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“O mundo néo descrito dos
fungos pode ser visualizado
como um recurso potencial
massivo que espera  ser
compreendido.”

Hawksworth (1991)



RESUMO

Este estudo procurou determinar parametros fisiologicos de crescimento e atividade
enzimatica de trés fungos amazonicos. Os fungos utilizados foram (Pleorotus sp (F-
31, Lentinus crinitus e Hexagonia glabra), obtidos da colecdo de fungos do MBT. A
avaliacdo do crescimento radial em testes de placa de Petri com 0s seguintes meios
nutricionais: BDA, Malte e Jerimum. A avaliacdo do crescimento também foi
realizada em diferentes concentracdes do herbicida atrazina para verificar o
potencial dos fungos para degradacdo desse herbicida. A atividade enzimatica foi
determinada para fenoloxidase total, lacase e peroxidase.O crescimento micelial em
diferentes meios nutricionais, pH e temperatura mostraram que os fungos testados
apresentaram comportamento diferentes, influenciados pela temperatura, pH e meio
nutricional. Todos os fungos testados aumentaram sua producdo enzimatica das
enzimas oxidativas testadas na presenca de tween-80. Hexagonia glabra produziu
cerca de 10 vezes mais lacases do que os outros fungos testados na concentracao
de 1,5 g.L™! de surfactante nao-idnico Tween, enquanto que Pleorotus sp (F-31) foi o
gue apresentou a menor atividade enzimatica para todas as enzimas. O fungo
Hexagonia glabra foi o que apresentou maior percentual de massa fungica num
maior periodo do experimento. O fungo Pleorotus sp (F-31) e Hexagonia glabra
mostram-se capazes de crescer, com razoavel biomassa em meio de cultura
suplementado com diferentes concentragfes de atrazina. demonstrando o possivel
potencial desses fungos para degradacéo desses herbicida.

Palavra-chave:

fungos - crescimento - enzimas oxidativas.



ABSTRACT

This study it find for to determine physiological parameters of growth and enzymatic
activity of three Amazonian fungi. The used fungi had been (Pleorotus sp (F-31),
Lentinus crinitus and Hexagonia glabra), gotten of the collection of fungi of the MBT.
The evaluation of the radial growth in tests of plate of Petri with the following nutrition
ways: BDA, Malte and Jerimum. The evaluation of the growth also was carried
through in different concentrations of the atrazine herbicides to verify the potential of
the fungi for degradation of this herbicides. The enzymatic activity was determined
for phenoloxidase total, laccase and peroxidase. The micelial growth in different
nutrition ways, pH and temperature had shown that different the tested fungi had
presented behavior, influenced for the temperature, pH and half nutrition All the
tested fungi had increased its enzymatic production of tested oxidative enzymes in
the presence of tween-80. Hexagonia glabra produced more about 10 times laccases
of what the other fungi tested in the concentration of 1,5 g.L™ of not-ionic surfactante
Tween, whereas Pleorotus sp (F-31) was what it presented the lesser enzymatic
activity for all the enzymes. Fungi Hexagonia glabra was what it presented percentile
greater of fungi mass in a bigger period of the experiment. Fungi Pleorotus sp (F-31)
and Hexagonia glabra reveal capable to grow, with reasonable biomass in way of
culture supplemented with different concentrations of atrazine demonstrating the
possible potential of these fungi for degradation of this herbicides.

Key-Word:

fungi - growth - oxidative enzymes.
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INTRODUCAO

O Brasil € considerado um dos “campedes mundiais” de biodiversidade em
funcdo das formas de vida vegetais, animais e provavelmente fungicas também. E
consenso que existe um grande potencial de aplicacdo de espécies de fungos

basidiomicetos nativos do Brasil a ser pesquisado (MATHEUS & OKINO,1998).

E é na regido Amazonica que esta concentrada a maior biodiversidade da
Terra, e com boa parte das espécies que a decompde ainda é desconhecida.
Embora, apenas uma pequena parte da biodiversidade mundial tenha sido estudada,
muito tem que ser feito para conhecer seu potencial biotecnolégico. No contexto

dessa biodiversidade encontram-se os fungos.

Os fungos sé@o os mais importantes microrganismos utilizados pela industria

na producado de enzimas (NOVO NORDISK, 1996; MENEZES, 1997).

Nos ultimos 25 anos, o emprego de enzimas na industria tem aumentado

consideravelmente, mas ainda existe um grande campo para sua expansdo, pois



novas enzimas vao penetrando em outros ramos da industria, criando, desta
maneira, novas oportunidades de desenvolvimento tecnologico. Do total do mercado
de enzimas, estima-se que cerca de 85% correspondem a usos do tipo industrial e
que os 15% restantes correspondem a outros usos: analiticos, médicos etc

(LEMOS, 20086).

Os microrganismos sintetizam inidmeros compostos de importancia industrial
como vitaminas, antibidticos e enzimas. Dentre esses, as enzimas tém sido
utilizadas em diversos processos industriais, principalmente no processamento de
produtos alimenticios (celulases e xilanases) e despoluicdo ambiental

(fenoloxidades) (GRAY & WILLIAM, 1975).

Os compostos lignocelulésicos séo os principais componentes da membrana
celular dos vegetais (FENNEMA,1993). Este material é constituido principalmente de
lignina, celulose e hemicelulose (MYBURGH, 1991). A lignina € um biopolimero
aromatico amorfo, tridimencional, formado via polimerizacdo oxidativa. Este ocorre
na parede celular de plantas superiores em diferentes composi¢des: madeiras das
folhosas 25 a 35%, madeiras das coniferas de 18 a 25% e gramineas de 10 a 30%
(GOLDSTEIN, 1976; BONONI, 1999; LARS et al., 2000). Os principais agentes de
degradacdo da lignina estdo entre os fungos de decomposicdo branca que séo
dotados de um sistema ligninolitico constituido de peroxidades (Lignina e Manganés-
Peroxidase) e da lacase; essas enzimas contribuem aos fungos a capacidade de
desestabilizar a estrutura da lignina (BONONI, 1997; CLOETE & CELLIERS, 1999;
BONONI, 1999; CHAGAS & DURRANT, 2001). As ligninases tém sido consideradas

como uma promissora alternativa biotecnolégica para a remocédo de compostos



toxicos do ambiente. Um dos principais exemplos tem sido na industria téxtil, onde
existe um vasto consumo de agua e componentes quimicos durante o processo de
tingimento, o que resulta em efluentes altamente complexos e recalcitrantes. Além
disso, estudos tém mostrado que algumas classes de corantes, principalmente
azocorantes, e seus subprodutos, podem ser carcinogénicos e ou mutagénicos
(KUNZ et al., 2002). Enzimas como a Li-P, Mn-P e Lacase podem promover a

degradacédo desses compostos.

Diante do exposto torna-se necessario incrementar o estudo de enzimas dos
fungos amazonicos, tornando-se extremamente importante caracterizar as
atividades lignoliticas presentes em determinadas condi¢cbes de crescimento do
fungo. Alguns parametros como: o pH; a temperatura, assim como, meio de cultura
sdo fundamentais para se conhecer as condigbes Otimas de atuacdo destas

enzimas.

Portanto, a presente pesquisa pretende avaliar a atividade enzimatica
oxidativa de fungos amazonicos notadamente no que diz respeito aos parametros
necessarios para uma maior atividade enziméatica, além de verificar o potencial

destes fungos para degradar o herbicida atrazina.



1 OBJETIVOS

1.10bjetivo Geral

®,
°

Avaliar a atividade enzimatica oxidativa de fungos amazdnicos, Pleorotus (F-

31), Lentinus crinitus e Hexagonia glabra.

1.2 Objetivos Especificos

®,
°

Avaliar o comportamento fisiol6gico dos fungos: Pleorotus (F31), Lentinus
crinitus e Hexagonia glabra em funcdo da temperatura, pH e meio de
crescimento;

Determinar a massa micelial dos fungos Pleorotus (F-31), Lentinus crinitus e
Hexagonia glabra;

Verificar a degradacgéo de atrazina pelos fungos testados;

Identificar atividade enzimatica fenoloxidase nos fungos testados;

Avaliar a influéncia de Tween-80 em diferentes concentracdes na producao
de lacases, Fenoloxidase Total e Peroxidase;

Verificar a variacado do pH dos fungos testados durante o periodo de atividade

enzimatica.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas dos fungos

No passado os fungos foram considerados plantas degeneradas, que haviam
perdido a clorofila e a capacidade de realizar a fotossintese. Esse foi o motivo de,
nas classificacdes mais antigas, eles terem sido incluidos no reino das plantas. A
partir da década de 1950, os novos conhecimentos biolégicos, provenientes
principalmente do desenvolvimento das técnicas de microscopia e biogquimica
mostraram que os fungos s&o mais apresentados com os animais do que com as
plantas. Eles foram, entdo, transferidos para o reino Protista, juntamente com
algumas algas e protozoéarios. Somente a partir de 1969 foram classificados em um

reino a parte, o Reino Fungi (TRABULSI & TOLEDO, 1999; AMABIS, 2004).

Os fungos estdo divididos em dois filos: Eumycota (fungos verdadeiros) e
Mixomycota (fungos gelatinosos). Os Eumycota constituem a maioria das espécies
gque sdo distribuidas em quatro classes: Phycomycetes, Ascomycetes,
Basidiomycetes e Deuteromycetes. O principal critério para a separacdo dos

Ascomycota em quatro classes € o tipo de processo sexual e de estruturas

reprodutivas que apresentam (Tabela 1).

Os fungos (do latim fungus = cogumelo) sdo microrganismos unicelulares
(leveduras) ou multicelulares (flamentosos), formados por células eucarioticas,
aclorofilados e aerdébios, heterotréficos (decompositores de matéria organica ou
parasitas). Crescem rapidamente e formam filamentos celulares microscépicos

denominados hifas, cujo conjunto constitui uma espécie de tecido proprio dos



fungos, o micélio, responsavel por todas as funcdes vegetativas do organismo
(HUDSON, 1986). Por causa da parede celular rigida, os fungos ndo sédo capazes de
“engolir’” microrganismos ou outras particulas. Comumente, o fungo secreta enzimas
através do micélio sobre a fonte de alimento e absorve pequenas moléculas que sédo
liberadas (RAVEN, 2001). Em outras situacfes, o micélio emite 6rgdos chamados
haustorios, que penetram no tecido dos organismos hospedeiros, absorvendo o
alimento (GRIFFIN, 1994). Outros, ainda, preferem viver em simbiose, formando
associagOes, efémeras ou duradouras, com organismos dos demais reinos de seres
vivos. A parede celular de alguns fungos contém celulose, como alguns fungos
aquaticos inferiores, mas a maioria deles possui parede celular com quitina
(polissacarideo, insollvel e cérneo formado por unidades de N-acetilglicosamina)
(BLACK, 2002). A constituicdo da parede celular dos fungos é uma das
caracteristicas que levou a sua separagdo num reino a parte entre os seres vivos. O

material de reserva energética dos fungos é o glicogénio (LAURENSE, 2005).

Alguns fungos sao dimorficos, ou seja, tem a capacidade de estar sob forma
de bolor na vida saprofitica, e na forma de levedura na vida parasitaria. Ocorre com

mudancas de pH, temperatura, etc.

A reproducdo dos fungos ocorre por meio da formacao de esporos que Sao
formados sexuada ou assexuadamente, podendo ser formados dentro de uma
estrutura, quando sao denominados endosporos, ou livres, ectésporos. A
reproducdo assexuada ocorre através de brotamento, fragmentacédo e producao de
conidios, no caso dos ascomicetos. Por outro lado, a reproducédo sexuada culmina

na producdo de basidiésporos, como no caso de basidiomicetos (PELCZAR et al.,



1996; RAVEN, 2001). Aqueles fungos que apresentam apenas formacdo assexuada
de esporos sdo considerados os fungos imperfeitos, enquanto que aqueles que sé

apresentam reproducédo sexuada séo os perfeitos.

Estima-se que existam pelo menos um milhdo e quinhentas mil espécies de
fungos espalhadas pelo mundo. Isto é ma estimativa muito superior aquela para as
espécies de vegetais e animais somadas, excluindo-se 0s insetos. Desse total
estimado apenas cerca de 70.000 espécies de fungos foram até hoje descritas, ou
seja, menos de 5% das possivelmente existentes (ARAUJO, 2007). Dentre essas
espécies fungicas conhecidas existem muitas de grande importancia comercial,
como as que entram na fabricacdo de alimentos, incluindo bebidas, de &cidos
organicos, de farmacos e inumeros outros produtos, pode-se imaginar o que se
espera com a descoberta de novas espécies com distintas propriedades

potencialmente de valor biotecnoldgico.



Tabela 1

Caracteristicas dos Fungos

Categoria Taxondmica Caracteristicas relevantes

Filo Eumycota - Classe Phycomycota unicelulares ou filamentosos  (hifas
cenociticas) reproducdo sexuada sem
corpos de frutificacdo

Filo Eumycota - Classe Ascomycota unicelulares ou filamentosos  (hifas
septadas) reproducdo sexuada  por
scosporos  contidos em corpos de
frutificacdo (ascocarpo)

Filo Eumycota - Classe Basidiomycota filamentosos com hifas septadas
reprodugdo sexuada por basidiésporos
contidos em corpos de frutificacdo
(basidiocarpo)

Filo Eumycota - Classe Deuteromycota filamentosos com hifas septadas ndo se
conhecem formas de reproducédo sexuada

Filo Mixomycota cenociticos sem hifas ndo possuem parede
celular na fase vegetativa assemelham-se a
amebas reproducdo sexuada formando
esporangios onde ocorre a meiose

Fonte: Modificado de WHITTAKER (1969).

2.1.1 Fungos basidiomicetos

Os basidiomicetos diferenciam-se dos demais fungos por produzirem esporos
(basididsporo) de origem sexuada (Figura 1) em uma estrutura especializada
denominada de basidio e sdo popularmente chamados de cogumelos e orelhas-de-
pau. Na realidade, o cogumelo constitui uma fase temporaria no ciclo de vida destes
fungos, e € a estrutura onde ocorre a reprodugcdo sexuada, sendo também
conhecido como corpo de frutificagdo, carpoforo ou basidiocarpo e, atualmente,
denominado basidioma. Apés a dispersao dos basidiosporos, os basidiomas acabam
apodrecendo ou sendo comidos por insetos, enquanto o organismo em si € formado

pelo micélio vegetativo, que coloniza e explora o substrato. (GUGLIOTTA &



CAPELARI, 1998). O micélio que €& a fase vegetativa dos basidiomicetos dos
Basidiomycota é sempre septado e os septos sdo perfurados. Em muitas espécies o
poro do septo tem uma margem inflada ou em forma de barril chamada doliporo.
Qualquer fungo com septo dolipérico pertence ao filo Basidiomycota. De ambos o0s
lados do poro ha capas membranosas chamadas parentossomos porque, em perfil,
lembram um par de parénteses. Outros basidiomycota, incluindo as ferrugens e os
carvles, tém septos que lembram os dos ascomicetos (GUGLIOTTA & CAPELARI

1998; RAVEN, 2001).

Quanto ao ciclo de vida de um cogumelo (Figura 2) os micélios primarios,
monocariéticos, sdo produzidos a partir de basidiésporo e dao origem aos micélios
secundarios, dicaridticos, pela fusdo de linhagens diferentes, resultando micélios
heterocariéticos. O micélio terciario, dicariético, forma o basidioma, que contém os
basidios alinhados no himénio, sobre as lamelas. Finalmente bilhdes de

basidiéporos séo liberadados (RAVEN, 2001).
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0O micélio
basidiosporos primério
basidioma micélio
(cogumelo secundario
madure)
L micélio terciario
(primérdio)

Figura 1: Ciclo de vida de um cogumelo.
Fonte: ROSA (2007)



Os basidiomicetos também s&o caracterizados por possuirem dois tipos
basicos de basidiésporos. Os denominados balistosporos, que sao liberados
violentamente dos basidios e os denominados estatismosporos, que sao liberados
passivamente (GUGLIOTTA & CAPELARI 1998). Sao reconhecidos pelos produtos
metabdlicos que produzem como enzimas e polissacarideos (MATHEUS & OKINO,

1998; GUGLIOTTA & CAPELARI 1998; RAVEN, 2001).
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Figura 2: Ciclo da reproducéo sexuada de um fungo basidiomiceto.
Fonte: ROSA (2007)

De acordo com Hawksworth et al. (1996) Filo Basidiomycota, consideram a
existéncia de 1.428 géneros e 22.244 espécies, dos quais os Basidiomycetes e
gasteromicetos representam 473 géneros e 13.857 espécies. Os restantes

pertencem a Teliomycetes e Ustomycetes (230 géneros e 8.198 espécies).



2.2 Importancia dos fungos

Os fungos apresentam uma série de caracteristicas econémicas e ecoldgicas
gue os transformaram em organismos indispensaveis para todo e qualquer

ecossistema e presentes na vida de cada um de nés (PUTZKE, 2002).

2.2.1 Importancia ecoldgica

Os fungos, juntamente com as bactérias heterotréficas podem ser
consideradas os principais decompositores da biosfera, quebrando a matéria
organica e reciclando o carbono, o nitrogénio e outros componentes, que Sao
liberados no solo e no ar. Na realidade, esse microrganismo sdo capazes de
translocar através de suas hifas, elementos entre micrositios, de forma a suprir
recursos potencialmente limitantes para o seu metabolismo em um dado sitio
(ANDERSON, 1988), sobrepujando as limita¢des fisicas e quimicas impostas pela
estrutura e distribuicdo em manchas dos substratos organicos no solo (BEARE et al.,
1997). Ressalta-se, entretanto, que embora o micélio tenha a capacidade de
penetrar nos materiais em decomposicdo, 0 mesmo € muito suscetivel a ruptura
fisica. Como decompositores, entram em conflito direto com os interesses do
homem, atacando quase todas as substancias concebiveis. A maioria dos fungos é
saprobia, isto €, vivem sobre a matéria organica em decomposi¢cao. Muitos fungos
atacam organismos Vvivos e sdo agentes causadores de doencas em plantas,
animais domeésticos e no homem. Muitos fungos sao economicamente importantes
para o homem como destruidores de alimentos estocados e outros materiais

organicos.



2.2.2 Importancia econdmica

A importancia econdmica esta diretamente ligada ao interesse comercial,
beneficio ou prejuizo (patégeno) que podem aumentar ou diminuir a sua renda

econdmica, bem como na area de biotecnologia.

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 “fermentos venenosos da terra” (MORAIS et al.,
2003). Muitos fungos ja eram empregados desde a mais longinqua antiguidade,
guando o homem descobriu a metodologia e técnica de preparo do péo, do queijo e
das bebidas. Na época, ignorando o que provocava a fermentacéo, pelo menos o
pao e as bebidas alcodlicas surgiram praticamente em todos o0s 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 (PUTZKE, 2004).

A maioria dos processos bhiotecnolégicos utilizando basidiomycetes, entre
estes 0s agaricales, baseia-se nos seus produtos metabodlicos, como enzimas e
polissacarideos. A importancia do “pool” destes fungos esta diretamente relacionada
com a bioconverséo de residuos lignocelulésicos tanto para a producéo de alimentos
no cultivo de cogumelos comestiveis (MAU et al, 1991; SONG et al, 1991; STURION
& RANZANI, 1997) quanto para a producdo de polissacarideos, que podem ser

utilizados, principalmente, nas industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética. Além



disso, este mesmo aparato enzimatico esta relacionado com os processos de
biodegradacdo de compostos xenobidticos, como por exemplo, na biorremediacao
de solos contaminados e no tratamento de efluentes da industria papeleira e téxtil

(MATHEUS & OKINO, 1998).

Silva e Coelho (2006) afirmam que os cogumelos possuem até cinco vezes
mais proteinas que a carne de bovinos e suinos, além de serem destituidos das
gorduras insaturadas altamente prejudiciais para o organismo de animais. Ressalta-
se, que os produtos finais da degradacdo do substrato lignoceluldsicos pelos fungos
podem ainda ser utilizados como fertilizantes em plantagdes, suplementos para
racdo de animais ou ainda serem reciclados e misturados a outros materiais

organicos, para utilizacdo em terra de cobertura de plantacdes de champignon.

Pesquisadores americanos e chineses tém demonstrado em seus estudos as
atividades antitumorais dos polissacarideos e triterpendides extraidos de varias
espécies do género Ganoderma (SILVA & COELHO, 2006). Além disso, substancias
extraidas de outras espécies de basidiomicetos sao aplicadas para a diminuicdo do
colesterol, redutores de pressdo sanguinea, potencializadores do sistema

imunoldgicos e também como drogas para controle cardiaco.

Os produtos a partir da fermentacdo da soja por fungos podem ser
encontrados no mercado. O Tempeh é um fermentado de soja que a torna mais leve
e nutritiva produzida a partir da utilizacdo dos fungos Rhizopus ligosporus, R.
oryzae, R. arrhyzus ou R. stolonifer, e também com a participagdo, com menor

relevancia, de bactérias e outros fungos. O Tofu, também chamado de queijo de



soja, € preparado a partir da fermentacédo da soja utilizando-se outros zigomicetos,
como Actinomucor elegans ou outras espécies do género Mucor e de Rhizopus. O
oncom, uma comida tipica da Indonésia, trata-se de uma pasta de amendoim

fermentada pela espécie Rhizopus oligosporus (SILVA & COELHO, 2006).

Os fungos basidiomicetos lignoceluloliticos séo utilizados para biodegradacéo
de substancias quimicas recalcitrantes a degradacao biolégica no meio ambiente.
Nos meados da década de 80 foram apresentadas evidéncias de que o fungo
basidiomiceto Phanerochaete chrysosporium tinha a capacidade de degradar e
mineralizar compostos  xenobiéticos como DDT, lindano (1,2,3,4,5,6-
exaclorociclohexano) (BUMPUS & AUST, 1987), TCDD (2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-
dioxina), algumas bifenilas policloradas (PCB’s) (BUMPUS, 1989) entre outros. Séo
também utilizados espécies de zigomicetos. Por exemplo, espécies de zigomicetos
degradadores de hidrocarbonetos sdo Cunninghamella bainieri, C. elegans e
Syncephalastrum racemosum. As que promovem oxidagdes de alcanos sdo Absidia
spinosa, Rhizopus stolonifer, e muitas espécies de Cunninghamella (SILVA &

COELHO, 2006).

A biodegradacdo por fungos tem ampla vantagem em relagdo aquela por
bactérias. Os fungos sdo capazes de crescer sob as condicdes de estresse
ambiental que limitam o crescimento bacteriano. E ainda, o modo de crescimento
dos fungos — induzido quimiostaticamente em direcdo a fonte de carbono organico,
através do alongamento e ramificacdo das hifas — permite a colonizacdo de grandes
areas. Desta forma, o contato superficial com o contaminante é otimizado,

aumentando sua biodisponibilidade e, consequentemente, sua biodegradacéo



(DUPONT et al. 1997). A degradacdo da lignina € extracelular e relativamente
inespecifico. A degradagdo consiste em um processo multienzimatico resultante da
acdo coordenada de uma série de enzimas do grupo das oxidoredutases,
representadas principalmente por lacases, manganés peroxidases, lignina
peroxidases e outras oxidases produtoras de peroxido de hidrogénio e de compostos
metabdlitos intermediarios de baixa massa molecular (KIRK & FARRELL 1987,
VARES et al. 1995, LEONOWICZ et al. 1999, MAYER & STAPLES 2002, SUGIURA

et al. 2003).

Outro grupo de fungos de importancia economica sao as levedurasCertas
leveduras, tais como Saccharomyces cerevisiae, sao Uteis porque produzem etanol
e dioxido de carbono, os quais tem papel prepoderante na panificacdo, fermentacéo
e bebidas alcodlicas tais como: Cerveja (Saccharomyces cerevisiae e
Saccharomyces carlsbetgensis), rum, vinho (Saccharomyces ellipsoideus), saqué e
producdo industrial do etanol a partir da cana de acucar. Outros fungos
proporcionam sabor e aroma utilizados na fabricacdo de queijos. Também sé&o
matéria prima na producdo de antibiéticos, dos quais o primeiro, a penicilina, foi
descoberto em 1928 por Alexander Fleming, isolado de um fungo do género

Penniciliumm. (NEUFELD, 1997; RAVEN, 2001; LAURENCE, 2005).

2.3 Biodegradacdo dos componentes da madeira

Vérios organismos, como bactérias e fungos (Tabela 2), sdo capazes de

atacar e degradar a madeira, em ecossistemas terrestres naturais, porém sem



duvida alguma, fungos superiores, especialmente os da classe Basidiomycetes, sdo

0s mais eficientes degradadores (BLANCHETE, 1991; TUOR et al,1995).

Tabela 2

Organismos degradadores da lignina

Organismo Filo Degradacgéo da Ambiente Alguns
lignina géneros
Fungos da Basidiomycota Mineralizacdo da | Principalmente  madeira | Phanerochaete,
podriddo branca | (Ascomycota) lignina,deslignificacdo | folhosa Phlebia,
seletiva ou néo Trametes
seletiva
Fungos da Basidiomycota Modificagéo da | Principalmente  madeira | Poria, Polyporus
podridéo parda lignina conifera
Fungos da Ascomycota ou Limitada degradacé@o | Ambientes aquaticos, | Chaetomium,
podridédo mole fungos da lignina madeira com umidade | Paecilomyces,
anamorfos elevada, serapilheira Fusarium
Bactérias Actinomycetes ou | Limitada degradagdo | Sapwood, madeira | Streptomyces,
Mixobactéria da lignina saturada de agua, | Nocardia,
madeira em estagio | Pseudomonas
avancado de
decomposigéo,
serapilheira

Fonte: Tuomela et al.; 2000

Os fungos basidiomicetos deterioradores de madeira sdo geralmente
classificados com base nas diferencas dos respectivos padrfes de degradacdo da
madeira que apresentam, levando-se em consideracdo caracteristicas
macroscopicas da degradacao. Assim, podem ser divididos em fungos de podridao
branca (White-rot), podriddo parda (Brown-rot) e degradacdo mole (soft-rot)

(BLANCHETE, 1991; HATAKKA 1994; TUOR et al., 1995).

Fungos de podriddo branca preferencialmente colonizam madeiras da
subdivisdo Angiospermae (folhosas, madeira dura) e degradam enzimaticamente os
trés componentes principais da madeira (celulose, hemicelulose e lignina), deixando

a regido da madeira degradada com uma coloracdo esbranquicada. Existem por



outro lado, &queles seletivos de lignina, cujo “pool” enzimatico degradam

preferencialmente esse elemento da parede celular da madeira.

Ressalta-se que dentre os componentes da madeira, lignina é o que
apresenta maior resisténcia a biodegradacdo. Neste contexto, a biodegradacao de
lignina € um dos mais importantes fatores determinantes da degradacédo de madeira

e consequentemente do ciclo de carbono na biosfera.

Lignina, diferentemente de processos hidroliticos, comuns aos demais
biopolimeros de ocorréncia natural na madeira, sofre degradacdo através de
reagdes oxidativas, envolvendo diretamente O, molecular ou peréxido como H,0,,
gerando assim compostos de baixa massa molecular, soliveis em meio aquoso. Tal
caracteristica se deve ao fato de que as ligacdes, entre as varias unidades
recorrentes formadoras de lignina, ndo sdo hidrolizaveis (FENGEL, WEGENER

1989; HIGUCHI, 1990).

Embora existam ainda muitas lacunas, bem como muitos dados discrepantes,
os dados disponiveis atualmente evidenciam que a eficiencia de degradacao da
madeira por estes fungos depende das suas capacidades de produzir enzimas
lignoliticas extracelulares, as quais sdo as responsaveis diretas pela
disponibnilizacao de nutrientes contidos na madeira, necessarios para a manutencao

e crescimento dos micélios (HATAKKA 1994; TUOR et al, 1995).



2.3.1 Materiais lignoceluldsicos utilizados como substrato

Uma grande variedade de materiais lignocelul6sicos pode ser utilizada para
suportar o crescimento de fungos de podriddo branca, tais como: palha, graos
enriquecidos com nutrientes misturados a serragem, polpa de beterraba, sabugo de
milho e bagaco de cana-de-acgucar. Esse ultimo, por exemplo, pode ser diretamente
inoculado com o fungo ou composto para cogumelos colonizado com o micélio
fungico. Além disso, muitos materiais lignocelulésicos, descartados como residuos
por industrias florestais, agricolas e papeleira, podem ser usados na aceleracédo
natural da degradacéo, favorecendo o reaproveitamento destes materiais e 0 ndo

acumulo de tais residuos no ambiente (POINTING 2001, KRISHNA, 2005).

Um dos maiores residuos celuldsicos agro-industriais é o bagago de cana-de-
acucar, residuo fibroso de sobras do talo da cana-de-agucar, apos extragdo do suco.
Consiste de aproximadamente 50% de celulose, 25% de hemicelulose e 25% de
lignina. Quimicamente, esse residuo contém cerca de 50% de a-celulose, 30% de
pentoses e 2,4% de minerais. Na fermentacdo soélida com bagaco de cana-de-
acucar, esse substrato pode ser utilizado como fonte de carbono (energia) ou

apenas como um suporte solido inerte (PANDEY et al. 2000).

Nos ultimos anos, um grande nimero de microrganismos, incluindo bactérias,
leveduras e fungos, esta sendo utilizado em cultivo no bagaco de cana-de-acucar.
Fungos filamentosos,21especialmente os basidiomicetos foram empregados nesse
tipo de cultivo, como Lentinus crinitus, Phanerochaete chrysosporium, Psilocybe

castanella, Trametes villosa, entre outros (DZUL-PUC et al. 2005, BALLAMINUT &



MATHEUS 2006, COMPART et al. 2006). O bagaco de cana-de-agclUcar pode
também ser empregado como suplemento em meios para crescimento de fungos de
podriddo branca estimulando a producdo de enzimas ligninoliticas (PANDEY et al.

2000).

2.4 Enzimas

2.4.1 Breve historico

A catalise biologica foi inicialmente reconhecida e descrita no inicio do século
XIX, em estudos sobre a digestdo de carne por secre¢fes do estbmago e a
conversao do amido em acucares simples pela saliva e por varios extratos vegetais.
Na década de 50, Louis Pasteur concluiu que a fermentacdo do acucar em alcool
pela levedura é catalisada por “fermentos”. Ele postulou que esses fermentos,
depois nomeados enzimas, eram inseparaveis da estrutura das células vivas do
levedo, uma hipGtese que prevaleceu por muitos anos como verdadeira. A
decoberta, por Eduard Buchner, em 1897, de que os extratos de levedo podiam
fermentar o agucar até o alcool, provou que as enzimas envolvidas na fermentacao
continuavam funcionando mesmo quando removidas da estrutura das células vivas

(LEHNINGER, 1995).

A catalise enzimatica das reacdes € essencial para os sistemas vivos. Sob
condicBes bioldgicas relevantes, as reacdes ndo catalisadas tendem a ser lentas.

Considerando o potencial enzimatico dos fungos, 0s mesmos sao 0S mais



importantes microrganismos utilizados pela indastria na producdo de enzimas

(NOVO NORDISK, 1996; MENEZES, 1997).

2.4.2 Enzimas ligninoliticas

Dentre o vasto arsenal de enzimas extracelulares, tanto hidroliticas quanto
oxidativas, que os fungos degradadores de madeira exibem, particularmente o grupo
das fenoloxidases é tido como o de maior importancia ou determinante da
capacidade degradativa destes organismos (HATAKKA, 1994). Fazem parte também
deste grupo de enzimas como lacase, lignina peroxidade e Mn-peroxidase, as quais

estdo diretamente envolvidas na biodegradacao de lignina.

2.4.1.1 Lacases (LAC) (E.C 1.10.3.2)

A lacase (E.C 1.10.3.2, p-diphenol: dioxygen oxidoredustase) € uma
polifenoloxidase produzida por diversos fungos, plantas e bactérias (THURSTON,
1994). Lacase tem um importante papel na lignificacdo e deslignificagcdo na
natureza. Em plantas, lacases estao envolvidas na lignificagdo. Em fungos, além da
degradagcdo de lignina, as lacases parecem estar envolvidas na esporulagéo,
producdo de pigmentos e patogenicidade de plantas. Em insetos, esta enzima
catalisa a unido oxidativa de catecoéis com proteinas envolvidas na esclerotizacao da
cuticula (CLAUS 2004). A lacase fungica € enzima glicoproteina que contém cobre
no seu sitio ativo e que catalisa a reducdo de O, para &gua, com simultanea

oxidacdo de substratos fendlicos. Em geral, as lacases contem 4 atomos de cobre



por molécula de enzimas embora existam enzimas com 2,3 e até 6 &tomos de cobre

(THURSTON, 1994).

Devido a capacidade de catalisar a oxidacdo de fendis e outros compostos
aromaticos, as lacases flungicas estdo recebendo grande atencdo em varias
aplicacdes industriais como deslignificagdo, producdo de etanol, modificacdo de
fiboras da madeira, clareamento de corantes, sintese de produtos
guimicos/medicinais e remediacdo de solos e aguas contaminadas. Pesquisas
recentes tém sido intensas e muito tem sido elucidado sobre a diversidade de

lacases e suas utilidades (DURAN et al. 2002).

A maioria das lacases caracterizadas até o presente momento sao derivadas
de fungos, especialmente daqueles basidiomicetos que produzem podridao branca,

e sdo eficientes na degradacéo da lignina.

2.4.1.2 Lignina peroxidase (LIP) (EC 1.11.1.7)

Este grupo ou familia de enzimas tem sido intensamente estudado e
sua ocorréncia, extragdo e caracterizagdo tem sido relatada em um grande nimero
de fungos tais como, Phanerochaete chrysosporium, Phlebia radiata, Phlebia
tremellosa, Trametes versicolor, Bjerkandera adusta, Junghuhnia seprabilima,

Phlebia ochraceofulva (HATAKKA, 1994; KIRK, FARRELL, 1987).

Lignina peroxidase constitui um grupo de glicoproteinas contendo um

grupamento heme, catalisa uma variedade de compostos fendlicos, ndo fendlicos,



hidratos de carbono aromaticos e outros compostos que sao resistentes ao atague
microbiano. Requer peroxido de hidrogénio como cofator e a reagéo ocorre atraves
do mecanismo de oxidagdo de um eletron seguido por uma série de reacdes nao
enzimaticas (GARG & MODI, 1999). Estas reacc¢des incluem a degradacgéo oxidativa

das ligagcdes 3-O-4, C,-C, e outras ligacdes na lignina. Os fungos segregam para o

meio de cultura varias isoenzimas que apresentam uma massa molecular entre 39 e
43 kDa e propriedades espectrais e cataliticas semelhantes (KIRK & FARELL,

1987).

2.4.1.3 Peroxidase dependente do manganés (MnP) (EC 1.11.1.13)

A Manganés Peroxidase (Mn-P) é muito semelhante a LiP, entretanto, além
do peréxido de hidrogénio requer ions Mn*? e oxida Mn(ll) a Mn(lll) (CRAWFORD &
POMETTO, 1988). A MnP constitui o0 segundo grupo de glicoproteinas que contém o
grupo heme que requer ions de manganés livres para a sua atividade. A atuacao

desta enzima requer também a presenca de peroxido de hidrogénio. Inicialmente

2+ 3+
catalisa a oxidagdo do Mn para o Mn , que subsequentemente oxida varios

compostos fendlicos (GARG & MODI, 1999). Os fungos também segregam varias
isoenzimas da MnP para o meio de cultura, embora algumas também possam estar

ligadas a parede celular (HATAKKA, 1994).

Em 1984, Kuwahara et al. descobriram uma peroxidase diferente da ligninase,
presente em fluido extracelular de culturas ligninoliticas de P. chrysosporium. Esta
enzima isolada mostrou necessidade por perdxido de hidrogénio (H202), Mn (Il) e

lactato. Semelhante a peroxidase da raiz forte (HRP), outra heme-peroxidase, a MnP



oxidou vermelho de fenol, o-dianisidina e corantes poliméricos (KIRK & FARRELL
1987, HOFRICHTER et al. 2001).

A peroxidase dependente de manganés é uma glicoproteina com Fe
protoporfirinico IX como grupo prostéico. As MnP participam de reacdes de
despolimerizacdo de ligninas sintéticas e degradacdo de cloroligninas, atuam

também como mediador na etapa inicial da degradacado de ligninas de alta massa

molecular (KIRK & FARRELL 1987, MARTINEZ et al. 2005).

Além disso, atuam na oxidacdo de unidades fendlicas da lignina, sistemas
baseados na mediacdo por acidos graxos insaturados e seus derivados que, por
exemplo, vem sendo relacionados com a degradacao de estruturas nao fendlicas de

lignina por MnP (WATANABE et al. 2000, HOFRICHTER 2002).

A producdo de MnP estd aparentemente limitada a alguns fungos
basidiomicetos e outros organismos. Entretanto, a habilidade de sintetizar MnP é
difundida entre grupos taxonomicamente distintos de basidiomicetos (HOFRICHTER

2002).

A cooperagdo vantajosa de MnP com outras oxiredutases é evidenciada por
MnP e lacase, bem como MnP e LiP, resultando assim no crescimento da aplicagao
de despolimerizagdo de lignina. Muitos derivados de lignina biogeoquimicamente
modificados, bem como organopoluentes, incluindo xenobidticos persistentes,
mostraram suscetibilidade ao ataque da MnP (HOFRICHTER et al.,, 2001,

HOFRICHTER, 2002).



Alguns autores evidenciam essa acdo conjunta de MnP e lacase relacionadas
a degradacao.

Em estudo de biorremediagdo em meio liquido e solo, Novotny et al. (2004)
comentam a importancia dos altos niveis dessas duas enzimas, detectadas no
cultivo em solo e em culturas de Pleurotus ostreatus, relacionando-as as maiores

taxas de degradacao de hidrocarbonetos poliaromaticos.

Estudos de degradagdo de compostos organicos por meio da catalise
enzimatica da MnP estdo sendo avaliados (LEONTIEVSKY et al. 2001, STEFFEN et
al. 2003). Hofrichter et al. (1998), em um estudo com MnP de Nematoloma frowardii,
relacionaram a mineralizagdo de compostos alifaticos e aromaticos, incluindo

pentaclorofenol, com a atividade de MnP.

2.4.2 Surfactantes

A producdo de lacases também pode ser estimulada pela adicdo de
detergentes (POINTING et al., 2000). Surfactantes n&o-iénicos como o Tween-20 e
o Tween-80 tem sido utilizados para aumentar a viabilidade das reacdes entre as
enzimas e seus respectivos substratos (POZDNYAKOVA et al., 2004). O Tween é
um surfactante ndo-idnico, pouco téxico para as membranas biologicas (Rege et al.,
2002), constituido por ésteres de acidos graxos de polioxietileno sorbitol (Figura 1).
Estimula a secrecao de proteinas em microrganismos (STUTZENBERGER, 1992),
alem de alterar a morfologia e a superficie da parede celular tanto de bactérias (Van

BOXTEL et al., 1990) como de fungos (DOMINGUES et al., 2000).



2.5 Biodegradagao da madeira

A degradacdo da madeira é causada por numerosos fungos que podem
crescer na madeira e liberar enzimas e/ou acidos que geralmente atacam a fracéo
carbohidrato por hidrélise e, a uma extensdo menor causam a oxidagao da lignina. O
crescimento de fungos é mais favoravel onde oxigénio atmosférico € pleno em
temperaturas entre 20 e 40 graus centigrados, e em madeira que € moderadamente
acida e que se encontra com teor de umidade entre 20 e 100%. As espécies de
madeira variam grandemente na sua resisténcia a degradacdo, embora somente o
cerne da madeira que apresenta resisténcia significativa. Esta é atribuida a materiais
(frequentemente fendlicos) que sé@o encontrados na fracédo de extrativos da madeira

e sdo toxicos a fungos e mofo (KLOCK et al, 2005).

Com relacdo ao apodrecimento causado pela atuacdo de enzimas produzidas
pelos fungos, Seabright (1995) afirmou que estas séo produzidas a partir de varios
biocatalizadores, em que cada uma dessas substéncias desenvolve funcdes
especificas, como a aceleracdo ou controle das reacdes bioquimicas. Esses
biocatalizadores sdo macromoléculas de proteinas com estrutura supermolecular
definida, contendo um centro ativo. A hifa secreta enzimas destruidoras de celulose,
guebrando a estrutura cristalina por expansdo intermolecular, resultando na
clivagem de algumas ligagbes de hidrogénio e co-valentes. Vérias outras enzimas
agem também sinergisticamente, quebrando e degradando a celulose né&o
cristalizada em cadeias oligoméricas mais curtas e em unidades de celobiose (duas
unidades de anidro-glicose), chegando, finalmente, a simples mondmeros de

glicose, que podem ser digeridos pelas hifas. Pode-se afirmar que a quebra



enzimatica consiste basicamente na transformacédo dos componentes insolUveis da
madeira, em produtos solUveis, e em seguida em compostos quimicos simples,
capazes de serem metabolizados. Segundo Oliveira et al. (1986), esse processo
pode ser relativamente rapido, demonstrando, assim, a eficiéncia dos fungos

xil6fagos em degradar substratos lignocelulésicos.

De acordo com a forma que degradam a madeira, os basidomicetos podem
ser agrupados em: fungos causadores da podriddo branca (PB) e fungos
causadores da podriddo parda (PP), conforme comentado anteriormente. Ambos
possuem um sistema enzimatico eficiente capaz de utilizar fontes complexas de
carbono (Tabela 3). Os fungos da podriddo branca e podriddo parda se diferenciam
pelo fato do primeiro produzir degradacdo seletiva da lignina na parede celular,
deixando a celulose praticamente intacta, enquanto que o segundo produz uma
guebra extensiva dos polissacarideos da madeira (p.ex., celulose e hemicelulose)

agindo muito pouco sobre a lignina (MATHEUS & OKINO, 1998; MATHEUS, 2003).

Existem mais de 1.500 espécies diferentes de fungos podriddo branca, onde
seus representantes possuem inerentes potencialidades de aplicagéo biotecnoldgica
(BENNET et al., 2002) por serem 0s Unicos aparentemente capazes de degradar a
lignina, o que torna o estudo desses organismos uma importante alternativa para
bioconversédo de residuos lignoceluldsicos e de grande aplicagdo nos processos de
biodegradacdo de compostos xenobidticos, como, por exemplo, na biorremediacao
de solos contaminados e no tratamento de efluentes da industria quimica, de
papelaria, téxtil, de petréleo, agricola, como também de residuos sanitarios e

domésticos (POINTING, 2001; CAJTHAML et al, 2006). O mecanismo de



descoloracdo de corantes poliméricos por fungos podriddo branca envolve as
enzimas lignina peroxidade (LiPs), as manganés peroxidades (MnPs) e lacases.
Entretanto, estes fungos diferem na habilidade e capacidade de degradar corantes
com base nas diferencas qualitativas e quantitativas dessas enzimas (VYAS &

MOLITORIS, 1995).

Os fungos podriddo branca isolados de ecossistemas brasileiros tém sido
analisados para a degradacdo de muitas moléculas xenobidticas, como corantes
téxteis e organoclorados. Algumas linhagens de fungos envolvidas na degradacao
destas moléculas pertencem as espécies: Hygrocybe sp., Lentinus crinitus,
Peniophora cinerea, Phanerochaete chrysosporium, Phellinus gilvus, Pleurotus
sajor-caju, Pleurotus ostreatus, Psilocybe castanella, Pycnoporus sanguineus,

Trametes villosa e Trametes versicolor (GUGLIOTTA, 2001; MATHEUS, 2003)

Tabela 3

Reacbes de degradacao de madeira por fungos e espécies enzimaticas envolvidas

Tipo de Fungo Degradacgéo
Celulose Lignina

Podridao Branca Hidroliticas Fenol oxidases
(Endo e exoglucanases) Lacase, Liginina
Oxidativa Peroxidase
(Celobiose) (LiPs), manganés
Oxiredutases Peroxidase
(Celobiose-quinona (MnPs)

oxiredutase)

Podridao Parda Despolimerizacao
oxidativa

(Radicais livres de oxigénio, | Desmetoxilagédo
Metaloproteinas)
Hidroliticas desconhecido
(Endogllucanases)

Fonte: Modificado de Alexopoulus et al. (1996).



2.6 Estrutura da madeira

A madeira é constituida principalmente por celulose (40 a 50%), hemicelulose
(15 a 30%) e lignina (10 a 30%). Estes polimeros constituem a parede celular da
madeira e sdo responsaveis pelo comportamento da maioria de suas propriedades
tecnoldgicas. A parede celular vegetal €, por sua vez, composta de uma parede
celular priméria e uma parede celular secundaria (Figura 3) (CASTRO E SILVA,

1996).

Parede
secundaria

Parede
primaria

Figura 3: Esquema tridimensional de uma parede celular vegetal.
Fonte: Adaptado de Co6té (1967).

2.6.1 Estrutura da parede celular (KLOCK et al, 2005).

Na Parede Primaria (P) as fibrilas de celulose séo arranjadas em delgadas
camadas que se cruzam formando um aspecto de redes. A parede primaria é a
primeira camada depositada durante o desenvolvimento da célula, este sistema
permite uma expansado (crescimento) da célula jovem. Por consequéncia, a

orientacdo das fibrilas na camada mais externa é mais obliqua. Ressalta-se que a
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guantidade de celulose na parede primaria € muito limitada, contém também
polioses (hemiceluloses), pectina e proteinas imersos numa matrix de lignina; sua

espessura varia de 0,1 a 0,2 um

A Parede Secundéria é a camada espessante da célula, depositada sobre a
parede priméria apos seu crescimento superficial ter-se completado. Consiste de

trés camadas: externa - S1; média - S2 e interna - S3.

O espessamento da parede secundaria é consideravel, podendo variar de 1 a
10 um. A porcentagem de celulose podendo chegar a 90% ou mais, resultando num

arranjo denso e paralelo dependendo das fibrilas.

Na camada S1, com espessura de 0,2 a 0,3 um, as fibrilas de celulose se
apresentam em orientacdo helicoidal suave. Existem varias subcamadas
extremamente finas que se sobrepde. Sendo as lamelas muito finas, o arranjo
helicoidal (espiral) das fibrilas pode ser visivel como um arranjo cruzado em certas
espécies. O angulo formado entre as fibrilas em relacdo ao eixo da célula
considerada pode variar entre 50 e 70°. E mais lignificada, assemelhando-se neste
sentido mais a parede primaria, sendo também mais resistente ao ataque de fungos

que a S2.

A camada S2 € a mais espessa da parede celular, forma a por¢éo principal
da célula, com espessamento variando de 1 a 9 um. Nesta camada as fibrilas estédo
dispostas num angulo praticamente reto em relacdo ao eixo da célula, podendo

variar entre 10 e 30°, diminuindo com o aumento do comprimento da célula.



A variagdo do angulo formado pelas fibrilas de celulose em relagdo ao eixo
axial das células € o resultado de um nuamero de influéncias internas e externas, as
quais sao dificeis de identificar. Porém de maneira geral as variacdes existem dentro
de um anel de crescimento onde o angulo decresce do inicio do lenho inicial ao fim
do lenho tardio, no sentido radial. Em anéis anuais sucessivos 0 angulo decresce
continuamente da medula para a casca, até um estado em que permanece

constante, ou apenas sujeito a pequenas mudancas.

A camada interna S3, considerada recentemente por alguns autores como
parede terciaria, por apresentar-se diferente das camadas S3 de células
parenquimaticas (também fibras de monocotiledoneas, como bambus, que podem
ter ainda quatro ou mais camadas). Nesta camada, as fibrilas de celulose sé&o
arranjadas numa inclinacdo suave, porém ndo numa forma estritamente paralela.
Possui uma concentragcdo maior de substancias ndo estruturais, o que confere a

superficie do lume uma aparéncia mais ou menos lisa.

Finalmente, os traquedides de coniferas e as fibras libriformes de folhosas
mais primitivas apresentam quase sempre uma camada ou zona verrugosa (warts),
gue € uma membrana delgada e amorfa, localizada na superficie interna da camada
S3 ou parede terciaria. E constituida de material semelhante a lignina em conjunto

com pequenas quantidades de hidratos de carbono e substancias pécticas.

Em conjunto, o sistema de arranjo e disposi¢cao das fibrilas de celulose, em

combinacdo com as substancias solidificantes ndo estruturais conferem as células



da madeira uma solida, mas néo inflexivel constituicdo, a qual resiste a uma grande

gama de forcas que nela atuam.

Devido a pequena inclinagdo das fibrilas a S2 € provida de resisténcia a
tracao, enquanto que a S1, na qual as fibrilas bem inclinadas conferem resisténcia a

compressado, ambas ao longo do eixo da célula.

2.6.2 Composicao quimica da madeira (KLOCK et al, 2005)

Do ponto de vista da analise dos componentes da madeira, uma distingcao
precisa ser feita entre os principais componentes macromoleculares constituintes da

parede celular: Celulose; hemiceluloses e lignina

2.6.2.1 Celulose

E o componente majoritario, perfazendo aproximadamente a metade das
madeiras. Pode ser caracterizada como um polissacarideo que se apresenta como
polimero linear de alto peso molecular, constituido exclusivamente de [3-D-glucose.
Estritamente a celulose é composta por unidades monomeéricas de celobiose, qual €
formada pela juncdo de 2 moléculas de glicose seguido da eliminacdo de agua
através das hidroxilas ligadas aos carbonos 1 e 4. Este dimero se repete
constantemente, apresentando o oxigénio que liga os anéis, na posicdo equatorial
(Figura 4) (FENGER & WEGENER, 1984). Devido a suas propriedades quimicas e
fisicas, bem como a sua estrutura supra molecular, preenche sua fungdo como o

principal componente da parede celular dos vegetais.
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Figura 4: Formula estereoquimica de um fragmento de celulose (FENGEL,1984).

O estudo da quimica da celulose iniciou em 1838 com Payen, que mostrou
por analise elementar que o tecido de plantas contém um componente majoritario
com 44,4% de carbono; 6,2% de hidrogénio e 49,3% de oxigénio, o que é
equivalente a uma férmula empirica de CgH100s € um peso molecular de 162. Desde
gue, a andlise do peso molecular da celulose indicava pesos muito maiores que 162,
era evidente que a celulose era, ou um alto polimero (molécula constituida por um
grande numero de unidades repetidas relativamente simples conectadas por
ligacdes quimicas), ou um agregado de moléculas simples unidas por forcas de
associacdo secundarias. Evidéncias conseguidas apos 1930 provaram que a
celulose € um polimero composto por um grande numero de unidades repetidas.
Posteriormente foi provado que estas unidades derivam-se da condensacdo da D-
glucose, (um acucar simples - monossacarideo hexose C6H1206) (KLOCK et al,

2005).

2.6.2.2 Hemiceluloses

Estdo em estreita associacdo com a celulose na parede celular. Cinco agucares

neutros, as hexoses: glucoses, manose e galactose; e as pentoses: xilose e

arabinose sdo o0s principais constituintes das hemiceluloses. Possuem cadeia



ramificada e de baixa massa molecular. A ligacdo glicosidica mais frequiente nas
hemiceluloses é a ligacdo do tipo 3 (1—4), porém ligacBes do tipo B (1—-3) e a
(1—4), também podem ser encontradas (CHUA et al., 1982, 1983). Algumas
hemiceluloses contém adicionalmente acidos urénicos. As cadeias moleculares séo
muito mais curtas que a de celulose, podendo existir grupos laterais e ramificagdes

em alguns casos.

2.6.2.3 Lignina

A lignina foi originalmente descoberta por Anselme Payen em 1838 ap0s
tratamento da madeira com &cido sulfarico concentrado. O nome lignina vem do
latim “lignum” que significa madeira. Em 1897, Peter Klason estudou a composi¢éao
de lignosulfonatos, provenientes da polpacao sulfito da madeira, e lancou a idéia de
gue a lignina é guimicamente relacionada com o alcool coniferilico. Em 1907, ele
propds que a lignina era uma substancia macromolecular, e 10 anos mais tarde, que

as unidades de &lcool coniferilico eram unidos por ligagéo éter.

Do ponto de vista morfolégico a lignina € uma substancia amorfa localizada
na lamela média composta, bem como na parede secundaria. Durante o
desenvolvimento das células, a lignina € incorporada como o Ultimo componente na
parede, interpenetrando as fibrilas e assim fortalecendo, enrijecendo as paredes

celulares.

E a terceira substancia macromolecular componente da madeira. As

moléculas de lignina sdo formadas completamente diferente dos polissacarideos,



pois sdo constituidas por um sistema aromatico composto de unidades de
fenilpropano (KLOCK et al, 2005). E uma substancia cuja molécula é extremamente
complexa, polimérica, heterogénea, formada a partir de trés tipos diferentes de
unidades monomeéricas, derivadas de 4-hidroxiarilpropenil alcoois, sendo eles; alcool
trans-para-cumario, alcool trans-sinapilico e alcool trans-coniferilico. Na molécula de
lignina, tais unidades séo distribuidas ao acaso e ligadas covalentemente por pelo
menos dez tipos de ligacdes quimicas diferentes. Os grupamentos funcionais que,
portanto, definem as caracteristicas estruturais e quimicos de lignina sdo 0s grupos
hidroxilicos de alcoois primarios e secundarios, hidroxilicos de fendis, esterificados e
livres, grupos carbonilicos de diferentes tipos, metoxilas ligadas a anéis aroméaticos e

insaturacoes (FENGEL, 1989).

2.7 Decomposicao da liteira

Liteira € a camada de detritos organicos, principalmente de origem vegetal,
produzidos pela prépria floresta, como folhas, galhos, gravetos, flores, sementes,

cascas e outros tecidos em decomposicéo junto ao solo (LUIZAO, 2007).

Apés a deposicdo do material deciduo, o seu acumulo na superficie do solo
serd regulado pela sua taxa de decomposi¢cdo (HAAG, 1987). O mecanismo de
decomposicao é regulado sobretudo por trés gupos de variaveis: a) a natureza da
comunidade decompositora (0s macro e microrganismos), b) as caracteristicas do
material organico que determina sua degradabilidade (a qualidade do material) e c)

as condi¢des do ambiente (ABER & MELILO, 1978).



2.8 Degradacéo de atrazina por fungos

Atrazina (6-cloro-N-etil-N*-(1-metiletil) -1,3,5-triazina — 2,4-diamina) é um
membro importante da familia dos herbicidas s-triazinas, usado para controlar ervas
daninhas de folhas largas. E considerada moderadamente persistente nos solos, e
registros sobre sua meia-vida reportam que esta varia de 4 a 47 semanas

(MANDELBAUM et al., 1993).

Os herbicidas triazinicos vem sendo empregados na agricultura para o
controle de ervas daninhas, devido a capacidade destes compostos organicos em
inibir a fotossintese. Dentre eles destacam-se a atrazina, simazina, propazina e
ametratrazina em uso ha mais de 30 anos, representa 12% (mais de 40 000
toneladas/anode todos os pesticidas empregados nos Estados Unidos em culturas
de milho, sorgo, cana e abacaxi como também é largamente empregada nos
Estados centrais e moderadamente em Estados do leste. O Brasil com as culturas
da cana e milho lideranca, emprega também elevadas quantidades de herbicidas
triazinicos. Das 150000 toneladas/ano dos pesticidas consumidos, cerca de 33%,
sdo herbicidas; somente cultura de cana de agucar, vem consumindo acima de 20
000 toneladas, que representa em torno de 13% do total de pesticidas (UETA,

1999).

A atrazina é um contaminante potencial da a4gua em virtude de suas
caracteristicas: alto potencial de escoamento, elevada persisténcia em solos,
hidrolise lenta, baixa presséo de vapor, solubilidade baixa para moderada em agua,

absorcdo moderada a matéria organica e argila. De fato, a presenca de atrazina em



aguas subterrdneas americanas é cerca de 10 a 20 vezes mais frequente do que o
contaminante (HALLBERG, 1989). No Canada, os estudos constataram a presenca
de atrazina em pocos, sendo que alguns apresentam indices da ordem de 10 ug/L

de atrazina e um produto de degradacéo, também fitotoxico ( BELLUCK et al,1991).

O uso intensivo de atrazina e sua relativa persisténcia associada a sua
mobilidade tornam-na um poluente potencial de agua subterrdneas e superficiais.
Devido ao alto grau de contaminagcdo em todo o mundo por herbicida s-triazinas,
alguns laboratérios tem dedicado-se a estudo sobre o seu destino e biodegradacéao.
A quantificacdo da degradacdo desses compostos no ambiente € importante para
melhor entender os processos envolvidos em seu destino e sua avaliacdo
ecotoxicoldgica, no sentido de propor praticas de manejo que evitam seus efeitos

indesejaveis.

O processo de mineralizagdo de um pesticida significa sua completa
degradacdo a moléculas inorganicas como CO,, CO, H,O, NHs, H,S, CI" e outras,
sendo essa a Unica maneira de eliminar um composto xenobidtico do ambiente

(MANDELBAUM et al., 1993).

Os microrganismos utilizam, certos pesticidas como fonte de carbono e varias
espécies de bactérias tém sido descritas como capazes de degradar parcialmente a
atrazina, através da hidroxilagdo ou N-dealquilacdo. Muitas dessas espécies séo
capazes de mineralizar a atrazina através da clivagem do anel (MANDELBAUM et

al., 1993; MANDELBAUM et al., 1995; ALVEY & CROWLEY, 1996).



Entretanto, h& poucos relatos de estudos sobre culturas puras, capazes de
metabolizar atrazina. Espécies de Nocardia e Pseudomonas, isoladas em solos
contaminados com atrazina, utilizam a cadeia lateral da molécula como Unica fonte
de carbono e energia. Mandelbaum et al., (1995) reportam bactérias de género
Pseudomonas, capazes de mineralizar atrazina, utilizando-a como fonte de

nitrogénio, tendo o citrato de sédio como fonte de carbono.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Macromicetos

Seréo utilizadas amostras de carpéforos de fungos basidiomicetos, obtidas do
material micolégico depositado no laboratério de Biotecnologia da Escola Superior

de Ciéncias da Saude (ESA) da Universidade Estadual do Amazonas (UEA).

3.1.1 Isolamento

Utilizando-se um estilete (bisturi), foi retirado de cada carpéforo cerca de 3mm
de uma de suas extremidades. A amostra do fungo foi submetida a assepsia, que
constou das seguintes etapas:

% A amostra foi Mergulhada por 1 ou 2 minutos em alcool 70%;

% Mergulhada por 1 ou 2 minutos, em hipoclorito de sodio a 3%;

% Deixada imerso por 1 ou 2 minutos em agua destilada;
% Colocada sobre papel filtro para absorver o liquido e secar amostra;
% Inoculada em placas com meio de cultura ja esterilizados a 121°C por 15

minutos.

As placas de Petri com o in6culo foram identificadas e incubadas a uma
temperatura de 28°C até total preenchimento da placa. Apos esse procedimento foi
retirado da borda dessa placa 3mm de didmetro do micélio, colocados em placa de
Petri com meio de cultura a 28°C, apés o crescimento as culturas foram

armazenadas em refrigerador a temperatura de 3.5°C.



3.1.2 Meios de Cultura utilizados

Tabela 4

Composicéo do Meio de Cultura de Batata

Concentracéo (g/L)

Composicao Meio liquido ~ Meio sélido

BDA - 39

Agar puro 3 -

Agua destilada 1000mL 1000mL

Batata dextrose 200 -
Tabela 5

Composicdo do meio de Cultura de Extrato de Malte

Concentragéao (g/L)

Composigao Meio liquido  Meio sélido

Extrato de Malte 20 20

Agar puro 15 -

Agua destilada 1000mL 1000mL

Bagaco de cana-de

acucar 15 -
Tabela 6

Composicéo do meio de Jerimum

Concentracéao (g/L)

Composicao —p liquido Meio sélido

Jerimum 20 20
Agar puro 15 -
Agua destilada 1000mL 1000mL

Glicose 20 20




3.1.3 Tampéao

3.1.3.1Tampéo citrato-fosfato

% Solucado A: 0,1 M &cido citrico
% Solucgéo B: 0,2 M de fosfato de sddio bibasico
Para 100mL foram misturadas 48,6 mL da solucéo A e 51,4 mL da solucéo B. O

volume foi completado para 100mL.

3.2 Fisiologia dos fungos

Com cada linhagem de fungos foram realizadas repicagens para
determinacédo do pH, temperatura e meio de cultura 6timos para o crescimento dos
fungos. Para maior seguranca na obtencao de resultados, como se trata de material
fungico e pode ocorrer facil contaminacéo, a repicagem foi realizada utilizando-se

triplicatas.

Para o estudo sobre a influéncia da temperatura, meio de cultura e pH no
crescimento micelial, foi retirado da periferia da cultura pura cerca de 5mm do
micélio dos fungos testados os quais foram inoculados em placas de Petri, contendo
os meios diferentes de agar extrato de malte, batata agar dextrose e jerimum. Estas
culturas foram testadas em temperatura de 28° e 30°C nos pHs (4,5; 5,5 e 6,5). O
crescimento foi mensurado através da progressao linear da fronteira micelial, sendo
as medidas tomadas em duas dire¢cdes a cada 24 horas, até que completasse a

placa de Petri. A mensuracdo do raio dessa colonia permite avaliar o crescimento



micelial, o qual se produz por alongamento das células e ramificacdo das hifas que

crescem sobre 0 meio que sera colonizado.

3.3 Massa micelial

Foram inoculados trés discos de 9 mm de diametro do micélio inoculados em
frascos de 250 mL contendo 100 mL de meio Agar malte. Amostras de 100 mL do
meio de cultivo em triplicata foram coletadas no 4°, 8°, 12° e 16° dias para
observacdo do periodo de maior producdo de massa micelial que constou dos

seguintes passos:

0

» Secar em estufa a 40-45°C o papel filtro até massa constante;

)
"0

Filtrar 200 mL do meio de crescimento;

>

» Lavar com 100 mL de agua destilada;

L)

>

» Secar em estufa a 40-45°C o papel filtro com o micélio até massa constante;

L)

% Calcular a massa micelial (% = Pf-Pi/Pi x 100).

3.4 Degradacéo de atrazina por fungos

Os fungos estudados foram isolados em meio de cultura Agar Batata
Dextrose (BDA), suplementado com herbicida atrazina como fonte de carbono nas
concentragdes 0,5%, 1,0%, 1,5%, 2,0% e 2,0% a 28°C e avaliados quanto ao seu

crescimento diario em placas de petri.



3.5 Analise da atividade enziméatica oxidativa

3.5.1 Atividade enzimatica fenoloxidase

A presenca de fenoloxidase foi observada através da adicdo de orto-
dianisidina 1,0 mM em etanol: agua (70:30) sobre as placas cultivadas. O
desenvolvimento de coloragcdo avermelhada é observada ap6s 12h segundo
metodologia proposta por (ANDER e ERIKSSON, 1976).

3.5.1.1 Producéao de ligninase em meio liquido

Para obtencdo da atividade ligninase foram inoculados dois discos de 9 mm
de didmetro do micélio em frascos de 250 mL contendo 200 mL de meio extrato de
malte com bagaco-de-cana (15g/L) e Tween em diferentes concentragbes (1,0g/L,
1,5g/L e 2,0g/L. Os frascos foram incubados a 28°C sob condicdo estacionaria.
Aliquotas foram coletadas no 5°, 10° 12° 14° 16° dia e utilizadas também para

determinar a producéo das enzimas Lacase, Fenoloxidase total e Peroxidase.

3.5.1.1.1 Lacase — Lac

A atividade de lacase foi determinada conforme metodologia proposta por
SZKLARZ et al.,, 1989 —modificado, utilizando-se siringaldazina 0,1% em etanol
como substrato. A mistura de reacgéo foi constituida por 1,0 mL de caldo enzimatico,
0,6 mL de tampéo citrato-fosfato ( pH 5,0), 0,2 mL de agua deionizada e 0,2 mL de
siringaldazina (1,0mM) preparada em etanol (0,1%). A oxidacdo da siringaldazina

até sua forma de quinona foi determinada através da leitura da absorbancia em



espectrofotdbmetro a 525nm. O branco devera conter todos os reagentes exceto o

caldo filtrado que devera ser trocado por agua.

3.5.1.1.2 Fenoloxidase total

A atividade de fenoloxidase Total foi determinada conforme proposta por
SZKLARZ et al., 1989 — maodificado, utilizando-se siringaldazina 0,1% em etanol
como substrato. A mistura de reagdo foi constituida por 1,0 mL de caldo enzimatico,
0,6 mL de tampéao citrato-fosfato (pH 5,0), 0,2 mL de peréxido de hidrogénio e 0,2
mL de siringaldazina (1,0mM) preparada em etanol (0,1%). A oxidacdo da
siringaldazina até sua forma de quinona foi determinada através da leitura da
absorbéancia em espectrofotdbmetro a 525nm. O branco devera conter todos os

reagentes exceto o caldo filtrado que devera ser trocado por agua.

3.5.1.1.2 Peroxidase

Para a determinacdo de peroxidase subtraiu-se a atividade da fenoloxidase

total da atividade de lacase. (SZKLARZ et al.1989).

3.6 Anélise estatistica

Para a andlise estatistica dos dados sera utilizada o software STATISTICA 5.0,
onde se obteve os parametros descritivos (média, desvio padréo e variancia) dos
dados, teste de correlagdo entre as variaveis, e o teste ANOVA e de Tukey para

contrastes das médias.



4. RESULTADOS

4.1.1 Crescimento em diferentes Meios de Cultura, pH e temperatura

Em termos absolutos o maior valor médio para o crescimento micelial ocorreu
para o fungo Pleorotus sp (F-31) (1,59cm) em pH 5,5 a 30°C e em meio BDA e o
menor para Hexagonia glabra (0,62) em pH 6,5 na mesma temperatura e mesmo

meio nutricional (Tabela 6).

Para a temperatura de 28°C, nota-se que, similarmente como ocorreu para o
fungo Pleorotus sp (F-31) o maior valor médio de crescimento para Lentinus crinitus
também ocorreu em pH5,5, enquanto que para Hexagonia glabra ocorreu em pH 4,5
e meio malte. Por outro lado, na temperatura de 30°C o maior valor médio de
crescimento tanto para L. crinitus como para H. glabra ocorreu em pH6,5 em meio
de cultura de jerimum, enquanto que para Pleorotus (F-31) ocorreu em pH5,5 em

meio BDA.

Teste ANOVA mostrou que para Lentinus crinitus, nas condi¢des de pH 4,5 e
28°C nao existe diferenca estatistica significativa ao nivel de 95% de probabilidade,
no crescimento em diferentes meios nutricionais. Entretanto, para o fungo Pleorotus
sp (F-31) ocorre diferenca significativa no mesmo nivel de probabilidade em relacéo
ao meio de malte, enquanto que para H. glabra a diferenca ocorre para o
crescimento e em meio jerimum (Tabela 7). Em outras palavras Pleorotus sp (F-31)
apresentou menor crescimento no meio malte, enquanto que ndo houve diferenca

estatistica no crescimento nos meios BDA e jerimum, porém na temperatura de 30°



houve diferenca significativa ao nivel de 95% de probabilidade (p<0,05) em meio

nutricional de malte tanto para Pleorotus como para H. glabra.

Para o pH 5,5 Lentinus crinitus houve diferenca significativa no crescimento
somente em temperatura de 30°C e meio de cultura de malte. Para Pleorotus sp (F-
31) e H. glabra neste pH a temperaturas e meios de cultura ndo exerceram nenhuma

influencia no sentido de aumentar ou diminuir a producéo micelial.

No pH 6,5 o fungo L. crinitus mostrou melhor crescimento em meio BDA para

ambas as temperaturas de 28 e 30°C testadas.



Tabela 7

Crescimento dos fungos (cm) em diferentes meios de cultura.

Pleorotus (F-31) Lentinus Crinitus Hexagonia glabra
MEIO
pH To X pH To X pH To X

1,26(a) 0,84(3) 0’83(3)

BDA (0,34) (0,25) (0,16)
o 0,88® . 0,76® \ 0,97®

MALT | 45 28 0.28) 4,5 28 (0.14) 45 | 28 ©.1)
JER 1,29@ 0,85®@ 0,74®
(0,29) 0,3) (0,07)
BDA 1,28@ 0,88@ 0,82@
(0,36) (0,25) (0,16)
0920 0.73@ 0.94®

MALT | 45 30 0.31) 4,5 30 0.17) 45 | 30 0.18)
JER 1,27@ 0,81@ 0,8@
(0,27) (0,41) (0,07)

BDA 1,55@ 0,97@ 0,73®@
(0,56) (1,31) (0,23)

o | 1,559 o 0,95 . 0,84

MALT | 5,5 28 0.56) 55 28 0.24) 55 | 28 0.21)
JER 1,42 0,77® 0,85@
(0,37) (0,36) (0,39)

BDA 1,59@ 0,82@ 0,75®
(0,8) (0,31) (0,18)
. 1,53@ . 1,05® . 0,98®

MALT | 5,5 30 0.63) 55 30 (0.29) 55 | 30 0.19)
JER 1,36@ 0,83@ 0,89®@
(0,41) (0,45) (0,5)

BDA 1,38@ 0,68® 0,88®@
(0,21) (0,28) (1,48)

o 1,38® . 0,85® \ 0,85@

MALT | 6,5 28 0.79) 6,5 28 0.21) 65 | 28 (1.06)
JER 1,17@ 0,99@ 0,93®@
(0,26) (0,18) (0,22)

BDA 1,43@ 0,72® 0,62®
(0,43) (0,25) (0,21)

. 1,48@ . 1,01®@ . 0,86@

MALT | 6,5 30 0.77) 6,5 30 0.21) 65 | 30 0.19)
JER 1,34@ 1,34@ 1,00®
(0,29) (1,13) (0,27)

Nota: NUmeros em parénteses significam desvio padréo. Letras iguais na coluna significam que ndo

existe diferenca significativa ao nivel 95% de probabilidade.



4.1.2 Crescimento micelial diario

O crescimento diario em diferentes meios nutricionais, pH e temperatura
mostrou que os fungos testados apresentam comportamento diferentes ora afetado
pelo pH e temperatura ora pelo meio nutricional. Pleorotus sp (F-31), por exemplo,
em pH4,5 atinge crescimento maximo em meio BDA, tanto para a temperatura de
28°C como para 30°C, apds 48 horas de inoculacdo. No meio malte, nas mesmas
condicdes de pH e temperatura de 28°C o crescimento maximo também ocorreu
apos 48 horas e o preenchimento total da placa de petri ocorreu em 120 horas. Por
outro lado, na temperatura de 30°C o crescimento neste meio de cultura mostrou
padrédo decrescente de crescimento (Figura 5B) com preenchimento total da placa
em 96 horas. No meio de jerimum, o pH 4,5 o crescimento maximo ocorreu a

temperatura de 30°C também ap0s 48 horas de incubacéo.
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Figura 5: Crescimento Diario de Pleorotus sp (F-31) em pH 4,5 e em Diferente Meios de Cultura
e Temperatura: A (28°c) E B (30°).



O padréo de crescimento diario no pH 5,5 e temperatura de 28° (Figura 6A)
para Pleorotus sp (F-31) alcancou maximo crescimento apds 24 horas de incubacao
no meio de BDA decrescendo até o fim do experimento (96 horas). Na temperatura
de 30°C (Figura 6B), o crescimento foi mais lento e pico maximo ocorreu em
diferentes periodos. Em meio jerimum o crescimento maximo ocorreu ap0s 72 horas
apos inoculagéo, preenchendo a placa em 96 horas. Em meio BDA o crescimento
maximo foi 81% menor do que aquele na temperatura de 28°C, alcancado apds 96
horas de inoculagéo, com preenchimento da placa com 120 horas de crescimento. O
crescimento em malte foi o mais lento de todos 0s meios nutricionais testados

preenchendo a placa de petri apés 144 horas de inoculacao.
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Figura 6: Crescimento Diario de Pleorotus sp (F-31) em pH 5,5 E em Diferente Meios de Cultura
e Temperatura: A (28°C) E B (30°C).

De todas as condi¢des testadas de pH e temperatura, Pleorotus sp (F-31)
apresentou, em termos de valores absolutos, o0 maior avanco da fronteira micelial em
pH6,5 e temperatura de 28°C no meio malte, alcancado apds 48 horas de inoculacao

(Figura 7A). A velocidade de crescimento mostrou-se maior destas condi¢des de pH



6,5 e temperaturas de 28° e 30°C (Figura 7B), preenchendo a placa de petri 72

horas ap0s a inoculacéo.
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Figura 7: Crescimento Diario de Pleorotus sp (F-31)em pH 6,5 e em Diferente Meios de Cultura
e Temperatura: A (28°C) E B (30°C).

O meio de jerimum foi onde o fungo Lentinus crinitus apresentou 0 maior pico
de crescimento. De modo geral, ap6s 72 horas de inoculagdo o fungo atinge
crescimento maximo em todos os pHs e temperaturas testados, com exce¢édo do pH
5,5 e temperatura de 30°C onde o pico maximo de crescimento ocorreu apés 96
horas, decrescendo até o preenchimento total da placa de petri ocorrido 24 horas

apos ter atingido o crescimento maximo (Figura 8D).

Nos meios malte e BDA o crescimento foi mais lento no pH 4,5 a 30°C com

preenchimento da placa somente apos 144 horas de crescimento (Figura 8B).

O crescimento inicial, apés 24 horas de inoculagdo no meio jerimum foi maior

para pH 4,5 (28°C e 30°C) e pH 6,5 (30°C).
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Figura 8: Crescimento Diario de Lentinus crinitus em diferentes pH, temperatura e meio de cultura (A)
pH 4,5, 28°C; (B) pH 4,5, 30°C; (C) pH 5,5, 28°C; (D) pH 5,5, 30°C; (E) pH 6,5, 28°C; (F) pH 6,5, 30°C.




Hexagonia glabra mostrou maior valor médio absoluto de crescimento apos
72 horas de inoculacdo em meio jerimum, pH 5,5 e 28°C (Figura 9C), preenchendo
totalmente a placa de petri ap6s 120 horas, periodo maximo também para quase

todos 0s meios nutricionais e condi¢gdes testadas.

No meio BDA o crescimento mostrou-se mais lento em todos os pHs e
temperaturas preenchendo a placa de petri em 144 horas apés a inoculagdo, com
excecao do pH 6,5 (Figura 9D e 9E) ambas temperaturas de 28°C e 30°C, onde o

didmetro total da placa de petri foi preenchido ap6s 168 horas de inoculagéo.



1.4 1.2
1.2 + c lE—
IS .
14 e 1 —
£ 0.8 ,\_—& ——BDA s 08 ——BDA
5 0'6 — _MALTE E 0.6 + ——MALTE
§ ’ JERIMUM S 0.4+ JERIMUM
2 0.4+ \ 2
G o2+ G027
0 — 0 ‘ ‘ ‘
24 48 72 96 120 144 24 48 7296 120
Periodo/hora Periodo/hora
(A) (B)
1.2 1.6
11 1.4 +
£ — £ 1.2 L
0.8 + £
3 ——BDA S 1 —BDA
o
$ 0.6+ — MALTE S 08+ /\/ — MALTE
E 04 b JERIMUM o6t JERIMUM
4 3 0.4
5 0.2+ s
0.2 1
0 : — : 0 : j : :
24 48 72 96 120 144 24 48 72 96 120 144
Periodo/hora Periodo/hora
(©) (D)
1.2 1.4
1.2 4+
« 17 £
o 1+
< 083 —BDA £ —BDA
2 208+
S 0.6+ T —— ——MALTE & 0.6 ——MALTE
E 1= JERIMUM E5 JERIMUM
S 0.4 e 0.4 ¥
3 o
IS) 0.2 + O o244
0 —_— 0 —_—
24 48 72 96 120 144 168 24 48 72 96 120 144 168

Periodo/hora

Periodo/hora

(E)

(F)

Figura 9: Crescimento Diario de Hexagonia glabra em diferente pH, temperatura e meio de cultura
(A) pH 4,5, 28°C; (B) pH 4,5, 30°C; (C) pH 5,5, 28°C; (D) pH 5,5, 30°C; (E) pH 6,5, 28°C; (F) pH 6,5,

30°C.




4.1.3 Producdo de Massa micelial

A producdo de massa micelial, definida em termos de percentual peso seco

de matéria produzida, foi maior em Hexagonia glabra (Figura 10).

De modo geral, a producdo de massa micelial nesse fungo foi 75% a 87%

maior em relagéo a Pleorotus sp (F-31) e Lentinus crinitus respectivamente.
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Figura 10: Producdo de Massa micelial de Pleorotus sp (F-31), Lentinus crinitus e
Hexagonia glabra.

Em valores absolutos médios o fungo Hexagonia glabra, foi o que apresentou
maior percentual de massa fungica no periodo do experimento. O maior percentual
de massa micelial para Pleorotus sp (F-31) ocorreu no quarto dia (~17%), diminuindo
sua atividade a medida que o meio foi se exaurindo de nutrientes. Por outro lado, o
fungo Lentinus crinitus mostrou comportamento contrario, aumentando a producao

micelial até o ultimo dia do experimento.



4.2 Fenoloxidase

Dentre os fungos testados somente Pleorotus sp (F-31) ndo apresentou
reacdo de coloragdo indicativa de atividade fenoloxidase. Os fungos Lentinus
crinitus e Hexagonia glabra apresentaram coloragao inicial azulada (Figura 11) logo
apos 10 minutos depois de adicionado orto-dianisidina, enquanto, que a coloragéo
avermelhada, indicadora de reacdo fenoloxidase positiva, foi visualizada ap6s 50
minutos de reacdo. Em sintese, esses dois fungos apresentam potencial para
degradar compostos aromaticos em funcéo da producdo de enzimas do grupo das

oxidativas.

Hexagonia glaber

Figura 11: Fungos com reacgédo de coloracgdo indicativa de atividade fenoloxidase



4.3 Atividade Enzimatica Oxidativa

4.3.1 Atividade enzimatica de Pleorotus sp (F-31), Lentinus crinitus e Hexagonia

glabra

A tabela 7 mostra as atividades enzimatica em diferentes concentracées de
Tween-80 para os fungos testados. Hexagonia glabra apresentou maior valor médio
para a atividade de lacase e fenoloxidade na concentracdo 1,5g.L™" de Tween-80.
Para peroxidase ocorreu na concentracdo de 2,0g.L™". Na concentracéo 1,0g.L™ foi
onde ocorreu a menor atividade de lacase para todos os fungos testados. Assim
como ocorreu para H. glabra a maior atividade de fenoloxidase para Pleorotus sp (F-
31) aconteceu na concentracdo de 1,5g.L™ enquanto que para o fungo Lentinus
Crinitus essa atividade foi maior na concentracéo de 2,0g.L™" e a menor para ambos
na concentracdo de 1,0g.L™. Para peroxidase tanto para Pleorotus sp (F-31) como
Lentinus Crinitus a maior atividade ocorreu na concentracdo de 1,0g/L™ e a menor

na concentragéo de 1,5g.L™.

Teste ANOVA para os tratamentos da atividade de lacase e fenoloxidase
mostrou que para as concentracbes de 1,5 e 2,0g.L" ndo existe diferenca
significativa ao nivel de 95% de probabilidade da atividade fenoloxidase para fungos
Pleorotus sp (F-31) e Lentinus crinitus. Isto &, as diferentes concentra¢cdes nao
exerceram influéncia na atividade enzimatica. No entanto, para Hexagonia glabra
houve diferenca ao nivel de 5% de significaAncia entre os tratamentos. Teste de

Tukey evidencia que para este fungo a maior atividade enzimatica de lacase e



fenoloxidase ocorreu na concentracéo de 1,5g.L™ de Tween-80 conforme comentado

anteriormente.

Tabela 8

Influéncia da concentracao de Tween-80 na atividade lignolitica dos fungos.

Tween-80 | Pleorotus (F-31) Lentinus crinitus Hexagonia glabra
LAC FEN PER LAC FEN PER LAC FEN PER
1,0g.L" 1.46% 2219 [0.76® [2179 [3.41% 1279 [1.43% |3.42® [2.02%

(0.45) | (0.58) | (0.53) | (0.55) |(0.77) |(0.81) |(0.45) |(3.59) | (3.72)

1,5g.L" 2.85" [ 2.68® |[0.11® [337" [335% [0.33" [31.83" 287" |1.68"
’ (1.11) | (0.81) | (0.15) |(0.88) |(0.69) |[(0.34) |(8.3) |(9.67) |(3.57)

2,0g.L1 276" [2.68® 013" |3.87% |3.45% |0.68" |30.26" | 25517 |5.88"
’ (1.00) | (1.00) |(0.35) | (0.91) |(0.78) |(1.29) | (8.44) |(8.25) |(8.23)

Nota: NUmeros em parénteses significam desvio padréo. Letras iguais na coluna significam que néo
existe diferenca significativa ao nivel 95% de probabilidade. .

4.3.2 Atividade enzimatica diaria de Pleorotus sp (F-31), Lentinus crinitus e

Hexagonia glabra

Os fungos foram previamente incubados em meio de cultura malte,
acrescidos de bagaco de cana de acucar e Tween-80 em diferentes concentragdes,
e uma vez incubados, procedeu-se, periodicamente, &s medidas de atividade
enzimatica em pequenas aliquotas, retiradas do meio de incubacdo por um periodo

de 18 dias.

Para Pleorotus sp (F-31) a maior atividade de lacase ocorreu na concentragao
de 1,5g.L™" no décimo oitavo dia (Figura 12). Nesta concentracdo a atividade de
lacase foi 52,2% maior que a concentracdo de 1,0g.L™ e 4,87% maior em relagéo a

concentracdo de 2,0g.L™". Ressalta-se, por outro lado, que apés cinco dias de



crescimento a atividade de lacase para este fungo mostrou niveis consideraveis de
producdo enzimatica nas concentracdes 1,59.L " e 2,0g.L™* de Tween-80. A atividade
enzimética na concentracdo de 1,5 g.L™ foi de apenas 1,21% maior do que na

concentracdo 2,0g.L'de 2,0g.L™".

—— Tween-80 1,0g/L

—— Tween-80 1,5g/L

U/L

Tween-80 2,0g/L

5 10 12 14 16 18

Periodo/dia

Figura 12: Efeito de Tween-80 em diferentes concentragbes na producdo de Lacase do
Fungo Pleorotus (F-31) sob condicdo estacionaria tendo bagaco- de- cana como fonte de
carbono

A atividade de fenoloxidase para Pleorotus sp (F-31) atingiu seu valor maximo
na concentracdo 2,0g.L™* apresentando-se 2% maior que na concentracdo 1,5g.L" e
42,02% maior que na concentracdo de 1,0g.L™* no décimo oitavo dia de producao
(Figura 13). A menor atividade ocorreu na concentracdo 1,0g.L™. Na concentracéo

de 1,5g.L™ a atividade foi cerca de 28% maior do que na concentracéo de 1,0g.L™.
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Figura 13: Efeito de Tween-80 em diferentes concentracdes na producédo de Fenoloxidase
do Fungo Pleorotus (F-31) sob condi¢do estacionéaria tendo bagago- de- cana como fonte
de carbono

Diferentemente das outras enzimas, a atividade de peroxidase de Pleorotus
sp (F-31) foi maior na concentracdo de 1,0g.L™ atingindo seu pico maximo de
atividade no décimo quarto dia de crescimento (Figura 14). Em média, atividade de
peroxidase na concentracdo de 1,0g.L" foi 84,2% maior do que nas outras
concentracdes. Na concentracdo de 1,5g.L™" de Tween-80 a maior atividade de
peroxidase para aquele fungo ocorreu no décimo oitavo dia, enquanto que na
concentracdo de 2,0g.L™ foi no décimo quarto dia. Reitera-se, entretanto, que em
termos absolutos esta atividade é maior na concentracdo de 1,0g.L™ conforme

comentado anteriormente. Ressalta-se, que na concentracéo de 1,5g.L™ a atividade

de peroxidase somente detectada apés dez dias de incubacéo do fungo.
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Figura 14: Efeito de Tween-80 em diferentes concentra¢des na producéo de Peroxidase do
Fungo Pleorotus (F-31) sob condicdo estacionaria tendo bagacgo- de- cana como fonte de
carbono

Para Lentinus crinitus a atividade de lacase mostrou-se decrescente até o
décimo sexto dia de crescimento para todas as concentracdes testadas (Figura 13).
Na concentracéo de 1,0g.L™ de Tween-80 foi onde aconteceu a menor atividade de

lacase, e na concentracéo de 2,0g.L™ a maior.

No quinto dia de crescimento a atividade de lacase na concentragéo de 1,5
g.L™? de Tween-80 foi 16% maior do que na concentracdo de 2,0g.L" e 62% em
relagdo & concentracdo de 1,0g.L™. Entretanto, no décimo oitavo dia a maior

atividade de lacase ocorreu na concentracéo de 2,0g.L™ de Tween-80.
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Figura 15: Efeito de Tween-80 em diferentes concentracdes na producdo de
Lacase do Fungo Lentinus crinitus sob condigédo estacionaria tendo bagago-
de- cana como fonte de carbono

Similarmente ao comportamento do fungo Pleorotus (F-31) a maior atividade
inicial de fenoloxidase para Lentinus crinitus detectadas no quinto dia de
crescimento, também ocorreu na concentracado de 2,Og.L'1. Neste caso foi 4,8%
maior que na concentracdo de 1,5 g.L* e 7,9% maior que na concentracdo de
1,0g.L}(Figura 16). A atividade de lacase para este fungo mostrou-se decrescente
até o décimo sexto dia, aumentando a patamar idéntico aquela atividade inicial.
Comportamento oposto aconteceu para a concentracdo de 1,0g.L™ onde a atividade
de lacase mostrou-se ligeiramente crescente até o décimo quinto dia, quando a

partir deste ponto comecou a diminuir.
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Figura 16: Efeito de Tween-80 em diferentes concentracdes na producédo de Fenoloxidase
do Fungo Lentinus crinitus sob condi¢@o estacionaria tendo bagaco- de- cana como fonte
de carbono

A atividade de peroxidase foi crescente até o décimo sexto dia nas
concentracbes de 1,0g.L'le 1,5g.L'1 de Tween-80. Interessantemente, na
concentracdo de 2,0g.L™! de Tween-80 a atividade de peroxidase s6 foi detectavel no

décimo sexto dia, alcangando valor maximo dois dias depois (Figura 17).
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Figura 17: Efeito de Tween-80 em diferentes concentra¢des na producdo de Peroxidase do
Fungo Lentinus crinitus sob condicdo estacionaria tendo bagacgo- de- cana como fonte de
carbono.



A atividade de lacase para Hexagonia glabra mostrou-se inicialmente maior
(15U.L™Y) na concentracdo de 2,0 g.L* de Tween-80, mostrando um padrédo
crescente de atividade ate o décimo quarto dia de crescimento, quando atinge seu
valor maximo de atividade enzimatica (Figura 17). Na concentracéo de 1,5g.L™ de
Tween-80 a atividade enzimatica de lacase mostra-se crescente ate o décimo oitavo
dia quando atinge seu maior valor, sendo este 94% e 15,3% maior do que na

concentracdo de 1,0g.L e 2,0 g.L™ respectivamente.
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Figura 18: Efeito de Tween-80 em diferentes concentragbes na producédo de Lacase do
Fungo Hexagonia glabra sob condigdo estacionaria tendo bagago- de- cana como fonte de
carbono

Diferentemente do que aconteceu com Pleorotus (F-31) e Lentinus crinitus em
que a maior atividade de fenoloxidase ocorreu na concentracdo 2,0g.L™, para
Hexagonia glabra a maior atividade enzimatica ocorreu na concentragéo 1,5g.L™ no
décimo oitavo dia de crescimento do fungo (figura 19). Nestas condicdes a atividade
fenoloxidase foi 80% e 9,5% maior do que na concentracéo de 1,0 g.L e 2,0 g.L*de

Tween-80, respectivamente.
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Figura 19: Efeito de Tween-80 em diferentes concentracdes na producédo de Fenoloxidase
do Fungo Hexagonia glabra sob condi¢éo estacionaria tendo bagago- de- cana como fonte
de carbono

Similarmente ao comportamento do fungo Lentinus crinitus a maior atividade
de peroxidase para Hexagonia glabra também ocorreu na concentracéo de 2,0g.L™,
no décimo oitavo dia de crescimento, e diferente de Pleorotus sp (F-31) que ocorreu
na concentracdo de 1,0g.L™. A atividade maxima de peroxidase do fungo H. glabra
na concentracdo de 2,0g.L™ foi 72% maior que na concentracdo 1,0 g.L™! e 67%

maior que na concentracdo 1,5 g.L ™ de Tween-80.
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Figura 20: Efeito de Tween-80 em diferentes concentra¢des na producédo de Peroxidase do
Fungo Hexagonia glabra sob condigdo estacionaria tendo bagago- de- cana como fonte de
carbono

4.3.3 Variagado do pH durante crescimento

Na tentativa de se verificar a ocorréncia de mudanca no pH durante o
processo de fermentacdo, o mesmo foi medido a cada dois dias de crescimento
fungico. De modo geral, ndo ocorreu variagdo no pH médio para as concentracdes
de Tween-80 testadas (Tabela 9). Entretanto, verificou-se um pequeno aumento o
valor do pH no terceiro até o guarto dia de incubacédo para todos os fungos e
concentracbes de Tween testadas, com exce¢do para Lentinus crinitus que na
concentracdo de 1g.L™! apresentou decréscimo de pH no quarto dia (Figura 21B).
Pleorotus sp (F-31) foi o que apresentou a menor variagdo de pH, enquanto que
Lentinus crinitus a maior. Apesar da variacao de pH (3,4 a 4,2) que ocorreu no meio,

todos os valores, entretanto, ficaram na faixa de acidez.



Tabela 9

Valor médiodo pH obtido no filtrado de diferentes concentracdes de Tween-

80
CONCENTRACAO FUNGOS
DE TWEEN-80 Pleorotus (F-31) | L. Crinitus | H. glabra
1,0g.L7" 3,7 3,4 3,8
15g.L" 3,7 3,7 3,7
2,0g.L" 3,7 3,7 3,7
5 5
45 4 45 L
: J\V . L
35 07 35 B g
3 1 — Tween-80 1,0g.L-1 3 [ —— Tween-80 1,0g.L-1
T 25 ¢ —— Tween-80 1,5g.L-1 T 25 | — Tween-80 1,5g.L-1
2 Tween-80 2,0g.L-1 2 L Tween-80 2,0g.L-1
15 + 15 L
1 1 1
05 05 L
0 0 ——
5 10 12 14 16 18 1 2 3 2 5 6
Periodo/dia Periodo/dia
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. /-\C
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2] — Tween-80 1,0g.L-1
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Figura 21: Variacdo do pH durante periodo de incubacdo. (A) Pleorotus sp (F-31); (B) Lentinus
crinitus; (C) Hexagonia glabra




4.3.4 Crescimento em meio contendo Atrazina

De modo geral, todos os fungos mostraram crescimento em meio contendo
atrazina Hexagonia glabra foi o que apresentou maior valor médio de crescimento
em todas as concentracdes testadas (Tabela 9). O crescimento inicial € lento, e
somente no quarto dia a velocidade aumenta e os fungos mostram crescimento
continuo e preenchimento total do didmetro da placa de Petri (Figura 22) Excecéo

ocorreu para Hexagonia glabra onde ja no segundo dia apresentou crescimento

maximo (Figura 22C).

O herbicida atrazina ndo mostrou efeito inibidor de crescimento para 0s
fungos testados, mostrando que os mesmos estdo utilizando como fonte de
crescimento, ou ainda quebrando a estrutura de atrazina em estruturas menores,

diminuindo a toxidez e/ou formado novos produtos.

Tabela 10

Valor médio do crescimento radial em meio contendo diferentes concentracfes de
atrazina

CRESCIMENTO MICELIAL (cm)

Fungo Concentracao de Atrazina

05% 1,0% 15% 2,0%% 2,5%
Pleorotus sp (F-31) |0.83 |0.8 0.85 |0.73 |0.78
(0,66) |(0.75) |(0,63) |(0,52) |(0,77)
Lentinus Crinitus 0.63 [0.68 [0.67 |0.64 |0.55
(0,57) 1(0,73) |(0,69) |(0,78) |(0,61)
Hexagoniaglabra |1.09 [1.18 |[1.09 |0.96 |1.08

(0,73) | (0,88) |(0,67) [(0,63) |(0,69)
Nota: NUumeros em parénteses significam desvio padréo.
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Figura 22: Crescimento radial de fungo em meio contendo diferentes concentra¢des de atrazina. (A)
Pleorotus sp (F-31); (B) Lentinus crinitus;(C) Hexagonia glabra.




5 DISCUSSAO

5.1 Crescimento dos fungos em funcdo dos meios de cultura, pH e temperatura

5.1.1 Crescimento

Os requisitos nutricionais de qualquer organismo sdo determinados pelo seu
metabolismo energético caracteristico e pela sua capacidade Biosintética. No Caso
especifico dos fungos a adaptacdo evolutiva a diferentes situacdes ecologicas,
conduziu a um alto grau de especializagdo com referéncia a forma quimica particular
em que certos elementos podem ser usados como nutrientes (MENEZES, CASTLE

& VILLAS BOAS Jr, 1972).

No caso especifico dos fungos testados no presente trabalho, os meios
nutricionais utilizados mostraram-se eficientes para o crescimento. Todos 0s meios
tinham a presenca de macroelementos requeridos por esses organismos para
crescimento. As variaveis que tiveram maior influéncia nesse crescimento foram pH
e temperatura. Ressalta-se, entretanto, que todos os fungos tiveram melhor
crescimento no meio acido, o que esta de acordo com os resultados para outros

fungos amazoénicos (FERREIRA, 2005; CARMO, 2005; CASTRO E SILVA, 2006.

Embora néo tivessemos realizado a determinacao fisico-quimica do jerimum,
podemos inferir que o0 mesmo apresenta, por exemplo, vitaminas, que ndo estavam
presentes nos dois outros meios testados. Uma vez que estes fatores atuam apenas

como unidades estruturais para alguns dos componentes do material celular



(MOORE-LANDECKER, 1982), eles séo necessarios em quantidades relativamente
pequenas, comparadas as quantidades das principais fontes de carbono e energia.
Isto é particularmente verdadeiro com relacdo as vitaminas, pois elas sdo usadas na

producéo de catalisadores (GOODAY, 1978).

Neste sentido, o fungo Pleorotus sp (F-31) crescendo em meio soélido de
jerimum mostrou-se mais sensitivo em relacdo ao pH, uma vez que a medida que se
diminuia a acidez desse meio o crescimento micelial também decrescia, ao contrario
do observado nesse meio nutricional para Lentinus crinitus e Hexagonia glabra, que

obtiveram maior valor médio de crescimento em pH alcalino.

Silva (2007) mostrou que certa concentracdo de biotina (vitamina H) no meio
nutricional exerce influéncia positiva no crescimento dos fungos P. sanguineus e

Trametes sp.

Nosso resultado confirma o que esta bem definido em relacéo ao crescimento
dos fungos amazobnicos, de que cada fungo tem suas exigéncias nutricionais
especificas. Todos os fungos estdo em contato com solugdo aquosa na natureza ou
em laboratorio, e a concentragdo de ions de hidrogénio (pH), por exemplo dessas

solucdes exercem controle sobre o crescimento fungico (HERRERA, 1991).

Um dos efeitos do pH esta na disponibilidade de certos ions metdlicos, os

guais podem formar complexos que tornam-se insolUveis em certa faixa de pH.



No teste de atividade enzimatica dos fungos onde os mesmos cresceram em
meio liquido de malte acrescido de bagaco de cana-de-acucar e diferentes
concentracdes do surfactante Tween-80, ndo foi observado mudancas dréasticas do
pH final. Para todos os fungos o pH final foi &cido com valor bem préximo daquele
inicial, contrariando a afirmativa de Moore-Landecker (1982) na qual invariavelmente
os fungos alteram o pH do meio onde crescem. Segundo este autor, a conversao de
um componente neutro para metabdlito acido ou alcalino pode ser responsavel pela
mudanca de pH no meio. Além disso, o pH exerce efeito sobre a permeabilidade da
célula, a qual é alterada com diferente grau de acidez ou alcalinidade (VAN BOXTEL
et al., 1990). No caso do nosso resultado, o uso de surfactante n&o-ibnico
constituido por ésteres de acidos graxos de polioxietileno sorbitol, pode estar
contribuindo no processo de permeabilidade da célula, fazendo com que a
membrana protoplasmatica torne-se saturada com ions de hidrogénio de modo que
a passagem de cétion é limitada, tornando a membrana com maior fluidez,
(VASCONCELOS et al., 2000) e consequentemente aumentado a secre¢do de
enzimas flngicas como o que ocorreu No NOSSO experimento, onde verificamos uma
relacdo linear positiva entre a concentracdo do surfactante e a secrecdo de lacase

no meio de cultura.

Outro requisito fisico para crescimento é a temperatura. Em adicdo aos
nutrientes, os fungos também devem estar expostos a condi¢cdo favoravel de

temperatura para que o crescimento ocorra.

Comecando com a temperatura minima que permite crescimento, a

guantidade de crescimento do fungo aumenta com o aumento da temperatura até



gue um 6timo seja alcancado. No nosso experimento, as temperaturas testadas
estdo na faixa do 6timo para todos os fungos uma vez que ndo encontramos
extrema diferengcas no crescimento, concordando com Ferraz e Duran (1989)
guando afirmamos que na faixa de temperatura 6tima, a taxa de crescimento torna-
se mais ou menos estavel. Neste caso observamos mérito mais a influéncia da

concentracao de ions de hidrogénio no meio do que da temperatura isoladamente.

Outro aspecto determinado no nosso experimento foi producdo de massa
micelial (densidade micelial), onde pode-se constatar diferencas significativas na
biomassa. Embora os fungos testados tivessem resultados similares de crescimento
radial, a densidade micelial mostrou-se significativamente diferente sendo maior
para Hexagonia glabra. Poucos trabalhos Tém sido feito com relacédo a producéo de
biomassa fungica . Swift (1973), por exemplo estimou a massa micelial de Coriolus
versicolor a fim de apreciar a decomposicdo de residuos vegetais na superficie do
solo . Gurusiddaiam e colaboradores (1978) determinaram a biomassa de varios
basidiomicetos presentes nos residuos lignoliticos vegetais em associacdo com
certos microrganismos. Nos dias atuais, entretanto, em funcédo da possibilidade de
se utilizar a massa micelial na tecnologia de biorremediacdo para absorcdo de
metais pesados (FIORE, 2001), o interesse por essa variavel tem aumentado.
Diversos modelos de sistemas vém sendo desenvolvidos e testados em laboratério e
campo e alguns deles tem conseguido reduzir a quantidade de metais no meio. O
avanco de tecnologia, desenvolvimento de técnicas para producdo e acomodacéao
da biomassa ou imobilizacdo das células, € de grande importancia, uma vez que
baixos niveis de contaminagdo com metais sdo desejaveis por razbes de protecao

ambiental.



5.2 Crescimento em Atrazina

Dos trés fungos testados Lentinus crinitus foi o que apresentou 0 menor e 0
mais lento crescimento micelial nas cinco concentracdes de atrazina testadas no

periodo de quinze dias.

De modo geral, Pleorotus sp (F-31) e Hexagonia glabra mostram-se capazes
de crescer, com razoavel biomassa em meio de cultura suplementado com
diferentes concentracfes de atrazina. Melo et al., (1999), entretanto, chamam a
atencao para o fato dessa caracteristica ndo ser fator de degradacdo da atrazina.
Verificaram esses autores que muito embora os fungos fossem capazes de crescer
na presenca do atrazina, somente algumas espécies dos grupos dos filamentosos
foram capazes de degradar o herbicida. No presente estudo, ndo focamos o aspecto
degradagdo, mas sim o crescimento micelial na presenca de diferentes
concentragbes de atrazina. E possivel que os fungos utilizem o composto como
fonte de carbono e energia. E necessario o estudo do pool de enzimas produzidos
por esses fungos e que estdo envolvidas na degradacdo da atrazina. Kaufman &
Blake (1970), por exemplo, demonstraram que trés enzimas do grupo das

hidroliticas estdo envolvidas na degradacao da atrazina.



5.3 Producédo de Enzimas Ligninoliticas

O Tween-80 tem sido testado como surfactante visando o aumento na
producéo de vérias enzimas fungicas. Giese et. al., (2004), por exemplo, relataram
aumento de até 3 vezes na producdo de lacases constitutivas PPO-I, pelo fungo
ascomiceto Botryosphaeria sp na presenca desse surfactante ndo-ibnico. Por outro
lado, relataram aqueles autores que a producdo de lacase PPO-Il ndo foi alterada
pela adicdo de Tween-80. Kuhad et al., (1994) observaram aumento na producao
de celulases pelo Fusarium oxysporum e Palma et al., (2000) na atividade de
proteases em Penicillium restrictum com a adicdo de Tween-80. No presente estudo,
todos os fungos apresentaram atividade das enzimas testadas sendo que Hexagonia
glabra apresentou maior atividade enzimética para todas as enzimas do grupo
oxidativa testadas (lacase, fenoloxidase e peroxidase) na presenca de diferentes

concentracdes de Tween-80.

Pozdnyakkova et al. (2004) comentam que em funcdo da facilidade de
solubilizacdo de compostos poliaromaticos em meios aquosos e solventes organicos
a adicdo de Tween em processos de degradacdo desses compostos, com
envolvimento de lacases, também pode melhorar esse processo. Neste caso,
Hexagonia glabra apresenta-se como potencial para uso no processo de

degradacéo de compostos poliaromaticos.

Wieseman (1985) relatou que em condi¢Bes adequadas os detergentes podem
combinar-se com as lipoproteinas constituintes das membranas bioldgicas,

tornando-as impermedaveis. Podemos inferir, por outro lado, que o Tween parece



alterar a parede celular favorecendo a secrecdo de enzimas para 0 meio
extracelular, visto que como mostra o presente trabalho, todas as concentracdes de
Tween-80 testadas estimularam a producdo de enzimas oxidativas. Jacques et al.,
(1985), descreveram o0 Tween-80 como estimulador da produgdo de
glicosiltransferases, o que poderia de acordo com Giese et. al., (2004) também

aumentar a producéo de lacases.



CONCLUSAO

Tendo em vista os resultados obtidos nas condi¢des testadas podemos concluir que:

% O pH écido (4-5,4), e temperatura de 28° e 30°C s&o parametros 6timos para

obtencéo do crescimento micelial;

% Os fungos Pleorotus sp (F-31) e Hexagonia glabra apresentam um possivel

potencial para uso na biodegradacédo do herbicida atrazina;

« Em funcéo da grande densidade micelial produzida o fungo Hexagonia glabra

apresenta potencial para uso em estudos de biosorcédo de metais pesados;

% O surfactante Tween-80 nas concentracdes de 1,5 e 2,0g.L™* é potencializador

da secrecao de lacase.
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