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RESUMO

Os fungos possuem papel vital nos sistemas priméarios de producdo e para manter a diversidade
fangica nos ecossistemas é muito importante entender os mecanismos determinantes da biologia
e ecologia das monoculturas e das interacdes fungicas. O uso destes microrganismos na area
industrial e biotecnoldgica pode ser atraveés de sua biomassa micelial ou entdo de suas
macromoléculas isoladas. Basidiomicetos sdo produtores de lacases que possuem um enorme
potencial de aplicacdo na industria devido a grande diversidade de substratos que podem oxidar,
assim como a sua utilizacdo na hidrdlise de subprodutos lignocelulésicos em processos
fermentativos, na producdo de biocombustivel e entre outras aplicaces. Neste trabalho, estudou-
se a influéncia das variaveis fisicas no crescimento do micélio, producdo da lacase e biomassa
micelial dos fungos Hexagonia glabra (UEA201), Pycnoporus sanguineus (UEA209), Trametes
lactinea (UEA202) e de sua interacdo, preservados na colecdo da Universidade do Estado do
Amazonas, bem como avaliar a capacidade desses fungos em biodegradar os hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos presentes no diesel. Utilizaram-se os meios de cultura BDA e BD a
temperatura de 28 °C em pH 5. Foram observadas varia¢bes no crescimento do micélio e na
producdo da biomassa nos diferentes regimes de luminosidade testados, sendo que, para todos 0s
isolados, o regime de claro continuo induziu um maior crescimento micelial e uma maior
producdo de biomassa fungica, em um menor periodo de tempo. Os resultados das analises
morfoldgicas das interacBes fangicas, mostram que o crescimento do T. lactinea foi inibido pelo
crescimento do H. glabra, entretanto, os mesmos crescem sobre o fungo P. sanguineus,
ocorrendo a formacdo da zona de sobreposicdo, Constatou-se também que ndo houve diferencas
morfoldgicas nos diferentes regimes de luminosidade. Foram observadas varia¢cGes na producao
da lacase em todas as temperaturas e regimes de tempo em vinte e dois dias de coleta,
evidenciando que todos os basidiomicetos produziram enzima lacase em todas as temperaturas e
fotoperiodos utilizados. Em todos os regimes de luminosidade a temperatura de 30 °C com
incubacdo por 60 minutos proporcionou maior producdo de lacase e independente das
temperaturas utilizadas, o regime de luz continuo, apresentou melhor producdo enzimatica com
todos os fungos testados. Os experimentos com o indicador redox mostraram que apenas o fungo
H. glabra e o consorcio, foram capazes de biodegradar o diesel em até 48 horas.

Palavras chave: lacase, enzima, temperatura, fotoperiodo, cultura mistas.



ABSTRACT

Fungi have vital role in primary production systems and to maintain fungal diversity in
ecosystems is very important to understand the mechanisms of biology and ecology of
monocultures and fungal interactions. The use of these microorganisms in industrial and
biotechnological area may occur by its mycelial biomass or even by isolated macromolecules.
Basidiomycete are laccases producers that have a large potential application in the industry due
to the wide range of substrates that can oxidize, as well their use in the hydrolysis of
lignocellulose-products in fermentation processes, biofuel production, among other applications.
In this work, was studied the influence of physical variables in the growth of mycelium, Laccase
production and mycelial biomass of the following fungi Hexagonia glabra (UEAZ201),
Pycnoporus sanguineus (UEA209), Trametes lactinea (UEA202) and their interaction, preserved
in the collection of University of the State of Amazonas, and evaluate the ability of these fungi to
biodegrade polycyclic aromatic hydrocarbons present in diesel. BDA and BD microbiological
growth media were used at 28 °C at pH 5. Changes were observed in mycelial growth and
biomass production in different light regimes tested, and, for all the isolates, continuous light
induced a higher mycelial growth and increased production of fungal biomass in a shorter period
of time. The results of the morphological analysis of fungal interactions, showed that the growth
of T. lactinea was inhibited by H. glabra growth, however, they grow on the fungus P.
sanguineus, formating the overlap zone. It was also found that there was no morphological
differences in the different light regimes. Changes were observed in laccase production in all
temperatures and weather regimes in twenty-two days of collection, showing that all
basidiomycetous produced laccase enzyme in all temperatures and photoperiods used. In all
brightness schemes temperature of 30 °C with incubation for 60 minutes gave highest yield of
laccase and beside the temperatures used, the system of continuous light, showed better enzyme
production with all fungi tested. Experiments with redox indicator showed that only the fungus
H. glabra and the consortium were able to biodegrade the diesel within 48 hours.

Keywords: laccase, enzyme, temperature, photoperiod, mixed culture.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um dos paises mais ricos do mundo em megadiversidade, devido a sua
extensdo e a sua heterogeneidade de ecossistemas. Dentre 0s organismos mais conhecidos estéo
as plantas, os animais e uma grande variedade de microrganismos.

O Brasil detém cerca de 20% da biodiversidade mundial sendo a maior parte desta
biodiversidade concentrada na regido Amazénica. Esta abriga diversas formas de vida com
grandes potenciais biotecnoldgicos, além de inUmeras outras ndo catalogadas ou mesmo
desconhecidas pela ciéncia (MARTINS DA SILVA, 2010).

Na regido Amazonica o clima guente e Umido é favoravel ao desenvolvimento de
microrganismos, especialmente os fungos que se reproduzem com grande eficiéncia neste
habitat, podendo assim, ser constatado pela diversidade de espécies encontradas nesta regido. A
Amazonia abriga espécies desconhecidas de fungos, algumas das quais podem ter importantes
aplicac@es biotecnoldgicas a serem aplicados de forma benéfica ao homem (MACIEL, 2011).

Fungos sdo organismos surpreendentes e imprescindiveis para o funcionamento dos
ecossistemas terrestres, sendo responsaveis pela decomposicdo de matéria organica e pela
ciclagem de nutrientes em florestas do mundo todo (BRAGA-NETO, 2012).

Os fungos tém sido bastante usados como produtores de diferentes substancias de
interesse econdmico, tais como: enzimas, antibidticos, vitaminas, aminoacidos e esterdides
(ESPOSITO e AZEVEDO, 2004). Sdo também utilizados na biorremediacdo, biopolpacao,
controle biologico de pragas, além de serem utilizados na alimentacdo humana, devido a sua
grande quantidade de proteina.

Os efeitos produzidos pelas interagcbes mistas de fungos basidiomicetos apresentam
também uma importancia fundamental na constatacdo experimental de que estas inter-atuacGes
podem levar a um aumento significativo da degradacdo da lignina e de compostos xenobidticos
(BALDRIAN, 2004; CHI et al., 2007; SILVA et al., 2008).

Tendo em vista a crescente demanda mundial por enzimas industriais e terapéuticas, 0s

fungos tém despertado a atencéo de vérias inddstrias biotecnoldgicas ligadas a diversos setores
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da economia, pelo fato, de que as enzimas industriais sdo na sua maior parte, obtidas a partir de
microrganismos (OLEMPSKA-BEER et al., 2006).

Entretanto, o estudo sobre as enzimas ligninoliticas secretadas pelos fungos
basidiomicetos, se faz necesséria para a determinacdo das caracteristicas da colonizagdo da
madeira, bem como na resolucdo dos aspectos fisicos necessarios a producdo metabdlica
envolvida na sua degradacdo, como: producdo de massa micelial, temperatura, luminosidade, etc.

Com os estudos voltados para as enzimas de interesse comerciais, surge o interesse no
uso de lacases. Dentre suas varias aplicacbes podemos destacar: tinturas capilares oxidativas,
descoloracdo de corantes téxteis, descoloracdo de polpa em inddstrias de papeis e celulose, no
processamento de alimentos e bebidas, remocdo de compostos fendlicos de vinhos, analises de
drogas e producéo de etanol (MACIEL et al., 2010; MAYER e STAPLES, 2002).

Nos processos biotecnoldgicos os fungos possuem muitas utilidades aplicadas e muitas
outras a serem descobertas, necessitando assim de mais estudos que vinculem o potencial
biotecnoldgico dos fungos as necessidades encontradas atualmente, como o grande problema da
poluicdo dos rios e dos solos, doencas e entre outros.

Sendo assim, é necessaria a avaliacdo de variaveis fisicas, tais como a luminosidade e
temperatura, no crescimento micelial, na producdo da biomassa e na atividade enzimatica dos

fungos: Hexagonia glabra, Pycnoporus sanguineus e Trametes lactinea e de sua interacao.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DIVERSIDADE E IMPORTANCIA ECOLOGICA DOS FUNGOS

E estimada a existéncia de pelo menos um milhdo e quinhentas mil espécies de tungos
espalhadas pelo mundo. Desse total estimado apenas cerca de 80.000 espécies foram descritas,
ou seja, pelo menos 5% das possivelmente existentes (ARAUJO, 2007).

Estes organismos sdo amplamente distribuidos na natureza, podendo ser encontrados na
agua, no ar atmosférico, no solo, sobre animais e vegetais vivos parasitando-o0s, na matéria
organica em decomposicdo, nos produtos alimenticios e produtos industriais (ESPOSITO e
AZEVEDO, 2004).

Os fungos s@o conhecidos como bolores, mofos ou cogumelos comestiveis ou alucindgenos.
Sdo tratados de forma pejorativa, como venenosos ou comidas exdticas. Além disso, estes
microrganismos sao mais lembrados por seus efeitos prejudiciais, como as doengas que causam
nos homens e inimeros materiais que degradam, do que pelos beneficios produzidos por eles.
Este grupo de organismos é muito amplo, mesmo havendo espécies prejudiciais ao homem, a
grande maioria deles é benéfica e é responsavel pela sobrevivéncia de outros seres Vvivos,
incluindo a espécie humana (ESPOSITO e AZEVEDO, 2004).

Cada fungo responde com seu préprio comportamento ao ambiente e é este comportamento
que lhe prové uma seletiva e competitiva vantagem em seu nicho ecoldgico. O fungo modifica o
préprio ambiente como uma consequéncia de suas atividades de crescimento e, em alguns casos,
para melhorar suas vantagens competitivas contra outros microrganismos (MORAES, 2001).

O crescimento de fungos, de modo geral, pode ser avaliado pelo aumento da massa celular
ou pelo nimero de células, e é resultado de uma série de eventos altamente coordenados e
enzimaticamente catalisados. A expressdo maxima do crescimento flngico é dependente do
transporte dos nutrientes necessarios, fontes de carbono, nitrogénio, vitaminas e sais minerais,
que se transferem para célula e de parametros ambientais, como temperatura, luminosidade e pH,
que devem ser mantidos no valor 6timo (GIMENES, 2010).

A producdo de importantes &cidos organicos, farmacos, enzimas, bebidas fermentadas, como

0 vinho e a cerveja, fermentacdo de queijos e outros alimentos, controle bioldgico de pragas em
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plantas e producdo de etanol séo efetuadas por fungos que contribuem assim significativamente
na biotecnologia e em diversos setores industriais (ESPOSITO e AZEVEDO, 2004).

Ecologicamente podem ser considerados os “lixeiros” do mundo, por degradarem todo
tipo de restos organicos, transformando-os em elementos assimildveis pelas plantas (PUTZKE e
PUTZKE, 2004), deste modo a atividade fungica é amplamente responsavel pela fertilidade do
solo. A producdo de biomassa em um ecossistema florestal €, em grande parte controlada por
fungos degradadores de madeira, esses seres determinam as taxas de nutrientes liberados no
ecossistema (CHO et al., 2009).

2.1.1 AplicacGes biotecnologicas

Os fungos causam imensos prejuizos econdmicos. Suas atividades prejudiciais como
saprofitas incluem os danos a madeira, combustivel, alimentos e produtos manufaturados. Como
parasitas causam perdas de safras, doencas em seres humanos e animais domésticos. Porém as
atividades benéficas de leveduras e outros fungos, no entanto, também s&o de grande importancia
economica (CARLILE, 2001).

A biotecnologia € um conjunto de conhecimentos que permite a utilizacdo de agentes
bioldgicos, microbianos ou de culturas vegetais e animais, visando a obtencdo de produtos de
interesse industrial. Devido aos microrganismos apresentarem crescimento rapido, menor custo e
menor espagco para crescimento, possibilitando maior controle dos processos operacionais
(GUERRA e NODARI, 2006).

O desenvolvimento da Biotecnologia tem muita importancia, sobretudo para o ambiente,
pois ela busca alternativas no controle das atividades que causam degradacédo a natureza, visando
solucionar diversos problemas encontrados atualmente.

A vantagem de métodos biotecnoldgicos € que suas reacles sdo altamente especificas,
ndo acarretam efeitos adversos ao ambiente, sdo mais econdmicos e podem ser utilizados onde
processos quimicos sdo impraticaveis. Do ponto de vista biotecnoldgico, fungos sao
microrganismos atraentes por possuirem metabolismo dindmico e rapido, produtores de
metabolitos secundarios de interesse e sdo bons degradadores de substratos (PEREIRA et al.,
2008).
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No ambiente natural, ha interacdo entre diferentes espéecies fungicas que competem entre
si por alimento e espaco. Recentemente, tais interagdes com os fungos basidiomicetos tém
atraido a atencdo consideravel de diversos pesquisadores na sua aplicagdo pratica para o setor
biotecnoldgico e industrial.

Fungos em cultura mista apresentam diversas vantagens em relacdo as suas
monoculturas, incluindo melhoramento na produtividade de varios metabdlitos secundarios,
adaptacéo e utilizacdo do substrato (DASHTBAN et al., 2009).

A maioria dos processos biotecnoldgicos utilizando fungos baseia-se nos seus produtos
metabolicos como: fermentacdo, enzimas e polissacarideos, que podem ser utilizados na
industria alimenticia, farmacéutica e cosmética. Além dessas utilizacBes estas enzimas sao
utilizadas na biodegradacdo de compostos xenobioticos, como, por exemplo, no tratamento de
efluentes da indlstria papeleira e téxtil, e na biorremediacdo de solos, lengois freéticos e
sedimentos contaminados por compostos organicos toxicos (MACIEL et al., 2010).

Este processo biotecnolégico de remediacdo vem sendo pesquisado e testado,
principalmente, em casos de contaminagdes por hidrocarbonetos. Os sistemas mais utilizados
para a biorremediacdo sdo os fungicos, principalmente os fungos filamentosos e leveduras
(SILVA e ESPOSITO, 2004).

2.2 FUNGOS DETERIORADORES DE MADEIRA

Os fungos sdo organismos encontrados nos mais variados substratos, entre 0s quais se
destaca a madeira, interferindo em suas propriedades fisicas, quimicas e mecanicas, causando
sérios danos ao setor florestal e madeireiro (RIBEIRO E AGUIAR, 1993).

Quando atuam na deterioracdo da madeira, os fungos tém um importante papel ecologico
na ciclagem de nutrientes para o solo (OLIVEIRA et al., 1986). Isso é possivel, pois esses
organismos sdo 0s principais agentes decompositores dos componentes primarios da madeira,
que s&o a celulose, a lignina e a hemicelulose (CARVALHO et al., 2009).

A madeira sO se torna susceptivel ao ataque por fungo quando se encontra com 20% ou
mais de umidade. A madeira é degradada biologicamente porque 0s organismos reconhecem 0s

polimeros naturais da parede celular como fonte de nutricdo, e alguns destes possuem sistemas
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enzimaticos especificos capazes de metaboliza-los em unidades digeriveis (BLANCHETTE et
al., 2004).

As enzimas utilizadas para a degradacdo dos componentes da parede celular pelos fungos
degradadores de madeira podem apresentar potencial para uso industrial. Cada componente
quimico pode ser metabolizado por diferentes enzimas, sendo assim, podemos classificar a
podriddo da madeira em funcdo do tipo de componente quimico que é atacado (LIMA et al.,
2005).

Os fungos capazes de promover a degradacdo enziméatica das paredes celulares da
madeira podem ser classificados em trés grupos ecofisiologicos: os causadores de podridao
branca, os de podriddo parda e de podriddo mole (TUOMELA et al., 2000).

Os fungos basidiomicetos mais conhecidos formam estruturas de reprodugéo
macroscopicas e sdo conhecidos popularmente por cogumelos e orelhas de pau. Estdo presentes
em ambientes aquaticos e terrestres, podem ser parasitas, saprébios e micorrizicos. Sdo na sua
maioria saprofitas e participam da decomposicao de folhas, galhos e troncos, sendo encontrados
em uma grande variedade de substratos e em diferentes biomas. Sua grande importancia, em

termos ecoldgicos é o papel que desempenham na ciclagem de nutrientes (GIMENES, 2010).

2.2.1 Hexagonia glabra

2.2.2 Enquadramento taxonémico

De acordo com Gilbertson e Ryvarden (1986) o fungo Hexagonia glabra (P.Beauv)

apresenta o seguinte enquadramento taxondémico.

Reino: Fungi

Subreino: Dikaria
Divisdo: Eumycota
Filo: Basidiomycota
Classe: Basidiomycetes
Ordem: Polyporales
Familia: Polyporaceae
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Género: Hexagonia
Espécie: Hexagonia glabra

Nome Binominal: Hexagonia glabra (P.Beauv)

2.2.4.1 Basidioma do género Hexagonia

O basidioma do género Hexagonia é macroscopico, bem desenvolvido, possui superficie
abhimenial vilosa, glabra na maturidade, concentricamente zonadas. Consiste de Basididsporos
cilindricos e grandes. Os Basidiocarpos sdo anuais e perenes, fileados, sésseis, flabeliformes a
semicirculares e possuem consisténcia coridcea (GILBERTSON e RYVARDEN, 1986;
MACIEL, 2011).

2.2.4.2 Morfofisiologia

O sistema hifal trimitico e os basididsporos cilindricos sdo caracteristicas que podem ser
confundidas com os genéros Trametes e Coriolopsis. Por outro lado, possuem caracteristicas
peculiares: os poros grandes (1 por mm) e rasos, de formato hexagonal, o basidioma fino (1-3
mm de espessura), o pileo velutino e fortemente zonado concentricamente (GILBERTSON e
RYVARDEN, 1986).

2.2.4.3 Distribuicdo e Habitat

Os basidiomicetos do género Hexagonia apresentam ampla distribuicdo nos biomas
terrestres. Possuem papel fundamental na degradacéo da celulose e lignina dos materiais vegetais
lenhosos, deste modo, ajudam na ciclagem de nutrientes e na manutencdo dos ecossistemas. Seu
hébitat natural é o interior de matas.

Ha aproximadamente 136 espécies do género Hexagonia. A espécie Hexagonia glabra
apresenta distribuicdo pantropical e estd amplamente distribuida no mundo. No Brasil foi citada
para os estados do Amazonas, Maranhdo, Para, Rio de Janeiro, Rondénia, Roraima e Sdo Paulo
(GILBERTSON e RYVARDEN, 1986).
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2.2.4.4 Sinbnimos taxondmicos

- Favolus glaber (P.Beauv.) 1819
- Hexagonia glaba (P.Beauv.) 1846

- Daedalea flavida (P.Beauv.) 1946

2.2.4.5 Composic¢do quimica

O género Hexagonia produz substancias denominadas de polissacarideos que séo

encontradas amplamente nos fungos (CHEN et al. 1999).

2.2.5 Pycnoporus sanguineus

2.2.6 Enquadramento taxonémico

De acordo com Ryvarden e Johansen (1980) o fungo Pycnoporus sanguineus (L.: Fr.)

Murr. apresenta o seguinte enquadramento taxonémico:

Reino: Fungi

Divisdo: Eumycota

Filo: Basidiomycota.

Classe: Basidiomycetes

Ordem: Polyporales.

Familia: Polyporaceae.

Género: Pycnoporus

Espécie: Pycnoporus sanguineus

Nome Binomial: Pycnoporus sanguineus (L.: Fr.) Murr.
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2.2.6.1 Basidioma do género Pycnoporus

O basidioma do género Pycnoporus apresenta coloragdo vermelho-claro a vermelho-
alaranjado, glabra no centro e tomentoso na base. No genéro Pycnoporus o P. sanguineus
distingue-se das demais espécies encontradas pela sua cor avermelhada. Os basidiocarpos sao

anuais, séssil a subestipitado e possuem consisténcia coridcea (NOBLES e FREW, 1962).

2.2.6.2 Morfofisiologia

Esta espécie apresenta uma frutificacdo semi-circular e encontra-se distribuida
horizontalmente contra os caules das arvores. Sua superficie € lisa e ligeiramente marcada em
zonas concéntricas por sua coloragdo com dimensdes que variam de 2,0 x 7,0 x 1,5-4,5 cm
(LEPP, 2011).

2.2.6.3 Distribuicdo e Habitat

Evidéncias genéticas e morfoldgicas indicam a presenca de trés espécies para 0 género
Pycnoporus: P. cinnabarinus (Jacq. Ex Fr.) Karst., que ocorre em regifes de clima temperado no
hemisfério Norte; P.coccineus (Fr.) Bond e Sing., que ocorre em regides de clima temperado do
hemisfério sul e em paises vizinhos & india e oceano pacifico; e P.sanguineus (L. Ex Fr.) Murr.,
que caracteriza-se por ser um cogumelo de ocorréncia ampla, sendo facilmente encontrado em
regides tropicais e subtropicais dos hemisférios Norte e Sul (NOBLES e FREW, 1962).

Pycnoporus sanguineus é cosmopolita e comum no Brasil, e esta associado a clareiras em
florestas, sugerindo uma provavel adaptacdo a ambientes pouco Umidos ou com temperaturas
elevadas (RYVARDEN e JOHANSEN, 1980).

O P. sanguineus desenvolve-se especialmente em locais com agdes antropicas
destrutivas, tais como, troncos caidos ou queimados (HERRERA e ULLOA, 1998). De acordo
com Smaénia e colaboradores (1998), apesar do género Pycnoporus possuir ocorréncia
pantropical, a Unica espécie encontrada no Brasil € a de P. sanguineus. A sua distribuicdo é
relatada para Amapa, Para (SOTAO et al., 2003), Parand (RYVARDEN e MEIJER, 2002),
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Alagoas, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte (GIBERTONI et al., 2004), Rio Grande do
Sul (GROPOSO e LOGUERCIO-LEITE, 2002).

2.2.6.4 Sinbnimos taxondmicos

- Polystictus sanguineus (L.) G. Mey., 1818
- Polyporus sanguineus (L.) Fr., 1821

- Microporus sanguineus (L.) Pat., 1900

- Coriolus sanguineus (L.) G. Cunn.,1949

2.2.7 Trametes lactinea

2.2.8 Enquadramento taxonémico

De acordo com Ryvarden e Johansen (1980) o fungo Tramets lactinea (Berk) apresenta o

seguinte enquadramento taxonémico:

Reino: Fungi

Diviséo: Eumycota

Filo: Basidiomycota
Classe: Basidiomycetes
Ordem: Polyporales
Familia: Polyporaceae
Género: Trametes

Espécie: Trametes lactinea

Nome Binominal: Trametes lactinea (Berk)

2.2.8.1 Basidioma do género Trametes

O basidioma do género Trametes é caracterizado por ser anual e por ter consisténcia

flexivel. Constituem-se de pileus semicirculares, com cerca de 4 cm de comprimento e 6 cm de
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espessura. Enquanto fresco, apresenta coloracdo acinzentada e a medida que amadurece adquire
cor amarelada (RECK, 2009).

2.2.8.2 Morfofisiologia

Crescimento rapido em meio de cultura (5,5 cm em uma semana). Pileus com 7,5 cm no
raio, séssil, algumas vezes com a base discoide. Esporos medindo (5,5-6,6 x 2,5-3 um), branco,
elipsoide para subcilindrico. E constituido por hifas trimiticas (RYVARDEN e JOHANSEN,
1980).

2.2.8.3 Distribuicdo e Habitat

A distribuicdo do Trametes lactinea € pantropical. Segundo Ryvarden e Johansen (1980)

T. lactinea é uma espécie rara, e é conhecida no Sul da Africa, Australia e Filipinas.

2.2.8.4 Sinbnimos taxondmicos

- Polyporus lactineus (Berk) 1843
- Coriolus lactineus (Berk) 1843
- Trametes levis (Berk) 1847

- Trametes lamaoensis (Murrill) 1907

2.3 ENZIMAS

A palavra enzima, do grego énzymo (em: na; zymos: levedura) foi sugerida por Kunhe
em 1878, no seu primeiro trabalho, como nome genérico para “fermentos” que atuavam na
auséncia de organismos ou fora deles (BON et al., 2008).

Segundo Forgiarini (2006) as enzimas podem ser classificadas de acordo com varios
critérios. O mais importante foi estabelecido pela Unido Internacional de Bioguimica e Biologia

Molecular (IUBMB), que estabelece 6 classes (Tabela 1).



Tabela 1: Classificacdo enzimatica.
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Classe

Descricao

Sub-classe

Oxidorredutases

Catalisam reacdes de transferéncia de
elétrons, ou seja: reacGes de oxi-
reducdo.

desidrogenases,
redutases e oxidases

Catalisam reacgdes de transferéncia de

quinases e

Transferases grupamentos funcionais como grupos .
: ; : transaminases
amina, fosfato, acil e carboxil.
. Catalisam reacgdes de hidrolise de .
Hidrolases N reag Peptidases
ligagcéo covalente.
Catalisam a quebra de ligagdes .
. quebrs gago dehidratases e as
Liases covalentes e a remogéo de moléculas .
. o . ~ descarboxilases
de a4gua, amonia e gas carbonico.
Catalisam reac6es de interconversao
Isomerases entre isdmeros Opticos ou Epimerases
geométricos.
Catalisam reagdes de formacéo de
. novas moléculas a partir da ligacao .
Ligases P gag Sintetases

entre duas ja existentes, sempre as
custas da energia (ATP).

As enzimas sdo proteinas com propriedades catalisadoras sobre as reacfes que ocorrem

nos sistemas bioldgicos. Elas tém um elevado grau de especificidade sobre seus substratos

acelerando reacdes especificas sem serem alteradas ou consumidas durante o processo (MOTTA,

2009).

Segundo Lehninger (2010), a catalise enzimatica das reacdes € essencial para os sistemas

vivos. Sob condigdes bioldgicas relevantes, as reacdes ndo catalisadas tendem a ser lentas.
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As enzimas sdo usadas, em grande escala, na industria de tecidos (celulases), detergentes
(proteases e lipases), de alimentos (amilases, pectinases, proteases e celulases) e de couro
(proteases e lipases) (MOTTA, 2009).

A vantagem da utilizacdo de enzimas em muitos processos deve-se a menor producao de
subprodutos residuais, 0 que propicia a obtencéo de produtos de melhor qualidade e com menor
probabilidade de poluicdo do meio ambiente. Qutras vantagens da aplicacdo de enzimas estdo
relacionadas com o custo de producdo relativamente baixo, susceptibilidade de producdo em
larga escala em fermentadores industriais, espectro amplo de caracteristicas fisico-quimicas de
diferentes enzimas (geralmente relacionadas ao habitat e fisiologia do microrganismo produtor),
susceptibilidade de manipulacdo genética e por representarem um recurso natural renovavel
(MARTINS DA SILVA, 2010).

2.3.1 Enzimas fangicas

O crescimento e as atividades metabdlicas distintas dos organismos sdo uma resposta as
condi¢cbes ambientais que os rodeiam. Os fungos, como todos 0s organismos vivos, podem
modificar seu ambiente e utilizar os compostos quimicos presentes no meio como fonte de
energia para seu crescimento e reproducdo (MACIEL, 2011).

A maioria dos fungos produtores de enzimas necessarias a degradacdo de materiais
lignocelulésicos (madeira, palhas, cascas, etc.) pertencem aos grupos Ascomycetes,
Deuteromycetes e Basidiomycetes. Os fungos que vivem em madeiras mortas que
preferentemente degradam um ou mais componentes da madeira, causam trés tipos de
degradacdo: marrom, branca e macia. A maioria destes é capaz de degradar lignina em alguma
extensdo, embora preferentemente ataquem a celulose na madeira (NEPOMUCENA, 2010).

Sdo trés as principais enzimas diretamente envolvidas na degradacdo da lignina por
basidiomicetos: Peroxidase dependente do manganés (MnP), Peroxidase da lignina (LiP), e
Lacases (Lac). Acredita-se ser encontrada agindo na superficie das hifas em contato com as
células de parede celular, reagindo com um grande numero de compostos fenélicos (MACIEL et
al., 2010)
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2.3.2 Lacase

A primeira descricdo da enzima lacase foi feita em 1883 por Yoshida, originada na arvore
de laca japonesa Rhus vernicifera e em 1985 foi caracterizada como uma oxidase contendo metal
(MAYER e STAPLES, 2002). A distribuicdo de lacase é bastante ampla sendo reconhecidos dois
grupos principais, as lacases extraidas de plantas superiores e as produzidas por fungos,
apresentando estes grupos claras diferencas, mas ha também relatos da presenca de lacase em
bactérias (BALDRIAN, 2006).

Devido a capacidade de catalisar a oxidacdo de fenois e outros compostos aromaticos,
lacases flungicas estdo recebendo grande atencdo em varias aplicacdes industriais como
deslignificacdo, producéo de etanol, modificacdo de fibras da madeira, clareamento de corantes,
sintese de produtos quimicos/medicinais e remediacao de solos e dguas contaminadas. Pesquisas
recentes tém sido intensas e muito tem sido elucidado sobre a diversidade de lacases e suas
utilidades (DURAN et al., 2002; MAYER e STAPLES 2002).

Lacases (E.C.1.10.3.2) sdo oxiredutases que fazem parte de um grupo de enzimas
denominadas enzimas constituidas por cobre que oxida os polifendis utilizando o oxigénio como
aceptor final de elétrons e que inclui entre outras, acido ascorbico oxidase e ceruloplasmina
(MAYER e STAPLES, 2002). As oxiredutases sao enzimas que catalisam processos de oxidacao
e reducdo, e constituem um grupo que compreende quase um quarto de todas as enzimas
conhecidas, entre as quais estdo as lacases e as peroxidases.

As lacases sdo principalmente glicoprotéinas extracelulares ligadas ao cobre bivalente, o
qual é reduzido durante a oxidacdo de fendis e subsequentemente oxidado novamente ao estagio
bivalente pelo oxigénio (KLONOWSKA et al., 2002; MAYER e STAPLES, 2002; CLAUS,
2004).

Lacases sdo proteinas globulares contendo entre 10-25% de carboidrato N-ligado e elas
podem ter estruturas monomeéricas, diméricas ou multiméricas, compreendendo subunidades de
45 a 80 kDa, dependendo da espécie e isoforma. Fungos ligninoliticos freqiientemente expressam
multiplos genes de lacase, codificando isoenzimas com alta similaridade na estrutura primaria,
mas diferentes caracteristicas fisico-quimicas (BROWN et al., 2002).

Vaérios estudos tém demonstrado a participacdo da lacase em eventos ligninoliticos

significativos que incluem a oxidacdo de unidades ndo-fendlicas da lignina, a geracdo de H,0,
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requerida tanto para as atividades peroxidases como para a formacdo de radical oxidrico (OH), e
a producéo de Mn** a partir de Mn #* presente nos lignocelulésicos (NEPOMUCENA, 2010).
N&o h& davidas que as propriedades bioquimicas e fisico-quimicas de lacase (atividade,
estabilidade, pH e temperatura 6timos, etc.) fornecem muitas informac@es iniciais importantes
para estudos béasicos e para a aplicacdo de lacases na biotecnologia (MOUGIN et al., 2003;
SHLEEYV et al., 2004). Algumas caracteristicas de lacases como, massa molecular, pH 6timo de

atividade e substrato especifico sdo extremamente diversos (MAYER e STAPLES, 2002).
2.3.3 Lacases fungicas

Lacases fungicas tém sido encontradas em diferentes géneros de ascomicetos,
Aspergillus, Neurospora e Podospora, alguns deuteromicetos, Botrytis e principalmente
basidiomicetos, Collybia, Fomes, Lentinus, Pleurotus, Trametes particularmente aqueles
associados com madeira deteriorada ou em estagio terminal de decomposi¢cdo (BALDRIAN,
2006).

Os melhores produtores de lacase sdo basidiomicetos pertencentes ao grupo dos fungos
de decomposicdo branca, eficientes degradadores de madeira (MAYER e STAPLES, 2002).

As lacases fangicas tém um enorme potencial de aplicacdo na indudstria devido a grande
diversidade de substratos que podem oxidar. Assim, pode se salientar a sua utilizacdo na
modificacdo de ligninas industriais para obtencdo de produtos de valor agregado, na industria de
polpa e de papel para reducdo do volume de produtos quimicos utilizados, nas indudstrias téxtil e
de detergente para inibicdo da transferéncia dos corantes sintéticos, e na producdo de resinas
fendlicas. A utilizacdo das lacases fungias em escala industrial ja é uma realidade (BALDRIAN,
2006).

2.4 INTERACOES FUNGICAS DE BASIDIOMICETOS
2.4.1 Caracteristicas gerais de interacdes fungicas

As interagBes fungicas sdo drasticamente dependentes das condi¢Bes ambientais, do

tamanho relativo do territdrio, da capacidade de utilizacdo dos recursos nutritivos e da habilidade
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combativa dos componentes ou constituintes envolvidos na associacdo (BODDY, 2000; WALD
et al., 2004). Segundo Boddy (2000), os resultados de interacBes fungicas com basidiomicetos
em meios de cultura e substrato natural ndo sdo necessariamente 0os mesmos, devendo-se tomar

muito cuidado ao interpretar os dados obtidos em laboratério.

2.4.2 In vitro (Em Meios de Cultura)

O teor d’agua, pH e temperatura sdo fatores importantes no desfecho de interagdes
fangicas in vitro. Espécies diferentes sdo afetadas distintamente por estes parametros fisicos,
como observou Boddy (2000). O resultado de interacdes de linhagens diferentes de uma mesma
espécie de fungo, ndo é sempre 0 mesmo contra um determinado oponente e ha também algumas
diferencas entre repicados (WALD et al., 2004).

Na literatura ha relatos de que nas culturas mistas com basidiomicetos frequentemente
ocorre a producdo de pigmentos inter e intracelulares, barreiras na zona de interacdo e mudancas
na atividade na oxidacdo fendlica (BODDY, 2000; CHI et al., 2007; HISCOX et al., 2010;
PEIRIS et al., 2008; WALD et al., 2004). Outrossim, os estudos realizados por varios
pesquisadores demonstraram que nas co-culturas com basidiomicetos ha um aumento
significativo na producdo de metabdlitos secundarios (enzimas extra-celulares, compostos
volateis, compostos anti-tumorais, metabdlitos anti-oxidantes, metabolitos anti-microbianos,
etc..) em comparacdo com as suas monoculturas (BALDRIAN, 2004; CHI etal., 2007; HISCOX
etal., 2010; PIERIS et al., 2008; WALD et al., 2004; ZHENG et al., 2011).

2.4.3 Substrato Natural

Nas interagfes fungicas com basidiomicetos, frequéntemente foram constatadas também
mudancas morfologicas (tais como a formacdo de barreiras miceliais), alteracbes metabdlicas
(principalmente compostos fendlicos), inducdo das enzimas fenoloxidases e peroxidases,
aumento na producdo de volateis e mudancas quimicas como o aumento ou reducdo no nivel de
gas carbbnico durante a evolucdo do processo de associacdo (BALDRIAN, 2004; BODDY,
2000; HYNES et al., 2007; PEIRIS et al., 2008). Estudos revelaram ainda que em substrato

natural, durante interacfes fungicas inter-especificas, pode ocorrer alteracdo na funcdo dos
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micélios, incluindo a re-alocacdo e distribuicdo de nutrientes no interior dos mesmos e no

mecanismo de respiracdo (BODDY, 2000).

2.4.4 Tipos de interagdes

De modo geral, ha dois principais tipos descritos de interacbes para 0s fungos
basidiomicetos: 1) a interferéncia ou antagonismo e 2) o sinergismo (BALDRIAN, 2004,
BODDY, 2000; CHI et al., 2007; FALCONER et al., 2008; PEIRIS et al., 2008; SILVA et al.,
2008). A interacdo do tipo interferéncia ou antagonismo é definido como o processo onde um
organismo inibe o outro. Boddy (2000) efetuou uma boa revisdo dos varios sub-tipos de
interacbes antagbnicas com basidiomicetos. Uma interacdo antagonista tipica entre
basidiomicetos comumente resulta em stress oxidativo, que consequentemente produz espécies
reativas ao oxigénio, e, que por sua vez tem funcdo importante no decaimento fungico da
madeira (HAMMEL et al., 2002).

Por outro lado, no que concerne as interacdes sinergisticas entre basidiomicetos, estas sdo
definidas como mecanismos em que as espécies atuam conjuntamente ou coordenamente de
forma benéfica para as respectivas espécies associadas na degradacdo do mesmo substrato
(BODDY, 2000). Aumento na atividade da enzima ligninolitica “lacase”, foi produzido durante
as interacOes sinergisticas entre dois basidiomicetos de espécies diferentes (BALDRIAN, 2004;
CHl et al., 2007; IAKOVLEV e STENLID, 2000). A inducdo da atividade da lacase € uma tipca
resposta de uma grande gama de basidiomicetos a interacGes inter-especificas (BALDRIAN,
2004). Dentre as enzimas ligninoliticas, a lacase é a que da a resposta mais rapida nas interac6es
fangicas. Dessa forma, por meio de interacGes sinergisticas, culturas mistas fungicas podem
levar a uma producdo enzimatica elevada, cujo resultado final dependera da combinacéo
particular das espécies envolvidas, ou do modo de interacdo entre as espécies e das condi¢des
ambientais ou nutricionais do substrato sob colonizacdo (CHI et al., 2007). Para compreensao
deste processo, deve-se encorajar 0 emprego de co-culturas de basidiomicetos para o

melhoramento da produtividade das enzimas ligninoliticas em escala comercial.
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2.5 APLICACOES BIOTECNOLOGICAS E INDUSTRIAIS DE METABOLITOS E
COMPOSTOS PRODUZIDOS NAS INTERACOES COM BASIDIOMICETOS

2.5.1 Na Industria Alimenticia

Durante as interagcdes fungicas entre basidiomicetos ocorrem frequentemente mudancas
quantitativas, as quais podem incluir aumento significativo na producdo de metabdlitos
secundarios de importancia econémica na industria alimenticia. Na co-cultura dos
basidiomicetos Stereum hirsutum e Coprinus disseminatus, por exemplo, ocorreu um aumento
substancial na producéo do &cido malico em comparacdo com as suas monoculturas (PEIRIS et
al., 2008). O &cido malico (2-hidroxibutanodidico) é um &cido organico amplamente utilizado na
industria alimenticia na composi¢cdo de geléias, marmeladas e bebidas de frutas (DEMAIN,
2000; MATTEY, 1992). Hynes e colaboradores (2007) constataram também um aumento
importante na producédo do volatil metil benzoato ou benzoato de metila, comumente empregado
como flavorizante nos alimentos (KEMPLER, 1983; LOMASCOLO et al., 1999), durante a
interacdo entre os basidiomicetos Hypholoma fasciculare e Resinicium bicolor. A producdo de
aromas e fragancias de biosintese microbiana via processos biotecnoldgicos tém grande
importancia na industria de alimentos devido ao aumento de preferéncia do consumidor por
aditivos alimentares naturais e outros compostos de origem biolégica (LOMASCOLO et al.,
1999; PANDEY et al., 2000a; 2000b; 2000c).

2.5.2 Industria de Polpa e Papel

Na fabricacdo do papel a partir da madeira é necessario a reducdo da lignina (que € um
dos principais componentes da madeira), a fim de produzir a massa do papel. Atualmente, a
despolimerizacgdo da lignina por fungos basidiomicetos de decomposi¢éo branca (biopolpagéo)
constitui uma alternativa importante nos tratamentos biotecnologicos de aplicagdo industrial e
pode ser usada como um pre-tratamento efetivo para os processos de producdo de celulose e
papel (CHI et al., 2007). A biopolpacédo é uma tecnologia cuja aplicacdo apresenta beneficios em
comparacdo aos demais tipos de pré-tratamentos, no que se refere a producdo de polpas mais

resistentes e também pela grande economia de energia ou de produtos quimicos (FERRAZ,
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2007). Contudo, nenhum experimento utilizando cultura mista de basidiomicetos de
decomposicdo branca no processo de biopolpacdo tinha sido relatado na literatura até a
publicacdo do trabalho recente de Chi e colaboradores, em (2007). Estes pesquisadores
constataram o potencial de biopolpagdo na co-cultura dos basidiomicetos Pleurotus ostreatus e
Ceriporiopsis subvermispora.

Portanto, deve ser encorajado o estudo mais profundo de interacfes fungicas com culturas
mixta de basidiomicetos, para a compreensao efetiva do processo de degradacdo da lignina, e,
outrossim, como um método de otimizacao de biopolpacédo (CHI et al., 2007).

2.5.3 Industria Textil

Na cultura mista dos basidiomicetos Stereum hirsutum e Coprinus disseminatus, o
metabolito 1,2 — dihidroxiantraquinona, composto andlogo a alizarina que é amplamente
empregado nas industrias téxteis de tinturas (COLLIN, 2001), foi produzido em maior
quantidade do que nas culturas puras ou simples destes respectivos fungos (PEIRIS et al., 2008).
O desenvolvimento de processos téxteis envolvendo tais metabdlitos resultantes de interacfes de
basidiomicetos podem ser muito promissores, visto que provavelmente serdo de remocdo facil

dos efluentes industriais, uma vez que ndo possuem origem sintética (PEIRIS et al., 2008)

2.5.4 Biorremediacéo

O homem é responsavel pela poluicdo ambiental e tem que efetuar acGes necessarias para a
recuperacdo e a preservacdao do meio que o cerca. O emprego de culturas fungicas para o
tratamento e eliminacao de poluentes é mais e mais usado (IKEHATA et al., 2004; MACIEL et
al., 2010; POINTING, 2001). Os resultados de algumas pesquisas sugerem claramente que 0s
poluentes tdxicos industriais podem ser efetivamente removidos por basidiomicetos e a toxidade
pode ser eliminada por este tratamento biologico (D’ SOUZA et al., 2006; IKEHATA et al.,
2004; LEE et al., 2005; POINTING, 2001). Atualmente, alguns estudos mostram que interacdes
de basidiomicetos de espécies diferentes podem ser utilizados como ferramentas potenciais na

biodegradacgéo de poluentes quimicos.
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Neste enfoque, Lee e colaboradores (2005) obtiveram degradacéo efetiva do bifesnol A e
reducdo de sua atividade estrogénica nos estudos de interacdo dos basidiomicetos Stereum
hirsutum e Heterobasidium insulare em meio de cultura mista. O bifesnol A (BPA: 4,4’-
dihidroxi-2,2-difenil propano) € um composto quimico usado amplamente na sintese quimica de
polimeros industriais causando sérios problemas de poluicdo ambiental, e, além disso, suspeita-
se fortemente de que é também um disruptor enddcrino (mimetizando os horménios do
organismo), muito prejudicial a saude humana (LEE et al., 2005).

A biorremediacdo empregando interacbes de basidiomicetos é uma tecnologia

promissora na restauracdo de solo contaminado com poluentes tais como o bisfenol.

2.5.5 Aplicagbes Quimicas

O crescimento na utilizacdo de enzimas hidroliticas fungicas estd muito impulsionado pela
expansdo continua destas respectivas enzimas especializadas na geracdo de produtos quimicos.
E, neste enfoque, pesquisas estdo sendo realizadas para a obtencdo e melhoramento das enzimas
hidroliticas de fungos H& um relato na literatura, no qual foi descrito que na interacdo inter-
especifca dos micélios dos basidiomicetos Hypholoma fasciculare e Phanerochaete velutina
ocorreu um grande aumento na producdo das enzimas hidroliticas: N-acetilglucosaminidase,
alfa-glucosidase e fosfomonoesterase, em comparacdo com a secrecdo das mesmas pelos fungos
isoladamente (SNAJDR et al., 2011). Estas enzimas hidroliticas estdo entre os principais alvos da
pesquisa biotecnoldgica pelo grande potencial de aplicacdo no setor de sintese organica e
inorganica de industrias quimica (BARATTO et al., 2011; GOES e RIBEIRO, 2002).

2.5.6 Aplicagbes Cosméticas

H& mais de uma déecada, formulagdes cosméticas contendo alfa-hidroxiécidos tem sido
amplamente utilizadas e constituem uma nova opc¢do terapéutica para uma variedade de
condicdes cutaneas (VAN SCOTT e YU, 1989a e b). Apesar dos inimeros beneficios dos alfa-
hidroxiacidos no setor de cosméticos, ainda hd muito poucas pesquisas na obtencdo destes

compostos produzidos pela interagéo de fungos basidiomicetos.
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Na cultura mista, por exemplo, dos basidiomicetos Stereum hirsutum e Coprinus micaceus,
foi constatado a ocorréncia de um grande aumento na producdo do alfa-hidroxiacido piruvato em
comparacdo com as suas culturas simples (PEIRIS et al., 2008). O piruvato ou &cido piravico é
utilizado frequentemente em cosméticos no tratamento de verrugas simples e em altas
concentragdes (95% a 99%) nas queratoses (NARDIN e GUTERRES,1999).

2.5.7 Aplicagbes Farmacéuticas e Médicas

Atualmente, o grande problema da saide mundial é o cancer, que ocasiona a segunda
maior causa de morte de pessoas de varias racas e idades, conduzindo a elaboracdo de diversas
técnicas e métodos para encontrar um tratamento eficaz contra esta doenca. A enorme
importancia do emprego de compostos derivados de fungos basidiomicetos na atividade
moduladora da resposta imune humana e na inibicdo de determinados tumores, tém enfocado a
pesquisa na descoberta de novos metabolitos fungicos capazes de produzir efeitos anti-tumorais
(DABA e EZERONYE, 2003). Neste contexto, o estudo realizado com a cultura mista dos
basidiomicetos Inonotus obliquus e Phellinus punctatus foi altamente eficiente no aumento da
producdo de varios metabolitos anti-tumorais e anti-oxidantes, em comparacdo com as suas
monoculturas (ZHENG et al., 2011).

O co-cultivo dos basidiomicetos Lentinus edodes e Cordyceps sinensis estimulou
significativamente a producédo de citoquinas em sistema in vitro utilizando macréfagos murinos
(KAWANISHI et al., 2010). Sabe-se que hd uma reducdo muito importante na imunidade de
pacientes com cancer e assim se faz necessario elevar as citoquinas, as quais estimulam e
regulam a resposta imunoldgica e constituem uma parte essencial da imunidade anti-tumoral
humana (NISHIMURA et al., 2000).

Ainda, no gue concerne ao cancer, o composto correlacionado de hexose ativa (AHCC) é
um extrato preparado de co-cultura de varias espécies de micélios de basidiomicetos medicinais,
incluindo o shitake (Lentinus edode), que apresenta atividade anti-tumoral (DABA e
EZERONYE, 2003). Este composto fungico demonstrou notavel inibicdo de metastases de
varios tipos de canceres humanos (DABA e EZERONYE, 2003; GAO et al., 2006; KIDD,

2005). Desta forma, a cultura mista de basidiomicetos parece ser uma estratégia efetiva no
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fornecimento de produtos naturais biologicamente ativos ou na biosintese de metabolitos

bioativos.

2.5.8 Controle Bioldgico

O uso potencial de basidiomicetos antagonistas como agentes de controle bioldgico na
protecdo contra fungos patdgenos da madeira tem sido reconhecido nestas duas ultimas décadas.
Segundo Body (2000), o exemplo mais bem sucedido deste tipo de biocontrole ocorreu na
interferéncia hifal do basidiomiceto Phlebiopsis gigantea contra o estabelecimento do
basidiomiceto Heterobasidion annosum. O emprego de bioinseticidas em substituicdo ao
quimico apresenta vantagens principalmente no que concerne aos custos financeiros e ambientais
(SILVA et al., 2008). Contudo, este tipo de controle biolégico com basidiomicetos antagonistas

permanece ainda um campo muito pouco explorado.

2.5.9 Nanotecnologia

O desenvolvimento de nanotecnologia esta emergindo nesta Gltima década e abre
inlmeras perspectivas para novos tipos de produtos de grande importancia econémica. As
interagdes com basidiomicetos na producdo de nanomateriais apresentam um grande significado
biotecnoldgico e industrial, nas suas diversas aplicacoes.

Na interacdo fungica dos dois basidiomicetos Hypholoma fasciculare e Resinicium
bicolor, por exemplo, houve um aumento substancial na producdo do metabdlito alcool benzilico
(HYNES et al., 2007), que é um composto que tem sido usado como solvente dielétrico para a
reconfiguracdo dieletroforética de nanofios (HAYNES, 2010).

2.6 HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS (HPA’s) E O MEIO AMBIENTE

O petrdleo € um recurso natural, ndo renovavel, sendo utilizado como a principal fonte
energética mundial. Nos processos que envolvem atividades com petréleo e seus derivados,
ocorrem vazamentos rotineiros ou acidentais que impactam ecossistemas, sendo necessario a

utilizacdo de medidas corretivas e de controle (BENTO, 2005).
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Em Manaus o intenso fluxo de embarcacdo e o vazamento de 6leo diesel sdo as
principais atividades antrépicas responsaveis pela introducdo de compostos quimicos do diesel
nos rios, causando a contaminacdo das aguas, sedimentos e solos na regi&o.

A composi¢do quimica do petréleo, conforme Freedman (1995) e Marques Jr. (2002), €
complexa, variavel e extremamente influenciada por condicdes fisicoquimicas, bioldgicas e
geoldgicas do ambiente de formacdo. O petrdleo natural ocorre como uma mistura de compostos
organicos, principalmente hidrocarbonetos que s&o, quantitativamente, os mais importantes
constituintes do petréleo, podendo ser divididos em trés partes: alifaticos, aliciclicos e
aromaticos.

Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos sdo representantes de uma classe de compostos
aromaticos denominados benzendides e caracterizam-se por apresentar dois ou mais anéis
benzénicos fundidos (SOLOMONS, 2012).

As propriedades quimicas dos HPA’s sdo dependentes do nimero de anéis aromaticos e
da configuracdo da molécula. Geralmente, o aumento no tamanho e na angulacdo da molécula
resulta no aumento da hidrofobicidade e estabilidade eletroquimica (OLIVEIRA, 2010).

Os HPA’s possuem carater lipofilico, hidrofébico, baixa biodegradabilidade e potencial
acumulativo. A temperatura ambiente todos os HPA’s s&o s6lidos e apresentam, comumente,
altas temperaturas de fusdo e ebulicdo (CARUSO E ALABUDA, 2008).

Podem ser encontrados em diversos compartimentos ambientais tais como atmosfera,
solo, agua, sedimento e por bioacumulacdo pode também estar incorporado aos organismos
vegetais e animais (FURLAN JUNIOR, 2006). Geralmente as concentragdes de HPA’s
encontradas no meio ambiente estdo relacionadas as atividades humanas, como combustéo
incompleta de combustiveis fdsseis, derrame de oleo, trafego de navios e efluentes industriais
(CHANG et al., 2002).

Os HPA’s sdo altamente lipossoliveis e rapidamente absorvidos pelos pulmdes,
intestinos e pele de homens e animais. A partir do momento que sdo absorvidos pelas células, os
HPA’s s@o metabolicamente ativados tornando-se reativos a grupos nucleofilicos presentes em
macromoléculas celulares (MEIRE, 2007).

Os efeitos biologicos dos HPA podem ser a mutagenicidade, carcinogenicidade e
teratogecinidade. Esses efeitos nos organismos sdo inversamente proporcionais a massa molar do

composto, assim quanto menor a massa molar do HPA, 2 a 3 anéis aromaticos, prevalece carater
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toxico, enquanto HPA que apresentam de 4 a 6 anéis aromaticos apresenta alto potencial de
mutagenicidade (NASCIMENTO et al., 2007).

Esse grupo de compostos constitui uma potencial ameaca para a salde de toda a
populagdo. Consumidores de alimentos defumados, fumantes, individuos em contato com
ambiente contaminado (agua e ar), e trabalhadores ocupacionais expostos de forma direta a HPA,
podem apresentar elevadas propensdes ao desenvolvimento de tumores e cancer (MEIRE et al.,
2007).

2.6.1 Biodegradacao de HPA’s

Existem algumas tecnologias que permite a recuperacdo ou remediacdo de ambientes
contaminados ou degradados. Tais tecnologias se baseiam nas propriedades quimicas de
substancias ou processos fisicos que serdo utilizados para retencéo, mobilizacdo ou destruicédo de
um determinado contaminante. Estas tecnologias podem ser aplicadas in situ, isto é, no local da
contaminacgédo, ou on/off-site, que primeiramente deve remover o material contaminado para
outro local (AMBIENTALBRASIL, 2010).

A biodegradacdo é o processo pelo qual os compostos organicos sdo degradados
biologicamente, atraves de reacbes em cadeia do tipo oxidacdo, reducdo, hidrolise,
desalogenacdo, condensacdo entre outros. Por intermédio dessas reacdes, essas substancias
perigosas podem ser mineralizadas a CO, e H,0, transformadas em outros compostos menos
toxicos ou, as vezes, com maior toxicidade do que o inicial. (ZAGATTO et al., 2006).

No meio ambiente os HPA podem sofrer transformacdes por diversos processos, como a
foto-oxidacéo, volatilizacdo e oxidagdo quimica. Porém, acredita-se, que a degradacéo realizada
por Microrganismos € um dos principais processos para remover esses compostos de sedimentos
contaminados, na realidade, ele representa uma estratégia primaria pelo qual os contaminantes
sdo eliminados do meio ambiente (OLIVEIRA, 2010; OSTBERG et al., 2007).

A biodegradacao ocorre inicialmente por catabolismo aerébico onde a microbiota nativa
encontra-se em um ambiente com oxigénio e nutrientes necessarios para poder utilizar os HPA’S
como fonte de carbono e energia, este € um processo lento que sofre influéncia de fatores
ambientais como o pH, temperatura, potencial redox, umidade e nutrientes (OLIVEIRA, 2010;
RAYMOND et al., 2001; REGINATTO et al., 2011).
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Em geral, a biodegradacédo do petrdleo e de seus derivados € um processo sequencial, em
que os n-alcanos sdo os primeiros hidrocarbonetos a serem quebrados, seguidos por iso-alcanos,
cicloalcanos, aromaticos com 1-3 anéis, poliaromaticos, asfaltenos e resinas (GREENWOOD et
al., 2008).

Os microrganismos sdo considerados biodegradadores eficientes devido a sua
abundancia, a diversidade de espécies, e sua versatilidade catabdlica e anabdlica, bem como a
sua capacidade de adaptacdo a condigdes ambientais adversas (MORAES e TORNISIELO,
2009).

Desde o inicio do século XX sdo conhecidas espécies de bactérias e fungos com
capacidade de utilizar hidrocarbonetos como fonte de carbono aerobicamente. Entretanto,
somente no fim da década de 1980, foram identificados organismos que realizam este processo
em condi¢des anaerdbias (POSSAMAI et al., 2011).

A década de 1950 pode ser considerado um marco em funcdo de muito estudos terem
sido realizados na época com a finalidade de atestar a capacidade dos microrganismos na
degradacdo de HPA, como o isolamento de pertencentes principalmente aos géneros
Pseudomonas, Aeromonas, Beijerinckia, Nocardia, Mycobacterium, Stenotrophomonas,
Paracoccus, Burkholderia, Microbacterium, Corynebacterium, Sphingomonas, Gordoniav
Flavobacterium (MUTNURI et al., 2005) e diversos fungos dos géneros Chrysosporium, |,
Phanerochaete, Fusarium, Candida, Penicillium, Cunnighamella, Pleorotus, Trametes,
Aspergillus, Bjerkandera, e etc (JACQUES et al., 2005).

Entretanto algumas caracteristicas dos fungos, como a bioatividade, de degradar
materiais diversos no ambiente, sua capacidade de crescer sob condi¢cdes ambientais de estresse,
como meios com baixos valores de pH, pobres em nutrientes e com baixa atividade de agua, o
que favorece o seu desenvolvimento diante de outros microrganismos, além de seu crescimento
morfoldgico, os tornam potencialmente melhores degradadores do que as bactérias (ATAGANA,
2006; MOLLEA et al., 2005).

Segundo Whiteley e Lee (2006) as enzimas Lacase, Lignina peroxidase e Manganés
peroxidase também sdo responsadveis pela biodegradacdo oxidativa de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos. De acordo com Majcherczyk e colaboradores (1998) a utilizacdo de

lacase pode ser estendida para a degradacdo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos, por ser
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considerada uma enzima oxidativa, produzida pelos fungos basidiomicetos, util para recuperacao

de ambientes contaminados.

2.7 CONDICOES FiSICO-QUIMICAS

2.7.1 Estabilidade térmica

As enzimas ligninoliticas tém sido amplamente utilizadas na indUstria, devido ao grande
aumento de sua aplicacdo em diversos processos. As enzimas ligninoliticas tém potencial de uso
em biocombustiveis, alimentos, bebidas, cosméticos, industrias de fabricacdo de polpa e papel,
setor téxtil, biorremediacdo, entre outros. Esse sistema enziméatico também é utilizado em
degradacdo de compostos xenobidticos, tinturas, e plasticos (MACIEL et al. 2010). Desse modo,
as industrias necessitam de cepas fungicas produtoras de enzimas termoestaveis capazes de
resistir ao processo industrial. Para responder a esta exigéncia, foi consagrado parte deste

trabalho a caracterizacdo das enzimas ligninoliticas termoestaveis.

2.7.2 Influéncia da luminosidade

A luz exerce efeito direto sobre o basidiomiceto, induzindo ou inibindo o crescimento
micelial do fungo. A literatura € muito escassa no que concerne a a¢do da luminosidade sobre a
producdo de metabdlitos secundarios como a atividade de enzimas ligninoliticas secretadas por
basidiomicetos (NOZAKI et al., 2004).
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Efeito do regime de luz no crescimento do micélio e biomassa miceliana de
basidiomicetos Amazodnicos e de sua interacao.

Souza. J. O.; Fantin, C.; Barroso, H. S.; Ribeiro, H.C. T

Programa de Pds-Graduagdo em Biotecnologia e Recursos Naturais da Amazonia, Universidade

do Estado do Amazonas, Brasil, Manaus.

Resumo

Neste trabalho, estudou-se o crescimento radial do micélio e producdo de biomassa
miceliana dos fungos Hexagonia glabra (UEA201), Pycnoporus sanguineus (UEAZ209),
Trametes lactinea (UEA202) e sua interacdo, preservados na colecdo da Universidade do Estado
do Amazonas. Utilizaram-se os meios de cultura BDA (para o crescimento) e BD (para producéo
de biomassa) a temperatura de 28 °C em pH 5. Trés diferentes regimes de luminosidade (12 h
claro/ 12 h escuro, claro continuo e escuro continuo) foram utilizados para verificar a biomassa e
o crescimento dos fungos. Foram observadas variacdes no crescimento do micélio e na producao
da biomassa nos diferentes regimes de luminosidade testados, sendo que, para todos os isolados,
o0 regime de claro continuo induziu um maior crescimento micelial e uma maior producédo de
biomassa fangica, em um menor periodo de tempo em relacdo aos demais regimes estudados.
Em todos os regimes de luminosidade, as interacbes dos trés basidiomicetos estudados
produziram menor biomassa miceliana do que estas obtidas em suas monoculturas.Os resultados
das analises morfologicas das interacGes fangicas, mostram que o crescimento do T. lactinea foi
inibido pelo crescimento do H. glabra, entretanto, os mesmos crescem sobre o fungo P.

sanguineus, ocorrendo a formagéo da zona de sobreposigéo.

Palavras-chave: biomassa fungica, crescimento micelial, fotoperiodo, cultura mista.
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1 INTRODUCAO

Os fungos basidiomicetos sdo muito importantes gracas a sua ampla utilizacdo como
produtores de diferentes substancias de interesse econdémico em varios setores industriais e
biotecnoldgicos (MACIEL et al., 2010). Estes fungos despertam grande interesse como possiveis
fontes de inumeros metabolitos secundarios bioativos, fundamentais para a exploracao
biotecnologica (MACIEL, 2011). Estudos relacionados com agentes fisicos que podem afetar o
desenvolvimento destes microrganismos sdo essenciais para uma melhor compreensao dos seus
mecanismos bioldgicos, e, dentre as varidveis fisicas mais importantes diretamente relacionada
com 0s mesmos esta a luminosidade.

A luminosidade é um dos fatores abidticos mais importantes para o desenvolvimento do
ciclo bioldgico dos fungos (LOUREIRO et al., 2002). Segundo Nozaki e colaboradores, (2004) a
luz exerce efeito direto sobre o basidiomiceto, induzindo ou inibindo o crescimento micelial.
Outrossim, a intensidade da luz é um fator que pode afetar tanto a taxa de crescimento
vegetativo, como a forma e o tamanho de uma grande maioria das espécies fungicas (SANTOS
etal., 2005; TEIXEIRA et al., 2001).

A luminosidade também é um fator de grande importancia na peroracdo de culturas
mistas de fungos in vitro (BODDY, 2000). De acordo, com Wald e colaboradores (2004) as
interacdes fungicas sdo drasticamente dependentes das condices ambientais, tais como a
luminosidade. H& relatos na literatura de que espécies diferentes de fungos sdo afetadas
distintamente por este parametro fisico (BODDY, 2000).

No ambiente natural, ha interacdo entre diferentes espécies fungicas que competem entre
si por alimento e espaco. Recentemente, tais interagbes com os fungos basidiomicetos tém
atraido a atencdo considerdvel de diversos pesquisadores na sua aplicacdo pratica para o setor
biotecnoldgico (WALD et al., 2004). InteracBes fangicas em cultura apresentam diversas
vantagens em relagéo as suas monoculturas, incluindo melhoramento na produtividade de varios
metabolitos secundarios, adaptacéo e utilizacdo do substrato (DASHTBAN et al., 2009).

Sendo assim, este trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia da presenca e auséncia
de luminosidade, durante o periodo de cultivo in vitro de Hexagonia glabra, Pycnoporus
sanguineus, Trametes lactinea e de sua interacdo para se obter maior velocidade de crescimento

do micélio e producao de biomassa.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismos

Para realizacdo do experimento foram utilizados culturas dos fungos H. glabra
(UEA201), P. sanguineus (UEA209) e T. lactinea (UEA202), preservadas na colecdo do
Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia/ Centro de Energia, Ambiente e Biodiversidade da
Universidade do Estado do Amazonas. Foi utilizado o meio Batata-dextrose-a4gar (BDA) para o
desenvolvimento e manutencédo da col6nia dos fungos.

Os experimentos foram conduzidos avaliando-se o crescimento do micélio e a biomassa
miceliana dos fungos selecionados, na temperatura de 28 °C, sob trés fotoperiodos, luz continua,
escuro continuo e regime alternado de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, iniciando-se o
experimento com periodo de 12 horas sob luz. Todos os experimentos foram conduzidos em
estufa incubadora BOD com controle de temperatura e iluminacdo fornecida por quatro lampadas
fluorescentes Philips 15 W/75 (luz do dia) (CASA et al., 2007). Em todos 0s ensaios conduzidos,
0s meios de cultura tiveram o pH ajustado para 5.0.

2.2 Crescimento do micélio

O crescimento do micélio foi quantificado em placas de Petri de vidro de 84 mm de
didmetro, contendo meio de cultura BDA, previamente esterilizadas em autoclave a 121 °C
durante 15 minutos. Os meios de cultura foram feito em triplicata utilizando discos de micélio,
com sete dias de incubacdo e 10 mm de didmetro. As placas foram incubadas conforme
respectivos tratamentos.

As avaliagdes do crescimento micelial foram realizadas com o auxilio de um paquimetro,
medindo-se o diametro da col6nia em quatro diregdes ortogonais, a cada vinte e quatro horas,
durante a incubacéo até a obtencdo do crescimento em toda a placa (DONINI et al., 2006).

Para as analises morfoldgicas das interagGes fungicas foi empregado o método de cultura
pareada em disco de Agar. Cada placa de Petri de 84 mm, contendo o meio de cultura BDA,
recebeu dois discos de micélio de 10 mm de diametro, em lados opostos da placa. As avaliacGes
morfoldgicas foram feitas a cada 12 horas, o que permitiu analisar o tipo de interagdo presente
(SILVA et al., 2008).
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2.3 Biomassa miceliana

A determinacdo da biomassa fungica foi obtida pela filtragem do meio de cultura liquido
batata-dextrose (BD) em papel filtro Watmann, transferindo-se a massa para pequenos vidros
previamente pesados (Peso inicial — Pi), depois a biomassa foi seca em neofilizador até obter
peso constante (Peso final — Pf). Através da diferenca entre Pf e Pi obteve-se a biomassa
miceliana (em gramas) para cada cultivo utilizado sob os diferentes tratamentos (BERNARDI, et

al., 2008). As avaliacdes da producdo foram realizadas no periodo de vinte e dois dias.

2.4 Andlise dos dados

Para andlise estatistica dos dados coletados foi usado o software Bioestat 5.0 para obter
os parametros descritos (média, desvio padrdo, variancia) e correlacdo entre as variaveis. Para a
interferéncia sobre a relacdo entre as varidveis a serem mensuradas foi utilizado o teste ANOVA

e para contraste das médias o Teste de Tukey.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Crescimento do micélio nos diferentes fotoperiodos

Considerando-se os periodos de luminosidade, observou-se que o crescimento do micélio
tanto de H. glabra quanto de P. sanguineus foi mais rapido sob fotoperiodo de luz continua,
sendo que as colbnias dos fungos atingiram as bordas das placas de petri 48 horas antes do
isolado T. lactinea, submetido ao mesmo regime de luminosidade (Figura 01 A).

Entretanto, os mesmos isolados que obtiveram maior crescimento do micélio em luz
continua, tiveram seu crescimento micelial semelhante nos regimes de escuro continuo e
alternado. Observou-se também que o micélio do fungo T. lactinea, cobriu completamente a
placa de Petri, apo6s 168 horas de incubacdo sob regime alternado de luz, enquanto que sob
escuro continuo foram necessarias 192 horas de incubacdo (Figura01 B e C)

Resultados semelhantes foram obtidos por Nozaki e colaboradores (2004) estudando o
efeito da temperatura e os regimes de luz sobre o crescimento do micélio e a caracterizacdo de
Diaporthe citri. Neste, observaram que na presenca de luz continua, a maioria dos isolados
apresentou maior crescimento micelial em relacdo aos demais regimes de luz.

Segundo Stolzer e Grabbe (1991), a velocidade de crescimento é fundamental na selecédo

de linhagens para o cultivo de fungos, pois nas etapas seguintes a competitividade entre
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organismos habitantes do mesmo substrato € um fator preocupante, sendo que o de maior

velocidade se estabelecera primeiro inibindo o crescimento dos demais componentes deste

ambiente.
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Figura 01- A: Crescimento do micélio em (mm) das culturas de H. glabra, P.sanguineus e T.
lactinea sob fotoperiodo de luz continua apds oito dias de incubacgédo. B: Crescimento do micélio
em (mm) das culturas de H. glabra, P.sanguineus e T. lactinea sob fotoperiodo de escuro
continuo apos oito dias de incubacdo. C: Crescimento do micélio em (mm) das culturas de H.
glabra, P.sanguineus e T. lactinea sob fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro apds

oito dias de incubacao.

De modo geral, para o crescimento do micélio, o fungo T. lactinea foi o que apresentou
crescimento do micélio mais lento em todos os regimes de luminosidade (Tabela 01).

Tabela 01 — Producdo final do crescimento micelial no periodo de 08 dias nos diferentes

regimes de luminosidade.

Crescimento do micélio

H. glabra P. sanguineus T. lactinea
Crescimento (média) 4,6667 4,6667 7,0000
Desvio Padrao 0,5774 0,5774 1,0000
Variancia 0,3333 0,3333 1,0000

Coef. Variacao % 12,37% 12,37% 14,29%
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Através da analise de variancia, observaram-se diferencas estatisticas significativas no

crescimento do micélio nos diferentes regimes de luminosidade (Tabela 02).

Tabela 02 — Andlise de variancia (ANOVA) do crescimento micelial nos diferentes

fotoperiodos.

Causas de variacao GL SQ QM F P

Tratamentos 2 10,8889 5,444

13,0000 0,0196*

Blocos 2 2,889 1,444
Total 4
* Significativo ao nivel 95% = 0,005 (p<0,05 significativo)

No teste de Tukey foi realizada a comparacdo pareada das médias (Tabela 03), onde se

evidenciou a diferenca estatistica no crescimento do micélio entre os diferentes regimes de luz.

Tabela 03 — Andlise de Tukey para o crescimento do micélio nos diferentes regimes de luz.

Claro Escuro Claro/Escuro
(®) (E) (CIE)
C **(6,92) **(5,19)
E
CIE

** Significativo ao nivel 95% = 0,05 (p<0,05 significativo)

Valores entre parénteses correspondem a diferenca entre os regimes de luz
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3.2 Observacgoes morfologicas

Verificou-se que em todos os trés regimes diferentes de luminosidade ocorreram
crescimento micelial para os trés fungos testados e para a interacdo dos mesmos. De modo geral
ndo ocorreram diferencas morfoldgicas significativas nas interagcdes fangicas.

As respostas morfoldgicas se deram depois do contato micelial entre as espécies (3 dias),
e ficaram sob observacdo durante o periodo de oito dias. Decorrido cinco dias o fungo P.
sanguineus apresentou liberacdo de pigmentos alaranjados. Conforme Peiris e colaboradores
(2008) tal coloracao pode estar associada a enzima lacase que € produzida por basidomicetos.

Constatou-se tambeém que ndo houve diferencas morfologicas das interagdes flngicas nos
diferentes regimes de luminosidade. O fungo T.lactinea e H.glabra, quando entraram em
contato, o crescimento do fungo T.lactinea foi inibido pelo crescimento micelial do
basidiomiceto H.glabra, formando uma barreira micelial. De acordo com Silva e colaboradores
(2008) essas interacdes se caracterizam por serem do tipo interferéncia ou antagonismo. Ou seja,
quando o crescimento de um fungo é inibido pelo crescimento do outro. Pode-se sugerir que
H.glabra inibiu o fungo T.lactinea, por este apresentar o crescimento micelial mais lento, em
todos os regimes de luminosidade testados (Figura 02 A, E, I).

Entretanto, quando os mesmos colocados em contato com P. sanguineus, cresciam sobre
ele, observou-se a formacdo da zona de sobreposicdo em todos os fotoperiodos (Figura 02).

Peiris e colaboradores (2008) estudando as interacdes fungicas do basidiomiceto Stereum
hirsutum em competicdo com os fungos Coprinus micaceus e Coprinus disseminatus observou
0s mesmos resultados obtidos neste trabalho com a inibicdo do crescimento de C. micaceus e C.
disseminatus e a formacéo da barreia micelial.

Outro resultado similar foi observado por Albert e colaboradores (2011) estudando as
interagbes fuangicas de diferentes basidiomicetos de podriddo branca, para producdo de

biopalpacéo, que notou o antagonismo e a zona de sobreposicao entre as diferentes espécies.
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HEXAGONIA

Figura 02 — Andlise morfoldgica das interagfes fungicas. A, B, C e D: Crescimento das culturas
de H. glabra, P.sanguineus e T. lactinea sob fotoperiodo de luz continua, E, F, G e H:
Crescimento das culturas de H. glabra, P.sanguineus e T. lactinea sob fotoperiodo de escuro
continuo, I, J, L e M: Crescimento das culturas de H. glabra, P.sanguineus e T. lactinea sob

fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro.

3.3 Producéo de biomassa miceliana
Nos experimentos realizados com os diferentes fotoperiodos houve producéo de biomassa
para todos os fungos, em todos os regimes de luminosidade testados, no periodo de vinte e dois

dias.
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Conforme apresentado na Figura 03, a maior producédo de biomassa ocorreu com o fungo
H. glabra sob fotoperiodo de luz continua e a menor producéo de biomassa se deu na interacéo

fungica no regime de escuro continuo.
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Figura 03: Producdo de biomassa miceliana (gramas), em diferentes regimes de luminosidade,

apos vinte e dois dias de incubacdo de H. glabra, P. sanguineus, T. lactinea e Interacéo.

De modo geral, para a producdo de biomassa de todos os basidiomicetos analisados, o
fotoperiodo de luz continua foi o que teve maior producdo miceliana e o fungo H. glabra foi o

que apresentou maior quantidade de biomassa (Tabela 04).

Tabela 04 — Producdo final de biomassa no periodo de 22 dias em diferentes regimes de

luminosidade.
Producéo de biomassa miceliana
H. glabra P. sanguineus T. lactinea Interacéo
Crescimento (média) 0,3747 0,3253 0,3097 0,2293
Desvio Padréo 0,1777 0,1513 0,1628 0,1084
Variancia 0,0316 0,0229 0,0265 0,0118

Coef. Variacao % 47,42% 46,50% 52,56% 47,29%
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Bernardi e colaboradores (2008), em seu trabalno com massa miceliana e crescimento
micelial para Agaricus brasiliensis, evidenciaram diferentes resultados de velocidade de
crescimento e producdo deste fungo diante de diferentes regimes de luz, resultados estes também
observados neste trabalho, mostrando que a luz foi fator importante para o desenvolvimento
miceliano.

Através da analise de varidncia, observaram-se diferencas estatisticas significativas na

producdo de biomassa nos diferentes regimes de luminosidade (Tabela 05).

Tabela 05 — Anélise de variancia (ANOVA) da biomassa produzida nos diferentes fotoperiodos.

Causas de variacao GL SQ QM F P
Tratamento 3 0,0328 0,011

79,4611 0,0002*
Blocos 2 0,179 0,089
Total 5

* Significativo ao nivel 95% = 0,005 (p<0,05 significativo)

No teste de Tukey foi realizada a comparacdo pareada das médias (Tabela 06), onde se

evidenciou a diferenca estatistica para a producéo de biomassa entre os diferentes regimes de luz.

Tabela 06 — Andlise de Tukey para producdo de biomassa miceliana.

Claro Escuro Claro/Escuro
(€) (E) (C/E)
C **(16,88) **(13,40)
E
CIE

** Significativo ao nivel 95% = 0,05 (p<0,05 significativo)

Valores entre parénteses correspondem a diferenca entre os regimes de luz
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Os resultados deste trabalho, onde se pode observar diferencas de crescimento e biomassa
miceliana, também foram observadas por Bilay e colaboradores (2000) os quais notaram que
algumas espécies de cogumelos avaliadas, apresentaram maior crescimento do micelio
dependendo da condigdo em que eram submetido. Além disso, outro fator por eles analisados foi
quanto ao pH, onde observaram que em diferentes faixas deste pardmetro ocorreram variadas
velocidades no crescimento, fato este ndo possivel de ser observado neste trabalho, pois todos 0s
meios de cultivo utilizados encontravam-se na mesma faixa de pH.

Segundo Martins da Silva (2010) A possibilidade de utilizacdo da biomassa em processos
biotecnoldgicos tais como: absorcdo de metais pesados, remocao de substancias xenobiéticas e
outros processos industriais torna o estudo de otimizacdo da producdo de biomassa de

significativa importancia.

4 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos na presente pesquisa sobre os efeitos do regime de
luminosidade no crescimento do micélio e biomassa miceliana para os trés basidiomicetos e sua
interacdo, pode-se concluir que:

e O regime de luz continuo foi favoravel tanto para o maior crescimento micelial quanto
para a maior producdo de biomassa fungica de todos os isolados, em menor periodo de tempo;

e As analises morfol6gicas mostraram que o crescimento de T. lactinea foi inibido pelo
crescimento de H. glabra, e que os mesmos crescem sobre o fungo P. sanguineu, formando a
zona de sobreposicao;

e Constatou-se também que ndo houve diferencas morfoldgicas das interacdes fangicas

nos diferentes regimes de luminosidade.
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Efeito da temperatura e de regime de luz na atividade enzimatica da lacase de
basidiomicetos da Amazonia.

Souza. J. O.; Fantin, C.; Barroso, H. S.; Ribeiro, H.C. T

Programa de Pds-Graduagdo em Biotecnologia e Recursos Naturais da Amazonia, Universidade

do Estado do Amazonas, Brasil, Manaus.

Resumo

Basidiomicetos sdo produtores de lacases que possuem um enorme potencial de aplicacao
na industria devido a grande diversidade de substratos que podem oxidar, assim como a sua
utilizacdo na hidrolise de subprodutos lignocelulésicos em processos fermentativos, na producao
de biocombustivel, na alimentacdo de ruminantes e entre outras aplicacdes. Avaliou-se o efeito
da temperatura e dos diferentes regimes de luminosidade na producdo de lacase dos fungos
Hexagonia glabra (UEA201), Pycnoporus sanguineus (UEA209), Trametes lactinea (UEA202)
e de sua interacdo, preservados na colecdo da Universidade do Estado do Amazonas. Utilizou-se
0 meio de cultura (BD) em pH 5 com diferentes temperaturas (30°C, 60°C e 90°C) por um
periodo de tempo de 30, 60 e 90 minutos de exposi¢do para cada uma das temperaturas. Também
foram utilizadas trés diferentes regimes de luminosidade (12 h claro/ 12 h escuro, claro continuo
e escuro continuo). Foram observadas variacGes na producdo da lacase em todas as temperaturas
e regimes de tempo em vinte e dois dias de coleta, evidenciando que todos os basidiomicetos
produziram enzima lacase em todas as temperaturas e fotoperiodos utilizados. Em todos os
regimes de luminosidade a temperatura de 30 °C com incubagdo por 60 minutos proporcionou
maior producdo de lacase e independente das temperaturas utilizadas, o regime de luz continuo,

apresentou melhor producdo enzimatica com todos os fungos testados.

Palavras-chave: lacase, enzima, temperatura, fotoperiodo, cultura mistas.
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1 INTRODUCAO

Lacases (E.C.1.10.3.2) sdo oxiredutases que fazem parte de um grupo de enzimas
denominadas enzimas constituidas por cobre que oxida os polifendis utilizando o oxigénio como
aceptor final de elétrons e que inclui entre outras, acido ascorbico oxidase e ceruloplasmina
(MAYER e STAPLES, 2002).

As lacases sdo principalmente glicoprotéinas extracelulares ligadas ao cobre bivalente, o
qual é reduzido durante a oxidacdo de fendis e subsequentemente oxidado novamente ao estagio
bivalente pelo oxigénio (KLONOWSKA et al., 2002; MAYER e STAPLES, 2002; CLAUS,
2004). Lacases fungicas tém sido encontradas em diferentes géneros de ascomicetos, alguns
deuteromicetos e principalmente basidiomicetos, sendo considerados os melhores produtores,
pertencentes ao grupo dos fungos de decomposicdo branca, eficientes degradadores de madeira
(NEPOMUCENA, 2010).

Por outro lado, no que concerne as interagdes sinergisticas entre basidiomicetos, a lacase
é a que também da a resposta mais rapida nas interacGes fungicas. Dessa forma, por meio de
interacdes sinergisticas, culturas mistas flngicas podem levar a uma producdo enzimatica
elevada, cujo resultado final dependera da combinacéo particular das espécies envolvidas, ou do
modo de interacdo entre as espécies e das condi¢des ambientais ou nutricionais do substrato sob
colonizacdo (CHI et al., 2007).

N&o ha davidas que as propriedades bioquimicas e fisico-quimicas de lacase (atividade,
estabilidade, pH e temperatura 6timos, etc.) fornecem muitas informag@es iniciais importantes
para estudos basicos e para a aplicacdo de lacases na biotecnologia (MOUGIN et al., 2003;
SHLEEV et al., 2004).

As lacases fangicas tém um enorme potencial de aplicacdo na industria devido a grande
diversidade de substratos que podem oxidar. Assim, pode se salientar a sua utilizacdo na
modificacdo de ligninas industriais para obtencdo de produtos de valor agregado, na industria de
polpa e de papel para reducdo do volume de produtos quimicos utilizados, nas inddstrias téxtil e
de detergente para inibicdo da transferéncia dos corantes sintéticos, e na produgdo de resinas
fendlicas. A utilizacdo das lacases fungias em escala industrial j& € uma realidade (BALDRIAN,
2006).

Em virtude disso, este trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia da presenca e

auséncia de luminosidade, bem como os diferentes regimes de temperatura durante o periodo de
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cultivo in vitro de Hexagonia glabra, Pycnoporus sanguineus, Trametes lactinea e a sua

interacdo para se obter maior producdo de enzima lacase.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Microrganismos

Para realizacdo do experimento foram utilizados culturas dos fungos H. glabra
(UEA201), P. sanguineus (UEA209) e T. lactinea (UEA202), preservadas na cole¢do do
Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia/ Centro de Energia, Ambiente e Biodiversidade da
Universidade do Estado do Amazonas. O meio Batata-dextrose-agar (BDA) foi utilizado para o

desenvolvimento e manutenc¢éo da col6nia dos fungos.

2.2 Meio de cultura liquido

O meio de cultura liquido utilizado foi feito a partir da Batata (Solanum tuberosum), onde
foi utilizado 200 g de matéria-prima, 1000 ml de &4gua destilada e 10 g de glicose, sendo ajustado
para pH 5 e colocados em erlenmeyer de 125 ml. Em seguida, o meio de cultura foi autoclavado
durante 15 minutos a 121 °C. Em todos os experimentos realizados neste trabalho, os meios de
culturas foram feitos em triplicata.

Os fungos foram transferidos em camara de fluxo laminar e o disco de micélio de 10 mm
de diametro, retirado da regido periférica da placa, foi colocado no erlenmeyer contendo o0 meio
de cultura liquido.

Os erlenmeyers com os inéculos do fungo foram mantidos em BOD a 28 °C em condicéo
estacionaria por 22 dias. A cada dois dias foi retirado 2 ml de caldo fungico do meios de cultura

liquido para a determinacdo da atividade enzimaética.

2.3 Ensaio enzimatico
Para determinagdo da atividade enzimatica foi utilizado o aparelho espectrofotdmetro

ultravioleta de absorbancia para leitura das amostras coletadas.
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2.3.1 Lacase

A atividade da enzima lacase foi determinada em um comprimento de onda de 525 nm. A
metodologia utilizada foi adaptada de Szklarz e colaboradores (1989) que consiste na oxidacao
do substrato enzimatico de seringaldazina para sua forma de quinona que apresenta absor¢do a
525nm (Z=6 5000 M* cm™). De acordo com a atividade enzimatica, uma unidade ativa de lacase
corresponde a quantidade de enzima necessaria para oxidar 1 umol de substrato por minuto. Para
determinacéo da atividade lacase foi utilizado: 0,5 ml de caldo de cultura filtrado; 0,3 ml tampéo
citrato fostato a pH 5; 0,1 ml de solucdo etandlica de seringaldazina (1,0 mM) e 0,1 ml de &gua

destilada.

2.4 Avaliacdo da estabilidade térmica da enzima

O estudo da estabilidade térmica foi determinado pela medida da atividade enzimatica,
apos incubacdo do extrato enzimatico a diferentes temperaturas (30°C, 60°C e 90°C) por um
periodo de tempo de 30, 60 e 90 minutos de exposicao para cada uma das temperaturas. Apos a
incubacdo a atividade da lacase foi determinada nas condi¢des pré-estabelecidas (STOILOVA et
al., 2010).

2.5 Determinacéo da influéncia da luminosidade

A producdo da enzima lacase foi avaliada sob trés fotoperiodos: luz continua, escuro
continuo e regime alternado de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, iniciando-se 0 experimento
com periodo de 12 horas sob luz. O ensaio foi conduzido em estufa incubadora BOD, com
controle de temperatura e iluminacdo fornecida por quatro lampadas fluorescentes Philips 15
WI/75 (luz do dia) (CASA et al., 2007).

2.6 Andlise dos dados

Para andlise estatistica dos dados coletados foi usado o software Bioestat 5.0 para obter
0s parametros descritos (média, desvio padréo, variancia) e correlagdo entre as variaveis. Para a
interferéncia sobre a relagéo entre as variaveis a serem mensuradas foi utilizado o teste ANOVA

e para contraste das médias o Teste de Tukey.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Producdo enzimatica de Lacase em regime de luz continua

Conforme apresentado na Tabela 01, em termos de valores absolutos a maior média de
producdo de lacase em regime de luz continua e nas diferentes temperaturas ocorreu com o fungo
H. glabra e a menor producéo se deu com o fungo P. sanguineus.

De modo geral, os fungos apresentaram percentual medio superior a 15 U/L. Observa-se
ainda que o fungo H. glabra em presenca de luz continua apresentou producdo média de lacase

de 47 U/L, destacando-se por sua fabricacdo superior aos dos demais basidiomicetos (Tabela 01).

Tabela 01: Atividade de lacase produzida pelos fungos basidomicetos durante 22 dias de

crescimento sob regime de luz continua.

Atividade enzimatica

H. glabra P. sanguineus T. lactinea Interagéo
Lacase (média U/L) 47,000 15,333 41,667 45,333
Desvio Padréo 42,6654 9,2916 44,0384 39,4335
Variancia 1820,333 86,333 1524,000 1774,333
Coef. Variagéo % 93,43% 60,60% 83,06% 107,50%

A andlise de variancia (ANOVA), mostra que existe diferenca estatistica significativa

entre as médias de producdo de lacase em fotoperiodo de luz continua (Tabela 02).

Tabela 02 — Anélise de variancia (ANOVA) da producéo de lacase em regime de luz continua.

Causas de variagao GL SQ QM F P

Tratamentos 3 1988,6667 662.889

14,0073 0,0092*

Blocos 3 8903,167  4451,583

Total 6
* Significativo ao nivel 95% = 0,005 (p<0,05 significativo)
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No teste de Tukey foi realizada a comparacédo pareada das médias (Tabela 03), onde foi
mostrada a diferenca estatistica superior entre as diferentes temperaturas (30°C, 60°C e 90°C)

em regimes de luz continua.

Tabela 03 — Anélise de Tukey para a atividade enzimatica sob o regime de luz continua.

30°C 60°C 90°C
30°C **(4,90) **(7,34)
60°C

90°C

** Significativo ao nivel 95% = 0,05 (p<0,05 significativo)

Valores entre parénteses correspondem a diferenca entre os regimes de luz

A producdo enzimatica de lacase se deu em todas as temperaturas e regimes de tempo em
vinte e dois dias de coleta sob fotoperiodo de luz continua, apresentando uma melhor producéo
na temperatura de 30 °C por 60 minutos (Figura 01) e menor producdo em 90 °C por 90 minutos
(Figura 03).

Resultados semelhantes foram obtidos por Caesar e colaboradores (2009) estudando o
efeito dos regimes de luz na producdo de lacase dos basidiomiceitos Pleurotus ostreatus e
Trametes versicolor para degradar cercosporina e reduzir a toxicidade para as células vivas.
Neste, observaram que a melhor producéo e degradacédo se deram na presenca de luz continua,
sugerindo que a lacase dos fungos basidiomecetos possui uma melhor producgédo e diminui o
efeito toxico da cecosporina para microrganismos.

Os resultados confirmaram a boa termoestabilidade da lacase em estudo, e mostraram que
até a temperatura de 90 °C durante uma hora e meia de incubacdo, esta enzima preservou sua
atividade, indicando que a mesma pode ser utilizada em posterior aplicacdo biotecnoldgica.

A termoestabilidade das enzimas é um fator muito relevante para a aplicacdo em
processos industriais. Quanto maior for a manutencdo da atividade da enzima em temperaturas

elevadas, maior a capacidade de emprego desta enzima nas industrias (KARIMA, 2008).
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Figura 01- Atividade enzimatica da lacase por (U/L) das culturas de H. glabra, P.sanguineus, T.

lactinea e interacdo sob fotoperiodo de luz continua, na temperatura de 30 °C por 30, 60 e 90

minutos respectivamente.
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Figura 02- Atividade enzimatica da lacase por (U/L) das culturas de H. glabra, P.sanguineus, T.

lactinea e interacdo sob fotoperiodo de luz continua, na temperatura de 60 °C por 30, 60 e 90

minutos respectivamente.
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Figura 03- Atividade enzimatica da lacase por (U/L) das culturas de H. glabra, P.sanguineus, T.

lactinea e interacdo sob fotoperiodo de luz continua, na temperatura de 90 °C por 30, 60 e 90

minutos respectivamente.
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3.2 Producdo enzimatica de lacase em regime de escuro continuo

De acordo com a Tabela 04, a maior producdo média de lacase em escuro continuo e nas
diferentes temperaturas se deu com a interacdo fangica dos basidiomicetos, sendo que a menor
producdo da enzima foi com o fungo P. sanguineus.

A média de producéo enzimética de lacase foi superior a 28 U/L para todos os fungos,

exceto para o fungo P. sanguineus que obteve media inferior, com uma producéo de 11 U/L.

Tabela 04: Atividade de lacase produzida pelos fungos basidomicetos durante 22 dias de

crescimento sob regime de escuro continuo.

Atividade enziméatica

H. glabra P. sanguineus T. lactinea Interacéo
Lacase (media U/L) 28,666 11,000 28,000 34,333
Desvio Padréo 36,4966 10,4403 33,6502 41,5251
Variancia 1332,333 109,000 1132,000 1724,333
Coef. Variacéo % 118,34% 94,91% 117,38% 120,95%

A andlise de variancia (ANOVA), mostra que existe diferenca estatistica significativa

entre as médias de producdo de lacase em fotoperiodo de escuro continuo (Tabela 05).

Tabela 05 — Andlise de variancia (ANOVA) da producdo de lacase em regime de escuro

continuo.
Causas de variagao GL SQ QM F P
Tratamentos 3 913,6667 304.556
19,4747 0,0031~*
Blocos 3 7448,000 3724,000
Total 6

* Significativo ao nivel 95% = 0,005 (p<0,05 significativo)
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No teste de Tukey foi realizada a comparacdo pareada das médias (Tabela 06), onde
mostrou-se a diferenca estatistica superior entre as diferentes temperaturas (30°C, 60°C e 90°C)

em regimes de escuro continuo.

Tabela 06 — Andlise de Tukey para atividade enzimatica sob o regime de escuro continuo.

30°C 60°C 90°C
30°C **(7,08) **(8,09)
60°C

90°C

** Significativo ao nivel 95% = 0,05 (p<0,05 significativo)

Valores entre parénteses correspondem a diferenca entre os regimes de luz

Foi possivel observar que a producdo enziméatica de lacase se deu em todas as
temperaturas e regimes de tempo por vinte e dois dias de coleta sob fotoperiodo de escuro
continuo, apresentando melhor producdo na temperatura de 30 °C por 60 minutos (Figura 05) e
menor producdo em 90 °C por 90 minutos (Figura 06).

Os resultados obtidos neste trabalho no que se referem a enzima lacase mostram que a
mesma apresenta uma estabilidade térmica superior aos alcancados na literatura para a lacase do
basidiomiceto Pycnoporus sanguineus CY788 estudada por Pointing e colaboradores (2000)
sendo quase totalmente inativada quando incubada por periodos relativamente curtos de tempo
em temperaturas acima de 35 °C. Quando mantida a 60 °C por um periodo de 90 minutos a
lacase obtida em nossos experimentos foi capaz ainda de conservar alguma atividade.

Por outro lado, os dados alcancados por Lomoscolo e colaboradores (2002) estdo de
acordo com os conseguidos neste trabalho no que se refere a estabilidade térmica da lacase de
basidiomicetos que manteve atividade mesmo quando submetida a temperatura de 50 °C por oito
horas. Segundo Hasper e colaboradores (2002), as diferencas no comportamento face ao
tratamento térmico sdo devido ao patriménio genético particular de cada espécie e as diferencas

na adaptacdo fisioldgica do microrganismo ao nicho ecolégico no qual ele vive.
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Figura 04- Atividade enzimatica da lacase por (U/L) das culturas de H. glabra, P.sanguineus, T.

lactinea e interacdo sob fotoperiodo de escuro continuo, na temperatura de 30 °C por 30, 60 e 90

minutos respectivamente.
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Figura 05- Atividade enzimatica da lacase por (U/L) das culturas de H. glabra, P.sanguineus, T.

lactinea e interacdo sob fotoperiodo de escuro continuo, na temperatura de 60 °C por 30, 60 e 90

minutos respectivamente.
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Figura 06 — Atividade enzimética da lacase por (U/L) das culturas de H. glabra, P.sanguineus,

T. lactinea e interagdo sob fotoperiodo de escuro continuo, na temperatura de 90 °C por 30, 60 e

90 minutos respectivamente.
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3.3 Producdo enzimatica de lacase em regime de 12 horas de claro e 12 horas de escuro

Conforme a Tabela 07, a atividade média de lacase obtida a partir do regime alternado de
12 h de luz e 12 h de escuro e nas diferentes temperaturas foi maior com a interacdo fungica dos
basidiomicetos, e a menor atividade se deu com o fungo P. sanguineus. A média de producéo de
Lacase foi superior a 30 U/L para todos os fungos, exceto para o fungo P. sanguineus que obteve

média inferior.

Tabela 07: Atividade de lacase produzida pelos fungos basidomicetos durante 22 dias de

crescimento sob regime de 12 horas de claro e 12 horas de escuro.

Atividade enzimatica

H. glabra P. sanguineus T. lactinea Interacéo
Lacase (média U/L) 36,333 11,000 35,000 39,333
Desvio Padréo 39,3107 6,2450 35,6791 44,2869
Variancia 1545,333 39,000 1273,000 1961,333
Coef. Variacéo % 111,26% 56,77% 99,11% 112,59%

A anélise de varadncia (ANOVA), mostra que ha diferenca estatistica significativa entre
as médias de producdo de lacase em fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro
(Tabela 08).

Tabela 08 — Anélise de variancia (ANOVA) da producédo de lacase em regime de 12 horas de

claro e 12 horas de escuro.

Causas de variagao GL SQ QM F P

Tratamentos 3 1535,5833 511.861

12,9853 0,0073*

Blocos 3 7828,667  3914,333

Total 6
* Significativo ao nivel 95% = 0,005 (p<0,05 significativo)
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No teste de Tukey foi realizada a comparacdo pareada das médias (Tabela 09), onde
mostrou a diferenca estatistica superior entre as diferentes temperaturas (30°C, 60°C e 90°C) em

regimes de escuro continuo.

Tabela 09 — Analise de Tukey para atividade enzimatica sob o regime de 12 horas de claro e 12

horas de escuro.

30°C 60°C 90°C
30°C **(5,35) **(6,85)
60°C
90°C

** Significativo ao nivel 95% = 0,05 (p<0,05 significativo)

Valores entre parénteses correspondem a diferenca entre os regimes de luz

Pode-se observar que a producdo de lacase se deu em todas as temperaturas e regimes de
tempo em vinte e dois dias de coleta sob fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro,
verificando-se maior producdo na temperatura de 30 °C por 60 minutos (Figura 07) e menor
producdo em 90 °C por 90 minutos (Figura 09).

Resultados semelhantes foram observados por Dantan-Gonzales e colaboradores (2008)
estudando a termotolerdncia de Pycnoporus sanguineus. Neste, observaram que o isolado
incubado na temperatura de 40 °C por cinco dias ainda apresentou atividade enzimatica.

Stoilova e colaboradores (2010) também obtiveram bons resultados para a estabilidade
térmica da enzima lacase do fungo Trametes versicolor, observando-se uma melhor producéo na
temperatura de 40 °C por 48 horas de incubacéo.

Segundo Litthauer e colaboradores (2007) a utilizacdo potencial da enzima lacase capaz
de sustentar a atividade em temperaturas elevadas durante periodos prolongados e que exibem
niveis elevados de atividade, pode ser utilizada para possiveis usos biotecnoldgicos como o

biobranqueamento e efluentes contendo contaminantes aromaticos.
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Figura 07- Atividade enzimatica da lacase por (U/L) das culturas de H. glabra, P.sanguineus, T.

lactinea e interacdo sob fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro, na temperatura de

30 °C por 30, 60 e 90 minutos respectivamente.
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Figura 08- Atividade enzimatica da lacase por (U/L) das culturas de H. glabra, P.sanguineus, T.
lactinea e interacdo sob fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro, na temperatura de
60 °C por 30, 60 e 90 minutos respectivamente.
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Figura 09- Atividade enzimatica da lacase por (U/L) das culturas de H. glabra, P.sanguineus, T.

lactinea e interacdo sob fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro, na temperatura de

90 °C por 30, 60 e 90 minutos respectivamente.
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3.4 Relacédo da atividade enzimatica em todas as temperaturas e regimes de luminosidade

O estudo da estabilidade térmica da enzima lacase produzida pelos fungos H. glabra, P.
sanguineus, T. lactinea e Interagdo fungica dos basidiomicetos foram testados em diferentes
temperaturas (30°C, 60°C e 90°C) por um periodo de tempo de 30, 60 e 90 minutos de incubacéo
em diferentes regimes de luminosidade. De acordo com Castro e Silva (1996) e Santos (2009), os
fungos amazonicos crescem melhor em meio &cido. Por este fato todos os experimentos foram
testados em pH 5,0.

Todos os basidiomicetos produziram a enzima lacase apds dois dias de crescimento e esta
continuou a ser produzida durante todo periodo testado (22 dias), em todas as temperaturas e
fotoperiodos utilizados. Nossos dados estdo de acordo com a literatura que relata que muitos
basidiomicetos produzem a lacase apds 2 ou 3 dias de crescimento e tem um tempo bastante
varidvel durante o qual a enzima continua a ser produzida (GARCIA, 2006). Pra a maioria dos
fungos e condicgdes testadas, ocorreu um decréscimo na producdo de lacase, ap6s dez dias de
cultivo.

Os resultados nos mostram que em todos os regimes de luz utilizado a temperatura de 30
°C incubada por 60 minutos foi a que proporcionou maior producdo de lacase em todos o0s
fungos testados (Figuras 01, 04 e 07).

De acordo com Vieille e Zeikus (2001), a termoestabilidade é afetada diretamente por
fatores como a presenca de certas ligacfes na estrutura secundéaria e terciaria das proteinas
enzimaticas (ligacdes de hidrogénio, ligacbes secundarias, ligacdes entre metais e pontes de
dissulfeto) permitindo consolidar a estrutura da enzima e entdo sua resisténcia ao tratamento
térmico.

Com base nos dados obtidos pode-se obervar que, independente das temperaturas
utilizadas, o regime de luz continuo foi o que apresentou melhor resultado para a producéo
enzimatica de lacase para todos os fungos utilizados (Figura 10), seguido pelo regime de 12
horas de luz e 12 horas de escuro, mostrando assim, que a luminosidade € um fator importante
para obter uma melhor producéo de lacase.

Poucos trabalhos foram realizados com o objetivo de estudar a influéncia da
luminosidade na producdo dessa enzima, assim pesquisas complementares serdo necessarias para

melhor compreensdo dessas influéncias fisicas em sua produgéo.
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Com as aplicacbes biotecnologicas requerem grande quantidade de enzima, e
normalmente lacases extracelulares sdo produzidas em pequenas quantidades (GARCIA, 2006),
faz-se necessario o estudo para melhorar a producdo desta enzima flngica, visto que a mesma

tem uma vasta aplicabilidade industrial e ambiental.
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Figura 10- Atividade enzimatica da lacase por (U/L) das culturas de H. glabra, P.sanguineus, T.
lactinea e interacdo sob os regimes de luminosidade de claro continuo, escuro continuo e 12

horas de claro e 12 horas de escuro alternadamente.

4 CONCLUSOES

e Todos os basidiomicetos produziram enzima lacase em todas as temperaturas e fotoperiodos

utilizados;

e Em todos os regimes de luminosidade a temperatura de 30 °C com incubacgdo por 60 minutos

proporcionou maior producao de lacase;

e Independente das temperaturas utilizadas, o regime de luz continuo, apresentou melhor

producdo enzimatica com todos os fungos testados.
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CAPITULO I1I

Biodegradacao de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
presentes no diesel por fungos amazonicos
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Resumo

A preocupacdo em diminuir a contaminacdo por petroleo e seus derivados tem levado ao
desenvolvimento de solucBes para a preservacdo e conservacdo dos recursos naturais. A
composicdo quimica do petrdleo é constituida principalmente por hidrocarbonetos. Os efeitos
biol6égicos dos hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPA’s) podem ser a mutagenicidade,
carcinogenicidade e teratogecinidade. No meio ambiente, os HPA’s podem sofrer transformacdes
por diversos processos, um deles é a degradacdo por Microrganismos que € um dos principais
meios para remover esses compostos de sedimentos contaminados. A capacidade dos
Microrganismos em transformar contaminantes em formas menos tdxicas é chamada de
biodegradacdo. Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial dos fungos amazdnicos em
biodegradar os HPA’s presentes no diesel. Foram utilizados os fungos Hexagonia glabra,
Pycnoporus sanguineus, Trametes lactinea e a interacdo dos respectivos basidiomicetos. O
método utilizado para a avaliacdo da biodegradabilidade foi a técnica baseada no indicador redox
2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP). Onde foi observado que apenas o H. glabra e o consorcio,
foram capazes de biodegradar o diesel em até 24 horas, mostrando assim, que podem ser
utilizados em estudos de biodegradacdo de diesel para serem utilizados em processos de
biorremediacéo da regido amazonica.

Palavras-chave: fungos, biodegradadores, diesel, 2,6-diclorofenolindol.
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1 INTRODUCAO

O petroleo € um recurso natural, ndo renovavel, sendo utilizado como a principal fonte
energética mundial. Nos processos que envolvem atividades com petréleo e seus derivados,
ocorrem vazamentos rotineiros ou acidentais que impactam ecossistemas, sendo necessario a
utilizacdo de medidas corretivas e de controle (BENTO, 2005).

Em Manaus o intenso fluxo de embarcacdo e o vazamento de 6leo diesel sdo as
principais atividades antrépicas responsaveis pela introducdo de compostos quimicos do diesel
nos rios, causando a contaminacdo das aguas, sedimentos e solos na regido.

A composi¢do quimica do petréleo, conforme Freedman (1995) e Marques Jr. (2002), é
complexa, variavel e extremamente influenciada por condicdes fisicoquimicas, bioldgicas e
geoldgicas do ambiente de formacdo. O petrdleo natural ocorre como uma mistura de compostos
organicos, principalmente hidrocarbonetos que s&o, quantitativamente, os mais importantes
constituintes do petréleo, podendo ser divididos em trés partes: alifaticos, aciclicos e aromaticos.

Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA’s) sdo representantes de uma classe de
compostos aromaticos denominados benzendides e caracterizam-se por apresentar dois ou mais
anéis benzénicos fundidos (SOLOMONS, 2012).

Os HPA’s possuem carater lipofilico, hidrofobico, baixa biodegradabilidade e potencial
acumulativo. A temperatura ambiente todos os HPA’s s&o s6lidos e apresentam, comumente,
altas temperaturas de fuséo e ebulicdo (CARUSO e ALABUDA, 2008). Os HPA’s sdo altamente
lipossollveis e rapidamente absorvidos pelos pulmdes, intestinos e pele de homens e animais
(MEIRE, 2007).

Os efeitos biologicos dos HPA’s podem ser a mutagenicidade, carcinogenicidade e
teratogenicidade. Tais efeitos no organismo sdo inversamente proporcionais a massa molar do
composto, assim quanto menor a massa molar do HPA, 2 a 3 anéis aromaticos, prevalece carater
toxico, enquanto HPA que apresentam de 4 a 6 anéis aromaticos apresenta alto potencial de
mutagenicidade (NASCIMENTO et al., 2007).

No meio ambiente os HPA’s podem sofrer transformacgdes por diversos processos, como
a foto-oxidacdo, volatilizacdo e oxidacdo quimica. Porém, acredita-se, que a degradacédo
realizada por Microrganismos € um dos principais processos para remover esses compostos de
sedimentos contaminados, na realidade, ele representa uma estratégia primaria pelo qual os
contaminantes sao eliminados do meio ambiente (OLIVEIRA, 2010; OSTBERG et al., 2007).
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A capacidade metabolica que certos organismos possuem de transformar ou mineralizar
contaminantes em formas menos toxicas, as quais passam a ser integradas aos ciclos
bioguimicos, é chamada de biodegradacdo (MIRANDA, 2008).

A biodegradacgéo ocorre inicialmente por catabolismo aerébico onde a microbiota nativa
encontra-se em um ambiente com oxigénio e nutrientes necessarios para poder utilizar os HPA’s
como fonte de carbono e energia, este € um processo lento que sofre influéncia de fatores
ambientais como o pH, temperatura, potencial redox, umidade e nutrientes (OLIVEIRA, 2010;
RAYMOND et al., 2001; REGINATTO et al., 2011).

Os microrganismos sdo considerados biodegradadores eficientes devido a sua
abundancia, a diversidade de espécies, e sua versatilidade catabdlica e anabdlica, bem como a
sua capacidade de adaptacdo a condigdes ambientais adversas (MORAES e TORNISIELO,
2009).

Algumas caracteristicas dos fungos, como a bioatividade de degradar materiais diversos
no ambiente, sua capacidade de crescer sob condi¢bes ambientais de estresse, como meios com
baixos valores de pH, pobres em nutrientes e com baixa atividade de agua, o que favorece o seu
desenvolvimento diante de outros Microrganismos, tornando-os potencialmente melhores
degradadores do que as bactérias (ATAGANA, 2006; MOLLEA et al., 2005).

A maioria dos processos biotecnoldgicos utilizando fungos baseia-se nos seus produtos
metabdlicos como: fermentacdo, enzimas e polissacarideos, que podem ser utilizados na
indlstria alimenticia, farmacéutica e cosmética. As enzimas fungicas sdo utilizadas na
biodegradacdo de compostos xenobidticos, como por exemplo, no tratamento de efluentes da
industria papeleira e téxtil, e na biorremediacdo de solos, lencdis freaticos e sedimentos
contaminados por compostos organicos toxicos (MACIEL et al., 2010). Este processo
biotecnologico de remediacdo vem sendo pesquisado e testado, principalmente, em casos de
contaminagdes por hidrocarbonetos (SILVA e ESPOSITO, 2004).

Com os estudos voltados para as enzimas comerciais, surge o interesse no uso de lacases,
pois, as lacases fungicas, produzida por fungos basidiomicetos, estdo recebendo grande atencéo
em varias aplicagfes industriais devido ter a capacidade de catalisar a oxidacdo de fendis e
outros compostos aromaticos. Os melhores produtores de lacase sdo basidiomicetos pertencentes
ao grupo dos fungos de decomposicdo branca, eficientes degradadores de madeira (MAYER e
STAPLES, 2002).
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Segundo Whiteley e Lee (2006) as enzimas Lacase, Lignina peroxidase e Manganés
peroxidase também sdo responsadveis pela biodegradacdo oxidativa de hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos. De acordo com Majcherczyk e colaboradores (1998) a utilizacdo de
lacase pode ser estendida para a degradacdo dos HPA’s, por ser considerada uma enzima
oxidativa, Util para recuperacdo de ambientes contaminados.

Alguns estudos utilizam testes preliminares para selecionar microrganismo com potencial
para degradar HPA’s. O trabalho realizado por Luz e colaboradores (2011) avaliou a capacidade
das interacGes bacterianas coletadas em uma 4&rea impactada de Porto Velho-Ro na
biodegradacdo de compostos presentes no Oleo diesel o indicador redox 2,6-diclorofenol
indofenol (DCPIP).

A técnica para a verificagdo do potencial dos Microrganismos em degradar
hidrocarbonetos foi desenvolvida por Hanson e colaboradores (1993) que utilizou o indicador
DCPIP. O principio deste teste consiste no fato que durante a oxidacdo microbiana dos
hidrocarbonetos, elétrons sdo transferidos até aceptores como gas oxigénio, nitratos e sulfatos.
Ao incorporar um aceptor de elétron como o DCPIP ao meio de cultura, é possivel averiguar a
capacidade dos Microrganismos em utilizar hidrocarbonetos como substrato pela observacdo da
mudanca de cor do DCPIP de azul (oxidado) para incolor (reduzido) (MARIANO, 2009).

Com base nas informacdes da literatura e diante de dados cientificos a respeito de
Microrganismos como potenciais agentes biodegradadores de HPA’s, é de grande importancia a
busca por fungos da regido amazénica com atividade biodegradadora, pois ndo h& dados na
literatura de trabalhos sobre o potencial de fungos nativos da regido para serem aplicados em
processos de bioremediacdo em ambientes amazonicos contaminados, utilizando o teste com
indicador DCPIP.

o OH
cl cl Cl cl
Forma oxidada ;
N NH Forma reduzida
OH OH

(Azul) (Incolor)

Figura 1: Reacéo redox do DCPIP (Fonte: biblioteca.biofisica).
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Em virtude disso, este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial da utilizacdo dos
fungos Hexagonia glabra, Pycnoporus sanguineus, Trametes lactinea e sua interacdo, na

degradagdo de HPA’s presentes no diesel.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Cultivo dos Microrganismos

Para realizacdo do experimento foram utilizados culturas dos fungos H. glabra
(UEA201), P. sanguineus (UEAZ209), T. lactinea (UEA202) e sua interacdo, preservadas na
colecdo do Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia/ Centro de Energia, Ambiente e
Biodiversidade da Universidade do Estado do Amazonas.

Os fungos utilizados neste estudo foram mantidos em meio Batata-dextrose-agar (BDA) e
incubados em B.O.D por um periodo de 7 dias a 28°C. Apds este periodo, iniciou-se os testes de

biodegradabilidade.

2.2 Estudo de biodegradacéo por 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP) I

A analise dos fungos com potencial para degradar HPA foi realizada em tubos de ensaio,
nos quais foram colocados 3 mL de meio mineral, composicdo (Tabela 01), acrescido de 0,05
g.L™* de 2,6-diclorofenol indofenol, 0,03 mL de diesel (1%) e um inéculo de 10 mm de diametro
de cada cepa fangica e da interacdo, sendo que na ultima o inoculo possui 1/3 de cada fungo. Da
mesma forma foi feito o controle do ensaio, sem adicdo da cepa fungica. Em seguida os tubos
foram vedados com tampédo de algoddo, acondicionados em agitador do tipo Shaker sob a
temperatura de 30 °C, 180 rpm, e observados a cada 24 horas, até 72 horas a mudanca de cor do

indicador de azul para incolor. As analises foram feitas em triplicata.

2.2 Estudo de biodegradacéo por 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP) 11

A analise dos fungos com potencial para degradar HPA foi realizada em tubos de ensaio,
nos quais foram colocados 3 mL de meio mineral, composicdo (Tabela 01), acrescido de 0,05
g.L™* de 2,6-diclorofenol indofenol, 0,100 mL de diesel (3%) e um inéculo de 10 mm de

didmetro do fungo H. glabra e da interacdo, sendo que na Gltima o inoculo possui 1/3 de cada
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fungo. Foi feito da mesma forma o controle do ensaio, sem a adi¢cdo do fungo. Em seguida os
tubos foram vedados com tampéo de algodao, acondicionados em agitador do tipo Shaker sob a
temperatura de 30 °C, 180 rpm, e observados de hora em hora até 24 horas para verificar a
descoloragdo do DCPIP. As andlises foram feitas em triplicata.

Tabela 01. Composi¢do do meio mineral

Reagentes Concentragéo
KH,PO, 1,0gL?
K,HPO, 1,0 gL?
NH,H,SO, 1,0 gLt

MgS0,.7H,0 020 gL*
FeCl,.4H,0 0,050 g-L*

CaCl,.2H,0 0,020 gL

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De forma geral, os trés fungos analisados, H. glabra, P. sanguineus e T. lactinea,
apresentaram resposta positiva ao teste com o DCPIP, indicando habilidade em degradar
hidrocarbonetos existentes no 6leo diesel. Dentre estes, o fungo H. glabra apresentou resposta
em 24 horas e 0 P. sanguineus e T. lactinea apresentaram somente apds 48 horas. A interacéo
dos trés fungos também apresentou resultado positivo até 24 horas.

Na Tabela 2, pode-se visualizar o tempo de resposta dos fungos ao teste da
biodegradacao por DCPIP.



Tabela 02. Tempo de resposta dos fungos e interacdo ao teste da biodegradacao por DCPIP.

Espécie Tempo de resposta ao teste
de DCPIP(h)
Hexagonia glabra 24 h
Pycnoporus sanguineus 72 h
Trametes lactinea >72 h
Interacdo 24 h
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Os resultados podem ser visualizados nas figuras 02 a 05, onde a figura 02 e 05 mostram

os resultados de H. glabra e da interacdo na descoloragdo do meio em até 24 horas. E as figuras

3 e 4 mostram a descoloracéo realizada por P. sanguineus e T. lactinea que ocorreu apenas apos
48 horas.

24 horas 48 horas

Figura 02: Descoloracdo do DCPIP em 24 horas pelo fungo Hexagonia glabra.
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24 horas 48 horas

Figura 03: Descoloracdo do DCPIP em mais de 24 horas pelo fungo Pycnoporus sanguineus.

24 horas 48 horas

Figura 04: Descoloragdo do DCPIP em mais de 24h pelo fungo Trametes lactinea.
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24 horas 48 horas

Figura 05: Descoloracdo do DCPIP em 24 horas pela interacdo fungica dos trés basidiomicetos.

O P. sanguineus apresentou descoloragédo parcial no periodo de 48 horas (Figura 03), mas
pode-se perceber a biodegradacdo em até 72 horas. O fungo T. lactinea ndo apresentou
descoloracdo em 48 horas (Figura 04), porém foi observado um inicio de descoloracdo ap6s 72
horas. Assim, o fungo P. sanguineus apresentou maior potencial em degradar HPA’s em relagéo
ao T. lactinea que apresentou degradagdo mais lenta.

Na comparacédo dos resultados entre os trés fungos, H. glabra apresentou maior potencial
de degradacdo em relacdo a P. sanguineus e T. lactinea, realizando a descoloragcdo em 24 horas.
Da mesma forma, na interagdo fungica, obteve-se 0 mesmo tempo de resposta de H. glabra ao
teste de descoloracdo. Assim, foi observado que tanto o fungo H. glabra quanto o consorcio
obtiveram melhor resposta a descoloragdo do DCPIP em um periodo de 24 horas.

Estes resultados podem ser comparados com os obtidos nos testes de atividade
enzimatica, onde mostraram que as maiores médias de producdo de lacase ocorreram para 0
fungo H. glabra e interacdo, indicando que o maior potencial em biodegradar HPA’s do diesel
pode ser devido a maior produgéo de lacase apresentada.

Com a obtencéo destes resultados o fungo H. glabra e interacdo foram submetidos ao
teste de DCPIP com uma maior porcentagem de diesel para avaliar se apresentariam 0 mesmo

potencial para biodegradacdo em relacéo ao tempo de descoloragéo do indicador.
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No segundo estudo de biodegradacéo, pode-se perceber que o fungo H. glabra apresentou
melhor resultado na descoloracdo em um periodo de 24 horas (Figura 06). Contudo, a interacao
fangica apresentou descoloracao parcial e inferior a de H. glabra (Figura 07). Mostrando assim,
que o fungo Hexagonia glabra possui um maior potencial para biodegradar os HPA’s em um
menor periodo de tempo quando submetido a uma maior concentracao de diesel.

Com base nos resultados obtidos no capitulo anterior, pode-se concluir que o fungo H.
glabra apresenta uma porcentagem de 28 % de lacase maior que na interacdo fungica. Podendo
assim reafirmar que o fungo com a maior producdo de lacase apresenta maior potencial em

biodegradar hidrocarbonetos aromaticos.

Figura 06: Descoloracdo do DCPIP em 24 horas pelo fungo H. glabra submetido a uma maior

quantidade de diesel.
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Figura 06: Descoloracdo do DCPIP em 24 horas pela Interacdo fangica submetida a uma maior
quantidade de diesel.

De acordo com a literatura, o maior diferencial acerca dos consorcios microbianos, em
detrimento do uso de espécies isoladas, é que o produto do metabolismo de um microrganismo
pode ser substrato para outros, havendo uma complementaridade metabolica e ocorrendo um
aumento na degradacdo dos compostos toxicos (JACQUES, 2007). Contudo o resultado final
dependerd da combinacdo particular das espécies envolvidas, ou do modo de interagdo entre as
espécies e das condigBes ambientais ou nutricionais do substrato sob colonizagdo (CHI et al.,
2007).

Nossos resultados estdo de acordo com os obtidos por Qian e Chen (2012) onde mostram
que a lacase secretada pela interacdo fungos basidiomicetos Trametes versicolor e
Phanerochaete chrysosporium produziu um grande aumento na oxidacdo do hidrocarboneto
policiclico aromatico, benzo(a)pireno, que € um poluente organico altamente toxico e
mutagénico.

Lee e colaboradores (2005) obtiveram degradacdo efetiva do bifesnol A (composto
quimico que causa sérios problemas de poluicdo ambiental) e reducdo de sua atividade
estrogénica nos estudos com consorcio dos basidiomicetos Stereum hirsutum e Heterobasidium
insulare. E nos estudos realizados por Dodor e colaboradores (2004) obtiveram degradagdo dos
HPA'’s, antraceno e benzo(a)pireno, com o basidiomiceto Trametes versicolor.
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O primeiro trabalho utilizando o DCPIP como indicador foi conduzido por Hanson e
colaboradores (1993) que analisou o potencial de bactérias em degradar 6leo diesel, mostrando
eficiéncia do método para obtencdo de cepas capazes de realizar degradacdo do composto. Desde
entdo, outros trabalhos tem utilizado este método (Mariano et al., 2007; Jacques et al., 2007), no
entanto pouco se sabe sobre a utilizacdo deste método para testar o potencial de degradacéo de
HPA’s por fungos.

Neste trabalho, os resultados dos testes utilizando o indicador DCPIP mostraram a
eficiéncia deste método para determinar o potencial em biodegradar os hidrocarbonetos do dleo
diesel, podendo assim, serem utilizados em estudos de selecdo de fungos para biorremediacao da

regiao estudada.

4 CONCLUSOES

e Todos os fungos analisados (H. glabra, P. sanguineus e T. lactinea) apresentaram resposta
positiva ao teste com o DCPIP, indicando habilidade em degradar hidrocarbonetos existentes no

oleo diesel.

e Em 1% de diesel o fungo H. glabra e a interacdo apresentaram maior potencial em relacdo aos

fungos P. sanguineus e T. lactinea.

e O aumento da concentracdo do diesel para 3% influenciou no potencial de biodegradacdo da

interagdo fangica, pois a mesma em 24 horas, ndo apresentou descoloragdo total.

e No capitulo anterior H. glabra apresentou producgéo de lacase de 72 % e 08 % maior que em P.
sanguineus e T. lactinea respectivamente. Assim podemos concluir que o fungo com a maior

producao de lacase apresenta maior potencial em biodegradar HPA’s do diesel.

e O método utilizando o indicador DCPIP também pode ser utilizado para pré-selegcdo de fungos

com potencial em biodegradar hidrocarbonetos aromaticos presentes no petréleo e derivados.
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