1 INTRODUCAO

A grandeza da biodiversidade Amazobnica é bem conhecida, e dentre os
microorganismos que contribuem para a nossa megadiversidade estdo os fungos.
Com o avanco dos estudos na &rea biotecnolégica os organismos fangicos
tornaram-se de grande interesse e vém contribuindo com produtos e processos de
importancia industrial. Na maioria das vezes, eles sao vistos pela populagdo como
prejudiciais, uma imagem que é dada pelas poucas espécies dentro do reino que
causam as micoses do homem e animais ou as que sdo responsaveis por doencas
em plantas cultivadas. Muitas pessoas associam os fungos com os bolores ou mofos
que invadem paredes umidas das residéncias, artigos de couro ou ainda cobrem os
alimentos, como frutas e grdos armazenados. Algumas espécies de fungos podem

ainda ser associadas a culinaria, como € o caso dos cogumelos (AZEVEDO, 2003).

Um numero significativo de espécies produz substancias de grande interesse
industrial, entre as quais podemos destacar antibidticos como a penicilina ou a
cefalosporina, vitaminas como a riboflavina, esteroides, acido citrico, etanol, enzimas
tipo celulases, proteases, amilases e muitas outras de valor industrial. Os fungos tém
grande importancia agricola e ecoldgica, decompondo restos vegetais, degradando

substancias téxicas e na simbiose com as plantas. Devido a sua versatilidade, os



fungos vém sendo estudados, principalmente quanto a sua aplicabilidade

biotecnologica (AZEVEDO, 2003: ESPOSITO & AZEVEDO, 2004).

Dentre os varios potenciais biotecnolégicos dos fungos ressalta-se o poder de
degradacdo da matéria organica. Os fungos sdo capazes de degradar a madeira,
sendo os da classe Basidiomycetes os mais eficientes degradadores, possuindo a
mais efetiva capacidade de biodegradacao de materiais lignoceluldsicos na natureza

(HATAKKA, 1994; HIGUCHI, 1990).

A biodegradacédo dos materiais lignoceluldsicos por fungos € atribuida a acéo
de uma série de enzimas e compostos de baixa massa molar extracelulares. A
degradacdo ocorre necessariamente de forma extracelular, uma vez que os
componentes dos lignocelulésicos devem ser inicialmente despolimerizados até
compostos menores que sdo susceptiveis ao transporte pela parede celular e ao

metabolismo intracelular dos fungos envolvidos (FERRAZ, 2004).

Castro e Silva et al. (1993) trabalhando com cepas de fungo de podridédo
branca proveniente da Amaz!ni a concPuz2ran
sanguineus o indica como potencial na descoloracdo de efluente Kraft de industria
papeleira, uma vez que a presenca de lignase ou lacase, juntamente com Mn-
peroxidase na presenca de b-glucosidase, sdo importantes para a degradacao de

compostos cloroligninos (ESPOSITO et al., 1991; DURAN, 1992).

As enzimas sao o0s produtos microbianos mais explorados na industria

biotecndlogica, pois apresentam uma série de vantagens no processamento de



alimentos e em muitos outros ramos da industria manufatureira. Muitos produtos
alimenticios consumidos diariamente, entre 0s quais o pao e o queijo, sao feitos com
a colaboracdo desse tipo especial de proteina.Também s&o empregadas na
industria de produtos de limpeza, no processamento da polpa e do papel, na
preparacao téxtil, e em aplicacbes médicas, onde com frequiéncia, substituem
COMpOStos ou processos quimicos. A vantagem da utilizacdo de enzimas em muitos
processos deve-se a menor producdo de subprodutos residuais, 0 que propicia a
obtencéo de produtos de melhor qualidade e com menor probabilidade de polui¢édo

do meio ambiente.

Outras vantagens da aplicacdo de enzimas estdo relacionadas com o0 custo
de producéo relativamente baixo, susceptibilidade de producdo em larga escala em
fermentadores industriais, espectro amplo de caracteristicas fisico-quimicas de
diferentes enzimas (geralmente relacionadas ao habitat e fisiologia do
microorganismo produtor), susceptibilidade de manipulacdo genética e por

representarem um recurso natural renovavel.

O mercado mundial de enzimas movimenta milhdes de délares anualmente.
Esse mercado é estimado em cerca de U$ 1,5 bilhdes de dolares, com um aumento
anual de 12% no volume de enzimas produzidas nos ultimos 10 anos (CASTRO E
SILVA, SILVA & CAVALCANTE, 2002). Apesar do seu papel nos ecossistemas e
suas aplicacbes na biotecnologia, o conhecimento sobre os fungos amazoénicos
degradadores de madeira ainda permanece num nivel incipiente, sendo que poucos

dados na area sobre enzimas com o potencial industrial sdo disponiveis. A Regiao



Amazobnica, apesar de sua grande biodiversidade microbiana, até o presente

momento ndo apresenta nenhuma participacao nesse mercado.

Estudos da biodiversidade, visando espécies com potencial biotecnolégico,
provavelmente poderdo contribuir com a producdo de enzimas com preco de
mercado compativel e melhoria das condi¢cdes de vida da populacdo. No entanto,
faz-se necessario maior investimento em pesquisas cientificas e tecnologicas, a fim
de que esse potencial seja melhor explorado, pela industria, alimenticia,

farmacoldgica, entre outras.

Pela importancia dada as enzimas no mercado mundial, destaca-se a
necessidade do desenvolvimento de estudos enzimaticos a partir da biodiversidade
Amazobnica. Assim, o presente trabalho visa contribuir com conhecimentos sobre os
aspectos de crescimento e atividade enzimatica dos fungos P. sanguineus e

Trametes sp, degradadores de madeira, visando seu potencial enzimatico.



2. OBJETIVOS

2.1. Geral

1 Avaliar os aspectos relacionados ao crescimento e atividade ligninoliticas dos
fungos amazonicos deterioradores de madeira, Pycnoporus sanguineus (L.:F.)

Murr e Trametes sp.

2.2. Especificos

9 Avaliar o crescimento micelial dos fungos em funcédo do pH, temperatura e
meio de cultura;

1 Verificar a influéncia do teor de nitrogénio no crescimento micelial dos fungos;

1 Determinar a atividade ligninoliticas (lacase, fenoxidase, peroxidase e lignina
peroxidase) dos fungos;

1 Estudar a influéncia de diferentes fontes de carbono na atividade enzimatica

dos fungos.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aspectos gerais dos fungos

Os fungos sdo seres eucariontes, heterotroficos, aclorofilados, aerébios a
microaerdfilos, uni ou pluricelulares, com parede celular composta geralmente de
quitina e/ou celulose, além de outros carboidratos complexos, com glicogénio como
substancia de reserva, nutricdo por absorcdo, podendo viver como saprobios,
parasitas ou simbiontes com outros organismos (LACAZ, 2002; PUTZKE, 2004).
Possuem o corpo formado por um emaranhado de filamentos, denominados hifas, e
0 seu conjunto recebe o nome de micélio. As hifas variam no diametro, espessura da
parede, localizacdo do pigmento, etc. (PUTZKE, 2004). Constituem um grupo muito
grande e heterogéneo encontrado virtualmente em qualquer nicho ecolégico. O
namero de espécies fangicas espalhadas pelo mundo é estimada em cerca de
1milhdo e 500 mil sendo, que destas apenas foram descritas cerca de 74 mil
espécies. Excluindo-se os insetos, 0s fungos constituem 0S mais numerosos seres

vivos existentes (HAWKSWORTH, 1991; ESPOSITO e AZEVEDO, 2004).

Os fungos sdo organismos muito diferentes, se comparados a animais e

vegetais, sendo atualmente distribuido em trés reinos: Fungos = (Myceteae),



Stramenopila e Protista. A variacdo morfoldégica é muito grande, existindo espécies
macro e microscopicas o que contribui para existéncia de muitos sistemas de
classificacdo que ainda hoje sofrem adicdes e alteracdes (PUTZKE, 2004). Com os
avancos nos estudos morfologicos, fisiologicos e de microscopia eletrbnica entre

outros, surgiram novas propostas, sempre aceitas por alguns e rejeitadas por outros

(Tabela 1).

Tabela 1. Sistemas comparativos de classificacdo de fungos.

Hawkworth et al. (1983)

Hawksworth et al (1995),

Alexopoulos et al (1996)

Reino Fungi
Divisdo Myxomycota
Divisdo Eumycota

Subdivisfes:

1 Mastigomycotina
1 Zygomycotina

9 Ascomycotina

9 Basidiomycotina
9 Deuteromycotina

Reino Chromista
Filo Hyphochytridiomycota
Filo Labyrinthulomycota
Filo Oomicota

Reino Protozoa
Filo Acrasiomycota
Filo Dictyosteliomycota
Filo Myxomycota
Filo Plasmodiophoromycota

Reino Fungi
Filo Chytridiomycota
Filo Zygomycota
Filo Ascomycota
Filo Basidiomycota

Reino Stramenopila

Filo Oomycota
Filo Hyphochytridiomycota
Filo Labyrinthulomycota

Reino Protistas

Filo Dictyosteliomycota

Filo Acrasiomycota

Filo Myxomycota

Filo Plasmodiophoromycota

Reino Fungi

Filo Chytridiomycota
Filo Zygomycota
Filo Ascomycota
Filo Basidiomycota

Fonte: Modificado de PUTZKE (2004)

Em

relacdo ao seu habitat natural,

os fungos apresentam-se como

cosmopolitas, ou seja, encontram-se distribuidos em todas as regides do planeta,
porém de maior incidéncia em ambientes de clima tropical, quente e imido. Podem

ser encontrados no solo, aguas, sobre animais e vegetais, em alimentos naturais e



industrializados (TEIXEIRA et al., 2001; BONONI,1999). Sao encontrados
praticamente em qualquer local do ambiente que nos cerca inclusive no ar onde
estruturas reprodutivas, na forma de esporos, podem desenvolver novas estruturas

vegetativas e reprodutivas quando encontram substrato adequado (PUTZKE, 2004).

3.2 Importéncia ecoldgica dos fungos

Apesar da utilizacdo milenar dos fungos nos mais diversos ramos ainda é
comum serem associados a efeitos prejudiciais. A diversidade fungica € muito ampla
sendo que existem algumas espécies que podem causar doencgas aos animais, aos
vegetais e também ao homem, bem como a deteriorizacdo de varios tipos de
materiais causando prejuizos econémicos (Figura 1). No entanto, a maioria das

espécies € benéfica para diversas areas. (Figura 2).

MICOSES HUMANAS MORTE EM PLANTAS
E ANIMAIS DO ORGANISMO

/ _w EM ANIMAIS

DEPRECIACAO T DOENCAS_
¢ Pl OUTROS
PRODUTOS AGRICOLAS ATACANDO
TECIDOS VIVOS
MADEIRA ALERGIA DOENCA

DECOMPOSICAO INTOXICACAO

HIDROCARBONETOS ; MICOTOXINAS MORTE

ATAQUE A RESINA FERMENTACAO DEGRADAGCAO
DE LENTES INDESEJADA

Figura 1. Principais maleficios causados pelos fungos.
Fonte: PUTZKE (2002)
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Figura 2. Principais beneficios proporcionados pelos fungos.
Fonte: PUTZKE (2002).

Os fungos juntamente com as bactérias heterotroficas sdo o0s principais
decompositores de materiais lignocelulésicos da biosfera. Varios fungos estéo
associados a degradar dejetos e detritos de esgotos até um grau em que possam
ser considerados adubo ou substancia equivalente. Ecologicamente podem ser
considerados os lixeiros do mundo, por degradarem todo tipo de restos orgéanicos,
independente da origem, transformando-os em elementos assimilaveis pelas plantas
(NEUFELD,1997; PUTZKE, 2002, 2004). Como saprofitas, decompdem residuos
complexos de plantas e animais, transformando-os em formas quimicas mais

simples, que retornam ao solo. Tais substancias sao, entdo, absorvidas pelas
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geracdes vegetais subsequentes. Desse modo, a atividade fungica € amplamente

responsavel pela fertilidade do solo.

3.3 Importéancia biotecnolégica dos fungos

O interesse do homem pelos fungos vem desde a antiguidade em funcéo da
eterna busca por alimento. Logo se descobriu que eles eram uma nova fonte de
alimentacdo, porém varios envenenamentos acidentais ocorreram e estes fungos
venenosos receberam o nome de fdAfermentos
2003). Muitos fungos ja eram empregados desde a mais longinqua antiguidade,
quando o homem descobriu a metodologia e técnica de preparo do pao, do queijo e
das bebidas. Na época, ignorando o que provocava a fermentacdo, pelo menos o
pado e as bebidas alcodlicas surgiram praticamente em todos os cantos do planeta
independentemente. Durante centenas de anos, varias tribos indigenas aprenderam
com a natureza que determinadas espécies de fungos eram comestiveis, e de
excelente valor nutritivo. Europeus e asiaticos ainda hoje mantém cogumelos em
suas dietas, especialmente porque a ciéncia tem descoberto qualidades ignoradas
por tanto tempo e que existem na maioria dos demais alimentos tais como: baixam o
nivel de colesterol no sangue, tém substancias anticancerigenas, sao fontes de
aminoacidos (essenciais e ndo essenciais), contém minerais como o calcio, potassio,

iodo e fésforo, contém varias vitaminas, nutrem e ndo engordam (PUTZKE, 2004).

Atualmente varias espécies de fungos sdo usadas em diversos tipos de

industria (alimenticia, farmacéutica, etc). Os cogumelos das espécies Agaricus

V
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campestris, Morchella hortenois, Clavaria fava, Pleurotis sp. Boletus sp. e as trufas
do género Tuber sp., sdo os mais frequentemente utilizados como alimentos. As
espécies de Penicillium roqueforti, Penicillium camemberti e Penicillium gordonzola
podem ser utilizados no preparo de queijos. Dentre as leveduras de maior
importancia industrial destacam-se as linhagens fermentativas de Saccharomyces,
empregadas na industria de panificacdo, e bebidas alcodlicas: Cerveja
(Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces carlsbetgensis), rum, vinho
(Saccharomyces ellipsoideus), saqué e producéo industrial do etanol a partir da cana

de acucar (NEUFELD, 1997).

A producdo de moléculas com atividade farmacolégica € uma das mais
exploradas em Biotecnologia, por empresas de paises industrializados. Os
antibioticos sdo os produtos microbianos tradicionalmente mais explorados nesta
area, contudo novos compostos tém sido investigados em escala de screenig
farmacoldgico industrial, como agentes antitumorais e anti-cancer, inibidores
enzimaticos e agentes cardiovasculares. A aplicagdo de microrganismos na
producdo de farmacos teve um desenvolvimento acelerado a partir da descoberta
dos antibioticos, na década de 30. A producdo de penicilina de Penicillium notatun
ou o Penicillium chrysogenum, revolucionou toda a terapéutica antimicrobiana,
possibilitando a descoberta de outras drogas desse tipo, algumas com
especificidade para fungos, bactérias, protozoarios, etc. (LACAZ, 2002). A tabela 2

mostra exemplos de varios fungos com esse potencial.
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Tabela 2 - Exemplos de alguns antibioticos e microrganismos a eles relacionados.

Microrganismos

Antibioticos

Aspergillus clavatus

Clavalina

Aspergillus flavus

Acido aspergilico

Aspergillus flavus, A. giganteus e A. parasiticus

Flavicina

Aspergillus fumigatus

Fumigacina (Acido belvélico)

Cephalosporium salmosynne

Cefalosporina N

Chaetomium cochioides Chaetomina
Chaetomium iodinium lodinina
Chaetomium violaceum Violaceina
Gliocadium sp. Gliotoxina

Micromonospora sp.

Micronomosporina

Penicillium citrinum

Citrinina

Penicillium cyclopium e Penicillium puberulum

Acido penicilico

Penicillium notatum

Penicilina

Penicillium spinulosum

Espinulosina

Proactinomyces albus e P. violaceus

Proactinilomicina, Actinomicetina

Streptomyces antibioticus

Actinomicina

Streptomyces levendulae

Estreptomicina

Streptomyces griséus

Estreptomicina

Streptomyces aureofaciens

Clortetraciclina

Streptomyces venezuelensis

Cloranfenicol

Streptomyces rimosus

Oxitetraciclina

Streptomyces noursei

Fungicidina

Streptomyces bachijoensis

Tricomicina ( Cabimicina)

Streptomyces nodosus

Anfotericina A e B

Fonte: LACAZ, 2002
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3.4 Fungos deterioradores de madeira

Os fungos sdo capazes de atacar e degradar a madeira, em seus
ecossistemas terrestres naturais e especialmente os da classe Basidiomycetes tem
demonstrado maior eficiéncia no processo de biodegradacdo de material
lignoceluldsicos (HATAKKA, 1994; HIGUCHI 1990, Apud SOARES, 1998). Estes
fungos podem ser saprofitas, parasitas, simbiéticos e micorrizicos, sendo usados na
indUstria  alimenticia, na producdo de enzimas, nha biopolpacdo, no
biobranqueamento de efluentes, na formacédo de ectomicorrizas, etc. (HAMLYN et

al., 1998).

Hoje, acredita-se que existam mais de 200.000 espécies de Basidiomicetos
ligninocelulésicos, a maioria dos quais estariam nas regides tropicais e subtropicais
do mundo. Os basidiomicetos lignocelulésicos estdo classificados em duas grandes
ordens dos basidiomycetes: Agaricales e Aphyllophorales. Estes apresentam
tamanhos, formas, cores, e consisténcias diversificadas, podem ser microscépicos
ou ter até 20cm de didmetro, presos ao substrato através de estirpe, sésseis ou na
forma de manchas regulares ou irregulares na superficie da madeira. Sao versateis
€, hum mesmo tronco, uma espécie pode apresentar mais de uma forma ou cor.
Crescem inicialmente dentro da madeira colonizando-a e suas hifas formam uma
rede, nem sempre visivel a olho nu, mais ou menos extenso, preenchendo o lume
das células, passando de uma célula a outra através da parede celular e em alguns
casos destruindo a estrutura da lamela média. Apos certo periodo de tempo, que
pode durar uns poucos dias até muitos anos, variavel de espécie para espécie e

com as condi¢cdes ambientais, emergem os basidiocarpos (corpos de frutificacéo).
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Sao extremamente importantes como decompositores e principais responsaveis pela
ciclagem do carbono nos ecossistemas. Degradam os componentes da madeira:
celulose, hemicelulose e lignina, a partir dos quais obtém energia para seu

crescimento e reproducdo (BONONI, 1997).

Conforme o tipo de degradacdo que causam os fungos degradadores de
madeira s«o classificados em: ayxy oFohgo®sdeg
atacam indistintamente os trés principais componentes da madeira (celulose,
hemicelulose e lignina); b) Fungos de podr i d«o part dao)(,ibosw q
degradam a porcao polissacaridica da madeira, causando poucas modificacbes na
l ignina, sem altera-«o0o do anel ar om®tiog o; o
quais degradam lignina mais lentamente do que os polissacarideos, produzindo um

amolecimento caracteristico da superficie da madeira (RODRIGUEZ, 1990).

3.5 Estrutura da parede celular da madeira

A madeira € um biopolimero tridimensional, composto principalmente de
celulose, hemicelulose e lignina. Estes polimeros constituem a parede celular da
madeira e sao responsaveis pelo comportamento da maioria de suas propriedades
tecnoldgicas. A parede celular vegetal €, por sua vez, composta de uma parede
celular primaria e uma parede celular secundaria. A parede celular primaria, mais
externa, € uma camada fina, formada durante o desenvolvimento da célula. Sua

espessura ® estimada em cerca de 0, 1legm,



15

incrustada em uma matriz plastica amorfa de hemicelulose, pectina e lignina e cerca

de 70% ou mais de 4gua (PRESTON,1974 apud CASTRO E SILVA, 1996).

A parede secundaria, por outro lado, tem suas microfibrilas celulosicas
depositadas de forma espiralada com um angulo com cerca de 50 T 70° em relacéo
ao eixo longitudinal da célula. Quando sdo formadas novas camadas, esta
orientacdo modifica-se e as microfibrilas comecam a ser depositadas
espiraladamente em um angulo menor que varia de 5 i 30° Antes do
desenvolvimento final da célula ocorre nova mudanca na orientacdo das
microfibrilas, com as Ultimas camadas dispostas similarmente as primeiras poucas
camadas, e cerca de 60 i 90° em relacdo ao eixo longitudinal. Assim, a parede
secundaria possui trés camadas mais ou menos distintas: camadas S;, S, e Ss
(Figura 3), compostas de diferentes proporcdes de celulose, lignina e hemicelulose

(CASTRO E SILVA et al., 1992).

Parede
secundaria

Parede
primaria

Figura 3. Esquema tridimensional de uma parede celular vegetal.
Fonte: Adaptado de C6té (1967).
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A camada S; é relativamente fina, comcercade 0,171 0, 3 e m de espe:¢
Nesta camada o arranjo das microfibrilas forma um angulo entre 50 T 70° em relacao
ao eixo da célula considerada. A camada intermediaria S, forma a porcéo principal
da célula, com espessuravar i ando de 1 a 5 &m. O ©ngul o
i 30° em relacdo ao eixo, diminuindo com o aumento do comprimento da fibra. A
camada Ss, mai s i nterna, tem 0,1 em de espes:
varia muito, conforme a espécie de madeira considerada, oscilando entre 50 i 90°

(LEPAGE et al., 1986).

3.6 Composicao quimica da parede celular

A composicdo quimica dos tecidos que compdem a madeira apresentam uma
variacdo quando comparados estruturalmente. A zona cambial, por exemplo, tem
uma composi¢cdo quimica diferente daquela encontrada na regido do cerne e
alburno. Na parede celular os componentes quimicos da madeira apresentam-se
distribuidos em proporcbes diferentes nas diferentes camadas que compdem a
parede celular vegetal. A celulose, por exemplo, estd presente em pequena
quantidade na lamela média, aumentando em sua propor¢cdo ao peso seco da
parede celular através do centro da camada S, e decrescendo a partir deste ponto
até a camada S;3. A hemicelulose ocorre em grande quantidade, especialmente na
camada S, A lignina € dominante na lamela média composta. Como essa camada é
muito fina, proporcionalmente, a maior parte de lignina € encontrada na parede

secundaria (Figura 3) (PRESTON, 1974 apud CASTRO E SILVA, 1996).
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3.6.1 Celulose

A celulose € um polimero homogéneo nado ramificado, cuja cadeia é
constituida de centenas de unidades monossacaridicas, de apenas um tipo, D.
glicose, |l i gadas covalentemente por | iga-»
4). Os dois residuos terminais de glicose da cadeia polimérica de celulose diferem

entre si pela natureza redutora de uma das extremidades. (SOARES, 1998).

HOH L OH
OH
HOHL 6 Ho N0l o”
\o 0 0 o
O HO CH.OH
wo~l HO CHOH HO 4

Figura 4. Fragmento de celulose.
Fonte: ANGELO (2004).

Na madeira as moléculas de celulose compdem as microfibrilas, as quais por
sua vez sao organizadas em um arranjo paralelo, formando fibrilas que se
entrelacam, originando entdo as fibras de celulose. (FENGEL e WEGENER, 1989).
Duas regides morfologicamente diferentes podem ser bem caracterizadas, quando
se analisa a fibra de celulose por difracdo de raios-x: uma regido cristalina,
altamente organizada e uma regidao amorfa, desordenada. As propriedades fisicas
das fibras de celulose, tais como resisténcia a tracdo mecanica, alongamento e
capacidade de sovatacdo, dependem do grau de organizacdo (grau de

cristalinidade) das mesmas (DjALMEIDA, 1982).
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3.6.2 Hemicelulose

Constituem um grupo de substancias poliméricas compostas de unidades
monossacaridicas diferentes. S&o polissacarideos heterogéneos, contendo nas suas
estruturas tanto hexoses, quanto pentoses. Possuem cadeia ramificada e de baixa
massa molecular. A ligacéo glicosidica mais frequiente nas hemiceluloses € a ligacéo
do tipo b (1Y4), por ®m | i ga), tam®®m dodemtserpo b

encontradas (CHUA et al., 1982, 1983).

3.6.3 Lignhina

Lignina € uma substancia cuja molécula é extremamente complexa,
polimérica, heterogénea, composta basicamente de trés tipos diferentes de unidades
monoméricas derivadas de 4- hidroxiarilpropernil &lcoois, sendo eles: alcool trans-
para-cumarico (a) (unidade hidroxifenil), &alcool trans-coniferilico (b) (unidade
guaiacil) e alcool trans-sinapilico (c) (unidade siringil) (Figura 5) (DjALMEIDA, 1982;

FENGEL e WEGENEER, 1989; HIGUCHI, 1990).Tais unidades sao distribuidas ao
acaso e ligadas covalentemente por pelo menos dez tipos de ligacbes quimicas
diferentes. Estas incluem ligac@es tipo éter, alquil-aril, alquil-alquil e aril-aril, sendo
gue a mais freqe¢ent e 0®4, reprebentgndo emdorndade 5% po b
das ligacdes. Sao frequentes também ligacbes do tipo i Ci1 C i, como as ligacdes
di fenil e diaril propano,i lp(dgura i6)c uPbreamtanesnt e a
grupamentos funcionais que, definem as caracteristicas estruturais e quimicas da

lignina sdo os grupos hidroxilicos de alcoois priméarios e secundarios, hidroxilicos de
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fendis, eterificados e livres, grupos carboxilicos de diferentes tipos, metoxilas ligadas
a anéis aromaticos e insaturacdes. O carater aromatico da estrutura da lignina esta

em torno de 51% (FENGEL e WEGENEER, 1989; HIGUCHI, 1990).

CHOH
b
ty

. O
C

Figura 5. a) Alcool trans-p-cumarico (grupo p-hidroxifenil), b) Alcool trans-

F&’__g
9:8‘§

a b

coniferilico (grupo guaiacil) e c¢) Alcool trans-sinapilico (grupo siringil)

FREUDENBERG (1965).

A lignina apresenta uma molécula tridimensional estéreo quimicamente,
bastante complexa, amorfa oticamente inativa. Possui diferentes caracteristicas
estruturais em funcao do tipo de madeira e diferentes regiées de um mesmo tecido.
Em geral, ligninas encontradas em madeiras de coniferas apresentam um alto teor
de &lcool coniferilico (unidades guaiacil); ligninas encontradas em madeiras de
folhosas, apresentam quantidades equivalentes de 4&lcool coniferilico e 4&alcool
sinapilico (unidade siringil). Com base nestas constatacdes experimentais foram
sugeridos os termos lignina guaiacil e lignina guaiacil-siringil, que se denominam
respectivamente os dois tipos principais de lignina, quanto a sua posicdo (FENGEL

& WEGENEER, 1989).
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Figura 6. Estrutura da lignina em folhosa
Fonte: NIMZ (1974).

Na madeira, como ja citado anteriormente, a lignina pode ser encontrada nas
paredes primaria e secundaria das células, as quais detém a maior fracdo da
guantidade total de lignina (70 - 90%) (Figura 7). Também é encontrada nos espacos
intercelulares, lamela média, que individualmente possui a maior concentracdo de
lignina, comparativamente as outras partes de um mesmo tecido. Nas paredes

celulares, a lignina aparece ligada a hemicelulose, formando uma espécie de

Aci mentod no qual as fibras de <celul os

WEGENER, 1989; ESAU, 1965). Na lamela média, forma uma espécie de reticulo

com cadeias paralelas e intercruzadas, conferindo propriedades adesivas que

e
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mantém as varias células do tecido vegetal agregadas (SOARES, 1998). O papel da
lignina nos tecidos vegetais é o de conferir forca e resisténcia mecanica, porém com

elasticidade (SOARES, 1998).

PAREDE SECUNDARIA
TRES CAMADAS

Ll’JMEN DA
CELULA

SUBSTANCIA INTERCELULAR

PAREDE
PRIMARIA

PIT SIMPLES LAMELA MEDIA .
COMPOSTA LAMELAMEDIA  pAREpE

PAREDE SECUNDARIA PRIMARIA

PIT SIMPLES

PIT RAMIFORME

Figura 7. Representacdo esquematica da parede celular de madeira. Adaptado de
ESAU (1965).
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Figura 8. Sistemas de camadas na parede da célula de madeira: a) corte
ilustrativo; b) microscopia eletrénica de transmissdo mostrando lamela média
(ML), a parede celular (S1, S2 e P e T) e o lume (W) das células de madeira.
Reproduzido com modificagdes de FENGEL e WEGENER (1989).

3.7 Enzimas Ligninoliticas

As pesquisas sobre a biodegradacéo da lignina tém se revestido de grande
interesse, em vista deste composto quimico ser o mais abundante material renovavel
proximo da celulose. Os fungos decompositores de madeira, mais especificamente
os de podriddo branca, sdo organismos capazes de degradar a lignina para CO; e
H,O, de modo que esses fungos usam este substrato como Unica fonte de carbono e
energia (KIRK & FARRELL, 1987). Portanto, estudos sobre a biodegradacdo da
lignina tém sido conduzidos principalmente usando-se fungos de podridao branca,
0S quais produzem enzimas extracelulares modificadoras de lignina. Para
depolimerizar e mineralizar a lignina, esses fungos possuem um sistema oxidativo
nao especifico, que inclui varias oxidoredutases extracelular e metabdlicos de baixo
peso molecular (SAPPARAT et al.,, 2002). Enzimas extracelulares envolvidas na

degradacéo da lignina e xenobidticos por fungos de podriddo branca incluem varios
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tipos de lacases, peroxidases e oxidases produtoras de H,O, (CAMARERO et al.,

1999; VOLC et al., 1996; THURSTON,1994).

3.7.1 Fenoxidase (Lacase e Peroxidase)

3.7.1.1 Lacase (E.C 1.1.0.3.2)

A composicdo enzimatica do sistema ligninolitico depende da espécie do
fungo, com a lacase sendo o componente comum (HATAKKA, 1994). Lacases séo
principalmente glicoproteinas extracelulares ligadas ao cobre bivalente, o qual é
reduzido durante a oxidacdo de fendis (Figura 9) e subseqientemente oxidado
novamente ao estagio bivalente pelo oxigénio (FORSS et al., 1989). Lacase séo
enzimas monomeéricas, diméricas ou tetraméricas com pesos molecular entre 60 e

80 kDa e com teor de carboidrato entre 15 e 20% (THURSTON,1994).

Vérios estudos tém demonstrado a participagcdo da lacase em eventos
ligninoliticos significativos que incluem a oxidagdo de unidades ndo- fendlicas da
lignina, a geracao de H,O, requerida tanto para as atividades peroxidases como para
a formacéo de radical oxidrico (OH), e a producdo de Mn** a partir de Mn®* presente

nos lignocelulésicos.
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O, Lacase (Cu?*) PhOA

H0 Lacasered. (Cul*) PhOH

Figura 9. Esquema de mecanismo de agao das lacases.

Fonte: FERRAZ (2004)

As lacases catalizam a polimerizacdo oxidativa das unidades fendlicas da
lignina e uma variedade de compostos fendlicos e aminas aromaticas, 0s quais sdo
facilmente removidos por filtracdo. Sob certas condi¢cfes clivam um grande nimero
de compostos fendlicos sintéticos e bioldégicos (ROY-ARCAND & ARCHIBALD,
1991). A reagao normalmente envolve um mecanismo de remogdo de um radical

mesomeérico.

A sequéncia de aminoacidos da lacase contém residuos de uma cisteina e
dez histidinas os quais estdo envolvidos na ligacdo dos &atomos de cobre

(THURSTON,1994).

3.7.1.2 Peroxidase

Em um ciclo catalitico normal, a forma férrica da enzima é oxidada por
peréxido de hidrogénio para oxi-ferril, estado conhecido como Composto |. Este é
reduzido através de duplas transferéncias consecutivas de um elétron para o
Composto Il (Figura 10). Fendis ou aminas aromaticas sao os tipicos doadores de
elétrons para peroxidases, transformando-se em radicais livres, 0s quais

subseqiientemente derivam produtos estaveis (ESPOSITO, 1992). As peroxidases
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sdo sensiveis a excessivas concentracbes de H,0O,, podendo, sob determinadas

condi¢cbes, transformar a enzima em um composto mais ativo, denominado de

Composto Il (Figura 11).

C. - Lignino Oxidado Lignino

~_ g

m

@

Enzima Composto I
H20

2HY [s) ignina

Ligning Fgm N
o Lignina Ligning g5,

l Composto II l
Produtos de Produtos de
degrodag¢do degradagdo

Figura 10. Peroxidase: ciclo catalitico normal. KIRK & FARRELL (1987).

HOO Fe’* H20,
02 e } A
+ 2+ -
Fe? M Fe** (Oy) \ e ' = 0
O, ‘N
H>0, Fe** =OH
1\ J L J \_ J
Y Y Y
COMPOSTO Il FORMACAO DO CICLO NORMAL DA
COMPOSTO I PEROXIDASE

Figura 11. Inter-relacdo entre estados de redugéo de uma peroxidase tipica (HRP)
Fonte: PALMER et al. (1987).
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Tanto a peroxidase como a lacase oxidam compostos fendlicos. Os produtos
resultantes da oxidacdo polimerizam espontaneamente, formando complexos
insolUveis, os quais podem ser removidos por precipitacao, filtracdo ou centrifugacao

(DAVIS & BURNS, 1978).

3.7.2 Ligninai Peroxidase ou Ligninase (LiP) (E.C.1.11.1.14)

A lignina 7 peroxidase foi descoberta em cultura do fungo Phanerochaete
chrysosporium (GLENN, 1983; TIEN & KIRK,1983), e estaria relacionada a oxidagao
de compostos monoméricos e diméricos derivados da lignina e despolimerizacéao

parcial da mesma em presenca de peroxido de hidrogénio.

As ligninases sdo proteinas N-monoméricas e O-glicosiladas com quatro
ligacBes dissulféto, dois ions de calcio e um de ferro protoporfirina IX como grupo

prostético.

As ligninases s&o uma classe de isoenzimas, de peso molecular variando de
38 a 43 kDa e ponto isoelétrico 3,5 (TIEN & KIRK, 1984; GOLD et al., 1984) que
requerem H,0O, para sua atividade. Na reagdo com H,O, LiP forma um radical cétion
porfirina p. LiP cataliza oxidacbes de um elétron de compostos fendlicos e nédo
fendlicos com potencial de reducdo de até 1,5 V ( KERSTEN et al., 1990) gerando
radicais fenox e radicais cation aril. O principal produto de rea¢éo da LiP com H,0, é

a LiP | intermediéaria (Figura 12). LiP | é reduzida via transferéncia de um elétron com
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LiP Il como intermediaria. Neste ciclo catalitico o aromatico reduzido, por exemplo,

alcool veratrilico, é oxidado para via radical cation aril (HIGUCHI, 1989).

CHO
Al _~OH
H
+ o —> o + 7 H
OCHg HO/I\O/ Sen o
OCHs OCHg 3
OCH3
OCH3 OH
OCHg o O CH3
(0] B1 \/\o
OCHg _ ~~ OCH3 - > + HO
OCHg
OCI—?CHS OCHg OCHg
3 OCHg3 OCH3

Figura 12. Modelo de degradacdo da lignina por Li-P de Phanerochaete
chrysosporium /H05.
Fonte: KIRK e CULLEN (1998).

Portanto, as ligninases apresentam uma ampla especificidade para uma série
de compostos aromaticos, sendo capazes de oxidar fendis a quinonas, sugerindo

um acoplamento oxidativo, permitindo a polimerizacdo (CAMMAROTA, 1991).

3.7.3 Manganési Peroxidase (Mni P) (E.C.1.11.1.13)

Assim como para as ligninases as Mni P também foram identificadas em
culturas de P. chrysosporium por Kuwahara et al. (1984), sendo dependente de
manganés e de H,O, para sua atividade. Sao glicoproteinas com peso molecular

entre 43 1 49 kDa e ponto isoelétrico entre 4,2 e 4,9, contendo um mol de ferro
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porfirinico IX / mol de enzima (GLENN & GOLD, 1985). Essas enzimas identificam-
se em torno de 57% com as LiP (SUNDARAMOORTHY et al., 1994). Em contraste
comas LIP,Mn-P cont ®m um fil oopd extra pr-xi mo ao

sitio de ligacdo do substrato proposto (Mnll).

O principal produto da reacdo Mn(ll) o qual € oxidado pela MnPI e MnPlII para
Mn(lll). Mn (lll) é estabilizado formando complexos com acidos organicos, por
exemplo, lactato ou oxalato e entdo oxida um substrato aromatico gerando radicais
fenox ou radicais cation aril (Figura 13). Tanto lignina peroxidase com manganés
peroxidase, sdo importantes na descoloracdo de efluente Kraft (MICHEL et al.,

1991).

2H" + O, + Mn?* > Mn®" + H,0,

Figura 13. Mn (Il) € oxidada a Mn (lll) por uma peroxidase dependente de Mn.

As enzimas ligninoliticas apresentam um grande potencial na
biotransformacdo de ligninas e seus derivados como também nos aspectos
ambientais (biorremediacdo). Essas enzimas tém um papel importante na
descontaminacdo de efluentes papeleiros e téxteis. Atualmente sdo utilizadas em
biossensores para detectar fendis em ambiente contaminado (DURAN &

ESPOSITO, 2000).
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3.8 Aplicacdes ambientais dos fungos ligninoliticos.

Um dos grandes problemas que o mundo industrializado vem enfrentando nos
dias atuais € a contaminacéo de solos, lencois freaticos e sedimentos por compostos
organicos toxicos. Estes poluentes sdo uma potencial ameaca a saude publica e ao
ambiente. Estima-se que o mercado de remediacdo de solo esta em torno de US$
16 milhdes/ano (VANDEVIVERE & VERSTRAETE, 2001). Os contaminantes mais
comuns sdo compostos organoclorados, hidrocarbonetos, policlorobifendis e metais.
A biorremediacdo esta se tornando muito pesquisada e testada principalmente no
caso de poluicdo por hidrocarbonetos. Os sistemas mais utilizados na
biorremediacdo sdo o0s microbiolégicos, principalmente, bactérias, fungos

filamentosos e leveduras (SILVA & ESPOSITO, 2004).

Fungos ligninoliticos, onde se incluem os conhecidos fungos de podridao
branca, além de utilizar a citocromo P-450 monoxigenase e a epoéxido hidrolase,
para degradar hidrocarbonetos aromaticos (BEZALEL et al, 1996), também utilizam
enzimas extracelulares ligninoliticas que conferem uma maior tolerancia aos
poluentes em concentracdes que normalmente seriam toxicas para outros
microorganismos. Essas enzimas que estdo envolvidas na degradacdo de ligninas,
incluem lacase, lignina peroxidase e manganés peroxidase; tém a capacidade de
mineralizar estes compostos (Figura 14), sendo esta uma grande vantagem para a

biorremediacao (SILVA & ESPOSITO, 2004).
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Enzimas

ligninoliticas

—— quinona —  clivagem do anel———>  CQO,, H,0
H>,O aromatico

Figura 14. Reacdo das enzimas ligninoliticas na transformacao e mineralizacdo de
hidrocarbonetos aromaticos.
Fonte: CERNIGLIA (1997).

Outro aspecto do uso de fungos ligninoliticos na despoluicdo ambiental € o
tratamento bioldgico de efluentes. A industrializacdo da polpa e papel Kraft produz
uma grande quantidade de residuos solidos, liquidos e gasosos, extremamente
danosos ao ambiente. Neste contexto, a utilizacdo de fungos ligninoliticos como um
método alternativo no tratamento de efluentes liquidos provenientes desse processo
parece ser de extrema relevancia, tendo em vista que esses microrganismos
Atrabal ham praticament e de Ogprecessodle abtengdmm e X t
de polpas celulésicas e de fabricacdo de papel sdo responsaveis pela maior carga
poluente, que atinge os ecossistemas na forma de efluentes ou residuos sélidos,
altamente tdxicos e muitas vezes, mutagénicos, persistentes e/ou bioacumulativos
(ERIKSSON, 1990; MEHTA & GUPTA, 1991; ONYSKO, 1993 apud DURAN, 1997).
A utilizagcdo de fungos objetiva a descontaminagdo dos efluentes. A eficiéncia
desses processos esta diretamente relacionada a capacidade do fungo em degradar
a lignina (MEHTA & GUPTA, 1991; ONYSKO, 1993 apud DURAN & ESPOSITO,

1997).

Os efluentes podem causar toxicidade aguda ou crénica, mutagenicidade,

deficiéncia de oxigénio, eutroficacdo nos corpos de &agua receptores e, por
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consequéncia, modificacbes nas comunidades de plantas e animais (KAUSTSKY,
1992; LEONARDSSON, 1993 apud DURAN & ESPOSITO, 1997). A capacidade de
determinados fungos de descolorir efluente Kraft € amplamente documentada
(LANKINEN et al, 1991; CASTRO E SILVA et al., 1993: CAMMAROTA &
SANTANNA, 1992; FITZSIMONS ERIKSSON, 1990 dentre varios outros autores). O
fungo Phanerochaete chrysosporium foi testado no processo Mycor e proporcionou
uma reducdo marcado do cloro orgéanico total (TOCI) em 70% e da cor em 80%
(CHANG et al., 1987). Entretanto, o alto consumo de oxigénio, o tempo de
resisténcia restrito e a perda de biomassa fungica tornam este processo inviavel

economicamente (CAMMAROTA & SANT]ANNA, 1992).

Varios estudos mostram a capacidade do fungo Phanerochaete
chrysosporium em degradar varios tipos de compostos aromaticos clorados e outros
organopoluentes (HAMMEL, 1989). O fungo Coleomycete, Stagonospora gigaspora
€ capaz de mineralizar e solubilizar compostos derivados de lignina, removendo 90%
da cor de efluente de branqueamento CEH (BERGBAUER et al., 1992). O fungo
Trametes versicolor é capaz de reduzir consideravelmente organoclorados toxicos
(PAICE et al.,1989; REID et al., 1990; ROYi ARCAND & ARCHIBALD, 1991).Em
outro estudo verificou-se que o fungo Lentinus edodes removeu 73% da cor de
efluentes fendlicos industriais e 30% de fendis em 120 horas, sem fonte adicional de

carbono. (ESPOSITO, 1992)

Considerando a grande diversidade de fungos no mundo, é possivel antecipar
a existéncia de um grande numero desses organismos com capacidade em degradar

poluentes e, portanto, com potencial para a micorremediacdo. Deve-se inclusive
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levar em conta que grande parte dessa diversidade, se encontra em paises tropicais
dos quais o Brasil € um dos maiores reservatérios (SILVA; MINTER, 1995). E

fundamental que pesquisas que descrevam e avaliem esse potencial sejam

efetivadas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta dos Fungos

Os fungos Pycnoporus sanguineus e Trametes sp com Seus respectivos
substratos (porcdo de madeira usada como fonte de nutriente do fungo) foram
coletados, com auxilio de um facédo, na BR 174 Km 41 (Amazonas) e no perimetro
urbano no Municipio de Manacapuru nos meses de fevereiro - maio de 2004 e
acondicionados em sacos de papel com as devidas informag¢des sobre local, data de
coleta, coletor e tipo de substrato. Em seguida foram levados ao Laboratério de
Microbiologia da UTAM/EST-UEA, onde foram armazenados em camara de
refrigeracao cientifica em temperatura de 3.5°C (INDREL RC 1500 D). No dia
seguinte apés a coleta, os fungos foram inoculados em meio de cultura para em

seguida serem identificados e utilizados na pesquisa em questao.
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4.2 Isolamento dos fungos

Utilizando-se um estilete (bisturi), foi retirado de cada carpdéforo cerca de 3mm
de uma de suas extremidades. A amostra do fungo foi submetida a assepsia em
alcool a 70%, hipoclorito a 3% e agua destilada, por um periodo de 17 2 minutos em
cada solucdo. Em seguida cada amostra foi colocada sobre filtro de papel para
retirar o excesso de liquido presente. Posteriormente cada fragmento fungico ja
devidamente desinfetado e seco foi inoculado no centro de cada placa de Petri, com
0 meio de cultura agar-extrato de malte, procedimento este executado em ambiente
estéril (interior da Camara de Fluxo Laminar). As placas de Petri foram identificadas,
|l acradas com fita pl8stica (Parafilm fiMo)
(° 2°C) por um periodo de sete dias. Decorrido esse periodo, foi realizada a
repicagem no mesmo tipo de meio para a obtencéo de uma cultura pura, sendo que
a cultura de Trametes sp foi identificada com o cédigo FSF11 e o P. Sanguineus
com o codigo PICO7. As duas culturas foram depositadas em camara de refrigeracao

cientifica (INDREL RC 1500 D) em temperatura de 3.5°C.

4.3 Otimizacao das Condi¢cdes de Crescimento do Fungo

4.3.1 Temperatura

No estudo do crescimento dos fungos Pycnoporus sanguineus e Trametes sp,

objeto desta pesquisa, foi utilizado o método da placa de Petri em triplicata, no qual
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0 avanco da fronteira micelial foi medido em funcao do tempo.

Para o estudo sobre a influéncia da temperatura no crescimento micelial, foi
retirado da periferia da cultura pura cerca de 5mm do micélio de Pycnoporus
sanguineus e Trametes sp 0s quais foram inoculados em placas de Petri (triplicata)
contendo meio Agar i malte (2%). Estas culturas foram mantidas em incubadoras
com temperaturas pré-estabelecidas de 25°, 31° e 35° C e em temperatura ambiente
de 28°C (° 2°C). O crescimento foi mensurado através da progressao linear da
fronteira micelial, sendo as medidas tomadas em duas dire¢cdes a cada 24 horas,
durante 12 dias. A mensuracéo do raio dessa colonia permite avaliar o crescimento
micelial, o qual ocorre pela extensdo da ponta da hifa, enquanto que as partes mais
antigas das hifas sdo incapazes de crescimento. Embora a hifa mais antiga ndo seja
capaz de crescer, tem um importante papel de suportar o crescimento da ponta a
medida que novo protoplasma é formado através da hifa e transportado para a ponta

pela corrente citoplasmatica ativa (MOORE-LANDECKER, 1982).

4.3.2 pH

Cada fungo foi inoculado em placa de Petri (triplicata) contendo o meio agar-
extrato de malte. O pH do meio foi ajustado para a faixa de 4,0 7 7,0 utilizando-se
para cada caso NaOH 1,0 M ou H,SO,4 1,0 M. Para evitar a degradacdo do agar
abaixo do pH 5,0 o ajuste foi realizado apés a autoclavagem. Procedida a
inoculagao, as culturas foram mantidas em incubadora a 31° C, durante 12 dias.
Assim como realizado para a temperatura, o avanco da fronteira micelial foi

mensurado em duas dire¢fes a cada 24 horas, no periodo de 12 dias.
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4.3.3717 Fonte de Nitrogénio

No estudo da fonte de nitrogénio mais adequada ao crescimento de
Pycnoporus sanguineus e Trametes sp utilizamos nitrato de sédio (NaNO3) e sulfato
de amonia ((NH4).SO,)), as quais foram adicionadas ao meio agar-malte nas
concentracbes de 30mEg/L, 60mEqg/L, 90mEg/L, 120mEqg/L e 150mEg/L (fonte de
nitrogénio na forma de NOs; ou NH;", MMNO; e MMNH,;" respectivamente),
acrescidos de 2% de glicose como fonte de carbono. Apos a inoculagéo de cerca de
5mm do micélio de cultura pura, as placas foram lacradas, identificadas e mantidas
em temperatura ambiente em torno de 28°C durante 12 dias. O experimento foi
realizado em triplicata para cada concentracdo e também para a testemunha. O

avanco da fronteira micelial foi mensurado diariamente no periodo de 12 dias.

4.4 Taxa de Crescimento dos Fungos

A taxa de crescimento foi definida como a razao entre a média da progressao

da fronteira micelial e o nimero de dias de crescimento do fungo.

4.5 Anélise Estatistica

Para a analise estatistica dos dados utilizou-se o software STATISTICA 6.0,

onde se obteve os parametros descritivos (média, desvio padrao, variancia) dos

dados, teste de correlagdo entre as variaveis, e o teste ANOVA e de Tukey para

contrastes das médias.
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4.6 Determinacao das Atividades Enziméaticas

4.6.1 Meio de cultura e in6culo

Os fungos foram cultivados em meio liquido contendo:

A20g de extrato de malte;
Aantibiético;
AL000mL de 4gua destilada.

Afonte de carbono: dextrose e serragem de madeira Hura creptans.

O meio de cultura foi previamente esterilizado em autoclave a 120° C por 15
minutos, deixando-se esfriar até uma temperatura adequada para manuseio. Em
seguida, em ambiente asséptico, colocou-se 150mL de meio de cultura em cada um
dos quatro recipientes (erlenmayer). Em dois erlenmayer adicionou-se 3g de
dextrose e nos outros dois 3g de serragem de Hura creptans, como fonte de
carbono. Posteriormente procedeu-se a inoculagdo dos fungos (PIC0O7 e FSF11)
utilizando-se cerca de 2 retangulos (1,5cm x 1,0cm) de micélio por frasco de 7 i 10
dias o qual foi retirado da regido periférica da placa pois o0 crescimento é restrito a
extremidade da hifa . O experimento foi repetido sem adi¢cdo de fonte de carbono o
qual foi usado como testemunha. Cada erlenmayer foi etiquetado (identificacédo) e

devidamente fechado com tampé&o fixado com fita crepe.

Os recipientes acrescidos de fonte de carbono e a testemunha foram

mantidos em cultura estacionaria em temperatura ambiente (cerca de 26°C °2)
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sendo as mesmas cultivadas por um periodo de cinco dias, a pH inicial em torno de
5,6 - 6,0. O experimento foi repetido sob agitacdo a 180 rpm em temperatura
ambiente (cerca de 26°C ° 2). Decorrido cinco dias de cultivo dos fungos, procedeu-
se a determinacdo das atividades enziméticas em dias alternados, até o décimo

oitavo dia apés a inoculacdo dos mesmos.

4.6.2 Fenoxidases (Lacase e Peroxidase)

A atividade enzimética para fenoloxidase e lacase foi determinada em caldo
de cultivo extrato de malte acrescido de 2% de glicose ou serragem da madeira de

Hura crepitans como fonte de carbono.

Para a atividade lacase foi utilizado a metodologia proposta por Ander &
Eriksson (1976). O método baseia-se na oxidacdo do substrato enzimatico de
siringaldazina para sua forma de quinona,
65000 M* cm™). Uma unidade de atividade de lacase ou peroxidase corresponde a
guantidade de enzi mas neces ssgbstiata por rmpirutn.a 0 X |

Para a determinacdo da atividade lacase utilizou-s e : 50eL de <caldo

filtrado, 0,95 mL de tampéao tartarato de sodio a pH = 4.2, 1 mL de siringaldazine

(solucao estoque 5 mg/10 mL de etanol), 1 mL de H,O destilada.

Para atividade fenoxidase utilizou-se a metodologia da oxida¢do do substrato
enzi m8tico siringaldazine que apresenta at

unidade de atividade fenoxidase corresponde a quantidade de enzimas necessarias
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para oxidar 1 e mol minu®. Para b sldtermanagdo dp @tividade
fenoxidase utilizou-se: 0,95 mL de tampao tartarato de sodio a pH 4,2, 1 mL de H,0,
(2, 0mM ), 50eL de caldo de cultura filtado
5mg/10 mL de etanol). A determinacdo da Peroxidase foi feita pela diferenca da

Fenoxidase menos a Lacase.

4.6.3 Lignina Peroxidase ( LiP ) ou Ligninase

A atividade enzimatica para lignina peroxidase ou ligninase foi determinada
em caldo de cultivo extrato de malte acrescido de 2% de glicose ou serragem da
madeira de Hura crepitans como fonte de carbono e também em meio sem

acréscimo de fonte de carbono (controle).

Na avaliacdo da atividade Lignina Peroxidase foi utilizado o método proposto
por Tien-Kirk (1984): este método baseia-se na oxidacdo de alcool veratrilico a

aldeido veratrilico. Para a determinagdo da atividade lignina peroxidase utilizou-se:

550 eL de caldo de cul,®2r ® fmM ter 2bd, €240 @ ec |
alcool veratrilico em tampao tartarato de sodio 0,4M (pH3,0). O aparecimento do
aldeido veratrilico foi determinado lendo-s e a absor b©ncia a 310 n
cm™ ). Uma unidade de Lignina Peroxidase corresponde a quantidade de enzima

gue oxida legmol de 8l cool wveratr2lico por n
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5 RESULTADOS

5.1 Otimizacéo das condi¢fes de crescimento dos fungos

5.1.1 Velocidade de crescimento em funcédo do tempo

O avanco da fronteira micelial apresentou uma melhor resposta linear de
crescimento em funcdo do tempo, entre 24 e 108 horas, e entre temperaturas de
25°C a 31°C em pH 5,2. Assim, a velocidade de crescimento fungico foi obtida em

funcao da inclinacéo da reta n