobre as barras sdo significativamente diferentes
(p<0.05) no teste Scott-Knott. Fonte: O autor (2019).

Analisando a interacdo entre os macro-basidiomicetos em funcdo das formulacbes
(Figura 34), os macro-basidiomicetos FPB 166, FPB 167 e FPB 173 diferenciaram
estatisticamente dos demais nas formulacdes F1, F3 e F4. Os valores médios de FPB 166
observados para F1, F3 e F4 foram de 0,956 U.gss, 0,646 U.gss e 0,757 U.gss™, para o FPB
167 nas formulagBes F1, F3 e F4, os valores foram de 0,896 U.gss?, 0,594 U.gss™ e 0,747
U.gss™ e para o FPB 173 nas formulacdes F1, F3 e F4, os valores observados foram de 0,938
U.gss?, 0,665 U.gss? e 0,829 U.gss?, respectivamente. Em F1 e F4 foi observado cinco
grupos estatisticos e em F3 quatro grupos.

Para F2 e F5 apenas o macro-basidiomiceto FPB 166 diferiu dos demais, com médias

de 0,416 U.gss™ e 0,544 U.gss™, respectivamente, apresentando os melhores resultados para
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esta enzima nestas condicOes especificas, e ambas as formulacfes houve a formacao de trés

grupos estatisticos.
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Figura 34. Atividade pectinase dos extratos obtidos em CES das Formulagdes: F1 (100%FC), F2 (100%FS), F3
(50%FC e 50%FS), F4 (80%FC e 20%FS) e F5 (20%FC e 80%FS); em funcdo dos macro-basidiomicetos: FPB
166, FPB 167, FPB 168, FPB 169, FPB 170, FPB 171, FPB 172, FPB 173. Letras diferentes sobre as barras séo
significativamente diferentes (p<0.05) no teste Scott-Knott. Fonte: O autor (2019).

A capacidade de degradacdo de hemicelulose dos fungos neste trabalho foi
determinada em funcdo da atividade xilanase (endo-1,4-B-xilanase). Observou
individualmente os valores da atividade enzimatica xilanase para 0s macro-basidiomicetos
(Figura 35), e notou-se que houve diferenca significativa para o FPB 169, sendo superior aos
demais fungos, seguido pelo FPB 166 com valores médios de 0,766 U.gss* e 0,708 U.gss™,
respectivamente. O FPB 170 teve menor média, 0,058 U.gss?, e originaram-se seis grupos

estatisticos.
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Figura 35. Atividade xilanase dos extratos obtidos em CES de macro-basidiomicetos cultivados nos substratos
lignoceluloliticos da agroindustria do acai. Macro-basidiomicetos: FPB 166, FPB 167, FPB 168, FPB 169, FPB
170, FPB 171, FPB 172, FPB 173. Letras diferentes sobre as barras sdo significativamente diferentes (p<0.05)
no teste Scott-Knott. Fonte: O autor (2019).

Para as formulagdes (Figura 36), houve diferenca significativa entre todas, e originou
a formacdo de cinco grupos estatisticos. A formulacdo F1 foi estatisticamente superior aos
demais, seguida pela F4 com médias de 0,649 U.gss™ e 0,540 U.gss™, respectivamente. A F2

obteve a menor média entre todos 0,204 U.gss™.
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Figura 36. Atividade xilanase dos extratos obtidos em CES de macro-basidiomicetos cultivados nas Formulagdes
da agroindustria do acai. Formulagdes: F1 (100%FC), F2 (100%FS), F3 (50%FC e 50%FS), F4 (80%FC e
20%FS) e F5 (20%FC e 80%FS). Letras diferentes sobre as barras sdo significativamente diferentes (p<0.05) no
teste Scott-Knott. Fonte: O autor (2019).
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A atividade enzimética da xilanase dos fungos em funcdo das formulagdes (Figura
37) demostra que para as formulagdes F3, F4 e F5, os macro-basidiomicetos FPB 166 e FPB
169 foram superiores estatisticamente em relacdo aos demais. Na F3 os valores de FPB 166 e
FPB 169 foram de 0,811 U.gss™ e 0,833 U.gss™, para a F4 os valores de FPB 166 e FPB 169
foram de 0,906 U.gss™ e 0,915 U.gss™, ja na F5 os valores de FPB 166 ¢ FPB 169 foram de
0,610 U.gss® e 0,719 U.gss?, respectivamente. Houve a formagdo de quatro grupos
estatisticos para F4 e F5, e trés grupos para F3.

Na F1, os macro-basidiomicetos FPB 166, FPB 169, FPB 171 e FPB 172 foram
superiores aos demais com médias de 0,948 U.gss?, 0,950 U.gss?, 0,887 U.gss? e 0,916
U.gss, respectivamente, com a formacio de quatro grupos estatisticos. Na F2 o FPB 166,
FPB 167, FPB 169 e FPB 171 foram superiores estatisticamente apresentando médias de
0,267 U.gss?, 0,311 U.gss?, 0,415 U.gss? e 0,354 U.gss™, respectivamente formando dois
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Figura 37. Atividade xilanase dos extratos obtidos em CES das FormulagGes: F1 (100%FC), F2 (100%FS), F3
(50%FC e 50%FS), F4 (80%FC e 20%FS) e F5 (20%FC e 80%FS); em funcdo dos macro-basidiomicetos: FPB
166, FPB 167, FPB 168, FPB 169, FPB 170, FPB 171, FPB 172, FPB 173. Letras diferentes sobre as barras séo
significativamente diferentes (p<0.05) no teste Scott-Knott. Fonte: O autor (2019).
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5.4 COCULTIVO E ATIVIDADES ENZIMATICAS: MACRO-BASIDIOMICETO e
Trichoderma asperellum BC-2 A70882D

5.4.1 Cocultivo macro-basidiomicetos e T. asperellum BC-2 A70882D em meio agar-
enriquecido

O comportamento e a compatibilidade entre os oitos macro-basidiomicetos com o T.
asperellum BC-2 A70882D pode ser visualizada em placas de Petri com meios BDA e MEA
apos 15 dias de inoculacdo. Foram testados simultaneamente com a cultura mista (cocultivo),
com registro das caracteristicas morfoldgicas visiveis nas margens dos micélios durante o
crescimento, considerando a velocidade de crescimento entre os fungos. O isolado de T.
asperellum BC-2 A70882D foi designado como de crescimento rapido e 0S macro-
basidiomicetos como de crescimento lento. Nas Figuras 38, 39, 40 e 41 sdo apresentadas as
interacdes entre os fungos durante o cocultivo em placa. A situacdo de interagdo mais comum
nestes cocultivos foi a inibi¢do por zona de confronto, demostrados nas Figuras: (38B-MEA),
(40E-BDA), (40E-MEA), (40F-MEA), (41G-BDA), (41G-MEA), (41H-BDA) e (41H-MEA).
As Figuras (38A-BDA), (38A-MEA), (39C-BDA) e (39C-MEA), demonstraram o0
desenvolvimento de uma sobreposicdo entre os fungos envolvidos. Os fungos das figuras
(38B-BDA) e (39D-BDA), apresentaram inibicao por contato, e a inibicdo a distancia ocorreu

nas com os fungos representados nas figuras (40F-BDA) e (39D-MEA).

A-BDA A-MEA

Sobreposicdo Sobreposigdo Inibigdo por contato Zona de confronto

Figura 38. Cocultivo em placas entre macro-basidiomicetos e T. asperellum BC-2 A70882D em meio BDA e
MEA: (A) (FPB 166+Trichoderma asperellum BC-2 A70882D); (B) FPB 167+Trichoderma asperellum BC-2
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A70882D; Seta azul demostra a linha que divide os fungos; Seta vermelha indica a interacdo entre os fungos.

D-BDA D-MEA

Fonte. O autor (2019).

e A \@E [ @&

Sobreposigdo Sobreposigdo Inibigdo por contato Inibigdo a distancia
Figura 39. Cocultivo em placas entre macro-basidiomicetos e T. asperellum BC-2 A70882D em meio BDA e
MEA: (C) FPB 168+Trichoderma asperellum BC-2 A70882D; (D) FPB 169+Trichoderma asperellum BC-2
AT70882D; Seta azul demostra a linha que divide os fungos; Seta vermelha indica a distancia entre os fungos.
Fonte. O autor (2019).
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Figura 40. Cocultivo em placas entre macro-basidiomicetos e T. asperellum BC-2 A70882D em meio BDA e
MEA: (E) FPB 170+Trichoderma asperellum BC-2 A70882D; (F) FPB 171+ Trichoderma asperellum BC-2
AT70882D; Seta azul demostra a linha que divide os fungos; Seta vermelha indica a distancia entre os fungos.
Fonte. O autor (2019).
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Figura 41. Cocultivo em placas entre macro-basidiomicetos e T. asperellum BC-2 A70882D em meio BDA e
MEA: (G) FPB 172+Trichoderma asperellum BC-2 A70882D; (H) FPB 173+Trichoderma asperellum BC-2
A70882D. Seta amarela indica a extensdo da liberacdo de metabdlitos; Seta azul demostra a linha que divide os
fungos. Fonte. O autor (2019).

5.4.2 Cocultivo macro-basidiomicetos e T. asperellum BC-2 A70882D em cultivo

submerso, enriquecido com FC e FS

Na Tabela 8, é possivel perceber que houve diferenca significativa a 5% de
probabilidade, para as diferentes inoculacfes, para as enzimas B-glicosidase, lipase e xilanase.
De maneira geral os resultados enzimaticos das diferentes inoculagdes, variando entre os
fungos, meios e dias, sdo diferentes entre si necessitando de um teste média para verificar qual

a melhor inoculagéo realizada.

Tabela 8. Resumo da analise da variancia para as enzimas B-glicosidase, lipase e xilanase de
diferentes inoculagdes e cocultivos. Gurupi-TO, 2019.

Q.M.
F.V. G.L. B-glicosidade Lipase Xilanase
InoculacBes 9 0,029084** 0,094873** 0,945834**
erro 10 0,000159 0,000810 0,019595
C.V. (%) 7,55 9,81 28,06

F.V.: Fonte de Variacdo; G.L.: Grau de Liberdade; Q.M.: Quadrado Médio; C.V.: Coeficiente de Variagdo. **
significativo a 5% ao teste F.
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O sistema de cocultivo foi utilizado para avaliar o comportamento de macro-
basidiomicetos quando estressado biologicamente na presenca (cultivo) de T. asperellum BC-
2 A70882D, com objetivo de avaliar as atividades enzimaticas para B-glicosidase, xilanase e
lipase nestas condi¢Bes. O cultivo submerso foi utilizado como estratégia para o cocultivo
dos fungos utilizando dois tipos de biomassa de acai, a Fibra do Cacho (FC) e a Fibra da
Semente (FS), como fontes de carbono. O macro-basidiomiceto FPB 173 foi selecionado para
avaliacdo por desempenhar melhor inibi¢cdo na zona de contato em placa com T. asperellum
BC-2 A70882D (Figura 41H), formando um maior complexo escuro. Segundo Bertrand et al.
(2013a) esse complexo produzido é indicativo de intensa atividade metabdlica com a
producdo de metabolitos primarios (enzimas) e secundarios (pigmentos, antibidticos,
compostos quimicos de defesa). Também foi escolhido o FPB 173 (Figura 42A) por possuir
maior crescimento e vigor micelial quando cultivados em meios-agar enriquecidos com
biomassas do acai, com relacdo ao outros macro-basidiomicetos. O T. Asperellum BC-2
AT70882D (Figura 42B), foi selecionado pelo seu potencial biotecnoldgico na producdo de
enzimas celuloliticas e pectinoliticas (TEIXEIRA., 2015).

Figura 42. Fungos selecionados para o cultivo submerso: A) Macro-basidiomiceto FPB 173; B) T. Asperellum
BC-2 A70882D. Fonte: O autor (2019).

A atividade enzimaética da B-glicosidase quantificada nos extratos esta apresentada na
Figura 43. Foi detectada a atividade em todas as formulacgdes e em todos os tempos de cultivo,
onde os maiores valores de atividade foram observados no cocultivo com substrato FC e FS,
apos 168 horas de cultivo, e se diferenciaram estatisticamente dos demais, atingindo 0,384
U.mL? e 0,366 U.mL?, respectivamente. Ao analisar os cultivos separadamente, se observou
que no monocultivo a formulagdo Fibra do Cacho do agai (FC) com T. asperellum BC-2

A70882D obteve melhor desempenho. Nos dois tempos de cultivo, foram formados quatro
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grupos estatisticos e os valores observados em 48 horas de cultivo foram 0os menores para esta

enzima.
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Figura 43. Atividade enzimatica da B-glicosidase em cultivo submerso entre o FPB 173 e T. asperellum BC-2
AT70882D nos monocultivos e cocultivos, tem como fonte de carbono, Fibra do Cacho do agai (FC) e Fibra da
Semente do acai (FS): FC/ FPB 173, FC/ T. asperellum BC-2 A70882D, FS/ FPB 173 e FS/T. asperellum BC-2
AT70882D apo6s 48 horas; e FC/ FPB 173, FC/ T. asperellum BC-2 A70882D, FS/ FPB 173, FS/T. asperellum
BC-2 A70882D, FC/FPB 173 + T. asperellum BC-2 A70882D e FS/ FPB 173 + T. asperellum BC-2 A70882D
apos 168 horas. Letras diferentes sobre as barras sdo significativamente diferentes (p<0.05) no teste Scott-Knott.

Para os resultados da atividade enzimatica da lipase (Figura 44), verificou-se que o
monocultivo de T. asperellum BC-2 A70882D no meio contendo FS, desempenhou maior
resultado, seguido pelo cocultivo, também na formulacdo que continha FS (FPB 173 + T.
asperellum BC-2 A70882D), ap6s 168 horas, e diferiram dos demais atingindo uma atividade
enzimética de 0,747 U.mL* e 0,632 U.mL", respectivamente. Com avaliagio do monocultivo
individual, observa-se a manutencdo da producdo basal entre os fungos. Foram formados
quatro grupos estatisticos, e no cultivo realizado por 48h ndo houve diferenga significativa

entre os resultados para os monocultivos de macrofungos e T. aperellum.
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Figura 44. Atividade enzimética da lipase em cultivo submerso entre o FPB 173 e T. asperellum BC-2
AT70882D nos monocultivos e cocultivos, tem como fonte de carbono, Fibra do Cacho do agai (FC) e Fibra da
Semente do agai (FS): FC/ FPB 173, FC/T. asperellum BC-2 A70882D, FS/ FPB 173 e FS/T. asperellum BC-2
AT70882D ap6s 48 horas; e FC/FPB 173, FC/ T. asperellum BC-2 A70882D, FS/ FPB 173, FS/ T. asperellum
BC-2 A70882D, FC/ FPB 173 + T. asperellum BC-2 A70882D e FS/ FPB 173 + T. asperellum BC-2 A70882D
apos 168 horas. Letras diferentes sobre as barras sdo significativamente diferentes (p<0.05) no teste Scott-Knott.

Para os resultados da atividade enzimatica da xilanase (Figura 45), foi notado que o
monocultivo no substrato FC, com o fungo T. asperellum BC-2 A70882D, apo6s 48 e 168
horas, mostraram diferencas significativas dos demais cultivos, atingindo 1,824 U.mL™? e
1,732 U.mL?, respectivamente. Os demais tratamentos mantiveram a manutencdo da
producdo enzimatica basal em ambos os tempos de cultivo. Para o estudo desta enzima,

formou-se dois grupos estatisticos distintos.
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Figura 45. Atividade enzimética da xilanase em cultivo submerso entre o FPB 173 e Trichoderma asperellum
BC-2 A70882D nos monocultivos e cocultivos, tem como fonte de carbono, Fibra do Cacho do acai (FC) e Fibra
da Semente do agai (FS): FC/ FPB 173, FC/ T. asperellum BC-2 A70882D, FS/ FPB 173 e FS/T. asperellum
BC-2 A70882D apés 48 horas; e FC/ FPB 173, FC/T. asperellum BC-2 A70882D, FS/ FPB 173, FS/T.
asperellum BC-2 A70882D, FC/ FPB 173 + T. asperellum BC-2 A70882D e FS/ FPB 173 + T. asperellum BC-2
A70882D apo6s 168 horas. Letras diferentes sobre as barras sdo significativamente diferentes (p<0.05) no teste
Scott-Knott.
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6. DISCUSSAO

6.1 MACRO-BASIDIOMICETOS: CRESCIMENTO MICELIAL

Véarios materiais vegetais tém sido empregados em substituicdo ao meio tradicional
BDA (Batata-Dextrose-Agar 2%), na producdo de meios de cultura. Muitos macrofungos ou
macro-basidiomicetos silvestres, que ainda ndo sdo cultivados comercialmente, sdo de grande
importancia etnomicologica, em termos de alimentos ou para fins medicinais, e devem ter seu
potencial avaliado (CHANG e MILES, 2004). No entanto, a domesticacao de espécies nativas
de macrofungos é sempre um desafio, pois muitos fatores afetam o sucesso da producdo, entre
eles, as matérias-primas utilizadas para a composicdo dos meios de producdo, que sdo de
grande importancia (LOMASCOLO et al., 2011).

Fernandes et al. (2005) atribuiram que os fungos basidiomicetos de ordens
Agaricales e Polyporales sdo mais eficiente na decomposicdo da matéria organica, devido a
producdo de enzimas oxidativas. Em um trabalho cultivando fungos basidiomicetos, Abreu et
al. (2007) observaram que isolados da ordem Polyporales possuiam maior capacidade de
crescimento micelial. No presente estudo foi observado que o FPB 166 para o crescimento
micelial, e o FPB 166 e FPB 173, para o indice de Crescimento Micelial, apresentaram os
melhores resultados. Possivelmente estes fungos pertencem a ordem de basidiomicetos, com
maior capacidade seletividade a celulose e a hemicelulose, pois mostraram atividades de
holocelulases nos monocultivos CES e CS como também no cocultivo, para o caso do FPB
173. A identificagio molecular destes macro-basidiomicetos e dosagem de enzimas
oxidativas poderdo auxiliar na caracterizacdo destes fungos como potencias agentes
biologicos de transformacdo de biomassa vegetal e geracdo de enzimas para aplicacdo
industrial.

Com relacdo a composicdo dos meios de cultura, Flegg, Spencer e Wood (1985)
citam que os macronutrientes (P, K, Mg e S) e os micronutrientes (Cu, Fe, Mn, Mo e Zn) séo
necessario para o crescimento de macrofungos, além de Ca, Mg e Na, para a frutificacdo
(KURTZMAN e ZADRAZIL, 1982). O presente trabalho demonstrou que a fibra do cacho do
acai obteve os melhores resultados para crescimento micelial e atividades enzimaéticas, ou
seja, este substrato favoreceu o metabolismo celular para carbohidrases. A analise centesimal
da FC apresentou diferenca para alguns componentes (Tabela 6), principalmente para
micronutrientes, B (18 mg.kg?), Cu (13 mg.kg?), Fe (171 mg.kg?), Mn (1117 mg.kg?) e Zn
(101 m.kg?) além de possuir os macronutrientes Ca (0,47%) e Mg (0,07%).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852416300979#b0030
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852416300979#b0085
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Eira (2004) cita que a relagdo C/N ideal para cultivo axénico de macro-
basidiomicetos formadores de cogumelos comestiveis é entre 20 a 50/1, que vai de acordo
com os resultados observados no presente estudo, onde o meio BDA, que obteve 0s maiores
resultados no Diametro Micelial, e possui uma relacdo C/N de 49/1 (Tabela 6). A fibra do
cacho do acai também se destacou entre as melhores resultados, e possui uma relagdo C/N
acima 80/1. Os meios de cultivo para formacdo micelial ndo séo necessariamente 0s mesmos
quando o intuito é fazer com que os macro-basidiomicetos formem corpos de frutificacdo, ou
seja, formacdo de cogumelos. A faixa de C/N é muito variavel para cada fase da vida dos
macrofungos, tanto os selvagens como os comerciais (EIRA., 2004).

A fibra do cacho do acai suplementado com glicose proporcionou um melhor
crescimento micelial, pois a adicdo da glicose disponibilizou acgUcares, que podem ser
facilmente metabolizados pelos macro-basidiomicetos (REGINA et al., 2001). Donini et al.
(2005), testando meio de cultura com diferentes substratos, suplementado ou ndo com glicose,

observaram um aumento no crescimento micelial de macrofungos do género Pleurotus.

6.2 CULTIVO EM ESTADO SOLIDO DOS MACRO-BASIDIOMICETOS EM
BIOMASSAS RESIDUAIS DO ACAI.

Avaliando os resultados de atividade de celulases [B-glicosidase e endoglucanase
(CMCase)], observou-se que a formulacdo com a fibra do cacho do acai obteve melhores
resultados quando comparado com a fibra da semente do acai. Possivelmente o teor de lignina
pode ser menor na fibra do cacho do que na fibra da semente. Alguns autores observaram
altas concentracdes de lignina na composicdo de alguns substratos como, fibra do dendé
(32%) (SOUZA et al., 2013) e coco verde (37%) (CORRADINI et al., 2009). De acordo com
Aguiar (2010) as acBes enzimaticas no substrato dependem das propriedades fisicas dos
materiais, incluindo a natureza cristalina ou amorfa, area acessivel, area superficial,
porosidade e principalmente tamanho de particula. No entanto, ndo ha relatos sobre inducgéo
especifica de enzimas lignoceluldsicas como resposta geométrica das particulas em fibra do
cacho do acai e fibra da semente do acai.

Nas regides amorfas da celulose, a agua e as enzimas tém mais acesso e ficam com
maior facilidade para realizar a hidrélise deste composto. J& na regido cristalina, os atomos
sdo altamente compactados e dificulta a penetracdo de moléculas no interior das microfibrilas,
e impede sua degradagédo por microrganismos. Vale ressaltar que o processo de degradacédo da

celulose pode ser facilitado, porque além de regides amorfas, estas fibras apresentam
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irregularidades, falhas e microporos, que aumentam a superficie de contato da celulose com
outras moléculas (LYND et al., 2002; ARANTES e SADDLER, 2010). Provavelmente a fibra
do cacho do acai possui maior microporosidade, e possui mais regides amorfas em sua
estrutura, em comparacgdo com a fibra da semente do acai.

Os residuos do dendé cacho vazio, fibra do mesocarpo e mistura (cacho+fibra+borra)
foi utilizado em FSS com fungos da podriddo-branca por Romero-Peldez (2017), que
apresentou atividade para CMCase na formulagdo (mistura) (0,08 U.mL™), e para p-
glicosidase, ndo detectou atividade. Reddy et al. (2003), avaliaram a atividade enzimatica
celulolitica de fungos Pleurotus ostreatus e Pleurotus sajor-caju, com substrato de residuos
lignocelul6sicos, e utilizaram a banana em CES, e observaram baixa atividade celulolitica,
como nos resultados deste trabalho.

O principal polissacarideo componente da hemicelulose é a xilana, e as enzimas
xilanases sdo responsaveis por hidrolisa-las. A presenca das xilanases no extrato enzimatico é
de fundamental importancia para desestruturar o entrelagamento da hemicelulose constituinte
da parede celular vegetal. Esta ramificacdo de grupos de polissacarideos, sdo ligados
fortemente entre si e a superficie das microfibrilas de celulose, cobrindo-as e mantendo
ligacbes cruzadas, via pontes de hidrogénio, e dificulta a acdo das celulases durante o
processo de sacarificagéo.

Para determinar a degradacdo de hemicelulose em funcdo da atividade de xilanase
(endo-1,4-p-xilanase), Romero-Peldez (2017) utilizou fungo da podridao-branca em meio FSS
com residuo da agroindustria do dendé, Fibra do cacho (formulacdo F1), Fibra do mesocarpo
(formulacdo F2) e Mistura (cacho+fibra+bora F3). Neste estudo, foi detectado atividade em
todas as linhagens, com maior destaque no cultivo F3 (0,16 U.mL™?) e F1 (0,079 U.mL™),
com o fungo T. versicolor CC124. Os resultados de Romero-Pelaez (2017) ficaram abaixo
dos obtidos pelo presente estudo na formulagdo fibra do cacho do agai (F1), com o fungo FPB
166 (0,649 U.gss™).

Menezes et al. (2009) avaliaram a producdo de xilanase pelas linhagens de Pleurotus
tailandia e Pleurotus sajor-caju nos substrato de bagaco de cana em cultivo submerso (CS),
com melhores resultados de atividade, nos dias 10 e 20 de cultivo, conseguindo, em ambos 0S
dias, 0,11 U.mL%. Qinnghe et al. (2004), utilizaram para producdo da xilanase sabugo de
milho e aveia como substrato para cultivar o fungo Pleurotus ostreatus-CY012 em CS, sob
condicBes otimizadas, e conseguiram 24,98 U.mL™, superando os resultados obtido neste

trabalho, que n&o foi otimizado nenhuma das variaveis para melhor produgéo de enzimas.
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Para a enzima pectinase, observou-se que o melhor desempenho dos fungos para a
sua producdo foi no meio contento fibra do cacho do acai, comparados com os demais
tratamentos, visto que o pH ideal para a producdo desta enzima estd na faixa de 3,0 a 5,50
(UEDA, FUJIO e LIM., 1982). Em estudos realizados por Sinitsyna et al. (2007) foi
constatado que a maior producdo da enzima pectinase ocorreu em pH éacido (5,50), para 0
fungo P. canescens, se assemelhando com os resultados obtidos no presente trabalho, onde
pH da formulacdo com fibra do cacho do agai foi de 5,7 (Tabela 6). Nos trabalhos de, Piccoli-
Valle et al. (2001), com fungo Penicillium griseoroseum e Maciel (2009), com o fungo
Aspergillus niger, foi observado que o pH préximo a 7,0 proporcionou maior producdo da

enzima pectinase.

6.3 COCULTIVOS E ATIVIDADE ENZIMATICA: MACRO-BASIDIOMICETOS E
Trichoderma asperellum BC-2 A70882D

6.3.1 Cocultivo macro-basidiomicetos e Trichoderma asperellum BC-2 A70882D em meio

distintos

As caracteristicas sinergéticas ou antagbnicas, assim como o crescimento dos
micélios foram analisadas de acordo com varios estudos (MOLLA et al., 2001; BERTRAND
et al., 2013a). No comportamento dos fungos, utilizando os dois meios tradicionais para o
crescimento fungico, BDA e MEA, foi possivel observar pouca diferenca significativa de
interacdo entre eles, que em sua maioria ocorreu a inibicdo pela zona de confronto. Segundo
Bertrand et al. (2013a), a inibicdo por zona de confronto é o contato entre os dois fungos com
a formacéo de uma linha escura entre eles; esse complexo escuro induzido pela unido dos dois
fungos é advindo do estresse competitivo, sendo um indicativo de intensa atividade
metabolica com a producdo de substancias quimicas diversas, tais como enzimas, alcaloides,
pigmentos e etc. Esta acdo pode ser desencadeada por ativacdo de genes antes inativos,
levando também a alteracdo morfoldgica visivel no meio de cultura. Molla et al. (2001),
enfatiza que inibigcdo (ponto de contato), que para Bertrand et al. (2013a) é definida por zona
de confronto, ocorre quando os fungos se aproximam um do outro até formar uma linha de
demarcagdo de 1 a 2 mm entre as duas colbnias, claramente visiveis. A interacdo por
sobreposicdo é defina pelas espécies que melhor se adaptam ao meio nas condi¢fes de
cocultivo (BERTRAND et al., 2013a). Para Molla et al. (2001) a inibi¢do por entrelacamento
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parcial, mesmo para sobreposicdo de Bertrand et al. (2013a), é quando o fungo cresce sobre 0

outro oposto tocando um ao outro sem fazer qualquer zona de inibicéo.

6.3.2 Atividade enzimatica de cocultivo submerso de macro-basidiomicetos e

Trichoderma asperellum BC-2 A70882D em meio enriquecido.

S&o usados diversos residuos lignoceluldsicos para a producdo de celulases por
fungos. Enzimas degradadoras de polissacarideos de plantas, tais como endo-1,4-B- D-
glucanase (EC 3.2.1.4), exo-1,4-p- D- glucanase (EC 3.2.1.91), e xilanase (EC 3.2.1.8), sdo
de importancia fundamental para a eficiente despolimerizacdo de polimeros de carboidratos
vegetais em acUcares fermentdveis e sdo essenciais para as inddstrias de alimentos,
téxteis, papel e celulose, agricultura e biorrefinarias lignoceluldsicas (PHITSUWAN et al.,
2013; JUTURU e WU, 2014 ).

Com esse arsenal tecnoldgico, os fungos da podriddo branca, tais como macro-
basidiomicetos, estdo sendo inseridos em modulac@es enzimaticas em cocultivo com outros
microrganismos, como 0s ascomicetos. Resultados experimentais recentes indicaram que a
introdugdo de interaces microbianas distintas é uma estratégia promissora para
aumentar a producao de proteina fungica. Ma e Ruan (2015), buscando melhorar a eficiéncia
de um sistema enzimatico lignocelulolitico para simultanea bio-deslignificacdo e sacarificacdo
de palha de milho, analisaram a co-cultura do fungo da podriddo branca Coprinus comatus
com o Trichoderma reesei. Constataram que as atividades enzimaticas lignoceluloliticas da
co-cultura ultrapassou o da monocultura, sugerindo interacdo sinérgica entre os dois fungos.

E importante ressaltar que a interagio entre 0s microrganismos ndo s&o o Gnico fator
interferente no aumento na producdo de enzimas. Segundo Wen, Liao e Chen (2005), o nivel
de enzima produzido pela cultura pura comparados ao da cultura mista, depende da espécie
fangica e do substrato utilizado, que pode justificar a diferenca do tipo de interacdo da mesma
combinagdo em substratos diferentes (MEA e BDA).

No estudo realizado por Hu et al. (2011), o cocultivo do ascomiceto Aspergillus
oryzae com fungos da podriddo branca, Phanerochaete chrysosporium, propiciou altas
atividades de PB-glicosidase, a-celobiohidrolase, B-galactosidase e lacase. Adav et al. (2012),
estudaram o cocultivo de P. chrysosporium com Trichoderma reesei, que induziu a producgéo
de proteinas celuloliticas e estimulou a expressdo de enzimas hemiceluloliticas, confirmando
o0 resultado do presente estudo, com 0 aumento significativo da atividade enzimatica da f-

glicosidase e lipase.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/xylanase
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/depolymerization
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/fermentable-sugar
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/pulp-and-paper-industry
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852417308167#b0105
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852417308167#b0105
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852417308167#b0070
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/fungal-proteins
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Para a producdo da atividade enzimatica de xilanase, no presente estudo, ndo houve
diferenca evidente no cocultivo na presenga do T. asperellum BC-2 A70882D, que manteve
sua maior atividade no monocultivo de 48h e 168h. Na fermentacdo do monocultivo de
Romero-Pelédez (2017) usando fibra do cacho do mesocarpo de dendé, o T. reesei
ATCC®60787, em comparagdo com fungos da podriddo-branca, para atividade Xxilanase,
destacou-se com maior atividade enzimatica o T. reesei (0,65 *+ 0,05 U.mL™), seguida do
macrofungos L. arvalis ATCC®52088 (0,59 + 0,05 U.mL™); e com menor valor nos extratos
de fungos da podriddo-branca, incluindo o isolado Coprinus sp. FPB 125. Romero-Pelaez
(2017) tambeém realizou o cocultivo com T. reesei ATCC®60787 e fungos da podriddo-
branca, obtendo maior atividade de xilanase, comparando ao monocultivo de P. lecomtei
CC40, porém menor que o monocultivo de T. reesei.

Kalyani et al. (2013) relataram que a interacdo  sinérgica
de Agaricus arvensis e Sistotrema brinkmannii levou a uma atividade de celulase total 2,3 a 3
vezes maior do que a produzida por monocultivo. Metreveli et al. (2017) cultivaram
basidiomicetos Irpex lacteus e Schizophillum commune em monocultura, e constatou um
aumentou gradual da atividade enziméatica CMCase (76 e 33 U.mL™?) e xilanase (70 e
381 U.mL™Y), respectivamente, ap6s 11 dias de fermentacdo. No cocultivo de 1. lacteus e S.
commune, observou-se um aumento de 75% de CMCase e 36% celulase total (FPase) em
comparagao ao monocultivo de I. lacteus, observado ap6s 8 dias de co-cultivo. Comparando a
atividade da xilanase nota-se que o cocultivo foi maior 34% em relacdo ao monocultura do I.
lacteus. Foi observado também um efeito sinérgico na secrecdo de celulase e xilanase por 1.
lacteus e S. commune em meio otimizado, utilizando 1% de celulose cristalina e 2% de cascas
de tangerina, com atividade de CMCase (118,0 +13,2 U.mL™) e xilanase (121,0 +22,5
u.mL?).

A vantagem em usar diferentes espécies fungicas na produgdo de coquetéis
enzimaticos de interesse biotecnologico € a obtencdo da diversidade de enzimas tanto
hidroliticas, quanto oxidativas. E uma estratégia que poderia ser aplicada em processos de
biorremediagdo, destoxificagdo de residuos, nutrigdo animal, melhoria da qualidade de
alimentos-insumos ou bebidas-sucos, entre outras aplicagdes. Sobretudo, é fundamental
analisar a compatibilidade do microrganismo de interesse, como fora feito neste trabalho entre
o T. asperellum BC-2 A70882D e FPB 173.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960852417308167#b0075
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/agaricus
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7. CONCLUSAO

Os residuos agroindustriais ou coprodutos da producédo da polpa do acai possuem um
grande potencial biotecnolégico e podem ser utilizados como fonte carbono/nitrogénio de
baixo custo em processos de cultivo de fungos da podriddo-branca (macro-basidiomicetos). E
de grande importancia a exploracdo da biodiversidade do bioma Cerrado tocantinense, um vez
que os basidiomicetos sdo pouco estudados como agentes biologicos para pré-tratamento de
residuos agroindustriais de alta recalcitrancia.

No presente trabalho foi possivel cultivar oito macro-basidiomicetos selvagens,
capazes de crescer em meio de cultura enriquecidos ou somente com fibra cacho do acai ou
fibra semente do acai, apresentando diferencas significativas para o crescimento micelial e
producdo enzimatica por cultivo sélida e submersa.

A fibra cacho do acai se destacou quanto ao crescimento micelial, onde na auséncia
de glicose, sendo a Unica fonte de carbono e nitrogénio, os fungos FPB 166 e FPB 173
colonizaram toda a placa com apenas 6 dias de cultivo, e os fungos FPB 167, FPB 169 e FPB
171, colonizaram totalmente a placa com 8 dias de cultivo, e demonstram a possibilidade da
insercdo destas biomassas lignocelulésicas na manutencdo ou formacdo de meios para
preservacdo e cultivo de espécies de fungos macro-basidiomicetos.

Os meios de cocultivos entre espécies de basidiomicetos silvestres e ascomiceto (T.
asperellum BC-2 A70882D) demonstram efeito positivo quando submetidos em inoculacdo
em placa de Petri.

As biomassas lignoceluldsicas da agroindustria do acai, quando inserida como fonte
de carbono unica ou como fator de enriquecimento de meio de cultivo para basidiomicetos
(fungos da podriddo-branca e ascomicetos), em cultivo estado solido ou submerso,
apresentaram resultados favoraveis para as enzimas hidroliticas, B-glicosidase, CMCase,
xilanase, pectinase e lipase. No cultivo sélido, a formulacdo F1, que era composta por fibra do
cacho do acai, se destacou para a producdo de todas as enzimas. Os fungos FPB 166 e FPB
167 se destacaram para a producdo da PB-glicosidase, com 0,319 U.gss?t e 0,281 U.gss™,
respectivamente, e para a producio da CMCase, com 0,486 U.gss e 0,245 U.gss?,
respectivamente. Para a xilanase, os fungos FPB 166, FPB 169, FPB 171 e FPB 172 foram
superiores aos demais, com médias de 0,948 U.gss?, 0,950 U.gss?, 0,887 U.gss? e 0,916
U.gsst. Para a pectinase, o FPB 166, FPB 167 e FPB 173, demonstraram maior atividade,
com 0,956 U.gss?, 0,938 U.gss™ e 0,896 U.gss™?, respectivamente.
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No cultivo submerso, o cocultivo de FPB 173 e T. asperellum, teve a maior atividade
para a pB-glicosidase nos substratos FC e FS, com 0.384 U.mL?® e 0.366 U.mL™,
respectivamente. Para a lipase, 0 melhor meio de cultivo foi o substrato FS, sendo observadas
diferencas entre 0 monocultivo de T. Asperellum e o cocultivo de FBP 173 e T. asperellum
(0.747 U.mL™ e 0.632 U.mL™?, respectivamente). Nos resultados da atividade enzimética da
xilanase, 0 monocultivo de T. asperellum no substrato FC, ap6s 48 e 168 horas, atingiu 1,824
U.mL? e 1,732 U.mL™. Estes resultados demonstram que estas biomassas sdo relevantes
fontes de nutrientes no cultivo em estado solido e submerso para monocultivos com macro-
basidiomicetos e para cultivos com de T. asperellum BC-2 A70882D, em cocultivos, de
maneira a produzir um maior extrato enzimatico com celulases e hemicelulases
(holocelulases).

Este cenario de producdo enzimatica se assemelha, de forma parcial, a um habitat
natural dos fungos da podriddo-branca e ascomicetos, deste modo, interagindo de maneira
sinergética, com bioconversdo de biomassas lignocelul6sicas, proporcionando beneficio
simultaneos. Potencializando a producdo de celulases, xilanases, pectinases e lipases com
possibilidade de uso em processos industriais e melhoria de polpas-sucos, tal como polpa-

suco de acai.
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