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Resumo
Neste trabalho propomos o aproveitamento dos resíduos de laranja gerados após remoção do suco como substrato para a obtenção de enzimas 
hidrolíticas e oxidativas envolvidas na degradação de materiais lignocelulósicos, tais como: lacase (EC 1.10.3.2), manganês peroxidase (EC 
1.11.1.14), xilanase (EC 3.2.1.8) e endo-1,4 glucanase (EC 3.2.1.4), pelo basidiomiceto Pleurotus ostreatus cultivado em estado sólido. O 
fungo desenvolveu-se bem no resíduo, em diferentes umidades iniciais e sem a necessidade de qualquer suplementação. O meio à base de 
resíduo de laranja proporcionou a obtenção de elevadas atividades de enzimas com grande potencial de uso industrial, especialmente lacase 
(74,3 U.g -1 substrato após 15 dias de cultivo) e manganês peroxidase (6,8 U.g -1 substrato após 30 dias de cultivo). 
Palavras-chave: resíduos agroindustriais; enzimas ligninolíticas; enzimas celulolíticas; lacase.

Abstract 
In this work, orange waste as a substrate to produce hydrolytic and oxidative enzymes involved in the degradation of ligninocellulolytic 
materials, such as laccase (EC 1.10.3.2), manganese peroxidase (EC 1.11.1.14), xylanase (EC 3.2.1.8) and endo-1,4 glucanase (EC 3.2.1.4) 
by the Basidiomycete Pleurotus ostreatus was used. The fungus was able to grow in the orange waste at different moisture contents without 
any supplementation. The orange waste medium provided the conditions to produce high activities of important industrial enzymes, especially 
laccase (75 U.g -1 substrate, after 15 days of cultivation) and Mn peroxidase (6.8 U.g -1 substrate, after 30 days of cultivation). 
Keywords: industrial wastes; ligninolytic enzymes; cellulolytic enzymes; lacase.
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1 Introdução

Nos últimos anos, há um interesse crescente no uso 
eficiente de diversos resíduos agroindustriais26,27,29,34. Vários 
bioprocessos têm sido desenvolvidos utilizando estes materiais 
como substratos para a produção de diversas moléculas com 
alto valor agregado, tais como: proteínas microbianas, ácidos 
orgânicos, etanol, enzimas e metabólitos secundários biologi-
camente ativos. O uso de resíduos agrícolas como substratos 
em bioprocessos, além de poder ser economicamente viável, 
ajuda a resolver os problemas ambientais decorrentes do seu 
acúmulo na natureza.

A laranja está entre as frutas mais produzidas e consumidas 
no mundo, sendo que sua produção ultrapassa as 80 milhões 
de toneladas/ano. A citricultura é uma das atividades agrícolas 
que mais vem se desenvolvendo na região noroeste do Estado 
do Paraná, sendo produzidas mais de 200 mil toneladas anuais 
do produto5. Em média, 34% da produção é transformada em 
suco, mas em grandes países produtores (Brasil e Estados 
Unidos), esta percentagem chega a 96%, o que gera grande 
quantidade de resíduos. Este material equivale a 50% do peso 
da fruta e tem uma umidade aproximada de 82%5. 

Atualmente o uso principal dos resíduos da laranja é como 
complemento para a ração animal, tendo boa aceitação por 
bovinos e caprinos14,18. Algumas limitações fazem com que estes 
resíduos tenham uma utilização restrita, entre elas a grande 
quantidade de água que contêm, o que acarreta problemas de 
coleta, transporte e armazenamento. Devido ao elevado custo de 
secagem, há interesse das empresas em desenvolver mercados 
para o bagaço cítrico úmido. Este interesse é maior, particu-
larmente, para aquelas pequenas esmagadoras de laranja que 
produzem suco natural engarrafado ou para grandes empresas 
que não pretendem, em suas fábricas futuras, despender o alto 
investimento necessário à secagem do bagaço de laranja9.

Vários estudos têm proposto outros usos para os resíduos 
da laranja, incluindo a obtenção de fertilizantes orgânicos13, 
pectina19, óleos essenciais28, compostos com atividade anti-
oxidante2 e várias enzimas, incluindo pectinases9,25 e amila-
ses6. Apesar de todas essas possibilidades, os resíduos das 
indústrias de suco de laranja permanecem em sua maior parte 
inutilizados. 

Pleurotus spp. (Jacq:Fr) Kumm. (Pleurotaceae, Basidio-
micetes superiores) é um grupo de cogumelos com alto valor 
nutricional, possuindo diversas propriedades terapêuticas e 
aplicações biotecnológicas3,4. São chamados de fungos cau-
sadores da podridão branca da madeira, por eficientemente 
degradarem a lignina, um polímero fenólico recalcitrante 
encontrado nos vegetais8. Tal habilidade deve-se ao fato de 
produzirem diversas enzimas lignocelulolíticas, principalmente 
lacases, Mn peroxidase e peroxidase versátil, que têm nume-
rosas aplicações industriais4,8,32. As lacases têm sido aplicadas 
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em diferentes processos na indústria de bebidas e alimentos, 
indústrias têxteis, papeleiras e indústria farmacêutica, assim 
como em processos de biorremediação11,21,37. 

A cultura em estado sólido é definida como sendo o tipo 
de cultivo no qual um microorganismo cresce numa mistura 
de material sólido (água–insolúvel), na ausência ou presença 
de limitada quantidade de água livre10,22. Ela imita o meio 
natural dos basidiomicetos e, em geral, possibilita a obtenção 
de elevadas atividades de enzimas, incluindo enzimas lignino-
líticas26. O crescimento do microorganismo pode ocorrer na 
superfície ou em todo substrato, dependendo da porosidase e 
da umidade do substrato10. 

A escolha por um substrato específico para o cultivo em 
estado sólido, leva em consideração uma série de fatores, 
principalmente relacionados ao custo e à viabilidade. O cultivo 
em substratos lignocelulósicos possibilita fornecer elementos 
à nutrição fúngica, semelhante ao que ocorre em habitats 
naturais. Devido à ampla disponibilidade de resíduos de 
laranja gerados na região e com o objetivo de agregar valor a 
tais resíduos e minimizar o impacto ambiental causado pelo 
acúmulo destes resíduos, neste trabalho propomos o uso de 
resíduos de laranja como substrato para a obtenção de enzimas 
hidrolíticas e oxidativas envolvidas na degradação de materiais 
lignocelulósicos, tais como: lacase (EC 1.10.3.2), manganês 
peroxidase (EC 1.11.1.14), xilanase (EC 3.2.1.8) e endo-1,4 
glucanase (EC 3.2.1.4), por Pleurotus ostreatus cultivados 
em estado sólido.

2 Material e métodos

2.1 Microorganismo

Pleurotus ostreatus CCB2 foi obtido da Coleção de Cul-
turas do Instituto de Botânica de São Paulo. Em laboratório, 
a espécie é mantida por repiques periódicos em ágar batata 
dextrose (BDA). Os inóculos foram obtidos de placas totalmente 
colonizadas, com até duas semanas de idade e consistiram de 
discos com 10 mm de diâmetro.

2.2 Preparo dos resíduos de laranja 

Os resíduos de laranja foram obtidos de indústrias de 
suco da região de Maringá - PR e não receberam qualquer tra-
tamento além da secagem e moagem. A secagem foi realizada 
em estufa de ventilação forçada, à temperatura de 35 °C até 
peso constante. Após a secagem, os resíduos foram triturados 
em partículas com diâmetro médio de 4 mm. 

2.3 Condições de cultivo

Quatro gramas de resíduo de laranja seco foram coloca-
dos em frascos Erlenmeyer com capacidade para 250 mL. 
Solução mineral foi adicionada ao substrato para a obtenção 
de umidades iniciais variando de 50 a 90% (p.v -1). Os meios 
foram esterilizados em autoclave por 15 minutos, a 121 °C. 
Quatro discos de 10 mm de diâmetro obtidos das culturas de 
P. ostreatus em BDA foram assepticamente transferidos para os 
frascos. As culturas foram mantidas em temperaturas variáveis 

de 20 a 35 °C, por até 30 dias, na presença ou ausência da luz. 
As culturas foram interrompidas a cada cinco dias e, quando 
possível, as massas miceliais obtidas foram cuidadosamente 
retiradas com auxílio de uma espátula, lavadas com água des-
tilada duas vezes e secas em estufa a 60 °C até peso constante 
para determinação da biomassa31.

2.4 Extração das enzimas

Após a retirada da biomassa, as enzimas foram extraídas 
adicionando-se 20 mL de água destilada ao substrato das cul-
turas remanescente e estes foram então mantidos a 8 ºC, sob 
agitação de 120 por 30 minutos. Os materiais sólidos foram 
separados por filtração em gaze e os filtrados foram centrifu-
gados por 10 minutos, a 10.000 g. Os sobrenadantes límpidos 
foram utilizados como fontes das enzimas. 

2.5 Determinação das atividades enzimáticas 

A atividade de lacase foi medida utilizando-se como subs-
trato siringaldazina (ε525 = 65,000 M-1.cm-1). A mistura reativa 
consistiu de 1,5 mL de tampão fosfato (100 mM, pH 6,5), 
0,2 mL de siringaldazina (0,5 mM em solução etanólica) e 
0,1 mL de filtrado da cultura. A oxidação do substrato após 
5 minutos e a 30 °C foi estimada em 525 nm17. 

A atividade da Mn peroxidase foi medida pela oxidação 
de 10 mM MnSO4 a 30 °C, em 50 mM malonato de sódio, 
pH 4,5 e em presença de 0,5 mM H2O2. O íon mangânico Mn3+ 
forma complexo com malonato, o qual absorve a 270 nm 
(ε270 = 11,590 M-1.cm-1)36.

As atividades de xilanase, amilase, pectinase e endoglu-
canase foram determinadas pelo aparecimento de açúcares 
redutores a partir da hidrólise dos substratos xilano, amido, 
pectina e carboximetilcelulose (1% em tampão citrato 50 mM 
e pH 5.5), respectivamente, pelo método do ácido 3,5 dinitro-
salicílico20.

Atividades β-glicosidase e β-xilosidase foram determinadas 
utilizando-se os substratos sintéticos p-nitrofenil-β-glicopirano-
sídeo e p-nitrofenil-β-xilopiranosídeo, respectivamente16.

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

2.6 Outros métodos analíticos

Carboidratos solúveis totais foram estimados pelo método 
do fenol sulfúrico, utilizando glicose como padrão7. A quanti-
dade de açúcares redutores foi estimada pelo método do ácido 
3,5 dinitrosalicílico20, utilizando glicose como padrão. 

2.7 Análises estatísticas

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



Ciênc. Tecnol. Aliment., Campinas, 27(2): 364-368, abr.-jun. 2007366

Enzimas de Pleurotus ostreatus 

3 Resultados e discussão

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

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

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

A produção de diversas enzimas oxidativas e hidrolíticas 
por P. ostreatus foi determinada após 10 dias de cultivo em 
cinco umidades iniciais distintas (Figuras 1 e 2). 

Amilase e pectinase não foram detectadas nos filtrados das 
culturas. Lacase e Mn peroxidase foram as principais enzimas 
oxidativas encontradas nos filtrados das culturas. A produção 
de lacase foi positivamente afetada pelo aumento da umidade 
inicial (p < 0,05), sendo a atividade mais alta encontrada 
nas culturas com umidade inicial de 85% (56,0 ± 4,3 U.g -1 
substrato, Figura 1). O mesmo não ocorreu com a produção 
de Mn peroxidase, que parece não ter sido afetada pela varia-
ção da umidade dos cultivos, apresentando uma atividade de 
6,50 ± 0,43 U.g -1 substrato (Figura 1). O mesmo ocorreu com 
a produção das enzimas hidrolíticas xilanase, endoglucanase, 
β-xilosidase e β-glicosidase (p > 0,05) (Figura 2). Baixos níveis 
de celulase e xilanase foram detectados. Esses resultados estão 
de acordo com a observação geral de que Pleurotus spp exibem 
baixas atividades xilanolíticas e celulolíticas durante o estágio 
anamórfico de desenvolvimento24,33. 
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por P. ostreatus cultivado em resíduo de laranja. Os cultivos foram 
mantidos a 28 °C por 10 dias.

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

A característica de crescimento micelial superficial em 
substrato com umidade inicial de 85% possibilitou a separação 
da biomassa do resíduo de laranja remanescente. Máxima bio-
massa fúngica foi obtida após 20 dias de cultivo (90 ± 5,7 mg.g -1 
de substrato seco), com um valor médio de 74 ± 5,6 mg.g -1 de 
substrato seco. Podemos observar que o fungo utiliza ativamente 
os açúcares redutores como fonte de carbono nos primeiros 
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cinco dias, mas que após este período, a quantidade de açúcares 
redutores permanece constante, sugerindo que eles estejam 
sendo produzidos a partir da hidrólise dos polissacarídeos 
presentes no material. O resíduo de laranja é rico em polissa-
carídeos solúveis, principalmente pectina (22% do peso seco). 
Quando os valores de umidade utilizados foram superiores a 
80%, houve dificuldade de crescimento micelial em direção às 
camadas mais inferiores do substrato sólido, forçando o fungo 
a se desenvolver nas camadas mais superficiais do substrato. 
Desta forma, tal cultivo é mais propriamente considerado como 
cultura de superfície. A concentração de biomassa fúngica na 
superfície das culturas permitiu que as mesmas fossem separa-
das do substrato, e o crescimento pode ser avaliado pela deter-
minação direta da biomassa fúngica produzida (Figura 3). 

polissacarídeo complexo e várias são as enzimas que atuam 
em sua estrutura25. Nem todas produzem açúcares redutores, 
como são os casos da pectina liase e das pectina-esterases. 
Desta forma, uma possível atividade pectinolítica pode não ter 
sido detectada devido à técnica utilizada neste trabalho para 
determinação da atividade de pectinase.

Os substratos tradicionais para o cultivo dos fungos causa-
dores da podridão branca da madeira incluem: farelo e palha 
de trigo, palha de aveia, palha de arroz, bagaço de cana e alguns 
outros resíduos lignocelulósicos1,4,5,34,38. Mais recentemente, 
uma série de novos substratos têm sido propostos, muitos 
deles são as partes não-comestíveis de alimentos, tais como: 
cascas, bagaços, sementes e vegetais12,13,15,23,29,30. O baixo custo 
do resíduo de laranja, associado à capacidade de crescimento 
do microorganismo sem necessidade de qualquer suplementa-
ção, suporta o uso de resíduo de laranja como substrato para 
crescimento e produção de enzimas por P. ostreatus. 

4 Conclusões
Várias estratégias têm sido desenvolvidas para utilizar par-

te das vastas quantidades de resíduos lignocelulósicos gerados 
pelas atividades agrícolas e pelas indústrias de processamento 
de alimentos. Os resíduos de laranja gerados pela indústria 
de sucos apresentam umidade superior a 80%, o que dificulta 
seu transporte, armazenamento e uso como ração animal. 
Os dados obtidos neste trabalho sustentam o uso de resíduo 
de laranja como um substrato adequado para o cultivo de 
P. ostreatus e produção das enzimas lacase e Mn peroxidase, 
ambas com grande potencial de uso em diferentes processos 
industriais, visto que o resíduo de laranja sozinho proporcio-
nou as condições nutricionais necessárias para o crescimento 
do fungo, não sendo necessária adição suplementar de fonte 
de carbono ou nitrogênio, e altas atividades das enzimas foram 
produzidas em períodos relativamente curtos. Níveis mais altos 
da Mn peroxidase foram detectados nos cultivos mais longos, e 
novos experimentos devem ser realizados para verificar se uma 
maior produção poderia ser obtida em cultivos com tempos de 
incubação superiores a 30 dias. 

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