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RESUMO

Fungos pertencentes a classe basidiomicetos tém conferido maior eficiéncia no
processo de biodegradacdo de materiais lignocelulésicos em funcdo das enzimas
gue possuem para essa atividade. Essas enzimas tém potencial comercial podendo
ser utilizadas em diversas aplicagbes industriais. O presente trabalho avalia o
crescimento micelial e a atividade enzimatica de lacase de trés fungos amazonicos
(Pycnoporus sanguineus, FSF7 (Trametes sp) e FSF11 (Trametes sp)
deterioradores de madeira. O crescimento micelial foi avaliado através do avancgo da
fronteira micelial em meio so6lido BDA, com diferentes concentrac¢des (30, 90, 120 e
300 mcg) de biotina. Para a atividade enzimatica de lacase, foi utilizado meio liquido
(dgar-malte) obtendo-se diferentes concentracdes de glicose/ extrato de levedura,

preparado e previamente esterilizado em autoclave a 120°C por 15 minutos e pH 6.
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Posteriormente, inoculou-se os fungos através de 5 mm de massa micelial retirados
da extremidade da colénia mantendo-se a cultura submersa sob agitacdo em estufa
Sheker a 180 rpm a 28°C. Foi utilizado meio com alta (2,5g) e baixa (25mg)
dosagem de seringaldazina. Apos trés dias de cultivo, o meio foi filtrado e a atividade
enziméatica determinada em espectrofotometro. P. sanguineus apresentou em média
maior crescimento micelial em concentracdo de 120 mcg de biotina e FSF11 a
menor média. De modo geral, a presenca de biotina no meio contribuiu para o maior
crescimento micelial. A producdo de lacase aumentou significativamente quando se
utilizou uma concentragdo maior do indutor seringaldazina. Para o fungo P.
sanguineus a atividade de lacase aumentou significativamente quando se utilizou
uma concentracdo maior de seringaldazina em proporcao 5:3 de glicose/ extrato de
levedura. Conclui-se portanto que o uso de vitaminas, como por exemplo a biotina,
contribui para o crescimento micelial mais rapido e maior, assim como uma maior
concentragcdo de indutor de crescimento (seringaldazina) contribui para o aumento
da atividade enzimatica de lacase.

SUMMARY

Fungi belong to basidiomycete class have been confered efficiency in the
biodegradation process of ligninocelullosic materials due to their enzymes. These
enzymes have commercial potential that could be utilized to many industrial
applications. This paper evaluate the micelial growth and enzymatic activity of
laccase of three amazonic white-rot fungi (Pycnoporus sanguineus, FSF7 (Trametes
sp) e FSF11 (Trametes sp). Micelial growth was evaluated through the micelial
progress in solid media BDA with different concentrations (30, 90, 120 and 300 mcg)
of biotin. To enzymatic activity of laccase was used liquid medium (agar-malt) with
different concentrations of glucose/yeast extract, previously autoclaved at 120°C
during 15 minutes and pH 6. 5mm of fungi removed from colony edge was used to
inoculate in submerged culture under agitation in Sheaker at 180 rpm and 28°C. High
(2.5g) and low (25mg) dosage of seryngaldazine was used. After three days of

cultivation, the media was filtrated and enzymatic activity determined by
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spectrophotometer. P. sanguineus had higher micelial growth and FSF1llower at
concentration of 120 mcg of biotin. On the whole, biotin in the medium contribute to
add micelial growth. Laccase increase when use higt concentration of inductor
seryngaldazine. Laccase activity to P. sanguineus increase significantly when higher
dosage of seryngaldazine at 3:5 glucose/ yeast extract was used. Hence it follows
that vitamin, as for example biotin, contribute to micelial growth more rapid and
higher as well as a major concentration of inductor (seryngaldazine) contribute to

increase laccase activity.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, bilhdes de doélares sdo gastos em pesquisas em todo o mundo para
localizar, etiquetar e identificar os genes e suas fung¢des nos seres de todo o reino
biolégico. Uma enorme quantidade de informacdes genéticas sobre plantas, animais,
microrganismos e a propria espécie humana esta sendo coletada e registrada em
bancos de dados genéticos para serem usados como primeiro recurso primario bruto
do século XXI (RIFKIN, 1999).
Toda essa potencialidade de negécios, estabelecidos a partir dos genomas
amazonicos, se bem administrado, trara um promissor desenvolvimento regional.
Esta é a questdo que mais uma vez se coloca entre tantas outras oportunidades que
surgiram como propulsoras do desenvolvimento amazénico. Uma das realizactes
mais recentes e importantes para o progresso da regido amazonica, € a criacdo do
Centro de Biotecnologia da Amazonia (CBA), que foi planejado para ser a mais
avancada e inovadora instituicdo de pesquisa e desenvolvimento dessa natureza,
fora dos chamados paises do primeiro mundo, segundo o Programa Brasileiro de
Ecologia Molecular (Probem/Amazobnia), tendo como objetivo importante o
aproveitamento da estrutura industrial da Zona Franca de Manaus (ZFM), para o
estabelecimento de bioindustrias.

A Amazbnia brasileira situa-se na faixa geografica do planeta denominada
tropico umido. Em 1982, o Committee on Selected Biological Problems in the Humid

Tropics definiu o trépico imido como

aquela area da superficie terrestre onde a biotemperatura média
anual nas terras baixas € superior a 24° C e a precipitacdo anual
se iguala ou excede o potencial de retorno de agua para a
atmosfera pela evapotranspiracao “ , apud Simposio (1986).

A estrutura da comunidade bioldgica que compde o ecossistema florestal amazénico
€ extremamente complexa, sendo caracterizada por uma grande heterogenicidade

de flora e de fauna. Naturalmente, a sua fisionomia é determinada pelas arvores;
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porém, existe além dessas, toda uma gama de outras formas de vida vegetal
ecologicamente adaptadas, tais como as plantas herbaceas, os arbustos
escandentes, diversas formas de palmeiras, as plantas epifitas, sobretudo da familia
das bromelidceas e das orquideas, os liquens e musgos que crescem sobre as
folnas dos arbustos e plantas herbaceas, vegetais parasitas, saprofagas, além
daquelas inferiores, os decompositores e inoculadores, como fungos, bactérias,
entre outras (SHUBART, 1983).

Estima-se que metade dos 25 medicamentos mais vendidos no mundo tem
sua origem em produtos naturais de plantas, incluindo os fungos (PLETSCH, 1998).
E nessa diversidade que se apoiard a grande indUstria do futuro, a biotecnologia.
Entre a diversidade fungica, encontram-se aqueles que tém a capacidade de atacar
0S componentes quimicos das células vegetais.

A madeira, por exemplo, em suas diversas formas, esta submetida a distintos
tipos de deterioradores. Entre os agentes de biodeterioracdo os fungos (podridao)
se destacam pela intensidade e freqliéncia de seu ataque. Dentre as diversas
patologias fungicas associadas a produtos florestais consideram-se as seguintes:
mofos, manchas e podridfes. Estas ultimas apresentam diversos tipos: branca,
parda e branda.

Ramirez (2001), assinala que no sistema enziméatico dos fungos, a secrecéo
de exoenzimas da madeira faz a troca do substrato insolivel para o soluvel. Na
troca, as endoenzimas penetram de forma intracelular nas hifas e regulam os
processos do metabolismo interno. O sistema enzimatico revela que cada fungo de
podriddo branca produz enzimas oxidativas e hidroliticas, que atuam na degradacéo
dos componentes da parede celular, no caso da lignina e hemicelulose (SILVA,
2002).

Os fungos de podridao branca podem ser considerados os organismos mais
eficientes na degradacéo da lignina (MESSNER, 1998). Até agora, quatro tipos de
enzimas degradadoras de lignina tem sido isoladas destes fungos: lacase,
manganés peroxidase, lignina peroxidase e outras peroxidases.

O estudo da acao de fungos de podridao branca na degradagao da lignina,
constitui-se na principal aplicagao industrial destes fungos como biobranquiadores
de polpa de madeira (GONZALEZ y CARMONA, 1998). Os grandes avangos da
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biotecnologia florestal nos ultimos anos tem se concentrado na industria da polpa de
papel, particularmente nos processos de biopolpacdo e biobranqueamento,
demonstrando que estes processos podem conter uma baixa taxa de contaminacao
com vantagens econdmicas (GONZALEZ y DONOSO, 1999).

A biopolpacédo € definido como o tratamento de fragmentos de madeira com
fungos de podriddo branca que degradam seletivamente lignina antes da polpacéo
(AKHTAR et al., 1997), sendo um processo experimental que tem sido investigado
extensamente durante os ultimos anos. Este tem sido estudado principalmente como
um pré-tratamento para a polpacdo mecéanica. A aplicacdo deste pré-tratamento
acopla consigo uma série de vantagens, como a reducédo do consumo de energia
elétrica, a qual para o caso da polpacédo termo-mecanica, corresponde a um maior
custo; um aumento da qualidade do papel, melhorando suas propriedades e a
reducdo do impacto do meio ambiental negativo do processo de polpacéo, devido a
diminui¢cdo do uso de reativos.

Na maior parte dos paises, a crescente preocupacdo com 0 meio ambiente,
esta causando um grande impacto sobre a industria de polpa e papel.
Consequientemente, esta industria estd movimentando-se rapidamente no sentido de
criar alternativas tecnoldgicas para amenizar este e outros problemas relacionados
ao meio ambiente (AKHTAR et al., 1997).

Por outro lado, 0s negodcios relacionados a producdo enzimatica,
movimentam milhdes de ddlares todos os anos. Esse mercado tem um faturamento
estimado em cerca de U$ 1,5 bilhdes de dolares, com um aumento anual de 12% na
guantidade de enzimas produzidas nos ultimos dez anos (CASTRO e SILVA; SILVA
& CAVALCANTE, 2002).

O potencial biotecnolégico de microrganismos existentes na biodiversidade
amazonica, desperta o interesse de pesquisadores de todo o mundo a desenvolver
estudos, que espera-se contribuir com a producéo de enzimas, criando novas fontes
alternativas para a area de medicamentos, agropecuéria, alimentos e
biorremediacao de efluentes ambientais e pela perspectiva de dias melhores para a
populacdo desta regido. Baseado nesta afirmagéo, considera-se necessario um
maior investimento em pesquisas cientifico-tecnolégicas, com a finalidade de

conhecer e melhor explorar a nossa biodiversidade, de certa forma desconhecida.
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Destaca-se a necessidade de desenvolver estudos sobre a producédo de
enzimas, principalmente de fungos amazonicos, devido a grande quantidade desses
microrganismos que se disseminam, encontrando condi¢cbes favoraveis ao seu
crescimento, pelos fatores climaticos da regido e também pela grande importancia
do mercado mundial de enzimas. Assim, o presente trabalho visa contribuir com os
estudos sobre os fatores que interferem no crescimento e na atividade enzimatica de
fungos amazonicos, degradadores de madeira, visando o seu potencial em produzir

enzimas, como por exemplo, a lacase.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

e Avaliar a atividade ligninolitica, bem como aspectos relacionados ao
crescimento  dos
fungos
amazonicos
Trametes sp e
Pycnoporus

sanguineus.

2.2 Especificos

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

e Verificar a influéncia da biotina em diferentes concentracdes no

crescimento micelial dos trés fungos testados.

e Testar diferentes concentragbes de glicose/ extrato de levedura em

meio liquido sob agitacdo, na producéo enzimética de lacase.
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e Verificar o comportamento/ atividade enziméatica dos fungos

amazonicos em alta e baixa dosagem de seringaldazina.

e Avaliar o comportamento/ dia da atividade enzimética dos fungos.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Caracteristicas Gerais dos Fungos

Os fungos sdo seres eucariontes, heterétrofos, aclorofilados, aerébios a
microaerofilos, uni ou pluricelulares, constituido de parede celular composta
geralmente de quitina e/ou celulose, além de outros carboidratos complexos, com
glicogénio como substancia de reserva, nutricdo por absor¢édo, podendo viver como
saprobios, parasitas ou simbiontes com outros organismos (LACAZ 2002; PUTZKE,
2004).

Séo geralmente considerados como uma classe de organismos altamente
especializados. Estes seres, igualmente aos animais, ndo sédo capazes de sintetizar
acucar e amido a partir de didéxido de carbono presente na atmosfera,
conseqguentemente, devem buscar outras matérias organicas para alimentarem-se.
Praticamente, qualguer material organico obtido de plantas ou animais pode
sustentar algumas espécies de fungos (FINDLAY, 1967).

Sao organismos geralmente filamentosos e multicelulares. O crescimento é
em geral apical, mas normalmente qualquer fragmento hifalico pode dar origem a
outra formacdo micelial quando destacado e colocado em meio apropriado. As
estruturas reprodutivas sao diferenciadas das vegetativas, o que constitui a base
sistemética dos fungos (PUTZKE e PUTZKE, 1998). Alguns podem ser
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microscopicos em tamanho, enquanto outros sSdo muito maiores, como O0sS
cogumelos e fungos que crescem em madeira Uumida ou solo. Os fungos formam
esporos, que sao dispersos por correntes de ar (PELCZAR et al.,, 1996),
encontrando-se no solo, na agua, nos vegetais, em animais, no homem e em detritos
em geral (TRABULSI e TOLEDO, 1996).

A reproducdo dos fungos, em termos gerais, se processa atraves de corpos
microscoépicos chamados esporos, equivalentes as sementes nas plantas, s6 que em
dimensBes muito menores e, usualmente, reproduzidas em grande numero. Em
condi¢bes adequadas de umidade, o esporo germina dando origem a uma hifa, que
em conjunto, formam uma malha de tecido conhecido como micélio. Uma vez que o
fungo tenha desenvolvido suficiente micélio, forma corpos frutiferos (esporéforos) em
gue se produzem novos esporos, para assim completar o ciclo. A classificacdo dos
fungos esta baseada nas diversas formas de corpos frutiferos, que geralmente se

desenvolvem na superficie externa do substrato de onde o fungo cresce.

3.1.1 Condic¢des para o Desenvolvimento dos Fungos

No que diz respeito ao crescimento, existem quatro condicbes que séo
essenciais para o desenvolvimento dos fungos: a existéncia de substrato, umidade,
oxigénio e temperatura adequada. A auséncia ou eliminacdo de qualquer um destes
fatores, evitaria ou inibiria,em grande escala, o crescimento dos fungos.

Oxigénio - Assim como o0s animais, os fungos necessitam de oxigénio para
sua respiracdo, ou seja, para a oxidacdo dos agucares que utilizam para crescer e

para seu consumo de energia. Como resultado de sua respiracdo, os fungos



XXVI

produzem diéxido de carbono e, se ndo existisse um intercambio de ar ao redor das
hifas o diéxido de carbono se acumularia e, finalmente, o fungo morreria por
sufocacao.

Temperatura — Os fungos, assim como as plantas, crescem mais rapido em
climas quentes do que em climas frios. A temperatura 6tima de lacase de alguns
basidiomicetos estdo mostradas na tabela 1. O crescimento fangico diminui
rapidamente para a maioria dos fungos de podriddo, a medida que a temperatura
aumenta acima dos 32°C (RAMIREZ, 2001). Segundo Eslyn e Clark (1979),
temperaturas maiores que 38°C séo letais para a maioria dos fungos; (existem os
fungos termofilicos que sobrevivem a temperatura que pode chegar a 65°C). Ao
contrario, temperaturas abaixo do ponto de congelamento, provocam a laténcia do

fungo, mas ndo sua morte.

Tabela 1.

Temperatura 6tima de lacases de alguns basidiomicetos

Fonte de lacase Temperatura 6tima (°C) Referéncia
Cerrena maxima >50 Shleev et al. (2004)
Coprinus cinereus 60-70 Schneider et al.(1999)
Coriolopsis fulvocinerea >50 Shleev et al. (2004)
Coriolus hirsutus 45 Shin & Lee (2000)
Linhagem I-4

(familia Chaetomiaceae) 42 Saito et al. (2003)
Linhagem UD4 70 Jordaan et al. (2004)
Pleurotus ostreatus 45-65 Palmieri et al. (1997)
Psilocybe castanella CCB444 55 Coelho et al. (2005)
Sclerotium rolfsii 62 Ryan et al. (2003)
Trametes hirsuta >50 Shleev et al. (2004)
Trametes ochraceae >50 Shleev et al. (2004)

Trametes sp. linhagem AH28-2 50 Xiao et al. (2003)
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Substrato — O fungo requer uma fonte de carbono para a sintese dos
constituintes protoplasmaticos, além de outros elementos como hidrogénio,
nitrogénio, oxigénio, fosforo e enxofre. Diferente das plantas superiores, o fungo
utiliza uma fonte de carbono organico em lugar do dioxido de carbono. A maioria dos
fungos tem a capacidade de utilizar a glicose, havendo outros que utilizam o
carbono, através de sacarose, maltose, amido e celulose (SMITH, 1970).

O alimento requerido para a nutricdo do fungo é fornecido principalmente pela
mesma matéria que constitui as paredes das células do hospedeiro, como também
podem facilitar o alimento das substancias armazenadas nas cavidades celulares,
tais como amidos, acglcares e outros.

Umidade - A umidade é outro fator necessario para a atividade fisiolégica dos
fungos, como a germinacdo de esporos, a atividade enzimatica, a absorcdo e
transportes de substancias. De um modo geral, a umidade ideal para o
desenvolvimento destes microrganismos varia entre 30% e 50% (TUSET e DURAN,
1986). Segundo Findlay (1967), este €, sem duavida, o fator mais importante que
controla o desenvolvimento dos fungos da madeira e outros produtos organicos. Os
fungos se desenvolvem com maior facilidade num teor de umidade maior que 28-
30%, do que quando geralmente imunes ao ataque aquelas madeiras com teor de
umidade menor que 20%.

Outros fatores que afetam o crescimento dos fungos € a luz e a acidez ou
alcalinidade do substrato. A luz, em geral, tem um efeito retardador de crescimento
dos fungos, porém, muitas espécies ndo podem frutificar normalmente em total
escuriddo. Assim como € essencial para a esporulacdo de muitas espécies, a luz
também desempenha um papel na dispersao dos esporos, que em muitos fungos, 0s
orgaos portadores sao positivamente fototropicos e descarregam seus esporos na
direcdo da luz (ALEXOPOULOQOS, 1966).

O crescimento dos fungos pode também ser afetado pelo grau de acidez ou
alcalinidade do substrato. Em geral, os fungos prosperam em materiais que sao
ligeiramente acidos, com pH entre 4,5 e 5,5, como o normal de madeiras. Os fungos
de podriddo produzem, geralmente, quantidades apreciaveis de acidos organicos

como resultados de seu crescimento, o que tende a aumentar a acidez do substrato
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em que se desenvolvem (FINDLAY, 1967). Valores de pH para lacases de alguns

basidiomicetos estdo mostrados na tabela 2.

Tabela 2.
Valores de pH 6timo para lacases de alguns basidiomicetos
Fonte de lacase Substrato pH 6timo Referéncia
Linhagem 1-4
(familia Chaetomiaceae)  Seringaldazina 7 Saito et. Al.(2002)
Lentinus tigrinus DMF 3 Lechner & Papinutti (2006)
Psilocybe castanella
(CCB444) ABTS 2,5 Coelho et al.(2005).
Pycnoporus cinnabarinus  Guaiacol 4 Eggert et al.(1995).
Trametes versicolor ABTS 55 Brown et al.(2002).
Trametes villosa Seringaldazina 5a5,5 Yaver et al.(1996).
Sclerotium rolfsii ABTS 2,4 Ryan et al.(2003).

Trichophyton rubrum LKY-7 ABTS 3 Jung et al.(2002).
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Os fungos se reproduzem em ciclos assexuais, sexuais e parassexuais. A
reproducdo assexuada ocorre através de brotamento, fragmentacédo e producao de
conidios. A reproducao sexuada culmina na producgéo de basididsporos, no caso de
basidiomicetos. A reproducdo parassexuada consiste na fusdo de hifas e formagéo
de um heterocarion que contém nucleos hapldides. Apesar de ser raro, o0 ciclo
parassexual é importante na evolucéo de alguns fungos (PELCZAR et al., 1996).

De acordo com a nutricdo, os fungos séo classificados em duas categorias:
saprofitas (ou saprobios) e parasitas. Os saproéfitas se alimentam de matéria
organica animal ou vegetal morta e os parasitas vivem dentro ou sobre organismos
vivos (animais ou vegetais), deles retirando seus alimentos, absorvem nutrientes em
vez de ingeri-los, secretando enzimas digestivas no substrato onde se desenvolvem.
Essas enzimas catalisam a quebra de moléculas grandes em moléculas
suficientemente menores para serem absorvidas pela célula fungica. Por essa razéo,
os fungos crescem dentro ou sobre os alimentos (RAVEM, 2001).

Desenvolvem-se geralmente em meios contendo um pH baixo, uma fonte de
carbono, uma fonte de nitrogénio organico ou inorgénico e alguns minerais. Alguns
necessitam de vitaminas (PELCZAR et al., 1996).

3.2 Potencial de degradacéo dos Basidiomicetos

Os fungos, em particular os Basidiomicetos, sdo conhecidos desde os
primérdios da histéria, seja pela sua toxidex, causando muitas vezes acidentes
fatais, ou ainda por suas propriedades nutricionais e medicinais, tornando-os
utilizados por diversos povos. A despeito de suas propriedades descobertas
empiricamente, os fungos guardam em si um grande potencial econémico, agora
revelado pelos recentes avancgos da biotecnologia (URBEN, 2001).

Muitos dos fungos basidiomicetos produzem corpos frutiferos comestiveis e
de valor nutricional, sendo ricos em proteinas, fibras, minerais, vitaminas e
apresentam baixo teor de lipidios e carboidratos (WASSER e WEISS, 1999).
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A maioria dos basidiomicetos pode utilizar os componentes da madeira para
seu crescimento, porque possuem um sistema enzimatico que os torna capazes de
degradar fontes complexas de carbono como a celulose, a hemicelulose e a lignina.
Os fungos lignoceluloliticos tém recebido atencdo especial dos pesquisadores nas
Ultimas décadas devido a sua aplicabilidade no tratamento de efluentes (industrias
téxtil e papelaria), biorremediacdo e inclusive na produgcdo de antibidticos
(KOTTERMAN et al., 1994; BLANCHETTE, 1995; SMANIA et al., 1997; ZJAWIONY,
2003). Também vem sendo discutido o papel desses organismos na produtividade
das florestas, as quais sdo estritamente dependentes da reciclagem de nutrientes
imobilizados na madeira e, portanto, da dindmica dos processos da decomposi¢cao
(RAYNER e BODDY, 1998).

Um terco de toda biomassa produzida no planeta consiste em lignocelulose,
também denominada de fibra. Segundo Tsao (1986), 65% dessa biomassa é
prodizido nas florestas e 15% gerado em pastagens e areas cultivadas, sendo que
apenas 20% da producdo é inserida em processos produtivos, especificamente
producédo de alimentos e de energia.

Os fungos lignoceluloliticos, também denominados xil6fagos, sédo aqueles
gue conseguem degradar os trés componentes quimicos da parede celular dessa
biomassa e sdo chamados fungos de podriddo branca (White-rot), enquanto que
agueles que s6 degradam a celulose e a hemicelulose sdo chamados fungos de
podridao parda (Brown-rot) (MATHEUS e OKINO, 1998).

Este material orgéanico lignocelulinico é geralmente, considerado como
residuo nos processos industriais de beneficiamento dos produtos agricolas e sua
presenca é abundante nas palhas de trigo, arroz, no bagaco de cana-de-aglcar e na
extracao de 6leos vegetais (PAULI, 1996).

No caso do material ligninocelulésico "madeira”, a sua biodegradacao ocorre

guando exposta ao ambiente, criando assim, condigbes favoraveis ao crescimento
microbiano. Seu complexo enzimatico € formado, principalmente, pelas exoenzimas
lignina peroxidase, manganés peroxidase e lacase. As duas primeiras compreendem
uma familia de pelo menos dez isoenzimas estreitamente relacionadas, algumas ja

possuindo seus genes clonados e sequenciados (GRIFFIN, 1994).
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Os organismos que apresentam grande atividade na degradacdo da lignina
sdo os fungos de podriddo branca que apresentam a capacidade de completar a
mineralizacdo dos componentes da madeira juntamente com a lignina e o0s
carboidratos (REID, 1995).

Os materiais ligninocelulésicos sdo insoluveis em &agua, implicando na
vantagem de sua fermentacao sélida. Apesar de necesséria hidratacdo do substrato
com uma fina camada de agua na superficie das particulas, o substrato ndo chega a
formar uma mistura fluida. Os teores de agua no substrato em fermentacdes soélidas
devem permanecer entre 1:1 e 1:10 (substrato:agua). A biodegradacao, através da
fermentacdo soélida, apresenta diversas vantagens em relacdo aos cultivos
submersos, dentre as quais: menor volume de fermentador (sem o excesso de
agua); gastos menores com energia para esterilizagdo; aeracdo facilitada; menor
custo em equipamentos e manutengdo para promover a agitagdo e homogenizacao;
baixos custos de recuperagéo do produto e desidratagdo; meio mais adequado para
degradacao fangica da lignina e meio menos favoravel a contaminagédo bacteriana
(RAJARATHNAM, 1992; Apud SANTOS, 2000).

Sendo a celulose e a hemicelulose componentes de diversos processos
produtivos industriais, torna-se necessario 0 pré-tratamento dos residuos
lignocelulésicos de forma a permitir sua hidrélise para o aproveitamento das fragdes.
Este pré-tratamento pode ser quimico, fisico ou biolégico (PAULI, 1997). A
possibilidade de tratamento biologico depende de organismos que possuam
complexos enziméticos lignoceluldsicos especificos, os quais sado encontrados
apenas em basidiomicetos. Estes fungos, através de complexo lignocelulolitico
formado por celulases, lignases, peroxidases, lacases, proteases, manganases e
fenol oxidases dentre outras enzimas, possuem a capacidade de degradar a lignina,
retirando seus grupos metaoxilicos e fazendo a ruptura das liga¢des éster, liberando

substancias mais soluveis e expondo as cadeias restantes a acdo das demais
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enzimas (GARZILLO et al., 1992, 1994; BUSWELL e CHANG, 1994; ORTEGA et al.,
1997 e GHOSH et al., 1998, Apud SANTOS, 2000).

3.3 Os Fungos e a sua Importancia Biotecnoldgica

A biotecnologia encontra muitas e diferentes aplicacées em varios segmentos
de atividade como, agricultura, mineracdo, pecudria, saude e indastria. Suas
aplicacbes na industria constituem o objetivo principal da chamada biotecnologia
industrial.

Os fungos sdo muito utilizados industrialmente como € o caso do Penicillium,
utilizado na indastria farmacéutica na fabricagdo da penicilina e o Aspergillus niger,
usado na fabricagdo da progesterona e acido citrico, na obtencdo de
exopolissacarideos com potencial terapéutico (ROSADO et al., 2003; WISBECK et
al., 2002; FAN et al.,, 2001; MAZIERO et al., 1998; BURNS et al., 1994), como
integradores e aromatizadores de alimentos como sopas e cremes (SOLOMONS,
1975), na maturacdo de queijos do tipo roque fort e camembert, e na fabricacdo do
saque vinho de arroz pelo fungo Aspergillus orysae.

A biotecnologia, como ciéncia, tem emergido como uma é&rea de grande
potencial. O uso eficiente da maquinéria microbiana para produzir os mais variados
tipos de metabdlitos (enzimas, vitaminas, farmacos, outros), tornou-se um campo de
pesquisa inalienavel. Os conhecimentos obtidos nestas pesquisas estdo sendo
utilizados nas areas de energia, alimentacdo, farmacologia, agricultura, industrias
guimicas e ciéncia do desenvolvimento ambiental, sendo esta Ultima de extrema
importancia em funcédo dos graves problemas que enfrentamos com a poluicdo do
meio ambiente.

O rapido desenvolvimento da producédo industrial coincide com um interesse
crescente da biotecnologia, a qual envolve a utilizagdo de processos biologicos ou
enzimaticos em diversas areas industriais. Isto tem chegado a ser possivel pelo
desenvolvimento de microrganismos altamente especializados, o que podem ser
diretamente empregados nos processos ou através de isolamento das enzimas que

eles produzem.
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Nos dultimos anos tem se intensificado o aproveitamento de residuos
agroindustriais tais como, polpa e folhas de café, residuos de frutas, bagaco de
mandioca, farelo de soja, bagaco de cana-de-acglcar, polpa de beterraba, entre
outros. Varios processos biotecnolégicos foram desenvolvidos para utilizar estes
materiais na producao de alcool, enzimas, acidos organicos, aminoacidos e fungos,
gerando produtos de maior valor agregado (ESPINOZA e CABRERA, 1976; ROTZ et
al., 1982; PANDEY et al., 2000; RAINHO et al., 2003).

O uso de fungos no processo de bioconservacao pode reduzir a quantidade
de residuos, minimizar a poluicdo, formar produtos de interesse das industrias de
alimentos, de papel e na biorremediacdo. Para otimizar o processo produtivo,
pesquisas tém sido realizadas visando o estudo das condicdes oOtimas do
crescimento e da producdo de basidiocarpo de vérias espécies de fungos em
substratos alternativos (HASSEGAWA, 1998).

Lagoas aerdbicas lodos ativados séo técnicas atualmente empregadas para
minimizar a poluicdo de efluentes (DURAN et al., 1995). Os lodos ativados
proporcionam maior reducéo dos compostos clorados (40%) em comparagao com as
lagoas aerdbicas (25%). A ultrafiltracdo do efluente da extracdo alcalina, associada a
outro método de tratamento, parece ser uma alternativa de custo razoavel (US$ 3 a
4/ton. de polpa) e de grande significado. Apos a ultrafiltracédo, o efluente permanece
com toxicidade aguda, tendo necessariamente que passar por um tratamento
biolégico como complemento do processo de ultrafiltracdo. Os tratamentos que
usam sequencialmente uma fase anaerdbica e outra aerdbica representam a
tendéncia atual em todo o mundo, ja que aumenta consideravelmente a eficiéncia do
processo global, reduzindo o tamanho das estagfes e os tempos de residéncia
(DURAN et al., 1995).

A biotecnologia em geral e as enzimas em particular, ganharam um lugar
importante na tecnologia da producdo de celulose, branqueamento de polpas, na
reciclagem de papel e, se utilizada de maneira agil e fundamentada, muito deverao
contribuir para a industria papeleira em nosso pais.

O reconhecimento da capacidade dos microrganismos de degradar
compostos organicos vem sendo utilizada ao longo do tempo em processos de

tratamento de efluentes liquidos e de residuos soélidos. Gracas a essa habilidade,
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tém sido desenvolvidos processos biotecnolégicos destinados a diversas finalidades,
dentre as quais destacam-se a degradacdo de poluentes, a lixiviagdo de minerais, a
desobstrucéo de pocos de petrdleo e a recuperacdo de locais contaminados como,
solo, aguas superficiais e subterraneas (DE OLIVEIRA, 2002).

Estudos tém sido realizados com o objetivo de desenvolver tecnologia capaz
de minimizar o volume e a toxidez dos efluentes industriais. Atualmente, por
exemplo, existe uma forte tendéncia dentro do ambito da industria de papel e
celulose pelo estabelecimento de tecnologias limpas, as quais poderiam permitir, em
principio, atingir o estado de descarga zero (HABETS e HEINS, 1997).

Vérias tentativas de utilizacdo de fungos foram exitosas (Duran e col., 1995),
entretanto, todas se mostraram muito lentas para serem aplicadas na industria
papeleira. Todas as promessas oriundas de todos estes ensaios com diferentes
fungos ligninoliticos, com diferentes tipos de madeiras e variadas condi¢cdes de
processo se tornam mais ou menos indteis quando se considera o longo tempo de
processo para obtencdo dos desejaveis niveis de deslignificagdo. A lentiddo destes
processos fungicos os inviabiliza totalmente na industria papeleira (REID e PAICE,
1994). Estudos de otimizacdo e de selecdo de novas cepas devem ser feitos de
maneira a encurtar esses periodos de acdo e, conseqientemente, trazer a
viabilidade técnica e econémica. Alguns avancos foram apresentados pelo Consortia
Research em Wisconsin, Estados Unidos da América, USA (Akhtar e col., 1996) e
uma nova técnica de compressdo de cavacos dariam maior eficiéncia aos fungos
para atuarem (CHEN et al.,, 1995; HOFF, 1996). Um trabalho recente indica a
necessidade de um bom manejamento na deslignificacao biolégica (WOLFAARDT et
al., 1996). Estudos recentes com polpas Kraft pré-branqueadas por fungos, aumenta
significativamente a alvura (LIMORE et al., 1996).

Para superar tal dificuldade, a estratégia légica € o uso da tecnologia
enzimatica. As enzimas que degradam a lignina (lignina peroxidase) foram as
primeiras a serem experimentadas com vistas a diminuicdo do uso de produtos
quimicos e de energia na producéo de polpas de celulose. Com preparagfes ainda
nao obtidas em larga escala, alcangou-se reducado significante do valor Kappa de
algumas polpas Kraft, enquanto resultados de outros mostraram reducdes pouco
significantes em outras (KANTELINEN et al., 1993; VIIKARI et al., 1994).
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Estudos recentes com Mn-peroxidases tém se mostrado muito eficiente no
pré-tratamento de polpas Kraft de madeiras duras (KONDO et al., 1994; KANEKO et
al., 1995; KONDO et al., 1996; HARAZONO et al., 1996ab; KANEKO et al., 1996).

Estudos tém mostrado que uma mistura de enzimas compostas de celulases
e hemicelulases apresenta um efeito notavel sobre o processamento das fibras
secundérias. Em baixas concentracfes de enzimas, 0 escoamento aumenta
rapidamente apos o contato, sem perdas das propriedades mecéanicas do papel. As
enzimas atuam sobre a superficie das fibras produzindo o efeito de descascamento
(“peeling” ). Se este descascamento € limitado e controlado, as enzimas fazem uma
remocdo adequada dos componentes superficiais removem aqueles com grande
afinidade pela agua, mas que contribuem pouco para a formacdo de pontes de
hidrogénio entre as fibras e o dipolo agua. Esta reducgéo das interacdes polpa-agua
permitem melhor drenagem da suspenséo de fibras secundérias, sem afetar as
propriedades finais do papel.

Dentro do contexto da biotecnologia moderna, uma das maiores contribui¢coes
para a questdo do tratamento de residuos é representada pelo desenvolvimento de
processos fundamentados em fungos, principalmente os de decomposi¢cdo branca.
Trata-se de uma familia de fungos que apresenta elevada eficiéncia para
degradacdo de lignina e de inumeros substratos de natureza fendlica similar
(DITTMANN, 2002; RUIZ-AGUILAR et al., 2002; ZHONGMING e OBBARD, 2002).

Fungos como Phanerochaete chrysosporium, Trametes villosa e Trametes
versicolor, tém sido utilizados com sucesso na degradagédo de inUmeros substratos
de relevancia ambiental como lignina, fenol, fendis clorados, pesticidas, corantes
entre outros.

E sabido que estas espécies de fungos, em meios limitados de carbono e
nitrogénio, produzem uma familia de enzimas extracelulares, principais responsaveis
pela enorme capacidade degradativa dos fungos. Assim, enzimas como lacase,
lignina e manganés peroxidase tém sido utilizadas com sucesso em inameros
estudos de degradacao. Nestes casos, a necessidade de desenvolver sistemas
imobilizados tem se tornado uma prioridade, principalmente para garantir o
reaproveitamento das enzimas (XIA et al., 2003; PERALTA-ZAMORA et al., 2003).
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Devido a capacidade de catalisar a oxidacdo de fendis e outros compostos
aromaticos, lacases fungicas estédo recebendo grande atencéo em varias aplicacdes
industriais como na deslignificacdo, na producao de etanol, na modificacdo de fibras
da madeira, no clareamento de corantes, na sintese de produtos quimicos /
medicinais e na remediacdo de solos e 4guas contaminadas. Pesquisas recentes
tém sido intensas e muito tem sido elucidado sobre a diversidade de lacases e suas
utilidades (SCHNEIDER et al., 1999; DURAN et al., 2002; MAYER & STAPLES,
2002).

A lacase apresenta um importante papel na degradacao da lignina, segundo
e altamente recalcitrante biopolimero mais abundante na natureza apds a celulose.
Esta enzima apresenta varias aplicacbes em processos que se baseiam na
utilizacédo de materiais ligninocelulésicos (BOURBONNAIS & PAICE 1996; MAYER &
STAPLES 2002), como agente branqueador natural para a industria téxtil e papeleira
(JORDAAN et al, 2004), na produgdo de etanol através do emprego de
microrganismos engenheirados (MAYER & STAPLES 2002), na industria alimenticia
onde seu emprego é diversificado como, por exemplo, na producdo de bebidas
sendo empregado como agente estabilizante de vinhos, sucos de frutas e de cerveja
(MINUSSI et al., 2002).e na industria de panificagdo para melhorar o sabor do
produto (MINUSSI et al., 2002). Ha& um crescente desenvolvimento de biosensores
contendo lacase para imunoensaio como o desenvolvido por Bauer e colaboradores
(1999) para distingcdo entre morfina e codeina em amostras de drogas. Tém-se ainda
relatos na literatura sobre o emprego de lacase na degradacdo de pesticidas ou
inseticidas (AMITAI et al., 1998) e também seu uso para sintese organica como, por
exemplo, na sintese enzimatica de vimblastina, uma importante droga anti-cancer, a
partir de precursores presentes em larga quantidade em plantas (FRITZ-LANGHALS
et al., 1998; JORDAAN & LEUKES 2003).

Por outro lado, desde a descoberta do primeiro antibiotico por Alexander
Fleming em 1929, a industria farmacéutica desponta como uma das areas mais
exploradas em biotecnologia. A producdo de biomoléculas de origem microbiana
cresce a cada ano, exploradas por empresas de paises industrializados.

A produgédo de penicilina, descoberta a partir do Penicillium notatum ou

Penicillium chrysogenum,, revolucionou toda a terapéutica antimicrobiana,
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facilitando, com isso, a descoberta de outros compostos dessa natureza, algumas
com especificidade para fungos, bactérias, protozoarios, entre outros (LACAZ,
2002). A tabela 2 mostra varios microrganismos produzindo antibiéticos com
finalidades terapéuticas diversas.

Tabela 3.

Exemplos de varios antibioticos processados a partir de microrganismos
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Antibidticos Data Microrganismos
Acido fusidico 1960 Fusidium coccineum
CefalosporinaC, Ne P 1948 Cephalosporium sp
Cloranfenicol 1947 Streptomyces venezuelae
Clortetraciclina 1948 Streptomyces aureofaciens
Eritromicina 1952 Streptomyces erithreus
Espiramicina 1954 Streptomyces ambofaciens
Estreptomicina 1944 Streptomyces griseus
Framicetina 1947-1953| Streptomyces lavendulae
Gentamicina 1963 Microsmonospora purpurea
Griseofulvina 1939 Penicillium griseofulvum
Kanamicina 1957 Streptomyces kanamiceticus
Lincomicina 1962 Streptomyces lincolnensis
Neomicina 1949 Streptomyces fradiae
Nistatina 1950 Streptomyces noursei
Oxitetraciclina 1950 Streptomyces rimosus
Penicilina 1929-1940| Penicillium notatum
Tobramicina 1968 Streptomyces tenebraeus
Vancomicina 1956 Streptomyces orientalis

Fonte: LACAZ, 2002.

3.4 Fungos que atuam na deterioracdo da madeira
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Varios microrganismos, como bactérias e fungos, sdo capazes de atacar e
degradar a madeira, em ecossistemas terrestres naturais e 0s fungos superiores
especialmente os da classe Basidiomicetos, sdo os mais eficientes degradadores
(BLANCHETE, 1991 e ERIKSSON, 1990).

Os fungos basidiomicetos sdo geralmente classificados com base nas
diferencas dos respectivos padroes de degradacdo da madeira que apresentam,
levando-se em consideracao caracteristicas macroscopicas da degradacéo. Fungos
de degradagcdo branca preferencialmente colonizam madeiras da subdivisdo
Angiospermas (folhosas, madeira dura) e degradam os trés componentes principais,
celulose, hemicelulose e lignina, deixando a regido da madeira degradada com uma
coloracgéo clara. No entanto, existem variacdes dentre as espécies degradadoras de
podriddo branca (ou clara) que sdo providos de sistema enzimatico que os tornam
capazes de utilizar fontes complexas de carbono, sendo os mais eficientes na
degradacdo da lignina, quebrando-a em moléculas menores até CO2 e H20,
deixando a celulose praticamente intacta (KIRK, FARRELI, 1987; HATAKKA, 1994;
TUOR, 1995).

Fungos de degradacdo parda, em geral, preferencialmente degradam
polissacarideos, celulose e hemicelulose, deixando ndo degradada parte da lignina
inicialmente existente, a qual é entdo responsavel pela coloracdo observada nas
regides da madeira degradada pelo fungo.

Os fungos sdo seres que tém afinidade em atacar e deteriorar a madeira,
localizados em ambientes terrestres naturais e, em particular, os da classe
Basidiomicetos tém conferido maior eficiéncia no processo de biodegradacdo de
material lignocelulésicos (HATAKKA, 1994; HIGUCHI, 1990; Apud SOARES, 1998).
Estas espécies de fungos, segundo seu modo de vida, podem ser saprofitas,
simbidticos, parasitas e micorrizicos, sendo aproveitados na industria alimenticia, na
producdo de enzimas, na biopolpacdo, no biobranqueamento de efluentes, na
formacao de ectomicorrizas, entre outros (HAMLYN et al., 1998).

Os fungos capazes de promover a degradagdo enzimatica das paredes

celulares sédo divididos em trés grupos: fungos de podridao mole (soft-rot), fungos de
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podriddo parda (brow-rot) e fungos de podriddo branca (White-rot) (OLIVEIRA et al.,
1986).

A principal subdivisdo em podridao branca e parda foi feita em 1874 por
Harting, baseada na coloracdo da madeira residual, assumindo o material
esbranquigado (celulose) como podriddo branca e o material acastanhado (lignina)
como podridao parda (ZABEL, 1992).

A podriddo parda €é causada por fungos pertencentes a subdivisdo
Basidiomycota, que em geral apresentam alta capacidade de degradacgao
(OLIVEIRA et al., 1986). Segundo Nilsson (1988), estes fungos despolimerizam a
celulose, sendo a lignina pouco afetada. A madeira colonizada por fungos de
podriddo parda apresenta coloracdo marrom escura e em estagios avancados de
apodrecimento, ocorre craqueamento cuboidal (EATON, 1993).

Segundo Anagnost (1998), a principal caracteristica observada sob
microscopia de luz nas madeiras de coniferas deterioradas por podriddo parda é a
presenca de orificios nas paredes celulares do parénquima radial, desde o inicio do
processo. Na secc¢édo transversal, as células de lenho inicial perdem a forma e, em
estagios avancados de deterioracéo, a parede celular aparece mais fina do que na
madeira sadia.

A podriddo branca, assim como a podriddo parda, € causada por fungos
pertencentes a subdivisdo Basidiomycota, com alta capacidade de degradacao.
Porém, neste caso a lignina é removida da parede da célula, sendo a celulose e a
hemicelulose degradadas em propor¢gBes variadas, dependendo da espécie de
fungo envolvida (OLIVEIRA et al., 1986). A madeira apodrecida apresenta-se mais
clara e macia do que a sadia.

Segundo Eaton (1993), nos estagios iniciais de deterioracdo, as areas
apodrecidas podem ser delimitadas por linhas escuras. Oliveira et al. (1986), citam a
existéncia de um tipo de ataque, onde pequenas areas apodrecidas encontram-se
intermeadas por areas sadias. Nesses casos 0 apodrecimento recebe o nome de
“podriddo branca em bolsas”.

A madeira deteriorada por estes fungos tem suas propriedades fisicas e
mecanicas afetadas, havendo diminuicAo na resisténcia e aumento da
permeabilidade (OLIVEIRA et al., 1986).
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A madeira atacada por fungos de podriddo mole apresenta a camada
superficial escurecida e com pequenas fissuras paralelas e perpendiculares a gra
(OLIVEIRA et al.,, 1986). Este ataque foi descrito por Savory em 1954, sendo
caracterizado macroscopicamente pela superficie amolecida e microscopicamente
pelo ataque seletivo no interior da parede secundaria da célula (ZABEL, 1992).

Uma das caracteristicas intrinsecas da madeira é ser um material
biodegradavel em razéo de sua origem orgéanica, o que pode ser considerado como
uma vantagem ou desvantagem dependendo do ponto de vista considerado.

Na destruicdo da madeira, geralmente participa mais de um organismo,
estabelecendo-se uma sucessao que € iniciada por bactérias, seguida por fungos de
mancha e podriddo branda e que culmina com a ac&o de fungos de podridédo branca
e parda, provocando a destruicdo total da madeira (DEL POZO e PARRA, 1984).

E importante recordar que a composi¢do quimica da madeira baseado em seu
peso seco, corresponde a celulose (40-55%), lignina (17-35%), hemicelulose (15-
30%), produtos extraiveis (1-10%) e minerais ou cinzas (cerca de 1%). A propor¢ao
destes componentes varia dependendo da espécie, localizacdo da arvore, sitio,
idade e outros fatores ecologicos (TORRES, 1971).

Os fungos ligninoliticos podem classificar-se em trés grupos de acordo com a
natureza de seu desenvolvimento na madeira e o tipo de deterioracdo que
ocasionam. Os fungos ligninoniticos sdo os mais importantes e sdo capazes de
desintegrar as paredes da célula e, portanto, alterar as caracteristicas fisicas e
guimicas da madeira; tal desorganizacdo da matéria da lugar ao estado chamado de
podriddo. Em contrapartida, os fungos de mancha e os de mofos tendem a
alimentar-se dos compostos organicos facilmente digeriveis armazenados na
madeira e com frequéncia, exergcem escassa ou nenhuma influéncia sobre as
propriedades desta. Os primeiros causam coloracdes que podem ser classificadas
como defeitos, enquanto que os mofos colorem poucas vezes a madeira, exceto na
superficie (HUNT e GARRAT, 1962).

Os fungos de podriddo, degradam preferencialmente um ou mais
componentes da madeira, causando trés tipos de podriddo conhecidas como
podriddo branca, podriddo parda e podriddo mole conforme comentado

anteriormente.
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Os fungos que causam podriddo parda exibem preferéncia por celulose e
hemicelulose. Em contrapartida, os causadores de podriddo branca sdo os Unicos
capazes de atacar todos os componentes da parede das células (KUHAD et al.,
1997). A podriddo mole tém menor importancia, uma vez que se desenvolve

geralmente a nivel superficial.

3.5 Producéo de Enzimas Ligninoliticas

Os microrganismos fitopatogénicos produzem enzimas extracelulares capazes
de superar a resisténcia natural dos componentes da madeira, em especial a lignina,
gue é constituida por uma estrutura aromatica complexa (GRIFFIN, 1994;
MESSERSCHMIDT, 1997).

As principais enzimas envolvidas na degradacdo da lignina sdo a lignina-
peroxidase (Li-P), manganés-peroxidase (Mn-P) e as lacases (LEONOWICZ et al.,
2001).

Existe o fungo ascomiceto Botryosphaeria sp., que embora seja dito
ligninolitico, ndo produzir Li-P e Mn-P. Entretanto, esse microrganismo é produtor
constitutivo de lacases, as quais sdo polifenol oxidases e também estédo envolvidas
na degradacdo da lignina (BARBOSA et al.,, 1995, 1996; DEKKER e BARBOSA,
2001).

RAMIREZ (2001) assinala que o sistema enziméatico dos fungos, a secrecao
de ectoenzimas na madeira tém transformado o substrato, de insoluvel a soltuvel. Na
transformacao, as endoenzimas ocorrem de forma intracelular nas hifas e regulam
0s processos do metabolismo interno.

O sistema enzimatico revela, por outro lado, que cada fungo de podridao
branca produz enzimas oxidativas e hidroliticas, que atuam na degradacao de certos
componentes da parede celular, no que diz respeito a lignina e holocelulose (SILVA,
2002).

Segundo Messner (1998), os fungos de podriddo branca podem ser
considerados os organismos mais eficientes na degradacao da lignina. Até agora,
guatro tipos de enzimas degradadoras de lignina tem sido isoladas a partir destes

fungos: lacase, manganés peroxidase, lignina peroxidase e outras peroxidases.
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Por outro lado, a velocidade pela qual os fungos ligninocelulésicos sao
decompostos na natureza é bastante varidvel e depende das condi¢c6es de umidade
e temperatura as quais estdo expostos, bem como da biodiversidade flngica
existente no local. Assim, a decomposicdo completa de um fragmento de um
material ligninocelulésico pode demorar meses ou varios anos, sendo que em
condicdes frias e secas, o0s ligninoceluldésicos podem permanecer décadas antes de
serem decompostos (FERRAZ, 2004).

3.5.1 Fenoxidases (Lacase e Peroxidases).

3.5.1.1 Lacase (EC 1.10.3.2)

Até recentemente lacase era estabelecida somente em eucariotos (fungos,
plantas superiores e insetos), mas agora ha evidéncia de sua distribuicdo em
procariotos, e a primeira estrutura cristalina de uma lacase bacteriana foi obtida. Em
plantas, lacase estdo envolvidas na lignificacdo. Em fungos, além da degradacéo de
lignina, lacases parecem estar envolvidas na esporulacdo, producao de pigmentos e
patogenicidade de plantas. Em insetos, lacase catalisa a unido oxidativa de catecois
com proteinas envolvidas na esclerotizacdo da cuticula (YAVER et al.,, 1996,
ENGUITA et al., 2003, CLAUS, 2004).

Filogeneticamente, lacases sdo membros da familia de proteinas multi-cobre,
gue incluem ascorbato oxidase, ceruloplasmina e bilirrubina oxidases. Lacases
geralmente séo codificadas por uma familia de genes. A expressao destes genes
pode ser constitutiva ou indutiva. Consequentemente, em diferentes fungos, a
producdo desta enzima pode ser acentuada sob condi¢cdes de cultura apropriadas
(KLONOWSKA et al., 2002; MAYER & STAPLES 2002; CLAUS, 2004).

Lacases sao proteinas globulares contendo entre 10-25% de carboidrato N-
ligado e podem ter estruturas monoméricas, diméricas ou multiméricas,
compreendendo subunidades de 45 a 80 kDa, dependendo da espécie e isoforma
(PIONTEK, et al., 2002). Fungos ligninoliticos frequentemente expressam multiplos

genes de lacases, codificando isoenzimas com alta similaridade na estrutura
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primaria, mas diferentes caracteristicas fisico-quimicas (BROWN et al., 2002). N&ao
h& duvidas que as propriedades bioquimicas e fisico-quimicas de lacase (atividade,
estabilidade, pH e temperatura 6timos, etc.) fornecem muitas informacdes iniciais
importantes para estudos basicos e para a aplicacdo de lacases na biotecnologia
(MOUG et al., 2003; SHLEEV et al.,, 2004). Algumas caracteristicas de lacases
como, massa molecular, pH o6timo de atividade e substrato especifico s&o
extremamente diversos (MAYER & STAPLES, 2002).

Entre a diversidade de compostos oxidados pela lacase, a oxidacdo da
seringaldazina na auséncia de H20 ¢é tipica para identificacdo de lacase. A
seringaldazina € um substrato fendlico dimetoxilado apresentando em sua estrutura
dois atomos de nitrogénio ligados por uma dupla ligacéo, caracterizando assim um
composto azo (Figura 4). A reagdo com a seringaldazina gera inicialmente um
radical livre. Em seguida, ocorre a liberacdo do segundo elétron através de reagéo
enzimética e/ou desprotonacdo, formando uma quinona de coloragdo purpura

intensa e que aparentemente ndo é propensa a polimerizacdo (THURSTON, 1994).

OH - 0
CH30 OCHj3 CH,0. i O CH, CH,0 O C H,
CH 1/,0, H,O CH CH
N o )
i i !
CH CH CH
CH3O O CH, CH3 O i O CH, CH,0 OCHg
OH O- 0

Tetrametoxi-azo-bis-
metilenoquinona

Seringaldazina
Figura 1.Reacdo de oxidagdo da seringaldazina até formacdo da correspondente
guinona.

Fonte: SANCHEZ-AMAT & SOLANO, 1997.
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Para a atividade catalitica de lacase sdo necessarios quatro atomos de
cobre por unidade de proteina ativa: tipo 1 (T1) — usualmente exibe um grande pico
no espectro visivel, préximo de 610 nm, quando o cobre esta no estado cuprico
(Cu2+); tipo 2 (T2) — ndo é detectado no espectro visivel, pode ser observado por
espectroscopia de ressonancia para-magnética (EPR); TIPO 3 (T3) — consiste em
um par de cobre centralizados, com maxima absorbancia em 330 nm e sao anti-
ferromagneticamente emparelhados por uma ligagcdo atravessada (BROWN et al.,
2002)

O cobre T1 é o aceptor primario de elétrons durante a catalise. Este cobre tipo
1 possui uma coordenacdo trigonal, com duas histidinas e uma cisteina com ligacdes
equatoriais conservadas e uma outra posicdo usualmente variavel. Esta ultima
ligacdo axial € com metionina em bactérias e leucina ou fenilalanina em fungos
(CLAUS, 2004). Estas observacdes tém sido amplamente discutidas, pois esta
ligacdo na posicdo axial influencia fortemente o potencial de oxidagdo da enzima,
possivelmente regulando a atividade da enzima. Uma mutacéo de fenilalanina para
metionina reduziu significativamente o potencial de oxidacdo de lacase de Trametes
villosa (KUMAR et al., 2003).

O cobre T1 confere a coloracao azul, tipica de proteinas multi-cobres, que
resultam da absorbancia eletronica intensa causada pela ligagdo covalente cobre-
cisteina. Devido ao seu alto potencial redox, de cerca de aproximadamente 790 mV,
0 cobre tipo 1 é o sitio onde ocorre a oxidacdo do substrato. O cobre tipo 2 néo
apresenta absorbancia no espectro visivel e revela propriedades paramagnéticas em
estudos de EPR. Este cobre tipo 2 é posicionado estrategicamente perto do cobre
tipo 3. Juntos, os sitios de cobre tipo 2 e 3 formam um centro trinuclear onde ocorre
a reducéo de O2 e liberagéo de H20.

O cobre tipo 2 é coordenado por duas histidinas e o tipo 3 por seis. A forte
unido anti-ferromagnética entre os dois atomos de cobre tipo 3 € mantida por uma
ponte hidroxila (BROWN et al., 2002; ENGUITA et al.; CLAUS, 2004) (Figura 9).
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Figura 2. Estrutura tridimensional da lacase de Trametes versicolor. Os trés
dominios (T1, T2 e T3) estdo mostrados em cores diferentes. Os atomos de cobre
sao as esferas azuis e a porgéo de hidrato de carbono s&o os modelos em bola e
bastdao. A parte cinza é a porcdo N-terminal e a verde, a C-terminal. O sitio T1 é a
esfera isolada (PIONTEK et al., 2002).

A lacase € uma cuproproteina do pequeno grupo de enzimas chamadas
cuproproteinas azuis, cuprooxidases azuis, oxidases azuis (THURSTON, 1994) ou
ainda enzimas fenoloxidases (p-difenol: dioxigenio oxido-redutase e fazem parte de
um grupo de enzimas oxidases que complexam o cobre. S&o produzidas por plantas
superiores e por fungos, sendo secretadas pela maioria dos basidiomicetos. As
lacases fungicas em geral possuem 3 atomos de cobre, no caso do Trametes

versicolor sdo encontradas 4 atomos de cobre, todos no estado de oxidagdo Cu2+ na

enzima nativa. As lacases catalisam oxidacdes por extracdo de um elétron de



XLVII

substratos fendlicos, gerando radicais fenoxilos (HIGUCHI, 1990; DURAN, 1997;
MAYER, 2002).

Os radicais formados atuam em reagfes ndo cataliticas acoplando radical-
radical, desproporcdo, desprotonacdo e ataques nucleofilicos pela agua. Essas
reacbes multiplas levam a polimerizacdo, quebras de ligacdes alquilarilicas e
oxidagBes no Ca e desmetilagdes (DURAN, 1997). A oxidacdo de modelos no
fendlicos de lignina foi observada na presenca de outros substratos mediadores
como 2,2 azobis (3-ethyibenzotiazol-6-acido sulfénico)/ ABTS e seringaldeido
(Bourbonnais et al., 1995), bem como 1-hidroxibenzotriazol (DURAN, 1997).

A lacase corresponde a uma oxidase que contém cobre, com um peso
molecular entre 60 e 80 kDa. Esta enzima catalisa quatro oxida¢cdes de um elétron
da maioria dos compostos fendlicos, formando radicais fenoxi livres como moléculas
intermediarias (MESSNER, 1998). E produzida (secretada) pela maioria, mas n&o
por todos os fungos de podriddo branca. Como a LiP, a lacase ndo é
aparentemente, requerida para a degradacdo da lignina em todos os fungos. A
lacase oxida unidades fendlicas na lignina a radicais fenoxi (AKHTAR et al., 1997).

Atualmente se aceita que a maior parte das enzimas que degradam a
lignina parecem ser capazes de atuar a distancia da hifa, na profundidade da parede
celular da madeira, através de complexos de manganés ou por via de outros
compostos de baixa massa molecular chamados mediadores (MESSNER, 1998).

Os basidiomicetos de podriddo branca tém um complexo mecanismo que
envolve enzimas que atacam diretamente a lignina, como LiP, MnP e lacase, assim
como também possui enzimas que produzem peroxido de hidrogénio para ajudar na
acao catalitica das peroxidases (como glicose oxidase e glioxal oxidase), enzimas
gue podem participar da ruptura dos fendis, aldeidos, outros derivados da lignina
(como quinona oxidoredutase), ou hidrocarbonetos aromaticos policiclicos. Estas
enzimas sSa0 necessdrias para prevenir a eventual acumulacdo excessiva de
peréxido de hidrogénio e também, as enzimas pertencentes aos ciclos redox das
hidroquinonas (como catalase, superéxido desmutase, glutationa peroxidase).
Porém, os estudos das oxidases e, sobre todos os referidos a lacases e manganés

peroxidases, parecem possuir um maior interesse ao haver demonstrado sua
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atividade lignolitica uma vez purificadas (Zabel e Morrel, 1992). Por outro lado, ha
estudos que demonstram que n&o € necessaria a purificagédo (SILVA, 2002).

Akhtar e colaboradores (1997), assinalam que diversos estudos indicam que
trés enzimas oxidativas, lignina peroxidase, manganés peroxidase e lacase séo
responsaveis pela fragmentacdo inicial do polimero de lignina e producdo de
compostos de baixo peso molecular em fungos de podriddo branca. Nem todos
estes fungos produzem aparentemente as trés enzimas, mesmo que alguns,
incluindo Trametes versicolor. Outros, como Phanerachaete chrysosporium,
produzem somente LiP e MnP, enquanto que Ceriporiopsis subvermispora produz
somente MnP e lacase, e Phlebia ochraceofulva produz somente LiP e lacase.

Os carboidratos sédo despolimerizados inicialmente por uma série de
enzimas hidroliticas, enquanto que a lignina é degradada de inicio, por enzimas
oxidativas. A decomposicdo deste polimero fenilpropanoideo tridimensional unido
por diferentes ligacdes de carbono-carbono e éter entre mondmeros de unidades de
fenilpropano (HIGUCHI, 1990), ocorre por reagfes oxidativas que separam as
ligacdes de carbono-carbono, cadeias de éter e também varios grupos funcionais
(ZABEL e MORRELL, 1992).

Kirk e Chang (1975) citado em Galvéz (2001), sugere ao menos trés modelos de
reacdes degradativas envolvidas na despolimerizacdo da molécula de lignina:

1) Divisdo oxidativa da cadeia lateral de propil entre os carbonos a e

conduzindo a formacéo de acido benzdico.

2) Divisdo da ligacao B-aril-éter e modificagdo da estrutura da cadeia lateral.

3) Degradacédo do nucleo aromatico por meio da abertura oxidativa do anel.

Segundo Zabel e Morrel (1992), as maiores alteracdes estruturais que
ocorrem pela agéo dos fungos de podriddo branca e sua acdo degradadora, incluem
desmetilacdo, oxidacdo de atomos de carbono a, modificagcdo das cadeias entre
carbonos a e carbono B das unidades fenil propano, modificacdes diretas de uma
cadeia arylglicerol-p-aryl éter e hidroxilagdo e modificacdo dos anéis aromaticos.
Estes autores, além disso, destacam que na analise de lignina residual, em diversos
estados de podriddo, se aprecia uma constante perda de grupos metoxi e
incrementos em oxigénio e contetdo de hidroxil. O anterior € corroborado por Eaton

e Hale (1993), os quais indicam, além disso, que a lignina degradada por fungos de
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podriddo branca contém menos carbono, hidrogénio e grupos metoxi, porém mais
oxigénio, grupos carbonilos e carboxilicos.

Embora as lacases sejam produzidas principalmente por
basidiomicetos de degradacdo branca, também sdo detectadas em fungos de
degradacio parda e em fungos de degradacdo mole (DURAN e ESPOSITO, 1997).
As lacases catalisam oxidacao por extracdo de um elétron de um substrato fendlico
gerando um radical fenoxila (HIGUCHI, 1990):

a) 2 (Cu[ll])-Lacase + fenol = 2(Cu[l ])-Lacase + radical fenolato + 2H*

b) 2 (Cull])-Lacase + O2 + 2H+ = 2 (Cu]ll])-Lacase + H20

Os radicais formados atuam em reagdes néo cataliticas como acoplamento de
radicais, desprotonacdo e ataque nucleofilico por &gua. Logo, estas reacdes
multiplas produzem: a) polimerizacao, b) quebras alquil-aril, ¢) oxidagdo carbono « e
desmetilacdo (KATASE e BOLLAG, 1991).

A lacase, como uma oxidase multicobre (p-difenil:dioxigénio oxidoredutase,
(EC 1.10.3.2), catalisa uma reducao de quatro elétrons de dioxigénio a agua. Lacase
contém quatro atomos de cobre (Cu) os quais tem sido classificados de acordo com
seu aspecto no EPR: Tipo 1 ou azul, tipo 2 ou normal e tipo 3 ou sitio de
acoplamento de cobre binuclear onde o0s atomos de cobre estdo
antiferromagneticamente acoplados por meio de uma ponte de ligacdo (né&o
detectado por EPR) (SUNDARAN et al., 1997).

A espectroscopia combinada com cristalografia e dicroismo circular
magnético e raios-X tem dado uma descricdo detalhada do sitio ativo da lacase
(COLE et al., 1990; SUNDARAN et al., 1997). Os modelos de ponte entre o tipo 2 e

tipo 3 (Sundaran et al., 1997) explicam a reducéo catalitica de Oz a H20. Primeiro é

claro porque o cobre tipo 2 é requerido para a reducdo de Oz ja que a ponte a este
centro esta envolvida na estabilizagdo do intermediario peroxido. A estrutura
geométrica da ponte entre os sitios tipo 2 e tipo 3 no sitio trinuclear da oxidase

multicobre é diferente ao modelo previamente sugerido (MAGNUS et al., 1993)



As lacases atuam diretamente sobre estruturas fendlicas através da oxidacéo

dos fendis pela abstracdo de um elétron, mediada pela reducéo de Cu2 * a Cu*, que

por sua vez, reduz Oz a H20, permitindo que a enzima atue de forma ciclica. No

ciclo catalitico da lacase, o grupo fenoxi (PhOH) representa um substrato fendlico. A
estequiometria do ciclo envolve 4 Cu? + (normalmente ligados a uma Unica proteina

ou a 2 cadeias protéicas acopladas), 4 substratos fendlicos, 4 prétons e uma

molécula de Oz (FERRAZ, 2004).

O, Lacase (Cu?) PhO-

H0 Lacasered. (Cul) PhOH

Figura 3. Esquema mostrando o ciclo catalitico da lacase

Fonte: FERRAZ (2004).

Por muitos anos, a participacdo de lacase na degradagédo da lignina foi
considerada limitada & oxidacdo de unidades fendlicas, que compreendem
unicamente de 10 a 20% do polimero. Entretanto, durante as Gltimas décadas tem
sido demonstrado que lacase também pode oxidar unidades nao fendlicas de lignina
na presenca de certos compostos, conhecidos como mediadores, que incluem
substratos artificiais (Bourbonnais & PAICE, 1990; CALL& MUCKE, 1997) e
metabdlitos fungicos (EGGERT et al., 1996).

Lacases oxidam muitas substancias recalcitrantes como anilinas (HOFF et
al., 1985), estruturas relacionadas a lignina (BOYLE et al., 1992; BOURBONNAIS et
al., 1996), compostos organofosforados (AMITAI et al., 1998), compostos modelos
ndo fendlicos de lignina (MAICHERCZYK et al., 1999), fendis (BOLLAG et al,;
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D"ACUNZO et al., 2002), clorofendis (BOLLAG et al., 2003), HPAs (MOUGIN et al.,
2003), corantes aromaticos (WESENBERG et al., 2003) e outras.

Os mediadores de baixa massa molecular séo de grande importancia para o
processo de degradagdo de estruturas ndo fendlicas da lignina. O tamanho das
enzimas ligninoliticas ndo permite a completa penetracao delas na madeira (EVANS
et al., 1994). Neste caso, as hifas fungicas produzem os mediadores de baixa massa
molecular, de alto potencial redox, de origem interna ou externa a hifa, que migram
para longe das enzimas e oxidam a lignina ou outros componentes da madeira pela
geracdo de radicais livres. A interacdo destes radicais com as estruturas néo
fenolicas de lignina facilita a quebra de anéis aromaticos. Este processo pode
ocorrer em uma distancia consideravel da hifa, longe do local onde séo secretadas
as enzimas ligninoliticas, iniciando,assim, a decomposi¢édo da madeira (Leonowicz et
al., 1999); Shumakovich et al., 2006). Entretanto, durante estudos de degradagéo de
xenobiodticos, mediadores naturalmente produzidos por alguns fungos podem estar
ausentes nas condic¢des de cultivo utilizadas, tendo como conseqiiéncia, baixa taxa
de degradacéo, evidenciando a estreita correlagéo entre atividade lignninolitica (na
presenca de mediadores) e degradacdo de poluentes (JOHANNES &
MAJCHERCZYK, 2000). Os mediadores podem ainda prevenir a polimerizacdo de
produtos da degradacéo de xenobioticos (LEONTIEVSKY et al., 2001).

O papel dos mediadores em uma oxidacdo enzimatica de lacase é
demonstrado na Figura 11. Um mediador pode ser uma peguena molécula que atua
como uma espécie de “ponte de elétrons”. Assim, o mediador oxidado pode
desenvolver um mecanismo de oxidacdo ndo disponivel & enzima, estendendo a
oxidacdo a uma série de substratos inacessiveis as enzimas (FABRINNI et al.,
2002).
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Figura 4. Papel do mediador na atividade enzimatica de lacase (FABBRINI et
al., 2002).

Diversos cuidados precisam ser tomados para a deteccdo da atividade de
lacase. Por outro lado, a variedade de substratos oxidados pelas lacases é muito
grande e ao mesmo tempo, muitos dos substratos utilizados para detectar a
atividade de lacases sdo também oxidados por peroxidases e outras
polifenoloxidases, como é o caso de ABTS e seringaldazina. Para usar estes
substratos € necessario remover H202 do meio, o que frequentemente € omitido nos

trabalhos que supostamente quantificaram atividades de lacase (MAYER, 2002)

3.5.1.2 Lignina Peroxidase ou Ligninase (LiP) (EC.1.11.1.14)

A lignina peroxidase possui um peso molecular de 38 a 43 kDa e contém
protoporfirina IX como grupo prostético (MESSNER, 1998). Esta enzima oxida o
nacleo aroméatico (fendlico e nao fendlico) pela remogdo de um elétron, gerando
radicais fenoxi e radicais cétions. Por ultimo, reage espontaneamente com

nucleotideos (principalmente com agua) e oxigénio molecular. O resultado € uma
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‘combustdao enzimatica” nas quais as ligacdbes C-C e C-O sao divididas,
despolimerizando a molécula e abrindo os anéis aromaticos, formando, com isso,
abundantes produtos aromaticos e alifaticos. LiP ndo é, aparentemente, produzida
por alguns fungos de podridédo branca, incluindo Ceriporiopsis subvermispora, o que
faz pensar que ndo é requerida em todos os fungos, isto é, que os fungos de
podriddo branca possuem mais de um sistema enzimatico para degradar a lignina.
As lignina-peroxidases sé@o constituidas de acidos isoenzimaticos codificados por
genes de estrutura multipla, cuja expressao esta regulada por nutrientes. A lignina-
peroxidase exibe o ciclo comum de peroxidase catalitica, baseado em reacdes de
oxidagéo sucessivas, produzindo a oxidagéo do substrato (AKHTAR et al, 1997).

As enzimas que produzem peroxido sdo acessorias as peroxidases. Essas
enzimas geram peroxido de hidrogénio in situ e possibilitam que as peroxidases
atuem (FERRAZ, 2004).

As principais enzimas produtoras de peroxido envolvidas na biodegradacgéo

de lignina s&o glicose oxidase e metanol oxidase (intracelulares) que utilizam glicose

e metanol como substratos, respectivamente. A producdo de H20:2 por enzimas

extracelulares também tem sido descrita em alguns fungos de decomposicéo

branca. Entre elas estéo a glioxal oxidase e a aril-alcool oxidase. Mais recentemente,

foi demonstrado que também MnP pode gerar H202 a partir da oxidagéo de &cidos

organicos como o malénico e o oxalico (FERRAZ, 2004).

S+o S+.
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Figura 5. Ciclo catalitico simplificado de lignina peroxidase.

Fonte: FERRAZ, 2004.

3.5.1.3 Manganés - peroxidase (MnP) (EC.1.11.1.13).

As Manganés-peroxidases sdo enzimas dependentes de manganés, com
peso molecular similar ao das LiP. Também contém protoporfirina IX e cataliza

oxidacGes de um elétron em compostos fendlicos e ndo fendlicos, especificamente

de Mn2* a Mn3*, o qual, por sua vez, oxida lignina. O substrato primario € Mn(ll) que

se oxida a Mn(lll) e é estabilizado formando complexos com acidos organicos
(MESSNER, 1998). Apesar desta enzima ter sido encontrada em quase todos 0s
estudos com fungos de podriddo branca, sua funcédo exata e as reacfes quimicas
gue resultam na oxidagéo da lignina ainda ndo esta clara. As manganés-peroxidases
sdo constituidas, assim como as LiP, de mdultiplos acidos isoenzimaticos codificados

por genes de estrutura multipla, cuja expressdo esta regulada por nutrientes; no

caso de MnP, também ocorre uma regulagédo por Mn2*. As manganés — peroxidases

sdo ligeiramente maiores que as LiPs, mais exibem o mesmo ciclo catalitico das
peroxidases (AKHTAR et al., 1997).
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Figura 6. Esquema do ciclo catalitico simplificado da peroxidase
dependente de manganés (MnP). PhOH.
Fonte: Ferraz, 2004.

O principal produto da reacdo Mn(ll) o qual é oxidado pela MnPl e MnPII para
Mn(lll). Mn(lll) € estabilizado, formando complexos com acidos organicos, Por
exemplo, lactato ou oxalato e, assim, oxida um substrato aromatico gerando radicais
fenoxi ou radicais aril (Messner, 1998). Tanto lignina-peroxidase como manganés—
peroxidase, sdo importantes na descoloracdo de efluente Kraft (MICHEL et al.,
1991).

2H*+ O2+ Mn2t = Mn3*+ H20 2

Mn (1) é oxidada a Mn (lll) por uma peroxidase dependente de Mn.

3.6 Influéncia da Biotina na Velocidade de Crescimento Micelial em Fungos
Amazo6nicos
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3.6.1 Biotina (Vitamina H).

A biotina é um co-fator enzimatico, solavel em agua, presente em quantidades
diminutas em toda célula viva. Ocorre principalmente ligada a proteinas ou
polipeptideos, e é abundante no figado, pancreas, levedura e leite.

A biotina é um fator essencial na nutricdo animal e humana. Sua deficiéncia é
muito rara, devido ao grande numero de alimentos onde esta presente e as
pequenas quantidades de biotina que s&o requeridas pelo organismo, se
comparados com outros nutrientes essenciais. Assim, as concentragdes de biotina
no plasma sédo baixas, tanto em humanos como em mamiferos (Bonjour, 1984).
Sabe-se que a biotina atua como grupo prostético nas reacdes catalisadas por
enzimas denominadas carboxilases dependentes de biotina (BONJOUR, 1984;
WOLF e HEARD, 1989).

Wright et al (1954) descobriram uma enzima no plasma humano que
hidrolisava a biocitina (produto da degradacgéo proteolitica das carboxilases). Esta
enzima presente no figado de suino e em plasma humano é denominada biotina-

amida amidohidrolase (EC 3.5.1.12) e comumente denomina-se biotinidase.
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Figura 7. Estrutura molecular da Biotina.
Fonte: Gonzalez-Reyes, 2002.
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A biotina pertence ao grupo de vitaminas hidrossoliveis do complexo B. E
conhecida também como vitamina H, vitamina B8 e co-enzima R. Esta vitamina
termoestavel é absorvida, sem ser transformada, no intestino delgado e € distribuida
a todos os tecidos do organismo. A biotina pode ser encontrada em altas
concentracfes no figado e rins e se conhece muito pouco sobre o seu transporte e
armazenamento.

A biotina é utilizada por todos o0s organismos, mas somente € sintetizada por
bactérias, leveduras, algas e algumas plantas (MOCK, 1996). E uma vitamina do
complexo B que se adquire através da dieta e da atividade sintética da microflora
intestinal (absorcéo intestinal por difusdo passiva), existindo evidéncia de que sé&o
necessarias estas duas fontes para satisfazer as necessidades totais. Ocorre em
peguenas quantidades na grande maioria dos alimentos, especialmente no figado,
rim, gema de ovo e alguns vegetais. A biotina atua como co-enzima de quatro
carboxilases relacionadas com o metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas
(Chapman-Smith e Cronan, 1999). Existem outras duas enzimas relacionadas
diretamente com o ciclo da biotina: a biotinidase, que degrada as moléculas que
contém biotina, liberando biotina (processo de reciclagem a nivel endégeno e a nivel
do sistema digestivo) e a holocarboxilase sintetase, que catalisa a ativacdo das

carboxilases a partir de sua forma inativa (apoenzima).
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Figura 8. Ciclo da Biotina

Fonte: Gonzalez-Reyes, 2002
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Coleta dos Fungos.

Os fungos utilizados foram obtidos da micoteca do laboratério de
Biotecnologia e Recursos Naturais da Escola Superior de Ciéncias da Saude (ESA)
da Universidade Estadual do Amazonas (UEA) armazenados em camara de
refrigeracéo cientifica (INDREL RC 1500 D) a temperatura de 3.5°C. Estes fungos
correspondem ao Trametes sp, identificado com o cédigo FSF11, ao Pycnoporus

sanguineus, além do FSF7, ambos coletados nos arredores de Manaus (Figura 16).

(©) (D)
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Figura 9. Fotos de fungos amazoénicos. P. sanguineus (A e C). Trametes sp (B e
D).
Foto: Maria Dolores, 2006.

4. 2 Conservacao das Cepas

As linhagens foram conservadas em placas de Petri contendo meio de cultura
BDA (batata-dextrose-dgar + 500mg de cloranfenicol) e armazenadas em
refrigerador a temperatura de 3.5°C = 1°C, no Laboratorio de Biotecnologia e
Recursos Naturais da Escola Superior de Ciéncias da Saude (ESA) da Universidade
Estadual do Amazonas (UEA).

4.3 Producéo do Inoculo

Foi utilizado um bisturi com cabo, para retirar cerca de 5mm de material das
extremidades de cada placa. Em seguida, cada fragmento flngico foi inoculado no
centro de cada placa de Petri, contendo meio BDA , com procedimento executado
em condi¢cBes assépticas, no interior da camara de fluxo laminar. As placas de petri
foram identificadas, lacradas devidamente com fita crepe em suas bordas e
colocadas em temperatura ambiente de 28°C (* 2°C), na auséncia de luz, até
completo preenchimento da placa pela colbnia, pelo periodo de sete dias. Estas
placas denominadas cultura estoque, foram utilizadas para a obtencdo dos

fragmentos.

4.3.1 Inoculagéo

4.3.2 Sistema em Placas de Petri

Os meios de cultura foram esterilizados na autoclave e levados para a camara

de fluxo laminar para o plagueamento, onde cada placa de Petri recebeu
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aproximadamente 15 mL de meio de cultivo. Apds resfriamento a temperatura
ambiente, as placas receberam fragmentos de cerca de 5 mm de diametro os quais
foram colocados no centro de cada placa de Petri e mantidas com a temperatura na

faixa de 25 a 33°C e em auséncia de luz.

4.3.3 Sistemas em Erlenmayer

Ap6s o periodo de 7 dias, os experimentos foram conduzidos em
erlenmeyer de 200 mL transparentes, autoclavaveis, vedados com tampas de
algodao envolvido por papel aluminio, sendo todos os ensaios realizados em
duplicata.Os erlenmayer, contendo meio agar-malte, em condicfes assépticas e
devidamente identificados, receberam cerca de 5 mm de fragmentos micelial, obtido
através de um bisturi devidamente esterilizado, foi realizada a repicagem para a
obtencdo de uma cultura pura para o trabalho. Os trés fungos cultivados, foram

colocados em estufa Shaker a 180 rpm, a temperatura de 28°C e sob agitacéo.

4.4 Materiais de Laboratério
4.4.1 Meios de Cultura

B Meio BDA (batata-dextrose-agar + antibiotico ).

B Meio Agar-malte + antibiotico

4.4.2 Reagentes
B Agua destilada
B Alcool absoluto
M Tartarato de sédio

M Seringaldazina
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4.4.3 Vidraria e Utensilios
B Tubo de ensaio

B Pipeta graduada

B Proveta

M Erlenmeyer

B Becker

M Gral

M Cadinho

M Filtro de porcelana
M Pinca

B Tesoura

M Alca de platina

M Bisturi com cabo
M Papel de filtro e papel aluminio
M Algodao

B Compressa de gase

M Papel indicador de pH (0-14)

4.4.4 Equipamentos

M Balanca analitica

M Autoclave

M Bomba a vacuo

M Estufa de secagem

Estufa Shaker

Camara de fluxo laminar
Espectrofotdmetro Cary 50 Varian.

Destilador

Dessecador
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Figura 10. Balanca analitica e dessecador

Figura 11. Autoclave
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Figura 12. Bomba a vacuo

4.5 Cinética do Crescimento Micelial

A finalidade deste ensaio foi avaliar, em particular, o crescimento da fronteira
micelial dos fungos FSF7, FSF11 e Pycnoporus sanguineus em placas de Petri
(triplicata), contendo meio BDA , em presenca de biotina nas concentracdes de

30mcg, 90mcg, 120mcg e 300mcg.

4.5.1 Influéncia do pH

Neste estudo foi utilizado o meio de cultivo BDA, onde os fungos foram
inoculados em placa de Petri (triplicata). Embora a finalidade deste trabalho ndo era
avaliar diariamente o pH do crescimento micelial dos trés fungos testados, ainda
assim, foi verificado o pH inicial, a melhor faixa de pH do crescimento micelial e o pH

otimo.
4.5.2 Influéncia da Temperatura
Para investigar o efeito da temperatura no crescimento dos fungos em meio

solido, estes foram crescidos em placas com BDA, ao abrigo da luz, a temperaturas

variaveis de 25°C; 28°C e 33°C para verificar a melhor faixa de temperatura para o
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crescimento micelial dos trés fungos testados, sendo o tamanho das colbnias

medido diariamente, como indicador da taxa de crescimento.

45.3 Andlise da Cinética de Crescimento Micelial

A determinagéo da velocidade de crescimento micelial radial em placa de
Petri teve como base, verificar o suplemento nutricional (biotina) para o maior
crescimento de micélio fangico em menor espaco de tempo.

A velocidade de crescimento radial foi obtida pela declividade da equacéo
matematica do raio da coldonia em fungdo do tempo, representada pela seguinte
equacao:

rft)y=a+p.t

Onde:

r(t) = raio da colbénia no tempo t (mm);
a = constante de regressao linear;
B = velocidade de crescimento micelial radial da colénia (mm/d);

t = tempo (d)

A equacdo tem validade para o intervalo de tempo compreendido entre o final
da fase lag ou fase de laténcia e o final do experimento, que representa a fase
logaritmica de crescimento (fase log). Inicio da fase log, obtém-se os valores do

tempo de geracao, para os referidos fungos.

4.6 Planejamento Estatistico

O planejamento estatistico foi realizado através de uma analise de variancia

(ANOVA) e do teste de Tukey com nivel de significancia de 5%, onde se obteve o0s
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parametros descritivos (média, desvio padrdo, variancia) utilizando-se o programa

software STATISTICA 7.0, com desenvolvimento em planilha Excell.

4.7 Determinacdo da Atividade Enzimética
4.7.1 Preparacao do Meio de Cultivo

O meio de cultivo que se utilizou para a atividade enziméatica foi o agar- malte,
a uma concentracao de 2% de agar e 3% de malte . O meio de cultura foi preparado
e previamente esterilizado em autoclave a 120°C por 15 minutos, o qual atingiu uma
uma temperatura Otima para a realiza¢éo do trabalho e verificado o grau de acidez
em pH 6,0. Logo a seguir, em ambiente asséptico, colocou-se, inicialmente, 100 mL
de meio 4gar-malte e em seguida, foram utilizados 50 mL para cada um dos seis
erlenmayer. Posteriormente, procedeu-se a inoculagdo dos fungos (FSF7, FSF11 e
P. sanguineus) utilizando-se cerca de 5 mm de massa micelial retirados da
extremidade da colénia, uma vez que o0 crescimento efetivo esta restrito a

extremidade da hifa.

Cada fungo foi inoculado em erlenmayer contendo dextrose (4gar-malte). Os
recipientes foram etiquetados (identificados) e devidamente fechados com tampas

de algodao envolvidos por papel aluminio e fita crepe.

Os recipientes (erlenmayer) contendo o meio agar-malte, no qual esta
presente a glicose como fonte de carbono (como substrato), foram mantidos em
estufa Shaker a 180 rpm e cultura submersa sob agitacdo a 28°C e a testemunha
mantida sob refrigeragdo com pH inicial em torno de 6,0. Procedeu-se a
determinacdo da atividade enziméatica em alterndncia de dias para cada
concentracdo (glicose/ extrato de levedura) preparado a partir do meio agar-malte,
conduzidos em seis ensaios para cada concentragdo. Foram utilizadas sete
concentracdes diferentes de glicose e extrato de levedura utilizando o meio agar-

malte, como demonstrado na tabela 4.
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Tabela 4.

Diferentes concentracfes de glicose/ extrato de levedura, em meio agar-
malte.

Glicose Extrato de levedura
Concentracao 3:2 15¢g 79
Concentracéo 3:3 15¢g 159
Concentracéao 3:4 159 20g
Concentracao 3:5 15¢g 25¢g
Concentracéo 2:3 79 15¢g

Concentracao 4:3 209 15¢g
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Concentracéo 5:3 15g 259

4.7.2 Atividade de Lacase

A atividade de lacase foi calculada utilizando um espectrofotbmetro modelo
Bio Cary, 50 UV-Visible Spectrophotometer Varian, no comprimento de onda de 525

nm, especifico para a reacdo de oxidagéo da seringaldazina.

No caldo extracelular de cultura dos microrganismos, foi avaliada a atividade
enzimética, o qual foi filtrado por meio de um filtro de porcelana Kitasato, revestido

por um filtro de papel especifico.

A atividade enzimatica da lacase foi determinada em caldo de cultivo (extrato

de malte) acrescido de glicose como fonte de carbono.

Para verificarmos a producédo de lacase utilizou-se a metodologia proposta
por SZKLARZ et al., (1989). O método tem como base a oxidacdo do substrato

enzimatico de seringaldazina para a sua forma de quinona, que apresenta um
espectro de absorcdo de 525 nm (€ = 65000M-1 cm -1). De acordo com a atividade

enzimatica, uma unidade ativa de lacase corresponde a quantidade de enzimas
necessarias para oxidar 1umol de substrato por minuto. Para a determinacdo da
atividade de lacase, utilizou-se 50uL de caldo de cultivo filtrado, 0,95 mL de
substancia tampao de tartarato de so6dio em pH = 4.2, 1 mL de seringaldazina
(solucéo indutora, estoque, concentracdo de 5 mg/10 mL de etanol), 1 mL de agua

destilada.
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5. RESULTADOS

5.1 Condicdes Favoraveis ao Crescimento dos Fungos

5.1.1 Velocidade do Crescimento Micelial em Fung&o do Tempo

O avanco do crescimento micelial dos fungos apresentou um melhor resultado
linear da massa fungica em funcao do tempo, entre 24 e 96 horas e em temperatura

6tima de 28°C, com pH inicial ( 5,5) e 6timo de 6,4.
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5.1.2 indice de Crescimento Micelial

A determinacdo da velocidade de crescimento micelial em placa de Petri,
verificou o suplemento nutricional para o maior crescimento de micélio fungico em
menor espago de tempo.

A condicao de crescimento micelial dos fungos esta restrito a extremidade da
hifa, a qual se desenvolve mais ou menos a uma taxa linear constante e, assim,
aumenta a margem da col6nia a uma taxa linear. No presente estudo, houve

variagao da taxa de crescimento micelial em presenca de diferentes temperaturas.

5.1.3 Influéncia da Biotina no Crescimento Micelial

A tabela 6 mostra o avanco da fronteira micelial dos fungos testados em
diferentes concentragcbes de biotina. De modo geral, a maior influéncia no
crescimento aconteceu na concentragdo de 120 mcg de biotina para o fungo
Pycnoporus sanguineus. Entretanto, em termos individuais nas diferentes
concentragbes, observou comportamentos diferentes entre os fungos. O fungo
FSF7, por exemplo, apresentou maior valor absoluto de crescimento na
concentracdo de 90 mcg de biotina, enquanto que para fungos FSF1l e P.

sanguineus o maior crescimento aconteceu na concentragdo de 120 mcg de biotina.

Comparando-se o crescimento micelial dos fungos dentro de uma mesma
concentracdo, verificou-se também comportamento diferente do crescimento
micelial. Nas concentracées de 30, 90 e 300 mcg, por exemplo, o fungo FSF7
apresentou maior valor médio de crescimento micelial. Por outro lado, na
concentracdo de 120 mcg de biotina, o fungo P. sanguineus € o que apresentou
maior valor para o crescimento micelial.

De modo geral, o fungo FSF11 € o que apresentou menor valor absoluto para
crescimento micelial nas varias concentracdes testadas quando comparado com 0s

outros dois fungos estudados, enquanto que o P. sanguineus obteve o maior valor.
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Para a concentracéo de 90 mcg de biotina, o fungo apresentou uma média de
crescimento micelial maior, enquanto que na concentracdo de 120 mcg, verificou-se

a menor média (Tabela 5).

Tabela 5.
Média do crescimento micelial em diferentes concentracoes de biotina para os

fungos FSF7, FSF11 e Pycnoporus sanguineus.

Crescimento micelial (mm)

Fungo/ Concentracéo 30mcg 90mcg 120mcg 300mcg
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FSF7 31 32,9 18,6 30
FSF11 19,3 19,5 20,2 20
P. sanguineus 24,3 23,1 34,4 21,2

O crescimento micelial no periodo de sete dias para o fungo FSF7, na
concentragcdo 30 mcg de biotina, apresentou-se crescente com um aumento
significativo no terceiro dia de crescimento. Ocorre a partir dai, uma velocidade de
crescimento menor até atingir um pico maximo no sétimo dia (Figura 13a). Resultado
similar foi encontrado para a concentracdo de 90 mcg de biotina (Figura 13 b).

Em comparagdo com as demais concentragdes, a concentracao 90 mcg de
biotina foi a que apresentou maior valor médio de crescimento micelial. Por outro
lado, na concentragdo de 120 mcg foi onde ocorreu 0o menor valor para o
crescimento micelial desse fungo, embora o crescimento continuo seguiu-se como
padrdo similar as outras concentragcdes. Nesta concentracdo nas vinte e quatro
horas iniciais, o crescimento micelial foi menor do que nas outras concentragdes
(Figura 13 ¢).

Ocorreu 0 mesmo padrao de crescimento micelial para a concentracdo de 300

mcg de biotina no periodo de sete dias (Figura 13 d).
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Buscando verificar a existéncia ou ndo de diferenca estatistica entre o
crescimento micelial dos fungos nas diferentes concentracdes de biotina, realizou-se
o teste ANOVA para cada um dos fungos.

A tabela 6 mostra a andlise de variancia para o fungo FSF7. O teste mostrou
que a nivel de 5% de significancia existe diferenca entre o crescimento micelial nas

diferentes concentrac¢des de biotina.

Tabela 6.

Analise de variancia nas diferentes concentragfes de biotina para o fungo FSF7.

Causas de variagao G.L. S.Q. Q.M. F (p)

Tratamentos 3 878,10 292,70

3,41 0,033®

Residuo 24 2058,57 85,774

Total 27 2936,67 378,474

® Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

Com a finalidade de verificar quais concentracdes apresentavam crescimento
micelial diferente, realizou-se o teste de Tukey para a comparacao de duas médias
(Tabela 7).
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Tabela 7.
Teste de Tukey para crescimento micelial do fungo FSF7 em diferentes
concentracdes de biotina.

Crescimento micelial (mm)

Concentragéo 30mcg 90mcg 120mcg 300mcg
Média {31} {32,9} {18,6} {30}
{30} - -- -
{00} - - (*) -
{120} - - - --
{300} - - -

(*) Significativo ao nivel & = 0,05 (p < 0,05 significativo).

O mesmo resultado obteve-se para o fungo P. sanguineus enquanto que para
o fungo FSF11 ndo houve diferenga significativa no crescimento micelial nas
diferentes concentracdes de biotina (Tabela 8).
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Em relacdo ao fungo FSF11l para a concentracdo 30 mcg de biotina,
apresentou um crescimento lento e progressivo até o décimo dia de atividade. No
primeiro dia de atividade, obteve um crescimento micelial abaixo de 5mm. A partir
dai, verificou-se um crescimento lento mais de forma ascendente até o décimo dia,
onde atingiu um pico maximo de crescimento (Figura 14a).

Na concentragdo 90 mcg de biotina, o crescimento micelial do fungo FSF11
foi similar aguele na concentracdo de 30 mcg de biotina. Obteve-se um crescimento
micelial lento e ascendente do primeiro dia até o décimo dia de cultivo, onde se
verificou um pico maximo de crescimento (Figura 14b).

Para a concentracdo 120 mcg de biotina, obteve-se um pequeno crescimento
inicial, com aumento lento e progressivo a partir de entdo até atingir um pico maximo
no décimo dia de crescimento (Figura 14c).

Na concentracdo de 300 mcg de biotina, o fungo FSF11 apresentou um baixo
crescimento micelial nas vinte e quatro horas iniciais de cultivo, atingindo, entretanto,

um pico maximo no décimo dia (Figura 14d).



LXXVI

35
35
. 30 .
30 4 / /
= E 25, //
E 25 _— 3 4
= / = . e
= 20 — T 1
g °
E 15 g 15
2 5
g 10 4 E 10
o
— (%]
2 — <
g 54 &// [§) 5
(@]
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0 ' ' ' ' ' ' ' ' '
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Periodo (dias) Periodo (dias)
(A) (=)
35 35
_ A
30 g 304 /
£ 251 ) = 25 4 el
S / = /
= [} 4
g 20 — g% _
1S _— >
o 151 » S 15+
= [
5 / 2
€ 104 / £ 104
‘S o
2 / 2
o J o
3 51 '/// O 54
0 ; 0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Periodo (dias) Periodo (dias)
(©) (D)

Figura 14. Crescimento micelial para o fungo FSF11l, em meio BDA com diferentes
concentragfes de biotina. Crescimento micelial do fungo com 30 mcg de biotina (A) e
crescimento micelial com 90 mcg de biotina (B). Crescimento micelial do fungo com 120

mcg de biotina (C) e com 300 mcg de biotina (D).
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Com o objetivo de se verificar a existéncia de diferencas nas concentracdes
de biotina testadas no crescimento micelial do fungo FSF11, realizou-se o teste
ANOVA (Tabela 8). Ao nivel de 5% de significancia, o teste mostrou que néo existe
diferenca entre os tratamentos.

A tabela 8 mostra os dados da andlise de variancia para o fungo FSF11 nas

diferentes concentra¢des de biotina.

Tabela 8.
Analise de variancia para as diferentes concentracdes de biotina para o fungo
FSF11.

Causas de variagao G.L. S.Q. Q.M. F (p)

Tratamentos3 53 1,76

0,0195  0,9958™
Residuo 36 3260,2 90,56

Total 39 326,55 92,32

™) Nao significativo a nivel de 5% de probabilidade.

Para o fungo FSF11, ndo se detectou diferenca significativa entre as médias
das diferentes concentracdes testadas. Dessa forma, ndo seria necessario saber
guais das concentracdes analisadas apresentariam diferencas ao nivel de 5% de
significancia. Neste sentido, ndo se aplicou o teste de Tukey para comparar as

diferencas existentes entre as concentracdes testadas.
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O fungo Pycnoporus sanguineus na concentracdo de 30 mcg e 90 mcg de
biotina, por sua vez, apresentou um padrédo de crescimento micelial similar aos
outros fungos (Figuras 15a e 15b, respectivamente). Na concentracdo de 120 mcg,
apresentou 0 maior crescimento em valores absolutos com valor maximo de 40 mm
no ultimo dia de estudo (Figura 15c). Na concentracdo de 300 mcg, o fungo P.
sanguineus obteve um crescimento micelial menor que o da concentragao do fungo

anterior (Figura 15 d).
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Ao nivel de significancia de 5%, o teste ANOVA evidenciou diferenca no

crescimento micelial nas diferentes concentracdes de biotina utilizadas para o fungo

P. sanguineus (Tabela 9).

Tabela 9.

Andlise de variancia para verificar diferenca na atividade de lacase para o fungo

P.sanguineus.

Causas de variagéo G.L. S.Q. Q.M. F. (p)
Tratamentos 3 1046,5 348,833

3,6602  0,0208¢*)
Residuo 36 3431 95,306
Total 39 4477,5 444,139

(*) Significativo ao nivel de 5% de probabilidade

Com o intuito de verificar quais concentracdes mostravam crescimento

micelial diferente, realizou-se o teste de Tukey para comparacdo de duas médias

(Tabela 10).
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A comparagdo entre dois tratamentos mostrou ao nivel de 5% de
significancia, diferencas do crescimento micelial dos tratamentos 3 e 4, isto €, na
concentracdo com 120mcg de biotina, o fungo P. sanguineus teve um crescimento

maior do que na concentragdo com 300mcg de biotina.

Tabela 10.
Teste de Tukey para comparacédo entre dois tratamentos do fungo P. sanguineus em

crescimento micelial e em presenca de diferentes concentracfes de biotina.

Crescimento micelial (mm)

Concentragéo 30mcg 90mcg 120mcg 300mcg
Média 24,3 23,1 34,4 21,2
{30} -- -- -

{90} -- -- -- --
{120} - - - *)
{300} -- -- --

(*) Significativo ao nivel & = 0,05 (p < 0,05 significativo).
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5.1.4 Crescimento Micelial dos Fungos sem Biotina (contréle).

De modo geral, o crescimento micelial para os fungos testados sem biotina foi
menor, quando comparados com 0 crescimento micelial para os mesmos fungos
crescidos em diferentes concentracdes de biotina.

Dos trés fungos testados, o fungo que obteve um maior crescimento micelial
em média, foi o Pycnoporus sanguineus. Por outro lado, a menor média de
crescimento micelial foi detectado pelo fungo FSF7, conforme demonstrado na
tabela 11.

Tabela 11.
Média do crescimento micelial em meio BDA sem biotina (contréle) para os trés

fungos testados

Crescimento micelial (mm)

Desvio
Fungo (Média) Padrédo
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FSF7 6,7 (5,8)
FSF11 11,0 4,7
P. sanguineus 18,7 (11,0)

Em comparacdo ao crescimento micelial realizado com diferentes
concentracdes de biotina, foi demonstrado uma andlise descritiva do crescimento

micelial sem biotina dos trés fungos testados conforme observado na tabela 12.

Tabela 12.
Andlise descritiva do crescimento micelial sem presenca de biotina para os trés

fungos testados

Fungo Crescimento Variancia Desvio
micelial (mm) Padréo
(Média)
P. sanguineus 6,7 33,6 5,8
FSF7 (Trametes sp) 11,0 21,8 4,7

FSF11 (Trametes) 18,7 121,5 11,0




LXXXIV

5.2 Atividade Enzimatica dos Fungos

5.2.1 Atividade Enzimatica com Alta Dosagem de Seringaldazina

O crescimento do fungo Pycnoporus sanguineus em meio liquido se deu sob
agitagcdo, pois, estudos anteriores mostraram que o crescimento e a producdo de
lacase por P. sanguineus CY788 foi melhor em culturas submetidas a agitagdo do
gue naquelas mantidas na condicao estatica (POINTING et al., 2000).

Para determinar o melhor meio de producéo de lacase, o fungo foi crescido
em meio liquido sob agitacdo, em duplicata e em presenca de seringaldazina como
indutor.
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A tabela 13 mostra a média da atividade enzimatica dos fungos testados nas

diferentes concentracdes de glicose/ extrato de levedura em baixa concentracdo de

seringaldazina. Em valores absolutos, a concentracdo 5:3 para o Pycnoporus
sanguineus é onde ocorreu a maior atividade enzimatica.

A medida que se aumenta a concentra¢éo de glicose, mantendo-se constante
a de extrato de levedura, observa-se uma maior atividade enzimatica desse fungo.
De outra forma, mantendo-se constante a concentracéo de glicose e aumentando-se
a de extrato de levedura, observa-se um ligeiro aumento na média da atividade de
lacase para esse fungo.

Tabela 13.

Parametros descritivos da atividade enzimética dos fungos testados em
diferentes concentragdes de glicose/ extrato de levedura.

Atividade Desvio Variancia Coeficiente

o L Y

Fungo Conc | Enzimatica  padréo de variagdo (%)
(média)
(U.L.71)
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3:3 7,47 1,68 2,83 22,5
P. 34 4,49 2,12 4,52 47,3
sanguineus | 3:5 8,15 3,17 10,06 38,9
2:3 5,57 1,05 1,10 18,8
4:3 9,35 3,21 10,32 34,3
5:3 10,57 4,45 20,20 42,5
3:3 3,69 2,22 4,90 60,4
34 3,69 2,16 4,67 58,5
FSF7 35 1,82 1,26 1,60 69,6
2:3 1,71 1,02 1,05 59,8
4:3 4,12 0,99 0,98 24,07
5:3 2,10 0,80 0,64 38,2
3:3 5,02 0,94 0,90 18,8
34 5,95 2;93 8,64 49,3
FSF11 35 7,66 3,76 14,13 49,0
2:3 6,58 1,64 2,70 24,9
4:3 1,24 0,60 0,36 48,9
5:3 8,19 4,44 19,78 54,2

Com o intuito de verificar a influéncia de uma alta concentragdo do indutor

(seringaldazina) na atividade de

criteriosamente pesado em balanca analitica,

lacase,

testou-se 2,59 de desse

indutor,

na concentragdo de 3:2

(glicose/ extrato de levedura). Constatou-se que nesta concentracdo a atividade de

lacase é percentualmente maior quando comparada ao da concentracdo de 25 mg

desse indutor.



LXXXVII

Nestas condi¢des, obteve-se uma atividade de lacase muito maior do que o
controle onde ndo se utilizou nenhum elemento indutor (Tabela 14). Nas demais
concentracfes onde se utilizou 2,59 de seringaldazina, a atividade de lacase
também se mostrou maior do que no controle.

Ressalta-se, entretanto, que em valores médios absolutos, a atividade

enziméatica foi maior naquele meio com alta concentracao de seringaldazina.

Tabela 14.

Atividade enzimética média de lacase obtida para o fungo P. sanguineus em
diferentes concentracdes de glicose/ extrato de levedura.
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Atividade Lacase (U.L1)

Glicose (g)/ Extrato de levedura (g)

Fungo/ Contrdle 3:2* 3:3 3:4 3:5 2:3 4:3 5:3

P.sanguineus 42,74 747 4,49 8,15 557 935 10,57

* Alta dosagem de seringaldazina (2,5 g).

A figura 16 mostra a atividade enzimatica/dia do P. sanguineus na

concentracdo de 3:2 (glicose/ extrato de levedura) na presencga de alta dosagem
(2,5g) de seringaldazina.

A presenca da lacase foi detectada somente no terceiro dia de crescimento,
apresentando-se crescente até o sétimo dia, quanto entdo apresentou pequena

flutuacao nos valores até o ultimo dia de crescimento (Figura 16).
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Figura 16. Atividade enzimatica do fungo P. sanguineus, na concentracao 3:2

(glicose/ extrato de levedura) e alta dosagem de seringaldazina

A tabela 15 mostra a média da atividade enzimatica dos fungos na presenca

de alta dosagem (2,5g) do indutor seringaldazina.

Tabela 15..

Atividade enzimatica de lacase na concentragdo de 3:2 (glicose/ extrato de levedura)

para os fungos testados em alta dosagem de seringaldazina (2,59).

FUNGO ATIVIDADE ENZIMATICA (U. L. 71)
P. sanguineus 42,7* (11,12)**

FSF7 46,2 (9,38)

FSF11 45,65 (12,40)

* Valores médios para um periodo de quinze dias de crescimento.

** VValores entre parénteses indicam o desvio padréo.

O fungo FSF7 na presenca de alta dosagem do indutor seringaldazina,
apresentou uma atividade enzimatica maior de lacase do que os outros fungos
testados.

De modo geral, ndo existe diferenca significativa ao nivel de 5% de
probabilidade entre a atividade dos fungos sob alta concentracdo de seringaldazina
(Tabela 16).

Tabela 16.
Andlise de variancia da atividade enzimatica de lacase dos fungos testados sob alta

concentragdo de seringaldazina.
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Causas de variacao G.L. S.Q. Q.M. F. (p)
Tratamento 2 42,103 21,052

0,1698 0,8458 *
Residuo 16 1983,114 123,94
Total 18 2025,217

(*) N&o significativo a 5% de probabilidade.

A atividade enzimatica de lacase para o fungo FSF7 em meio agar-malte,
guando a este meio utilizou-se uma alta dosagem de indutor (2,5g) (seringaldazina),
apresentou uma atividade muito maior para a concentracdo 3:2. Por outro lado, as
demais concentracbes as quais utilizou-se uma baixa concentracdo de
seringaldazina (25mg), a atividade enzimatica de lacase foi consideravelmente

menor, conforme demonstrado na Tabela 17.

Tabela 17.

Média da atividade enzimatica de lacase obtida para o fungo FSF7, em diferentes
concentracoes (glicose/ extrato de levedura).

Atividade Lacase (U.L"1)

Glicose (g)/ Extrato de levedura (g)

Fungo/ Contréle 3:2* 3:3 3:4 3.5 2:3 4:3 5:3
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FSF7 46,21 3,69 3,69 182 1,71 4,11 2,10

* Alta dosagem de seringaldazina (2,59).

A figura 17 mostra a atividade/ dia de lacase do fungo FSF7 na concentragao

3:2 (glicose/ extrato de levedura) na presenca de alta dosagem (2,5g) de

seringaldazina. Diferentemente do P. sanguineus onde a maior atividade enzimatica
foi detectada no sétimo dia, para o fungo FSF7, a maior atividade ocorreu no décimo
dia, quando a partir de entdo apresentou flutuacao até atingir o décimo quinto dia de

atividade.
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Figura 17. Producé@o enzimética de lacase para o fungo FSF7 e concentracdo 3:2

(glicose/ extrato de levedura).

O valor médio da atividade de lacase nas concentracdes estudadas

(glicose/ extrato de levedura) para o fungo FSF11 em meio agar- malte, apresentou

uma atividade méaxima para a concentracdo (3:2), quando utilizou-se uma alta
dosagem de seringaldazina (2,5g). As demais concentracfes, apresentaram uma
atividade enzimatica de lacase menor quando utilizou-se uma dosagem menor de
seringaldazina (Tabela 18). Resultado similar ocorreu com os demais fungos (P.
sanguineus e FSF7), quando foi usado as mesmas dosagens de seringaldazina
(Tabela 14 e 15).
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Tabela 18.

Valores médios da atividade enzimatica do fungo FSF11, em diferentes

concentragdes (glicose/ Extrato de levedura).

Atividade Lacase (U.L™1)

Glicose (g)/ Extrato de levedura (g)
Fungo/ Concentracao 3:2* 3:3 3:4 35 23 4:3 5:3

FSF11 43,66 20,556 595 7,66 6,58 1,24 8,19

* Dosagem alta de seringaldazina (2,59).

Nas mesmas condi¢cdes de concentragdo e alta dosagem de indutor, o fungo
FSF11 apresentou comportamento similar aos dois fungos mencionados
anteriormente, sendo que a sua maior atividade ocorreu no décimo terceiro dia de
crescimento (Figura 18). Observou-se uma atividade inicial crescente até o quinto
dia, quando a partir de entdo apresentou pequena diminuicdo, voltando a crescer e

atingir atividade maxima no décimo terceiro dia de cultivo.
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Figura 18. Atividade enzimatica do fungo FSF1l em concentragdo 3:2

(glicose/ extrato de levedura) e alta dosagem de seringaldazina (2,59).

5.2.2 Atividade Enzimatica de Lacase com Baixa Dosagem de Seringaldazina

Apés o terceiro dia de atividade do fungo P. sanguineus na concentracdo 3:3
e com a diminuicdo da dosagem do indutor (seringaldazina) do meio de cultura, a

producéo de lacase diminuiu, consideravelmente (Figura 19).
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Figura 19. Atividade enziméatica do fungo P. sanguineus, concentracdo 3:3

(glicose/ extrato de levedura) e baixa dosagem de seringaldazina (25mg).

No sentido de verificar a existéncia de diferencas na atividade enzimatica do

P. sanguineus nos diferentes tratamentos/ concentracdes, realizou-se o teste

ANOVA (tabela 19).

Tabela 19.

Andlise de variancia da atividade enzimatica do P. sanguineus.

Causas de variagao G.L. S.Q. Q.M. F. (p)
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Tratamento 5 156,15 31,23

3,74 0,0099 *
Residuo 29 242 164 8,351
Total 34 398,31

* Significativo ao nivel @ = 0,05 (p < 0,05 significativo)

Ao nivel de significancia de 5%, o teste ANOVA mostrou haver diferenca na
atividade enzimética nas diferentes concentracdes utilizadas.

Com o intuito de verificar quais concentracdes mostravam atividade
enzimatica diferente, realizou-se o teste de Tukey para comparagédo de duas médias.

A tabela 20 esquematiza o resultado do teste de Tukey para a comparacgao
das diferentes concentragdes. Observa-se que os tratamentos 3:4 e 5:3 mostram-se
diferentes estatisticamente ao nivel de 5% de significancia (tabela 20).

De modo geral, aumentando-se a concentracéo de glicose e diminuindo-se a

de extrato de levedura, obtém-se uma maior atividade enzimética deste fungo.

Tabela 20.
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Teste de Tukey para comparacao entre dois tratamentos para o fungo Pycnoporus

sanguineus.

Concentracéo

(3:3)

(3:4)

(3:5)

(2:3)

(5:3)

Média

7,47

4,49

8,15

5,57

10,57

{3:3}
{3:4}
{3:5}
{2:3}
{4:3}
{5:3}

* Significativo ao nivel & = 0,05 (p < 0,05 significativo).

A atividade enzimética de lacase para o fungo FSF7 em concentracdo 3:3,

diminuiu drasticamente do terceiro para o quinto dia de atividade. No terceiro dia de

atividade, utillzou-se uma alta dosagem de seringaldazina (2,5g), ao passo que a

partir do quinto dia de atividade foi utilizado uma baixa dosagem deste indutor

(25mg). Do quinto dia para o sétimo a produgdo enzimatica estabilizou-se, vindo a

diminuir novamente a quantidades menores até o décimo quinto dia de cultivo

(Figura 20).
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20. Atividade enzimatica de lacase para o fungo FSF7 em

concentracéo 3:3 e baixa dosagem de seringaldazina.

A atividade enzimética de lacase do fungo FSF7 em meio agar-malte

(concentracdo 3:4) sob agitacdo apresentou um forte declinio na producédo de

lacase, do quinto para o sétimo dia de cultivo. A partir do décimo primeiro dia

ocorreu novamente um aumento na atividade enzimética (Figura 21).

Atividade enzimatica (U.L-1)

Figura 21.
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Produgdo enzimatica do fungo FSF7 em concentracdo 3:4

(glicose/ extrato de levedura) e baixa dosagem de seringaldazina.
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Na concentracdo seguinte (3:5), o evento mais importante ocorreu com um
aumento na producdo de lacase até o sétimo dia, onde se obteve o pico maximo de
atividade, vindo a diminuir verticalmente a producéo de lacase do nono dia de cultivo

flutuando até o décimo terceiro dia (Figura 22).
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Figura 22. Atividade enzimatica de lacase do fungo FSF7 em concentragéo 3:5

(glicose/ extrato de levedura) em baixa dosagem de seringaldazina.



Por outro lado, na concentracdo 2:3 observou-se um aumento na atividade
enzimatica a partir do terceiro dia de atividade, atingindo um pico maximo na

producéo de lacase no sexto dia, decrescendo novamente até o oitavo dia de cultivo

(Figura 23).
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Figura 23. Atividade enzimatica de lacase para o fungo FSF7 obtida em baixa
dosagem de seringaldazina (25mg) e concentracdo 2:3 (glicose/ extrato de

levedura).
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O fungo FSF7 apresentou menor atividade enzimatica nas concentracdes
testadas quando comparado com aquela dos fungos Pycnoporus sanguineus e
FSF11. Em valores absolutos para o fungo FSF7, a maior atividade enzimatica da
lacase ocorreu na concentracdo 4:3. Entretanto, assim como ocorreu para P.
sanguineus, uma maior taxa de glicose também contribui para uma maior atividade
enzimética do fungo FSF7.

Com o objetivo de se verificar a existéncia de diferencas na atividade
enzimatica nas varias concentracdes testadas, realizou-se o teste ANOVA (tabela
21). Ao nivel de 5% de significancia, o teste mostrou que existe diferenca entre os
tratamentos. Entretanto, a robustez do teste ANOVA nao permitiu verificar através do

teste de Tukey essa diferenca.

Tabela 21.
Analise de variancia para verificar a existéncia de diferencas na atividade enzimatica

de lacase para o fungo FSF7.

Causas de variagédo  G.L. S.Q. Q. M. F. (p)
Tratamentos 5 34,993 6,999

3,1317 0,0219 *
Residuos 29 64,809 2,235
Total 34 99,802

(*) Significativo ao nivel o = 0,05 (p < 0,05 significativo)
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Para a concentracdo 3:3 (glicose/ extrato de levedura) a atividade enzimatica

para o fungo FSF11 apresentou um discreto aumento do terceiro até o quinto dia de
atividade (maior pico). A partir deste dia, detectou-se uma drastica diminuicdo na
atividade enzimatica de lacase até o sétimo dia estabilizando-se até o décimo quinto

dia de cultivo (Figura 24).
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Figura 24. Atividade enzimatica de lacase para o fungo FSF11 em concentracao 3:3

(glicose/ extrato de levedura) e baixa dosagem de seringaldazina (25mg).
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Por sua vez, a concentracdo 4:3 para o fungo FSF11 em baixa dosagem de
seringaldazina, apresentou uma atividade enzimética que oscilou de um dia para
outro a partir do terceiro até o décimo quinto dia. O terceiro e quinto dia de atividade
caracterizou-se por uma diminuicdo brusca na atividade enzimatica. Ao contrario,
apos o quinto dia de atividade, registrou-se um consideravel aumento na atividade
enziméatica de lacase, apresentando uma variagao ciclica de aumento e decréscimo
até o décimo quinto dia. O décimo dia de atividade foi onde se detectou a maior

producéo de lacase (Figura 25).
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Figura 25. Atividade enziméatica do fungo FSF11, concentracédo 4:3 (glicose/ extrato

de levedura) em meio agar-malte e indutor seringaldazina em baixa dosagem
(25mg).
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Assim como ocorreu para o P. sanguineus, a maior atividade enzimatica para
o fungo FSF11 ocorreu na concentracdo 5:3. Por outro lado, observou-se que
mantendo constante a taxa de glicose e aumentando-se a de extrato de levedura,
obteve-se um aumento na atividade enzimética deste fungo. Comportamento
diferente foi, contudo, observado para os outros dois fungos em estudo. Por outro
lado, mantendo-se constante a taxa de extrato de levedura e aumentando-se a de
glicose, constatou-se uma maior atividade naquela maior taxa de glicose (tabela 22).

O teste ANOVA para verificar a diferengca entre os tratamentos evidenciou

diferencas significativas a nivel de 5% de probabilidade entre eles (tabela 22).

Tabela 22.
Andlise de variancia para verificacdo de diferencas entre tratamrntos para o
fungo FSF11.

Causas de variagédo G.L. S.Q. Q.M. F. (P)
Tratamentos 5 186,108 37,222

4,5143 0,0219 *
Residuos 28 230,865 8,245
Total 33 416,973 45,467

* Significativo ao nivel @« = 0,05 (p < 0,05 significativo)
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A comparacdo entre dois tratamentos realizada pelo teste de Tukey (tabela
23) mostrou ao nivel de 5% de significancia, diferenca na atividade enzimatica dos
tratamentos 2:3 e 4.3, isto é, a taxa de glicose contribuiu para a maior atividade
enzimatica desse fungo.

Por outro lado, ao nivel de 1% de significancia, observou diferencas
significativas entre as médias do tratamento 3:5 e 4:3, isto €, aumentando-se a taxa
de glicose e diminuindo-se a de extrato de levedura levar-se-a a um decréscimo no

valor absoluto da atividade enzimaética.

Por sua vez, ao nivel de 1% de significancia, também se detectou diferenca
estatistica entre os tratamentos 4:3 e 5:3. Neste caso, mantendo-se constante a taxa
de extrato de levedura e aumentando-se a de glicose, obtém-se uma maior atividade

de lacase desse fungo.

Tabela 23.

Teste de Tukey para comparacao entre dois tratamentos para o fungo FSF11.

Concentracdo (3:3) (3:4) (3:5) (2:3) (4:3) (5:3)

Média 5,03 5,95 7,66 6,58 1,24 8,19

{3:3}
{3:4}
{3:5}
{2:3}
{4:3}

—~ ~

*

_ _ _ _ _ (*)

(*) Significativo ao nivel de « = 0,05 (p< 0,05 significativo).
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5.3 Comparacao entre as Atividades Enziméaticas dos Trés Fungos Estudados

Dos trés fungos (FSF7, FSF11 e P. sanguineus) utilizados neste estudo, o
gue mais produziu lacase foi o P. sanguineus, em relacdo aos demais.

O fungo FSF7, por sua vez, apresentou um valor médio maior de lacase do
gue os demais fungos estudados em (concentracdo 3:2) sob agitacéo, a 28°C e pH
na faixa de 4,3 — 9,0 (Figura 26).

O fungo FSF7 obteve a atividade enzimatica maxima de lacase no terceiro dia
de cultivo (concentracdo 3:3). Em contrapartida, apresentou uma producéo
enziméatica de lacase menor do que os demais fungos estudados.

Por outro lado, a menor média de atividade enzimética de lacase obtida em
todas as concentragfes estudadas, foi detectada pelo fungo FSF11(concentracéo
4:3). Todos os valores médios da atividade enzimética de lacase obtidos pelos
fungos em estudo, estdo demonstrados na tabela 24.

O fungo P. sanguineus apresentou um melhor desempenho em pH na faixa
de 4,0-6,5 (concentracdo 3:3), enquanto que o fungo FSF7 se desenvolveu melhor
em pH 5,0 (concentragdo 3:3). O fungo FSF11, por sua vez, obteve um melhor
desempenho em pH na faixa de 4,0 — 5,0 e concentracdo 3:3. Todos os fungos em

estudo cresceram em meio liquido agar-malte sob agitacao a 28°C.
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—e— P.sanguineus —e— FSF7 (Trametes sp) —s— FSF11 (Trametes)

Figura 26. Média da atividade enzimética de lacase, comparativa para os trés
fungos testados.

Tabela 24.
Atividade enzimatica para trés fungos amazoénicos (P.sanguineus, FSF7, e FSF11)

em diferentes concentracdes de glicose/ extrato de levedura.
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Atividade Lacase (U.L71)

Glicose (g)/ Extrato de levedura (Q)

Fungo/ Contréle 3:2* 3:3 3:4 3.5 2.3 4:3 5:3

P. sanguineus 42,74 7,47 4,49 8,15 5,57 9,35 10,57

FSF7 46,21 3,69 3,69 1,82 1,71 4,11 2,10

FSF11 43,66 20,56 595 7,66 6,58 1,24 8,19

(*) Alta dosagem de seringaldazina.

6. DISCUSSAO

O método utilizado para a mensuracdo linear das placas de Petri para
avaliacdo do crescimento dos fungos foi considerado um método simples, pratico,
econdmico e seguro, 0 que nos permite observar além do crescimento, alteracdes na
massa micelial no decorrer das mensuracdes. A mensuracdo feita com auxilio de
uma régua de metal milimetrada que foi medida do meio (inicio do in6culo) até a

extremidade da placa, onde pode se constatar como um trabalho simples e prético.

6.1 Temperatura

De um modo geral, os fungos assim também como as plantas, crescem mais
rapido em climas temperados ou quentes do que em climas frios. A taxa de
crescimento dos fungos aumenta gradativamente desde temperaturas préximas do
congelamento até um intervalo 6timo entre 24 e 32°C. Temperaturas acima de 32°C

provoca uma consideravel diminuicdo na taxa de crescimento em fungos de
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podriddo (RAMIREZ, 2001). Temperaturas acima de 38°C séo letais para a maioria
dos fungos (ESLYN & CLARK, 1979).

Segundo Ferraz (1991) a velocidade de crescimento apresenta certa
variabilidade numa mesma condi¢&o de cultivo dai a necessidade de se conduzir um
experimento em condi¢Bes padronizadas.

O fungo FSF7 apresentou uma velocidade de crescimento maior em relacao
aos demais (FSF11 e P. sanguineus), a uma temperatura entre 25°C e 30°C, com
uma temperatura 6tima de 28°C. Os fungos amazodnicos mostram um padrdo de
crescimento crescente a medida que aumenta a temperatura, compativel com o que
ja esta documentada na literatura cientifica. Esta observacéo estd baseada no fato
de que, quando a temperatura aumenta , em geral, hA um aumento na atividade
enzimatica, pela colisdo que ocorre entre as moléculas da enzima e substrato
resultando na formacéo de mais produto (MOORE-LANDECKER, 1982).

6.2 Influéncia do pH.

O pH o6timo de lacase é altamente dependente do substrato utilizado para
determinacao do crescimento do fungo e de sua atividade.

O crescimento dos fungos pode ser afetado pelo grau de acidez ou
alcalinidade do substrato. Em geral, os fungos se desenvolvem em materiais que
sao ligeiramente acidos, com pH entre 4,5 e 5,5, como é normal nas madeiras.

Barbosa (1997) explica que os fungos de podriddo branca apresentam
melhor crescimento em pH acido em torno de 4,0 e 5,0. Entretanto, algumas
espécies apresentam crescimento similar em meios de cultivo alcalino, semelhante
aos meios &cidos, fato também observado pelo autor citado em seus experimentos.

Beux (1995), assim como Faria (2003), também pode observar em seus
experimentos que L. edodes apresenta crescimento em meios de cultura com
valores de pH acidos e basicos, mais que a velocidade de crescimento aumentou em
valores de pH em torno de 4,5 e 5,7.

Segundo Srivastava e Bano (1970), (Zadrazil 1978 apud Santos, 2000),

algumas espécies de fungos possuem uma caracteristica auto-reguladora do pH do
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substrato, ou seja, a tendéncia é de que se estabilize no valor do pH étimo,
independentemente do valor de pH inicial. Isto ocorre dependendo do substrato e do
microrganismo em estudo. Os fungos de podriddo produzem geralmente
guantidades apreciaveis de acidos organicos, como resultado de seu crescimento,
gue tende a aumentar a acidez do substrato em que se desenvolvem (FINDLAY,
1967).

No caso dos fungos FSF7 (Trametes sp), FSF11 (Trametes sp) e Pycnoporus
sanguineus, o crescimento micelial mais significativo para ambos os fungos foi
observado quando o pH do meio estava na faixa de 5,5 a 7,5. Houve entdo um
pequeno aumento desta faixa de pH em relacdo ao pH inicial que foi de 5,5. Com
este resultado, verifica-se que o pH tém influéncia no crescimento micelial onde
varios fungos preferem um pH pouco acido para se desenvolverem. Para ambos os

fungos, o pH 6timo foi de 6,4.

6.3 Influéncia da Biotina no Crescimento Micelial

O equilibrio de fontes de C., N., P., vitaminas e micronutrientes na
composicdo do meio de cultura, sdo fatores decisivos para o0 crescimento e
esporulagédo dos microrganismos, notadamente o tipo e a concentracao de fontes de
C e N. Muitos microrganismos pouco exigentes, podem crescer em meios de cultura
com composicao sintética simples, porém numerosos microrganismos necessitam de
um ou mais micronutrientes, vitaminas ou outros compostos.

No presente estudo a suplementagédo do meio BDA com glicose como fonte
de carbono, acrescido de biotina, em 6 diferentes concentracdes, resultou em um
avanco da fronteira micelial maior, principalmente no caso do fungo FSF7, o qual
apresentou um crescimento bastante satisfatorio em relacdo aos demais e quando
comparado também com os fungos semeados em meio BDA sem biotina, os quais
tiveram um crescimento micelial mais lento.

Os fatores de crescimento se relacionam aos metabdlitos essenciais que

certos microrganismos sédo capazes de sintetizar, porque ndo possuem enzima ou
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ciclos metabdlitos para isto. Por outro lado, alguns microrganismos como algumas
espécies de bactérias, ndo necessitam de qualquer fator de crescimento.

Quando fatores de crescimento sdo necessarios, estes geralmente sdo do grupo de
vitaminas do complexo B ou substéancias relacionadas a este, de certos aminoacidos
ou, as vezes, certos acidos graxos.

No presente estudo, a concentracdo de biotina exerce influéncia no
crescimento micelial especialmente para o fungo FSF7. Para este fungo, uma baixa
concentracdo (30 mcg) de biotina contribui para o crescimento micelial que, em
média, obteve 31mm contra 6,7mm em meio com auséncia dessa vitamina.

Da mesma maneira ocorreu para os demais fungos testados. SILVA et al.
(1999) suplementaram o meio com vitaminas + glicose + NH4 Cl e constataram um
crescimento micelial semelhante com as vitaminas biotina e piridoxina para o fungo
Alternaria alternata.

Ressalta-se que a biotina exerce um efeito antagdnico para a producéo, por
exemplo, do &cido glutdmico. Alguns melagos ndo podem ser usados como fonte de
carbono para a producdo do acido glutdmico devido estes apresentarem uma alta
concentracdo de biotina (LEVANON, 1990).

6.4 Producdo Enzimatica

Os fungos testados produziram atividade de lacase durante todo o periodo
de cultivo em meio liquido sob agitacdo. A presenca da maior concentracdo de
siringaldazina influenciou a producéo da atividade de lacase pelos referidos fungos.

A maior producdo de lacase para os fungos testados ocorreu durante o
metabolismo primario no sétimo dia de atividade. Segundo Ferreira (2003), a
atividade maxima de lacase foi obtida no nono dia de atividade para o fungo
Trametes sp utilizando dextrose como fonte de carbono. Utilizando H. creptans como
fonte de carbono, a autora obteve uma produgdo maxima de lacase no décimo sexto
dia, constituindo-se, portanto, em uma atividade enzimatica maxima em um periodo
de tempo maior. Por outro lado, utilizando dextrose como fonte de carbono para o

Pycnoporus sanguineus foi obtido uma atividade méaxima no décimo sexto dia de
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atividade. Utilizando serragem de madeira de H. creptans como fonte de carbono
para o mesmo fungo, foi obtido uma producdo maxima de lacase no décimo quarto
dia de atividade.

PAPPINUTI et al. (2001) observaram aumento da atividade de lacase para
Fomes sclerodermeus até o décimo oitavo dia de crescimento desse fungo. O
aumento da atividade de lacase em Fomes sclerodermus durante o metabolismo
primario evidenciou que essas enzimas ndo sdo metabdlitos secundarios, mas
parecem ser dependentes do crescimento fungico (PAPPINUTI et al. (2001).
RODRIGUEZ et al. (2004) descreveram que, em contraste com Phanerochaete
crysosporium, quatro espécies do género Pleurotus (P. eryngii, P. ostreatus, P.
pulmonaris e P. sajor-caju) expressaram o sistema ligninolitico durante a fase de
crescimento primario, e ainda a producgéo de enzimas ligninoliticas nao foi inibida por
altas concentracdes de nitrogénio. Ceriporiopsis subvermispora e Lentinus trigrinus
também produziram lacase e MnP durante todo o periodo de cultivo (LOBOS et al.
1994; LECHENER & PAPPINUTI, 2006). No meio com glicose como principal fonte
de carbono, a producdo de lacase por Pycnoporus sanguineus e Trametes sp
somente comecou quando a glicose foi consumida do meio de cultura, uma
caracteristica também demonstrada por Galhaup et al. (2002), para o fungo
Trametes pubescens. Galhaup et al. (2002b), mostrou que em T. pubescens quando
a glicose estd presente acima de certas concentracdes, a sintese de lacase é
inibida. A inibicdo da glicose em fungos e leveduras é grandemente conhecida e
acredita-se que a glicose pode inibir ou induzir os genes de producdo enzimatica
(RONNE, 1995).

Foi demonstrado em Trametes versicolor que ocorreu uma producao
significativa de lacase a partir do quarto dia de cultivo, com atividades variando entre
100 e 500 U/L. A sua producéo foi fortemente dependente da concentracao inicial de
glicose do meio de cultivo. As maiores atividades de lacase (entre 600 e 650 U/L)
foram obtidas a partir do sétimo dia de atividade, quando a glicose nao estava
presente no meio de cultura, ou seja, em condicbes de limitagdo por carbono
(TAVARES, 2006).

Outro fator importante é a agitacdo ou ndo do meio durante a producédo da

enzima. Enquanto que para Phlebia radiata a agitacdo reprimiu a producdo de
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lacase (NIKU-PAAVOLA et al.,, 1990), para P. sanguineus CY788 os melhores
resultados foram obtidos com agitacdo (POINTING et al., 2000). O presente estudo
com os fungos testados foi realizado em meio liqguido somente sob agitacao.

TERRON et al., (2004) observaram aumento da producdo de lacase por
Trametes sp. 1-62 com a adi¢céo de diversos compostos fendlicos (acido p-cumaérico,
acido ferrdlico, guaiacol, siringol, p-metoxifenol, pirocatecol, &cido 3,5-
dihidroxibenzdico e siringaldazina). Os resultados deste estudo demonstraram que
estes compostos aromaticos parecem ter efeitos diferentes tanto na atividade de
lacase quanto na expressdo de genes desta enzima por Trametes sp. Muitos
isbmeros de xilidinas (dimetilanilinas, utilizadas como corantes na industria) e
pentaclorofenol atuam como indutores de lacases (LUTAREK et al., 1997; JUNG et
al., 2002; KOLLMANN et al., 2005).

No caso dos fungos em estudo, observou-se uma expressiva inducdo da
seringaldazina, constituindo-se como um elemento vital na atividade enzimatica de
lacase. Posteriormente, apos a reducao de seringaldazina como elemento indutor do
meio de cultura, ocorreu uma acentuada reducdo na producdo de lacase,
demonstrando que uma quantidade maior de seringaldazina exerce uma relacéo
linear e positiva na producdo daquela enzima.

No presente estudo, os maiores picos de atividade enzimatica de lacase
foram obtidos em menos tempo (dias) em relacdo aos resultados observados por
Ferreira (2003) trabalhando com os mesmos fungos, mesmo quando a dosagem de
seringaldazina estava baixa, e a produgdo média de lacase obteve resultados
maiores, utilizando dextrose como fonte de carbono.

Estudos mostram que a atividade enzimética de lacase est4 na dependéncia
tanto da fonte de carbono quanto na fonte de nitrogénio e a sua producédo também
pode ser estimulada pela adicdo de Cu (Il) em concentracdo milimolar ao meio de
cultura em presenca de glicose (GALHAUP et al., 2002).

A instabilidade das enzimas ligninoliticas pode ser atribuida a varios fatores
tais como desnaturacdo por valores muito baixos de pH (BONOMO et al., 2001;
KEUM & Li, 2004), degradacé&o por proteases (STASZCZAK et al., 2000; PALMIERI
et al.,, 2000), desnaturacdo irreversivel pela exposi¢cdo prolongada a radicais

produzidos pelas enzimas (LI et al., 1999) e inativagdo por substancias humicas e
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fulvicas formadas durante a degradacao de substratos ligninoceluldsicos (AHN et al.,
2002; KEUM & LI, 2004).

7. CONCLUSAO

Em relac&o aos resultados obtidos, conclui-se que:

o Os fungos FSF7, FSF11 e Pycnoporus sanguineus em meio BDA na

presenca
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de biotina, apresentaram um crescimento micelial mais rapido e maior quando

comparado ao crescimento destes sem biotina (contrdle).

o A maior média de crescimento micelial foi obtida quando se utilizou a
concentra

¢céo 120 mcg de biotina para o fungo Pycnoporus sanguineus.

o O fungo FSF7 obteve a maior média de crescimento micelial de
todas as concen

trac6es em relacdo aos demais fungos estudados e o FSF11 a menor média.

o A producdo enzimética de lacase aumentou significativamente
guando se utilizou uma concentragdo maior de seringaldazina.

o A concentracdo 5:3 (glicose/ extrato de levedura) para o fungo
Pycnoporus
sanguineus apresentou a maior média de atividade enziméatica de lacase em

relacdo as demais concentragdes.

8. PERSPECTIVAS
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% Realizar ensaios in vitro de limpezas de materiais domésticos pelas lacases
de

fungos amazénicos;

« Expedir laudos periciais na distingdo entre drogas, através de biossensores

de lacase;

% Tratamento limpo de efluentes da industria quimica e farmacéutica, isto &,
sem

a producdo de radicais toxicos reativos no meio ambiente;

+ Escolha de indutores que aumente a producgéo de lacase em escala industrial;
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10. ANEXOS : Fotos da Cultura de Fungos (P. sanguineus, FSF7 (Trametes sp,
FSF11 (Trametes sp) em Placas de Petri, com diferentes concentracdes de

biotina
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ANEXO: Crescimento micelial de Pycnoporus sanguineus, FSF7 (Trametes sp) e
FSF11 (Trametes sp) em diferentes concentracdes de biotina.

Pycnoporus sanguineus com 120 mcg Trametes sp (FSF7) com 90 mcg de
de biotina biotina

Trametes sp (FSF11) com 120 mcg de Pycnoporus sanguineus com 30 mcg

biotina de biotina
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