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RESUMO

“PROSPECCAO DE MICRO-ORGANISMOS LIGNOLITICOS DA MICROBIOTA AMAZONICA
PARA A PRODUCAO DE BIOCOMBUSTIVEL DE SEGUNDA GERACAO E COMPOSTAGEM”

Com o crescimento da populacdo, aumenta a producédo de alimentos e consequentemente séo
geradas toneladas de residuos agricolas, constituidos de: celulose, hemicelulose e lignina,
formando a biomassa a qual pode ser utilizada como uma alternativa para a obtencdo de
produtos de alto valor agregado. Os micro-organismos sdo 0s principais decompositores da
matéria organica, dentre as enzimas secretadas pelos fungos estdo as ligninases e as lipases.
As ligninases atuam na decomposicdo de compostos recalcitrantes e seus principais
produtores sdo os basidiomycetos, que utilizam a liginina e a celulose como fonte de carbono
e energia. As lipases possuem como seus principais substratos 6leos e gorduras e apresentam
um abrangente campo de aplica¢fes biotecnoldgicas. Devido a importancia da utilizacdo da
matéria organica de origem vegetal e a diversidade de micro-organismos com capacidade em
produzir diversas enzimas com aplicacBes biotecnoldgicas, a presente pesquisa visou
selecionar fungos capazes de converter a biomassa em bicombustivel de 22 geracdo e
compostagem. Sendo assim, para a obtencdo de ligninases foram utilizadas 10 linhagens
fangicas: cinco basidiomycetos e cinco Penicillium spp., utilizando como substratos: bagaco
de cana (BCn), cascas e sementes de maracuja (CMj e SMj), cascas e semente de cupuagu
(CCp e SCp), cascas de macaxeira (CMx), urucum (CUr), guarana (CGu), coco (CCc) e torta
de pau rosa (TPR). Para a obtencdo das lipases foram utilizadas as 10 linhagens e mais cinco
Aspergillius spp., utilizando como substratos: SMj, SCp e 6leo de oliva (OL). As linhagens
foram cultivadas a 26 e 28 °C durante 240h a 120rpm em fermentacdo submersa (FSM) sendo
observado o crescimento de todas as linhagens nos 11 substratos avaliados. O extrato
enzimatico foi obtido por filtracdo a vacuo, em seguida centrifugado em eppendorfs de 2mL
durante 10 minutos a 10.000 rpm, novamente transferido para eppendorfs limpos e
armazenado sob refrigeracdo. Através das analises observou-se que a manganés peroxidase
(MnP) foi a enzima mais expressa na maioria dos substratos com as maiores atividades
produzidas pelos Penicillium sp. 1 (Pen 1), com excec¢do apenas da CCp e CMj, sendo as
maiores producdes de lignina peroxidase (LiP) obtida pelo basidiomyceto 1 (Bas 1). Para
lacase (Lac) os basidiomycetos foram os melhores produtores, sendo que apenas em CCc,
CMx e CMj todos os Penicillium spp. produziram esta enzima. Para lipase a maior atividade
foi detectada no substrato OL. pelo Aspergillus sp. 1 (Asp 1), seguido de SCp pelo
Aspergillus sp. 4 (Asp 4). Dentre os trés substratos avaliados observou-se que a SMj foi o
melhor indutor, pois houve a produgédo por 14 das 15 linhagens utilizadas, com excecao
apenas do Aspergillus sp. 3 (Asp 3), e os basidiomicetos foram os Gnicos em que produziram
em pelos menos dois substratos. No processo de compostagem foram utilizadas duas cepas:
Bas 1 e Pen 1, e cultivadas na CMj durante 90 dias. Ap0Os esse periodo 0s compostos
originados foram pesados e observou-se a degradacdo de aproximadamente 80 % dos residuos
em que haviam a presenca dos micro-organismos, com 0S menores pesos Nos compostos
contendo a CMj anteriormente autoclavada, e o grupo controle manteve-se inalterado, sendo
que os pesos dos compostos variaram de acordo com as condicOes de cada experimento. Nos
compostos produzidos foi realizado o plantio de Curcubita sp., e durante 30 dias observado o
seu desenvolvimento, sendo o melhor crescimento observado nos compostos que continham o
residuo autoclavado mais os inoculos de Bas 1 e Pen 1. Esses resultados confirmam o
potencial desses fungos em produzir ligninases e lipases utilizando residuos agricolas como
substratos para a producao de biocombustiveis de segunda geragcdo e compostagem.

Palavras-chave: ligninases, lipases, biocombustiveis, biomassa e compostagem.



ABSTRACT

"EXPLORATION OF MICROORGANISMS LIGNOLITICOS MICROBIOTA THE AMAZON TO BIOFUEL
PRODUCTION OF SECOND GENERATION AND COMPOSTING"

With population growth , increasing food production and consequently tons of agricultural wastes
are generated consisting of : cellulose, hemicellulose and lignin , forming the biomass which can be
used as an alternative to obtain products with high added value. Microorganisms are the primary
decomposers of organic matter, among the enzymes secreted by fungi are the ligninases and lipases.
The ligninases act in the decomposition of recalcitrant compounds and their main producers are
basidiomycetos, using the liginina and cellulose as a source of carbon and energy. Lipases have as its
main substrates oils and fats and have a comprehensive field of biotechnological applications. Due to
the importance of using organic matter of vegetable origin and diversity of micro-organisms capable
of producing several enzymes with biotechnological applications, this research aimed to select fungi
capable of converting biomass into biofuel 2nd generation and composting. Thus, to obtain ligninases
10 fungal strains were used: five Basidiomycetos and five Penicillium spp , as substrates: bagasse
(BCn), and passion fruit peel (CMJ and SMJ) , peel and seed cupuacu (CCp and SCp), cassava peels
(CMx ), annatto (CUr), guarana (CGu), coconut (CCc) and pie rosewood (TPR). The 10 strains and five
Aspergillius spp. were used to obtain the lipases, using as substrates SMJ, SCp and olive oil (OL). The
strains were grown at 26 and 28 ° C for 240h at 120rpm in submerged fermentation (FSM ) growth of
all strains in substrates 11 reviews observable. The enzyme extract was obtained by vacuum filtration
then centrifuged in 2 ml Eppendorf tubes for 10 minutes at 10,000 rpm again transferred to clean
Eppendorf tubes and stored under refrigeration. Chemical analysis revealed that the manganese
peroxidase (MnP) was more expressed in most substrates with the highest activities produced by
Penicillium sp. 1 enzyme (Pen 1 ), except only the Cp and CMj , with the greatest amounts of lignin
peroxidase (LiP ) obtained by basidiomyceto 1 (Bas 1) . For laccase (Lac) the basidiomycetos were the
best producers, and only in CCc, CMx and CMj all Penicillium spp . produced this enzyme. For the
highest lipase activity was detected in the substrate OL . by Aspergillus sp . 1 (Asp 1), followed by the
SCP Aspergillus sp. 4 (Asp 4). Of the three tested substrates was observed that the SMJ was the best
inducer, since there was production by 14 of the 15 strains used , with the sole exception of
Aspergillus sp. 3 (Asp 3), basidiomycetes and the ones that were produced using at least two
substrates . In the composting process both strains were used: Bas 1 and Pen 1 and cultured in the
CMJ for 90 days. After this period originated compounds were weighed and observed degradation of
approximately 80 % of the waste that had the presence of micro -organisms , the lowest weight in
compounds containing the CMJ previously autoclaved , and the control group remained unchanged ,
are the weights of the compounds varied with the conditions of each experiment. The produced
compounds planting was carried Curcubita sp. And 30 days observed their development, with the
best growth observed in compounds containing the residue over autoclaved inocula Bas 1 and Pen 1.
These results confirm the potential of these fungi produce ligninases and lipases using agricultural
wastes as substrates for the production of second generation biofuels and composting.

Keywords: ligninases, lipases, biofuels, biomass and composting.
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Figura 51: Crescimento de Curcubita sp. com intervalos de 5 dias; A — Crescimento apds cinco dias; B
— Crescimento apds 10 dias; C — Crescimento ap6s 15 dias; D — Medida sendo tirada com 20 dias.... 73
Figura 52: Crescimento de Curcubita sp. em compostagem utilizando CMj, apés o indculo do Pen 1.
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1 INTRODUCAO

A cada ano aumenta a procura por alternativas economicamente viaveis que causem
menos impacto ao meio ambiente, devido as diversas vantagens que 0S Processos
biotecnoldgicos apresentam quando comparados aos processos convencionais, despertam ndo
sO o interesse das industrias assim como dos pesquisadores, que intensificam suas atividades
na tentativa de atender a demanda.

A floresta Amazonica é considerada uma das maiores reservas de recursos naturais e
um dos locais mais ricos em biodiversidade do planeta, dessa maneira possui uma ampla
diversidade de micro-organismos que se destacam devido a grande quantidade de processos
que sdo capazes de realizar através da producdo de substancias de interesse, como, as
enzimas: lignases, pectinases, Xilanases, celulases, proteases, lipases e outras (BARBOSA,
2001).

Os basidiomycetos denominados fungos de “degradagdo branca”, chamam a ateng¢ao
por serem extremamente importantes na degradacdo da madeira, devido a sua capacidade em
produzir enzimas que degradam materiais lignocelulésicos, como a exo-beta-1,4- gluconase,
endo-beta-1,4-gluconase e beta-glucosidase (Celulases) que atuam sobre a porcao celulésica;
as xilanases, mananases, glucanases e galactanases (Hemicelulases) que atuam sobre a porcao
hemiceluldsica e as enzimas oxidativas/ligninases como a lignina peroxidase, manganés
peroxidase e lacase (COELHO, 2001).

Durante o processo de degradacdo ocorre a producdo de acucares fermentesciveis para
a producdo de biocombustiveis como o etanol de segunda geracdo, gerado através da
bioconversdo realizada por enzimas produzidas por fungos, como no caso da manganés
peroxidase. Com base nesse potencial enzimatico, os fungos possuem um papel importante no
balanco de nutrientes e no equilibrio dos ecossistemas terrestres. Logo, a necessidade de obter
enzimas industriais de maneira economicamente viavel determina a busca por matérias-
primas de baixo custo.

A Organizagdo para a Cooperagdo Econémica e Desenvolvimento (OCED) reconhece

a tecnologia das enzimas como importante componente do desenvolvimento industrial
1



sustentavel, o que estimula a utilizacdo dessas tecnologias pelas industrias quimicas e
farmacéuticas nas areas da saude, energia e meio ambiente (CARDOSO; MORAES; CASS,
2009).

As lipases despertam o interesse biotecnologico devido as suas inimeras aplicacdes,
podendo ser utilizadas na formulacdo de detergentes, industrias de laticinios, setores téxteis,
na producdo do biodiesel, areas farmacéuticas e médicas (JAEGER et al., 1999; HASAN et
al., 2009), estas enzimas catalisam reacdes de hidrolises, esterificacdo, interesterificagéo,
acidolises, alcodlises e aminolises (HASAN et al., 2009). Os fungos filamentosos sdo o0s
melhores produtores dessa enzima, pois as lipases por eles produzidas séo extracelulares
facilitando a extragdo do meio fermentativo (CONTESINI et al., 2010).

As toneladas de residuos agricolas descartadas sdo caracterizadas pela grande
guantidade de biomassa rica em celulose, hemicelulose e lignina, chamando a atencdo nao sé
de especialistas, como também do poder publico brasileiro, que buscam encontrar maneiras de
realizar a transformacdo desse material, sendo a producdo de biocombustiveis e a
compostagem duas tecnologias que permitem o aproveitamento desses residuos. Sendo assim,
a preocupacdo com o meio ambiente aliada a necessidade da producdo de energia torna
incessante a busca por fontes renovaveis, pois, atualmente os responsaveis pela producéo de
energia sao os combustiveis de origem fdssil e seus derivados, que causam impactos ao meio
ambiente devido a emissdo de gases poluentes.

Considerando a disponibilidade de residuos agricolas e a diversidade de micro-
organismos ainda pouco estudados, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de fungos
do Amazonas quanto a capacidade de produzir ligninases por fermentacdo submersa
utilizando como substratos residuos agricolas regionais visando a aplicacdo futura para a

producdo de biocombustiveis de segunda geracdo e compostagem.



2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Selecionar micro-organismos da microbiota Amazénica produtores de ligninases e lipases.

2.2 ESPECIFICOS

1. Selecionar micro-organismos produtores de ligninases e lipases a partir da microbiota
amazonica.

2. Realizar ensaios para producéo de ligninases e lipases em substratos locais;

3. Realizar ensaio quantitativo de ligninases e lipases em substratos locais;

4. Caracterizar as enzimas lignoliticas produzidas em fermentacdo submersa.

5. Realizar ensaios com a melhor cepa selecionada para produgdo de compostagem a partir de
um substrato local



3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Biotecnologia

As pesquisas voltadas para a biotecnologia exigem um ambiente especial para
desenvolver, isso inclui capacitacdo sistematica de recursos humanos, disponibilidade de
financiamento e custo reduzido. Com tantas vantagens os processos biotecnoldgicos tem
maior aceitacdo em relacdo aos processos convencionais e como resultado surgem diversos

produtos de interesse econdmico e social (CUNHA et al., 2005).

3.2 Caracteristicas gerais dos micro-organismos

No solo h& grandes quantidades de micro-organismos, que realizam diversas
transformacdes quimicas indispensaveis para a fertilidade do solo, e diferente da maioria dos
seres Vvivos, se adaptam a temperaturas extremas. Alguns fungos podem crescer em
temperaturas abaixo do ponto de congelamento assim como em ambientes acidos, como por
exemplo frutas &cidas assim como em altas ou minimas concentracfes de sais, acucares e
outros nutrientes (INGRAHAM, 2010).

Estima-se que ha aproximadamente 1,5 milhdes de espécies de fungos
(HAWKSWORTH, 2001), mas de acordo com MUELLER (2007) apenas 105.000 espécies
foram descritas (). Os fungos possuem uma relacdo préxima com 0s animais e Ssdo
considerados um grupo filogeneticamente distinto, s&o multicelulares e formam uma rede
tubos filamentosos, denominadas hifas, compostas por celulose, quitina, ou uma combinagdo
das duas, as quais envolvem a membrana citoplasmatica, o conjunto de hifas forma um tipo
de tecido especial denominado micélio, o qual é responsavel pelas funcBes vegetativas
(MADIGAN, 2010).

Os fungos podem ser caracterizados pela aparéncia global de seus talos, e dependendo
de como suas células ou hifas estdo dispostas apresentam-se na forma de leveduras, bolores

ou cogumelos. As leveduras sdo unicelulares, na maioria das vezes ovais, e se reproduzem por



brotamento, os bolores sdo altamente ramificados e se entrelacam livremente em hifas que
formam um micélio aberto e os cogumelos possuem hifas firmemente entrelagadas, onde se
formam os esporos (INGRAHAM, 2010).

A alimentacdo dos fungos ocorre quando o micélio segrega enzimas especiais que
atuam sobre as substancias, ocorrendo liquefagdo, como € o caso dos fungos lignoliticos. Em
algumas situacdes o micélio pode emitir 6rgdos haustérios que penetram no tecido dos
organismos hospedeiros e absorvem o alimento. Dessa forma, a alimentacdo ocorre por meio
da secrecao de enzimas extracelulares que digerem componentes organicos complexos, como

polissacarideos ou proteinas, agucares, peptideos e aminoacidos (MADIGAN, 2010).

3.2.1 A importancia dos micro-organismos

Os micro-organismos causam um impacto importante no ambiente transformando
enormes quantidades de matéria organica, atuando na decomposi¢do, mineralizacdo e
reciclagem dos nutrientes (ARON et al. 2005), resultando em um solo com condicdes fisicas,
quimicas e bioldgicas adequadas ao desenvolvimento das plantas. A fixacdo dos nutrientes €
prejudicada quando ocorre diminui¢do da microbiota, resultando no empobrecimento do solo.
Porém, quando as condi¢des sdo apropriadas o solo permite que os nutrientes sejam liberados
para as plantas, sem perdas por lixiviagdo (BRAGA et al. 1999).

Durante a degradacdo da matéria organica sob a acdo dos micror-oganismos, agucares
sdo liberados e podem ser utilizados na producdo de produtos quimicos e combustiveis. A
producdo do bioetanol a partir de hexoses e pentoses derivadas das matérias residuais

agricolas é uma alternativa sustentavel (ARON et al. 2005).

3.2.2 Microbiologia aplicada a biotecnologia

Os micro-organismos apresentam diversas vantagens que despertam o interesse da
indUstria biotecnoldgica, por serem produtores de diferentes substancias de interesse
econdmico, tais como as enzimas, antibiéticos, vitaminas, aminoacidos e esterdides (BRAGA
et al. 1999) mas apesar das inumeras aplicacfes os fungos e as bactérias constituem dois
grupos pouco estudados quando comparados ao numero de espécies existentes (STROBEL,
2003). Das espécies descritas somente 16% tém sido cultivadas, esses dados revelam a falta
de estudos que possam averiguar o potencial quimico e biolégico dos fungos acerca do seu
sistema enzimatico (PORTO, 2010).

As enzimas podem ser obtidas de fontes animais e vegetais, porém 0s micro-

organismos séo considerados fontes promissoras devido as diversas vantagens que apresentam



como: facil manipulacdo; a alta razdo superficie/volume, que facilita o rapido consumo de
nutrientes para 0 seu metabolismo e biossintese; a variedade de reacGes; a capacidade de
adaptacdo, que facilita o seu transporte da natureza para o meio artificial, onde sdo capazes de
crescer utilizando fontes de carbono e nitrogénio de baixo custo e ainda assim produzir
compostos de interesse; a ampla diversidade de espécies, produzindo diferentes enzimas, que
podem catalisar as mesmas reacdes e 0 monitoramento durante o cultivo (PORTO, 2010).

As transformaces biotecnoldgicas incluem uma variedade de processos ordenados de
acordo com o numero de etapas biologicamente realizadas e a complexidade dos substratos:
1) FermentacbGes — transformam materiais brutos tais como acgucares, metanol, misturas
industriais como fontes de carbono com células em crescimento para produtos alvo mais
complexos; 2) Fermentacdo precursora — utiliza-se substratos de partida definidos, os quais
sdo transformados no produto alvo desejado com o uso de células em crescimento; 3)
Biotransformacdes — transformacdes de precursores definidos em uma série de etapas
definidas para o produto alvo desejado com o uso de enzimas ou de células totais; 4) Enzimas
purificadas — utilizadas para a producao de produtos quimicos (LYND, 2002).

A acdo das enzimas é especifica o suficiente para mudar um grupo quimico em uma
molécula e deixar outros inalterados. Por esse motivo, 0s micro-organismos sao utilizados
para a realizacdo de etapas dificeis na sintese industrial de determinados compostos. A tabela
abaixo apresenta algumas das utilidades das enzimas produzidas pelos micro-organismos
guando aplicadas na industria. INGRAHAM, 2010).

Tabela 1: Exemplos de enzimas produzidas comercialmente por micro-organismos.

Enzimas Atividade Micro-organismo produtor Utilizacdo
Celulase Hidrolisa celulose Trichoderma konigi Digestao/digerir
Hidrolisa - . . Promove a cicatrizacdo de
Colagenase colageno Clostridium histolyticum feridas/Queimaduras
Diastase Hidrolisa amido Aspergillus oryzae Digestao/digerir
Glicose Converte glicose Streptomyces Converte glicose a partir de
isomerase em frutose phaeochromogenes amido de milho hidrolisado
Invertase AL Saccharomyces cerevisiae Fabricacdo de doces
sacarose
Lipase Hidrolisa lipideos Rhizopus spp. Digestao/digerir
Pectinase Hidrolisa pectina Sclerotina libertina Clarifica sucos
Hidrolisa . -
Proteases proteinas Bacillus subtilis Usado em detergentes

* Fonte: MADIGAN, M.T; MARTINKO, J.M; DUNLAP, P.V; CLARCK, D.P. Microbiologia de
Brock. 12 ed. Porto Alegre: Artmed, 2010.



3.3 Composicao e Degradacédo da Biomassa Lignocelulésica

Com o aumento da populacdo surge a necessidade do aumento da producdo de
alimentos, fazendo com que o setor agricola intensifique suas atividades e como resultado
toneladas de residuos agricolas passam a ser gerados, aumentando a biomassa existente, que
consiste em todo o recurso renovavel que pode ser utilizado para a producdo de energia e
produtos quimicos, sendo também considerada a maior fonte de carboidratos, constituindo-se
de trés fracOes poliméricas: celulose, hemicelulose e lignina (BADHAN et al., 2007).

A madeira é a parte fibrosa das arvores, sendo formada por tecidos lenificados, que se
desenvolvem sob a casca. A variagdo da composicdo e organizagdo dos componentes da sua
estrutura estdo relacionadas as suas caracteristicas morfoldgicas e mecéanicas. A madeira esta
vulneravel a acdo de diversos agentes bioldgicos, tais como fungos, bactérias e insetos por ser
um material organico e heterogéneo (SOARES, 1998). A Parede celular vegetal é constituida
por polissacarideos como celulose (~ 40%) e hemicelulose (de 20 a 30%) que determinam a
tenséo nas fibras da madeira, e junto com a lignina (de 20 a 30%) formam uma estrtutura rigida
e complexa, pois ao penetrar entre as fibrilas, a lignina fortalece e enrijece as paredes
celulares, sendo a lignina um dos constituintes da planta de mais dificil degradacdo (BRAGA et al.
1999).

A J Lamela Media

. Parede celular
Pecti

Hemicel ..
N e ] Membrana
Celulose

Membrana e

Figura 1: Representacdo esquematica da estrutura da parede
celular vegetal. (Modificada).

3.3.1 Celulose

A celulose (C¢H100s5) € um polimero de cadeia longa composto de um sé mondmero
(glicose) (Fig. 2), classificado como polissacarideo ou carboidrato, sendo 0 polissacarideo
mais abundante na natureza e um dos principais constituinte da parede celular vegetal
responsavel pela rigidez, predomina na metade da madeira tanto de coniferas, como de

folhosas (ARON et al.2005). E um polissacarideo ndo ramificado formado por dissacarideos



celobiose, as quais estdo dispostas em cadeias lineares de residuos de D-glicose unidos por
ligagdes glicosidicas § 1-4 (ZHANG, LYND, 2004).

Para que ocorra a formacédo de celulose, as cadeias lineares de polimeros adjacentes
interagem entre si por pontes de hidrogénio, fazendo com que as estruturas se organizem e
tenham formatos de microtubos compridos denominados de microfibrilas as quais se agrupam
formando as fibras de celulose que também se agrupam em regibes cristalinas mais
organizadas, onde fibrilas de celulose se encontram unidas por ligacdes de hidrogénio entre
cadeias inter e intra moleculares e por forcas de Van der Waals, resultando assim em uma
fibra com alto grau de compactacdo (LYND et al., 2002). A hidrélise completa da celulose
exige a combinagéo da acdo de diversas enzimas com diferentes especificidades de substrato
(ARON et al. 2005)

$CH, OH

—o

$CH, OH

GLICOSE GLICOSE GLICOSE

Figura 2: Representacdo esquematica da celulose.
Fonte: Arantes 2009.

3.3.2 Hemicelulose

A Hemicelulose é o segundo polissacarideo mais abundante, sua estrutura é composta
pela combinacdo de varios acgucares: D-xilose, D-manose, D-arabinose, D-galactose, D-
glicose e outros (Fig. 3) podendo apresentar compostos como &cidos urdnicos e desoxi-
hexoses., classificadas de acordo com os aglcares presentes na cadeia principal do polimero
como: xilanas, glicanas, arabinanas, mananas e galactanas dentre outras, sendo as xilanas
mais abundantes (FENGEL, WEGENER, 1989). A hemicelulose encontra-se intercalada as
microfibrilas de celulose produzindo elasticidade e impedindo o contato entre elas e para que
ocorra a sua degradacdo, assim como da celulose é necessario que primeiramente haja a
degradacéo da lignina (ARON et al. 2005).
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Figura 3: Acucares que compdem a hemicelulose. Fonte: Arantes 2009.

3.3.3 Lignina

A lignina ¢ um biopolimero aromatico amorfo, tridimensional, formado via
polimerizagdo oxidativa, a sua decomposicdo faz parte do processo de ciclagem
biogeoquimica da biomassa e € essencial para o equilibrio dos ecossistemas florestais. Os
blocos constituintes sdo compostos fenolicos, ela pode ser encontrada nas paredes primarias e
secundarias das células, como também nos espacos intercelulares. A lignina é um polimero
derivado de grupos fenilpropanoides e é formada a partir de trés precursores basicos: 0s

alcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico (Fig. 4).

rI:H,OH ‘lm’OH (l!H2{)H
I 0 T
CH
HLC0” i H,C0
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Figura 4: Precursores basicos na formacdo da
molécula de lignina (Fonte: Guimardes, 2009).

CH,

H

A lignina estar presente na parede celular em diferentes composic¢des: madeiras duras
de 25% a 35%; madeiras macias de 18% a 25% e gramineas de 10% a 30% (GOLDSTEIN,
1976; BONONI, 1997).

De acordo com ONNERUD (2002) as principais func@es bioldgicas da lignina sao:



e Fornecer suporte estrutural a parede secundaria de plantas vasculares;

e Tornar a parede celular vegetal hidrofébica, permitindo o desenvolvimento
eficiente dos tecidos para transporte de agua em plantas vasculares;

e Conferir resisténcia contra acdo de micro-organismos.

Uma das principais caracteristicas da madeira é o0 seu alto teor de material
ligninocelulésico e baixo teor de nitrogénio. Embora seja uma desvantagem para o
crescimento e a atividade de degradagdo, ha diversos micro-organismos capazes de decompor
a madeira em condicdes externas favoraveis (BRAGA, 2009). Dentre os principais agentes de
degradacéo da lignina estdo os fungos da degradacdo branca que sdo dotados de um sistema
lignolitico constituido de peroxidases, que atribuem aos fungos a capacidade de desestabilizar
a estrutura da lignina (BLANCHETTE, 1998).

3.3.4 Degradacéo da Lignina

Durante a degradacdo da madeira esta vai perdendo a sua resisténcia devido a a¢do dos
micro-organismos, as condigdes ambientais e um conjunto de mecanismos. Nesse processo
ocorre uma troca onde o micro-organismo obtem nutrientes a partir dos biopolimeros
existentes e libera enzimas extracelulares como as celulases, hemicelulases, pectinases e
ligninases. A degradacdo da lignina ajuda a manter o equilibrio das cadeias tréficas, assim
como possui grande importancia econémica, por tornar disponiveis substancias de interesse
para a industria, pecuaria e agricultura (ARON et al. 2005).

A lignina é degradada pelos fungos de degradacdo branca, marrom e macia que
possuem um sistema lignolitico constituido de peroxidases que ao degradar a madeira expde a
celulose e a hemicelulose, disponibilizado-as para outros micro-organismos. Os fungos
lignoliticos utilizam a celulose ou a lignina presente como fonte de carbono e energia, uma
importante caracteristica dos basidiomycetos (MADIGAN, 2010). Sendo que alguns fungos
pertencentes a classe dos actinomycetos possuem a capacidade de realizar o inicio dessa
degradacdo, porém, em velocidades mais baixas (FASANELLA, 2008).

Os basidiomycetos inicialmente colonizam a parte interna da madeira, as hifas formam
uma rede, preenchem o limem das células e em alguns casos destroem a lamela média. De
acordo com as espécies e as condi¢des ambientais apds dias ou anos, os basidiocarpos (corpos
de frutificagdo) aparecem. A grande importancia desses micro-organismos deve-se a sua
capacidade em degradar os componentes da madeira, tais como, celulose, hemicelulose e

lignina, através da secrecdo de enzimas que convertem polimeros externos em moléculas



menores, que sdo assimiladas e utilizadas como nutrientes fornecendo energia para o seu
crescimento e reproducdo (BONONI,1997).

Por fim, a atividade lignolitica resulta de um grupo de enzimas responsaveis pelo
processo de oxidacdo de compostos fenolicos e compostos ndo fendlicos pertencentes a
molécula de lignina ou ligninases, onde encontram-se as lacases e as diversas formas de
peroxidases. Quando hd combinacdo entre as enzimas manganés peroxidase e lacase ou
lignina peroxidase, ocorre a composi¢do do sistema enzimatico minimo necessario para a
degradacéo da lignina (FASANELLA, 2008). Sendo que deslignificacdo da madeira pode ser
seletiva quando apenas a lignina é removida sem qualquer perda distinta de celulose e néo
seletiva da madeira, na qual todos os componentes da parede celular sdo degradados
(MOREIRA NETO, 2006).

O processo de degradacdo dos compostos lignocelul6sicos na natureza pode ocorrer de
maneira rapida ou lenta, isso ira depender das condicdes em que estdo expostos e da
diversidade de fungos existentes no local. Logo, a decomposicdo completa podera levar de
poucos meses a varios anos, principalmente se esses estiverem em condigdes secas e frias
(LEVY, 1987).

3.3.5 Caracteristicas gerais dos basidiomycetos

Os basidiomycetos constituem um grupo com mais de 30.000 espécies descritas e sdo
conhecidos popularmente como cogumelos e orelha de pau por formarem corpos de
frutificacdo. Sua fase vegetativa € chamada de micélio, formado por varios filamentos
septados chamados hifas. A maioria dos cogumelos podem ser inseridos na alimentacéo e a
sua principal caracteristica que lhes conferem esse nome, sdo os basidios (MADIGAN, 2010).

Esses fungos sdo conhecidos como os fungos da podriddo da madeira e podem ser
classificados de acordo com o padrdo de degradacdo que apresentam podendo ser divididos
em grupos de fungos de degradacdo ou podriddo parda, podriddo mole e podriddo branca.
Sendo que na podriddao parda a celulose é preferencialmente atacada e a lignina ndo é
metabolizada, os polissacarideos celulose e hemicelulose sdo degradados e nota-se uma
coloracdo escura nos locais degradados. Enquanto, na podriddo branca os trés componentes
celulose, hemicelulose e lignina sdo degradados e nota-se uma coloracdo clara. Logo, 0s
fungos da podridao branca despertam um maior interesse nos aspectos ecoldgicos, pois atuam

diretamente na decomposicdo de materiais lenhosos em florestas (MADIGAN, 2010).



3.4 Enzimas

Enzimas sdo proteinas com atividade catalitica, constituidas por uma parte proteéica,
podendo estar integradas a outras moléculas, como carboidratos e LiPsideos. Existe uma
grande variedade de enzimas, sendo a maioria encontrada em pequenas quantidades, porém,
algumas enzimas extracelulares sdo produzidas em grandes quantidades e sdo capazes de
digerir materiais nutritivos insoltveis, como celulose, proteinas e amido, sendo portanto
utilizadas em processos biotecnologicos industriais, contribuindo na reducdo da poluicdo do
meio ambiente (FORGIARINI, 2006).

As enzimas sdo constituidas de cadeias peptidicas mais ou menos longas, compostas
pela combinacdo de L-amino&cidos naturais, que apresentam uma estrutura tridimensional
caracteristica para cada uma, que lIhes permite promover reacdes especificas dentro de um
organismo vivo. A flexibilidade dessas estruturas protéicas permite que as mesmas se
adaptem para receber no seu centro ativo moléculas diferentes daquelas existentes dentro do
organismo que deu origem a enzima em questdo, tornando possivel a sua atuagdo fora do seu
“habitat natural aquoso” (PORTO, 2010).

As enzimas possuem a capacidade de diminuir a energia de ativacdo requerida e
formar um complexo de transi¢cdo ativado originando um produto, realizando diversas
transformacdes de maneira seletiva e rapida mediante as condicGes favoraveis. Diferente das
sinteses quimicas e devido a sua especificidade, catalisam transformagdes moleculares sem
gue ocorram reacOes paralelas indesejaveis (PIZARRO, 2003). Ha dois grupos de enzimas
qgue degradam os materiais lignoceluldsicos: as hidrolases e as oxidativas, sendo que as
hidrolases atuam como catalisadores no desdobramento de compostos por reagdo com
moléculas de dgua (LYND et al., 2002).

3.4.1 Ligninases

Os fungos secretam diversas enzimas com importantes funcdes (BENNET, 1998),
dentre estas as ligninases, que atuam principalmente na degradacdo de compostos
recalcitrantes, responsaveis pela degradacdo da lignina (MOREIRA NETO, 2006). Manganés
peroxidase, lignina peroxidase e lacase sdo as enzimas que formam esse complexo
ligninolitico e dependendo da linhagem fungica sdo produzidas em diferentes combinagdes,
sendo a presenca de atividade de manganés peroxidase e lacase as mais comuns dentre 0s
basidiomycetos (PELAEZ et al., 1995).

A descoberta da lignina peroxidase se deu em 1983, quando foi descrita como uma

glicoproteina contendo ferro como grupo protético, necessitando de H,O, para sua atividade



(REYS, 2003). O H,0, primeiramente oxida a enzima e o intermediario oxidado, retira um
elétron, de ndcleos arométicos formando radicais aril, que se decompdem espontaneamente
via reacdo de carater radicalar (CARVALHO, 2005).

A lignina peroxidase € uma glicoproteina que para realizar atividade catalitica requer
peroxido de hidrogénio (H,0,). Essa enzima é capaz de oxidar a lignina e compostos
derivados da mesma resultando na decomposicdo do substrato (DURAN, 1997). Como
resultado da acdo dessa enzima alcoois benzilicos sdo oxidados, cadeias aromaticas séo
quebradas, ocorre também desmetilacdo, rearranjos intramoleculares e quebra de anéis em
compostos ndo fendlicos relacionados a lignina (GOLD et al., 1989). A manganés peroxidase
assemelha-se a lignina peroxidase, porém, a acdo dessa enzima requer além do H,O, ions
Mn*2 que é oxidado pela enzima a Mn3+, que por sua vez oxida substratos organicos, como
fenois e radicais fendxi (KUWAHARA et al., 1984).

As lacases sdo produzidas por fungos e plantas e pertencem ao grupo das oxidases,
catalisam a oxidacdo de uma série de compostos aromaticos e substancias inorganicas com
reducdo concomitante do oxigénio da agua (DURAN et al., 1997). E uma enzima
despolimerizante de lignina que, por processo oxidativo remove moléculas de fenil-propano
mais externos a cadeia, gerando radicais fenoxilos. Esses radicais atuam em reacdes nédo
cataliticas, como acoplamento radical-radical, desprotonacdo, desprotonacdo a ataques
nucleofilicos pela dgua, levando a reacdes de polimerizacdo, quebras alquiarilicas e oxidagdes
nos carbonos e desmetilagdes. Alguns intermediarios aromaticos de baixo peso molecular
acabam sendo também liberados resultando na despolimerizacdo da lignina (KIRK, 1986).

A Lignina peroxidase tem a capacidade de degradar diversos compostos fendlicos e
ndo fendlicos, como também alcoois benzilicos e demetila, e provoca rearranjos
intramoleculares. Avalia-se que o melhor pH para a remocao de fendis desta enzima seja 4,
sendo controlado preferencialmente pelo H,O, (SOARES, 2000). A lacase e a manganés
peroxidase ndo sdo capazes de oxidar estruturas ndo fendlicas e metoxiladas enquanto que a
lignina peroxidase possui essa capacidade. Este tipo de enzima tem sido relatado em um
grande numero de fungos, como Phanerochaete chrysosporium, Phlebia radiata, Phlebia
tremellosa, Trametes versicolor, Bjerkandera adusta, Junghuhnia seprabilina e Phlebia
ochraceofulva (SOARES, 1998).

3.5 Alternativas para o aproveitamento da biomassa vegetal
Procurando agregar economia a conservacdo do meio ambiente, nos Ultimos anos

varios diversos paises organizaram-se estrategicamente para obter novas fontes de energia,



sendo os residuos lignoceluldsicos uma alternativa, por estarem disponiveis em quantidades
significativas (BALLESTERQOS, 2001) com destaque para as fibras naturais vegetais devido a
diversidade de espécies a serem pesquisadas.

No Brasil toneladas fibras sdo produzidas e podem ser encontradas na natureza,
cultivadas como atividade agricola ou residuos gerados pela agroindustria, a qual dispde de
inimeras fontes que nem sempre sdo aproveitadas de forma adequada. Assim, surgem
inimeros processos para transforméa-los em compostos quimicos e produtos com alto valor

agregado como alcool, enzimas, acidos organicos, aminoacidos, etc. (PANDEY et al., 2000).

3.5.1 Producao de biocombustiveis de segunda geracéo

Nos ultimos anos aumentou a producdo mundial de leos e gorduras, sendo no ano de
2007 produzidas 154 milhdes de toneladas, enquanto em 2005 e 2006 a producdo foi de 149,6
e 140,7 milhdes de toneladas. Estes dados se referem apenas a produgdo dos 17 principais
6leos e gorduras tais como 6leo de soja, algoddo, amendoim, girassol, colza, gergelim, milho,
oliva, palma, palmiste, céco, linhaca e mamona, e 6leos e gorduras de fonte animal como
manteiga, sebo e peixe (PORTO, 2010).

As pesquisas com lipideos buscam o desenvolvimento de novas técnicas e processos
que possam adequar e melhorar a qualidade da matéria-prima em termos nutricionais, tendo
em vista a utilizacdo de 6leos e gorduras na alimentacdo humana. Os triglicerideos sdo 0s
componentes mais expressivos de 0leos e gorduras, e as propriedades quimicas, fisicas e
nutricionais dependem da composicdo, estrutura e distribui¢do dos acidos graxos presentes. A
composicdo em &cidos graxos direciona o uso particular de um lipideo para uma determinada
aplicacdo industrial (PORTO, 2010).

A viabilidade de uso de uma matéria-prima depende de sua competitividade, tanto
técnica quanto econdmica e s6cio ambiental, passando inclusive por importantes aspectos
agronémicos como: (a) o teor de Oleo vegetal e a complexidade exigida no processo de
extracdo; (b) a produtividade por unidade de area; (c) o equilibrio agrondémico; (d) a atencdo a
diferentes sistemas produtivos; (e) o ciclo de vida da planta (sanzonalidade); (f) sua adaptacéo
territorial; e (g) o impacto sdcio-ambiental de seu desenvolvimento (PORTO, 2010).

Seja para a producdo de biodiesel ou outros produtos de interesse, além das
consideracOes sobre as fontes de matéria-prima, é fundamental a contribuicdo de pesquisa
visando otimizacdo do desempenho do processo, considerando-se ainda a busca por rotas

tecnologicamente limpas de produgdo, como via enziméatica empregando lipases.



A modificacdo de 6leos e gorduras abrange um conjunto de processos de interesse em
diversos segmentos industriais, incluindo a geracdo de energia e a obtengdo de alimentos e
outros produtos de importancia social e ambiental. Embora estes processos possam ser
conduzidos por via quimica, ha desvantagens associadas ao custo energético, como uso de
condicBes operacionais elevadas de temperatura e pressdo. Além disso, catalisadores quimicos
possuem baixa especificidade, fornecendo os produtos de composi¢do quimica mista ou
contaminada, o que requer etapas posteriores de purificacdo (PORTO, 2010).

Sendo assim, para substituir os processos quimicos, surge a tecnologia enzimatica
como uma alternativa viavel por oferecer as vantagens necessérias para um processo
tecnologicamente limpo. Entre os diversos produtos que podem ser obtidos por
biotransformacdo de 6leos e gorduras, destaque pode ser dado a producéo de biocombustiveis
sintese de monoglicerideos, empregados como emulsificantes, e a reestruturacdo de
triglicerideos visando a producéo de alimentos com propriedades organolépticas e nutricionais
desejaveis (PORTO, 2010).

O etanol obtido da celulose, hemicelulose e pectina é chamado de etanol celul6sico,
sendo que estes fazem parte dos principais constituintes vegetais que nao servem para a

alimentacdo humana e considerado insuficiente para a alimentacdo animal (BRAGA, 2009).

3.5.2 Compostagem

Os residuos agricolas na sua grande maioria necessitam sofrer transformacdes para
serem chamados de matéria organica sendo capazes de induzir mudancas benéficas no solo
sob o ponto de vista agricola e uma das alternativas para a transformacdo dos residuos
organicos em fertilizantes organicos € a utilizacdo do processo de compostagem.

A compostagem é um processo bioldgico, aerébio que busca controlar a decomposicédo
de materiais organicos, obtendo em menor tempo a humificacéo, por meio do fornecimento de
condicGes favoraveis (como temperatura, umidade, pH e aeragdo) a atividade microbiana. A
decomposicdo bioldgica depende da degradacdo dos compostos de carbono presentes na
amostra (carboidratos, aminoacidos, acidos graxos, celulose, lignina etc), assim como seus
nutrientes (FORGIARINI, 2006).

Nesse processo podem ser utilizados diferentes tipos de residuos organicos para
transforma-los em adubo, melhorando as qualidades fisicas, fisico-quimicas e bioldgicas do
solo. Esse processo ocorre em duas fases: a degradacéo ativa e a maturacdo (humificagéo) do
material organico onde o composto é produzido e como resposta a compostagem, se obtém

um solo rico de longa producédo e maior qualidade (MATOS et al., 1998).



De acordo com MATOS et al. (1998) o produto final da compostagem garante ao solo
diversas vantagens, ocasionando melhorias em suas propriedades:
e fisicas: aumentando a capacidade de retencdo de 4gua e a macroporosidade;
e quimicas: disponibilizando macro e micronutrientes em grandes quantidades;
e fisico-quimicas: aumentando a capacidade de troca cationica;
e Diologicas: agindo no controle de fitopatdgenos atraves da proliferacdo de
micro-organismos Uteis.

A acdo dos micro-organismos e enzimas € indispensével para a realizacdo do processo
de compostagem, pois sdo eles que atuam sobre a matéria orgénica, ocasionando sua
fragmentacdo gradual e oxidacdo, logo o uso de residuos agricolas como substratos em
bioprocessos, além ser economicamente viavel, ajuda a resolver os problemas ambientais
decorrentes do seu acumulo na natureza (ALEXANDRINO, 2007). Logo o processo de
compostagem utilizando residuos de diferentes atividades agricolas, agroindustriais e
industriais tem sido uma alternativa para o aproveitamento da biomassa (VITORINO;
PEREIRA NETO, 1994)

Os estudos com micro-organismos tém mostrado a eficiéncia na remocdo de
substancias recalcitrantes, destacando-se 0s basidiomycetos, degradadores da lignina
(KAMIDA, 2005). O tratamento bioldgico tem por base a inoculacdo de micro-organismos
(bactérias e/ou fungos basidiomicetos) que atuam sobre o substrato, degradando
preferencialmente a lignina, esses processos apresentam seguranca do ponto de vista
ambiental, principalmente por ndo utilizarem substancias quimicas (SCHMIDT,;
WESCHSLER; NASCIMENTO, 2003).

3.5.3 Lipases

As lipases podem ser obtidas de diversas fontes da natureza como animais, vegetais e
microbianas. Entretanto, as lipases produzidas pelos micro-organismos despertam um maior
interesse, devido a sua maior estabilidade e diversidade. (BJORKLING et al., 1991). As
lipases incluem um grupo de enzimas hidroliticas que na maioria das vezes atuam na interface
organico-aquosa, catalisando a hidrdlise e a sintese de ésteres formados por glicerol e acidos
graxos de cadeia longa (SHARMA et al., 2001).

Cerca de 200 das 400 enzimas conhecidas s@o comercializadas, sendo grande parte de
origem microbiana, dentre estas as proteases, carboidrases e lipases sdo as enzimas mais
comercializadas. (SHARMA et al., 2001; CONTESINI et al., 2010). Estas enzimas se



destacam no setor industrial e s&o comumente produzidas por fermentacdo submersa, sendo
uma alternativa adequada principalmente quando se utiliza um residuo de baixo custo como
meio de fermentacdo (GOMBERT et al, 1999; PALMA et al., 2000).

As lipases podem ser aplicadas nas industrias de detergentes, medicamentos, alimentos
(panificacdo, queijos, chas), téxteis, polpa e papel, curtumes, cosméticos, biodiesel,
biossensores e no tratamento de efluentes (JAEGER; REETZ, 1998; HOUDE; KADEMI;
LEBLANC, 2004; HASAN; SHAH; HAMEED, 2006). Uma vantagem que torna as lipases
aplicaveis nos processos industriais deve-se ao fato de que estas ndo precisam de cofatores,
pois, atuam em ampla faixa de pH, sdo estaveis a altas temperaturas; possuem elevada
especificidade e propriedades de régio, quimio e enantiosseletividade (VILLENEUVE et al.,
2000; HASAN, SHAH, HAMEED, 2006).

Os oOleos e as gorduras sdo o0s substratos naturais para as lipases, estes contem
triacilglicerdis constituidos de &cidos graxos de cadeia longa, ou seja, ligacOes ésteres
triplices, enquanto esterases atuam sobre um Unico tipo de ligacdo éster, liberando &cidos
graxos de baixo peso molecular (BROCKMAN, 1984). A maioria das lipases podem
hidrolisar os substratos de esterases (JAEGER,1999



4 PARTE EXPERIMENTAL

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas 15 linhagens fungicas preservadas
nas colegbes de micro-organismos dos Laboratorios de Genética ESA/UEA e do grupo
GEMMA (Grupo de Estudos em Espectrométria de Massas e de Micro-organismos da
Amazonia) da UFAM.

4.1 Locais de Coletas
Neste trabalho foram utilizados basidiomycetos e plantas coletados em trés cidades do

Estado do Amazonas, sendo:

Local 1. Maués — situada as margens do Rio Maués-Acu a 268 km da Cidade
de Manaus.

Local 2. Barcelos — situada as margens do Rio Negro a 405 km da cidade de
Manaus.

Local 3. Manaus - Fazenda Experimental da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM) (Fig. 5).
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Figura 5: Locais das coletas dos materiais biol6gicos no Estado do Amazonas.



Os basidiomycetos e fragmentos das plantas coletados foram acondicionados em sacos
plasticos esterilizados sob refrigeracdo e os basidiomas (basidiocarpo) foram mantidos em
ambiente de camera umida, fechados hermeticamente e conservados sob refrigeracdo até o
momento do isolamento para obtencéo das cepas fungicas puras. Apos o isolamento os fungos

foram purificados, identificados e conservados.

4.2 Esterilizacdo do material bioldgico e isolamento dos fungos endofiticos e
basidiomycetos

O material bioldgico coletado foi lavado com detergente liquido e dgua corrente e em
sequida dividido em trés amostras: (1) material de isolamento, (2) confeccdo de excicatas e
(3) preservacao do material genético.

Para a remocdo dos micro-organismos epifiticos, em camara asséptica, 0 material
bioldgico foi esterilizado superficialmente com &lcool 70 % por 1 minuto, posteriormente o
tratamento com hipoclorito de sodio 3-5 %, por 2-5 minutos, novamente a imersao em alcool
70 % por 30 segundos e por fim a lavagem em &gua destilada estéril para o controle da
assepsia (Fig. 6) (SOUZA et al, 2004).

Alcool 70% Hipoclorito Alcool 70% Agua
3a5% destilada
1 minuto 2 a Sminutos 30segundos  Tempo indeterminado
para lavar a amostra

Figura 6: Esquema da assepsia do material bioldgico.

Apbs a remogdo dos micro-organismos epifiticos as amostras foram cortadas em
pequenos fragmentos de 4mm x 4mm (Fig.7), em matrizes de 2x2 e inoculadas em placas de
Petri contendo os meios de cultura solidos: ISP2; Aveia e BDA com antibidticos
(tetraciclina+ampicilina 100 pg/mL) para inibicdo do crescimento de bactérias e
actinomycetos ou (cetaconazol+tetraciclina) para a inibicdo de fungos e bactérias gram
negativas, sendo esse procedimento realizado em triplicata para cada meio. Foi feita uma
placa controle para cada meio de cultura, nas quais foi inoculada uma aliquota de 50 pL da
agua destilada utilizada no final do processo de assepsia e espalhada superficialmente com
alca de drigalski (SOUZA et al, 2004).



Figura 7: Isolamento dos basidiomycetos: A — basidiomyceto em ambiente
natural; B — isolamento dos micro-organismos em matriz 2x2; C — crescimento
fangico.

Posteriormente, as placas contendo os inoculos foram fechadas e incubadas na
B.0.D. a 18, 26 e 40° C por 24 dias com intervalos de 8 dias para a troca de temperatura.
Apos trés dias de isolamento foi iniciada a repicagem dos fungos para tubos de ensaio,
contendo 0 meio de cultura utilizado no isolamento e incubados at¢é o momento da

purificacdo. Todo o material foi datado e identificado para uso posterior.

4.3 Purificacgéo, conservacao e identificacdo
Para realizar a purificacdo dos fungos isolados foram adotadas duas técnicas:

Técnica 1: A Técnica de Tween ou diluigdo seriada (AZEVEDO, COSTA, 1973)
(Fig.8), aplicada na purificagdo de fungos mitosporicos. Com a alca de platina foram
raspados conidios do fungo isolado e inoculados em tubo de ensaio contento 2 mL da solugéo
de tween 80 a 0,02 %, essa solucdo foi agitada em vortex e apos esse procedimento foi
transferido 1 mL para outro tubo de ensaio contendo 9 mL de agua destilada estéril,
denominada solucédo estoque, desta foram preparadas cinco diluigdes seriadas sendo das trés
ultimas dilui¢bes retirados 50 pL e inoculados em triplicatas. ApoOs esse procedimento as
placas foram incubadas durante 48h, e ao término desse periodo foi observado o crescimento
da colbnia originada de um Unico esporo a qual foi transferida para duas novas placas

contendo o0 meio de cultura apropriado para seu crescimento.
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Figura 8: Representacdo esquematica da Técnica de Tween ou diluicdo seriada. Fonte: Flavia Paiva,
2011 (modificada).

Técnica 2 — A Técnica de repiques sucessivos € aplicada na purificacdo de fungos nédo
mitosporicos e basidiomycetos. Foram retirados trés fragmentos dos fungos isolados e
inoculados em trés pontos na placa de petri com o meio de cultura apropriado. Conforme
ocorria 0 crescimento dos fungos, estes eram repicados para outras placas de petri (Fig. 9),

sendo o processo realizado até ocorrer a purificagéo.

Inéculo
tripontual

Inéculo
pontual

PRESERVACAO

Figura 9:Esquema de Purificacdo pela técnica de repiques sucessivos, aplicada a fungos filamentosos
com reproducédo sexuada.

Apo6s a purificagdo, os micro-organismos foram identificados pela analise das

estruturas macroscopicas e microscopicas: hifas, micélio, estruturas de reproducdo e



comparados com literatura especifica a taxonomia de cada grupo (KIFFER & MORELET,
1997).

Por fim todos os isolados foram conservados utilizando quatro técnicas: Agua
destilada (CASTELLANI, 1939); 6leo mineral; 4gua com glicerol a 20% e palito de dente. Foi
feito um indculo no centro da placa e nas duas laterais do inéculo foram colocados dois
palitos de dente dispostos paralelamente. Apo6s cinco dias foi observado o crescimento
fangico no entorno do palito, com o bisturi foi feita a remoc¢éo do palito contendo o fungo
armazenado em tubo de ensaio, o qual foi depositado em um tubo falcon de 15 mL e
conservado sob refrigeragdo. Este tipo de conservagdo visa manter a atividade enzimatica do
fungo (comunicagéo pessoal Lopez, J.M. — curso Brasil-Espanha, realizado em Manaus/Am,
2009).

4.4 Fermentacdo Submersa (FSM) de residuos agricolas regionais para estimular a
producéo de ligninases

Para a producdo das ligninases, foram selecionadas aleatoriamente 10 linhagens
fangicas, sendo cinco do género Penicillium e cinco basidiomycetos em FSM, estas foram
cultivadas no meio GLBN 40, um meio de cultivo basal para in6culo contendo a solugédo de
elementos tracos com a adigdo dos indutores 40 mg de Mn (11), Tween 80 (0,5 g/L) e Alcool
veratrilico (0,42 g/L), utilizando como substratos 10 residuos agricolas regionais (tabela 2).

Tabela 2: Residuos agricolas regionais utilizados como substratos.

Bagaco de Cana In natura Comercial BCn
Casca da Macaxeira  In natura Comercial CMx
Casca de Coco In natura Comercial CCc
Casca de Cupuacli  In natura Comercial CCp

Casca de Guarana  Innatura Municipio de Maués CGu
Casca de Maracuja  In natura Comercial CMj
Casca de Urucum In natura Campus da UFAM  CUr
Semente de Cupuagl In natura Comercial SCp
Semente de Maracujd In natura Comercial SMr

Torta de Pau Rosa  Innatura Municipio de Maués TPR



Para a fermentacdo foram utilizados erlens de 50 mL sendo adicionado em cada erlen
30 mL de meio GLBN 40 mais 1 % do residuo agroindustrial sélido in natura. Os erlens
foram autoclavados durante 15 minutos a 1 atm e 120 °C. O ino6culo dos Penicillium spp.,
ocorreram com a adicdo de 30 pl de suspensdo de conidios na concentragdo 10’ esporos/mL.
Enquanto os indculos dos basidiomycetos foram realizados através do corte de trés
fragmentos de 5 mm de didmetro. Ap6s a inoculacdo os fungos foram mantidos em
incubadora shaker (Fig. 10) durante 10 dias (240h) a 120 rpm com temperatura adequada para

cada grupo, sendo 26 °C os basidiomycetos e 28 °C para Penicillium spp.

Figura 10: Incubacéo sob agitacdo, a
28 °C, por 10 dias.

4.5 Obtencédo do extrato enzimatico

Apo6s 10 dias de cultivo em FSM o material foi retirado da incubadora shaker e por
meio de filtracdo a vacuo foi obtido extrato enzimatico (Fig. 11). O liquido filtrado foi
depositado em tubos falcon de 15 mL autoclavados, em seguida transferidos para eppendorfs
de 2 mL limpos e centrifugados a 9000 rpm durante 10 minutos. Apos a centrifugacdo, com
uma pipeta automatica o liquido foi transferido para eppendorfs de 2 mL limpos e

armazenados a 4 °C até o momento da leitura em espectrofotémetro.

Figura 11: Obtencéo do extrato enzimatico: A — fungo cultivado em meio liquido, B — crescimento
fangico em substrato regional, C - montagem do sistema de filtracdo, D — processo de filtracdo E —
obtencdo do extrato enzimatico.



4.6 Ensaios quantitativos para deteccdo de ligninases
As analises quantitativas de ligninases foram feitas por espectrofotometria de luz

ultravioleta, sendo determinada a atividade enzimatica das enzimas LiP, MnP e Lac.

4.6.1 Determinagédo quantitativa de Lacase EC 1.10.3.2 (Lac)

Para a determinacdo da atividade de Lac foi utilizado como substrato o ABTS [4cido
2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)], de acordo com BOURBONNAIS et al.
(1998). A reacdo foi feita diretamente na cubeta de vidro, onde foram adicionados: 300 pL de
tampado citrato-fosfato 50 mM pH 5,0; 100 pL de &gua Milli-Q; 500 pL do extrato enzimético
e 100 puL de ABTS 1 mM. A oxidagéo do substrato foi monitorada durante 10 minutos a 420
nm com leitura a cada um minuto (coeficiente de extin¢gdo molar do produto formado a 420
nm utilizado foi 36.000 M™*cm™).

Para o controle foi feito um branco onde no lugar da amostra foi adicionado o tampéo
e as amostras que apresentavam coloragdo, foi adicionado o extrato enzimatico fervido por 10
minutos. Foram mensuradas a absorbancia inicial (Abs;) e a absorbancia final (Abss), onde a
Abs; foi determinada no momento em que se adicionou a solu¢do de ABTS e a Abs; ao
término dos 10 minutos. Uma unidade de atividade enzimética foi considerada como a

quantidade de enzima capaz de catalisar 1 umol de ABTS oxidado por minuto.

4.6.2 Determinacdo quantitativa de Lignina Peroxidase EC 1.11.1.14 (LiP)

A atividade de LiP foi determinada de acordo com KIRK et al. (1986). Em uma cubeta
de quartzo foram adicionados: 400 uL do tampdo tartarato de sédio 100 mM pH 3,0; 500 pL
do extrato enzimético; 50 pL de alcool veratrilico 10 mM e 50 pL de H,O; (solucéo contendo
50 pL de H,O, para 50 mL de agua Milli-Q, recém-preparada). Sendo a rea¢do enzimatica
iniciada quando adicionado H,0O, A absorbancia foi monitorada por 10 minutos a 310 nm,
com leitura a cada um minuto. Para o controle foi feito um branco (referéncia) onde foi
adicionado o extrato enzimético fervido por 10 minutos.

Foram mensuradas a absorbancia inicial (Abs;) e a absorbancia final (Abs), onde a Abs;
foi determinada quando adicionada a solugdo de H,O, e a Abs; foi verificada apos os 10
minutos. A atividade de LiP foi definida como a quantidade de LiP capaz de oxidar 1 pmol de
alcool veratrilico por minuto (o coeficiente de absortividade molar do produto formado a 310

nm utilizado foi 9.300 M™cm™).



4.6.3 Determinagdo quantitativa de Manganés Peroxidase EC 1.11.1.13 (MnP).

A atividade de MnP foi determinada atraveés da oxidacdo do vermelho de fenol. A
reacao foi realizada em tubos de ensaio contendo 1,5 mL de tampéo fosfato-citrato 50 mM e
pH 4,5, 1,5 mL de lactato de sédio 50 mM, 0,5 mL de MnSO,4 1,0 mM, 0,5 mL de vermelho
de fenol 0,1%, 0,25 mL de albumina bovina 1,8%, 0,25 mL de H,O, 2,0 mM e 0,5 mL de
extrato enziméatico. Apds 5 minutos, 1,0 mL desta mistura reacional foi adicionada em outro
tubo de ensaio contendo 65 puL de NaOH 6,5 M e a absorbancia medida a 610 nm (o
coeficiente de extincdo molar do produto formado a 610 nm utilizado foi 22.000 M*.cm™).

Foram mensuradas a absorbancia inicial (Abs;) e a absorbancia final (Abs;), onde a
Abs; foi determinada quando adicionada a solucdo de vermelho de fenol e a Abss foi
monitorada durante 10 minutos. Uma unidade de atividade enzimatica foi considerada como a
guantidade de enzima capaz de catalisar a formacdo del umol de vermelho de fenol oxidado
por minuto (KHINDARIA; GROVER; AUST, 1994).

4.6.4 Calculo da atividade ligninolitica
Para determinar a atividade enzimaética das ligninases foi utilizado o calculo descrito

pela férmula a seguir (AGUIAR; FILHO, 2008; FERREIRA, 2009; MENEZES et al. 2010).

Equacao 1: Determinacdo da atividade enzimatica.

AAbs
Ul/L= x Fd x 10°
(ExV,xt)

Onde: AAbs = Abs; -Abs;;
€ = coeficiente de extingdo molar do produto formado (M™.cm™);
V, = volume da amostra em L;
t, = tempo reacional em minutos;
Fd = fator de diluicdo da amostra;
10° = fator de conversdo de pL para L.

UI/L = Unidade internacional, onde internacional significa umol.min™



4.7 Ensaio por Compostagem
Visando a producdo de adubo organico economicamente viavel a partir da biomassa
local foram selecionadas duas cepas: Bas 1 e Pen 1 e cultivadas em um residuo agricola
regional: cascas de maracuja que serviram como fontes de carbono.
A biomassa foi adquirida de forma comercial em um total de 90 kg de maracujés.
Estes foram lavados com &gua corrente e detergente liquido, em seguida retirada toda a polpa
e sementes. Apds o despolpamento foram obtidos 30 kg de cascas, estas foram separadas,
trituradas, pesadas e armazenadas em bolsas herméticas, sendo um 1kg por bolsa, totalizando
30 bolsas herméticas. Em seguida foram divididos em dois grupos e trés subgrupos (Fig. 12)
Sendo que cada grupo correspondia a um tratamento, onde: Grupo 1 = residuo in natura e
Grupo 2 = residuo autoclavado.
Onde:
e1A — Residuo casca de maracuja in natura + 1 mL de suspensdo de esporos de
Penicillium sp.
¢ 1B — Residuo de casca de maracuja in natura + inéculo do basidiomyceto.
¢ 1C — Residuo de casca de maracuja in natura.
e 2A - Residuo de casca de maracuja autoclavada + 1mL de suspensdo de esporos de
Penicillium sp.
¢ 2B — Residuo de casca de maracuja autoclavada + inéculo do basidiomyceto.

¢ 2C — Residuo de casca de maracuja autoclavada.

GRUPO 1 - RESIDUO NAO AUTOCLAVADO
1B 1C

GRUPO 2 - RESIDUO AUTOCLAVADO
2A 2B 2C

1Kg 1Kg 1Kg 1Kg 1Kg 1Kg

1K 1K 1K 1K 1K 1K 1K 1K 1K
P PG A Ol LS BN A S Pl AW TR Vs WA N B

I Penicillium spp. I Basidiomycetos I Controle/sem inéculo |

Figura 12: Esquema para a realizagdo da compostagem.



O processo de inoculacdo do Penicillium sp., consistiu na adicdo de 1 mL de
suspensdo de conidios na concentracdo 10 esporos/mL em cada bolsa hermética. Para os
basidiomycetos foi adota a técnica palitos de dente sendo estes inseridos nas bolsas

herméticas que continham o residuo sendo seis palitos para cada 1 kg (Fig. 13).

Figura 13: Realizacdo do indculo do Bas 1 através da técnica palito de dente.

Para 0 armazenamento desse material foi construido um estribo com uma altura de
1,20 m do solo. Todo o residuo foi mantido em ambiente natural e exposto a mudancgas de
temperatura, porém em intervalos de cinco dias eram realizados dois procedimentos:

Procedimento 1 - o material era molhado por aproximadamente 10 a 15 min. para
que a temperatura dentro das bolsas herméticas ndo ficasse tdo elevada nos dias de calor
intenso.

Procedimento 2 — eram realizadas observacbes quanto a consisténcia dos residuos,
com o propésito de analisar a acdo dos fungos inoculados.

Apds 90 dias foram selecionadas duas amostras de cada experimento e em camara de
fluxo laminar, com uma espatula metélica esterilizada foram retiradas 1 g do residuo
depositadas em tubos falcon de 15 mL, contendo 9 mL de &gua destilada estéril.
Posteriormente agitados em vortex e por fim plagueados em meio BDA com e sem
antibiotico.

As placas foram incubadas durante 15 dias, com o objetivo de verificar os micro-
organismos que estiveram presentes durante a degradacdo dos residuos. Em seguida todo o
material foi autoclavado, sendo as amostras mantidas de acordo com 0 grupo a que
pertenciam, posteriormente pesados 105 g de cada composto e 105 g de solo, misturados e
colocados em vasos nos quais foram plantadas trés sementes de Cucubita spp. por vaso e

observado o crescimento durante 30 dias.



4.8 Fermentacdo Submersa (FSM) utilizando como substrato o6leo de oliva (OL),
semente de cupuagu (SCp) e semente de maracujé (SMj) para estimular a producéo de
lipases

Para a producédo das lipases, foi adotada a metodologia descrita por COLEN (2006)
com modificagdes. Primeiramente, foram selecionadas aleatoriamente 15 linhagens de fungos
sendo cinco Penicillium spp, cinco basidiomycetos e cinco Aspergillus spp., estes foram
inoculados em meio liquido contendo extrato de levedura (0,5 g.L™), 4gar micoldgico (25 g.L~
1, (NH.)2S04 (5 g.L ™), (NH2),CO (2,0 g.L %), MgS04.7H,0 (1,0 g.L ), NaCl (1,0 gLY) e
como subtrato OL (10 mL.L™), SCp e SM,j.

Para a fermentacdo foram utilizados erlens de 50 mL contendo 30 mL do meio de
cultura liquido mais 1% de sementes ou 0leo de oliva. Os erlens foram autoclavados durante
15 minutos a 1 atm e 121 °C. Os in6culos dos Penicillium spp., ocorreram com a adi¢ao de 30
pl de suspenséo de conidios na concentracio 10’ esporos/mL e dos basidiomycetos através do
corte de trés fragmentos de 5mm de didmetro. Apos a inoculacdo os fungos foram mantidos
em incubadora shaker durante 10 dias (240h) a 120 rpm com temperatura adequada para cada
grupo, sendo 26 °C para os basidiomycetos e 28 °C para Penicillium spp. e para a obtencéo do

extrato enzimatico foi adotada a metodologia descrita no item 4.5.

4.8.1 Determinacdo da atividade lipolitica

A atividade lipolitica foi quantificada com algumas modificacbes de acordo com o
método de WINKLER and STUCKMANN (1979), no qual a atividade lipolitica € medida
através da estimativa do p-nitrofenol que € liberado através da acao da lipase na hidrdlise do
p-nitrofenil palmitato (Fig. 15).

Para avaliar a atividade lipolitica foi preparada uma mistura (solucdo A) composta por
uma aliquota de 2,2 mL de tampao fosfato 0,05 M (pH 8,0) contendo goma arabica (0,11 %) e
deoxicolato de sédio (0,23%) e 0,2 mL de extrato protéico, sendo esta previamente incubada
por 5 minutos a 37 °C. Em seguida foi preparada uma solucdo de p-nitrofenilpalmitato
(pPNPP) com concentracdo de 3 mg/mL dissolvida em isopropanol (Solucdo B). Para dar
inicio a reacdo foi adicionado a Solucdo A 0,1 mL da solucdo B, sendo a temperatura para a
reacdo enzimatica de 37 °C durante 10 minutos. Como controle fez-se um branco, e no lugar

da solucéo B, foi adicionado 0,1 mL de isopropanol.



OH
0

o] .
Il Lipase [
H3C—(CH,);3—CH,—C—0 NO, —— + H;C—(CH,);5—CH,—C—OH
NO,
p-nitrofenil palmitato p-nitrofenol

Figura 13: Reacdo de hidrolise do p-nitrofenil palmitato e formacéo do p-nitrofenol e &cido
palmitico.

A atividade foi calculada conforme descrito na equacao abaixo

Equacdo 2: Determinacdo da
atividade de lipase.

Ul/L= (Abs) / (€).(Vol) (T)

Onde:
Abs: Absorbéncia a 410 nm;
Vol: volume do ensaio em mL;
e: coeficiente de extingdo molar (18,5 mL pumoL™ cm™)

T: tempo em minutos



Todas as etapas descritas anteriormente podem ser observadas no fluxograma abaixo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
Apbs a coleta foram realizados os procedimentos descritos nos itens: 4.2 e 4.3 sendo

possivel obter os fungos isolados utilizados neste trabalho.

Figura 14: Diversidade de basidiomycetos coletados no estado do Amazonas por
SOUZA et.al.

Os basidiomycetos causadores da podriddo branca sdo considerados os melhores
micro-organismos com capacidade em degradar a lignina, celulose e hemicelulose em
moléculas menores até CO2 e agua. (MATHEUS & OKINO, 1998), uma vez que utilizam
materiais lignocelulésicos como substrato para a obtencdo de carbono e nitrogénio. Outro
grupo que também se destaca, pois estando em condigdes naturais ou in vitro sdo fontes de
enzimas refere-se ao grupo dos Penicillium (OLIVEIRA et al., 2006).

Dessa forma, dos micro-organismos isolados foram selecionados cinco

basidiomycetos, cinco Penicillium spp. e cinco Aspergillus do grupo ninger (tabela 3).



Tabela 3: Identificacdo das linhagens selecionadas.

i

. Bas 1
Bas 2
Bas 3
Bas 4
Bas 5
n Pen 1
Pen 2
n Pen 3
n Pen 4
Pen 5
Asp 1
Asp 2
Asp 3
Asp 4
Asp 5

5.1 Avaliacé@o do crescimento de cinco Penicillium spp. e cinco basidiomycetos nos dez

residuos agricolas

Nas condicdes de ensaio descritas no item 4.4, os basidiomycetos e Penicillium spp.,
foram inoculados em meio de cultura liquido (GLBN 40) contendo o residuo agricola
regional (Fig.16), durante o periodo de incubacdo ao completarem 72, 168 e 240 h foram

Bas3M 1.1.1
B05 1.1
BO1 controle
B05.3.1
B03 1.3
Stsp C1-2/1-12
Stsp C2-3/1-2C
PbR22.2
StspR2 1.1
Ansp cGg3
EJ flor 3 cont.
458 Asn
F40 Asn
F52 Asp. Ng
F73 Asp. Ng

realizadas as observacOes referentes aos niveis de crescimento.

Figura 15: Fermentagdo Submersa: A — Meio
GLBN40 contendo residuo agricola, B — residuo
agricola com in6culo do Pen 1.



Decorridas 240 h o Pen 1 obteve um alto crescimento em oito substratos sendo o melhor
em sete: CCp, CMx, CMj, CUr, SCp, SMj e TPR, seguido do Pen 2 que apresentou alto
crescimento em seis substratos, sendo o melhor em BCn e CGu, havendo crescimento muito
semelhante entre Pen 1 e Pen 2 nos substratos BCn, CCp, CMx, CMj. O Pen 3 e 0 Pen 4
apresentaram baixos crescimentos em cinco substratos, CCp, CGu e CMj, diferenciando
apenas em CCc e SMj para o Pen 3 e SCp e TPR para o Pen 4, o qual para CCp o crescimento
s0 pbde ser visualizado com 240 h. O Pen 5 apresentou crescimento bastante semelhante ao
Pen 1 nos substratos SMj e TPR, e obteve o melhor crescimento no substrato CCc.

Dos 10 substratos avaliados como fontes de nutrientes para os cinco Penicillium spp. foi
observado um alto crescimento de todos os individuos na CMx, 0 mesmo ocorreu no substrato
SMj, com excecéo apenas do Pen 3. Porém, todos os individuos apresentaram um crescimento
baixo para CCc, ndo havendo crescimento nas primeiras 72 h para Pen 1 e Pen 5 (tabela 4).

No que se refere ao crescimento dos basidiomycetos (tabela 5), observou-se que assim
como os Penicillium spp. todos os individuos cresceram em todos os subtratos. O Bas 1
obteve um alto crescimento em sete substratos sendo o melhor para: CCp, CGu, CMj, CUr e
SCp, obtendo baixo crescimento somente para CCc. O Bas 2 apresentou um alto crescimento
para quatro substratos e foi o melhor para: CCc e BCn. O Bas 3 obteve um alto crescimento
em trés substratos, sendo o melhor para SMj, sendo visualizado com 72 h. O Bas 4
apresentou baixo crescimento em 50% dos substratos, e um alto crescimento em BCn e SCp.
Enquanto, o Bas 5 obteve alto crescimento para CCp e CMXx, sendo o melhor em TPR.

Ao analisar as tabelas 4 e 5 é possivel observar que os Penicillium spp. obtiveram o
melhor crescimento no substrato CMXx, e os basidiomycetos no BCn. Enquanto o menor
crescimento para os Penicillium spp. foi obtido no substrato CCc e para os basidiomycetos no
substrato TPR. O periodo de 240 h de cultivo foi considerado apropriado para este processo,
uma vez que ocorreu o crescimento das 10 linhagens flngicas no meio de cultura (GLBN 40)

contendo os 10 diferentes substratos e ndo houve contaminagao por outros micro-organismos.



Tabela 4: Avaliacdo de crescimento dos Penicillium spp. nos dez substratos regionais utilizados em cultivo submerso como fonte de carbono.

Linhagens/Crescimento

Substratos

" Pen 1 Pen 2 Pen 3 Pen 4 Pen5 Controle
72h  168h 240h 72h 168h 240h 72h 168h 240h 72h 168h 240h 72h 168h 240h 72h 168h 240h
srarar | oarrr | oamee | oamr | oaeer | o + + +++ + + ++ ++ ++ ++ - - -

- + ++ + + + + + + + + ++ - ++ ++ - - -
E=SE IRETE =R IS S = T + + + - - + + + + - - -
++ ++ ++ +++ A+ + + + + + + ++ ++ ++ - - -
srarr |oarrr | oaEer | o | | oase | oA ++ Grrr | oA | oA | e | oA | oS | s - - -
++ ++ +++ ++ ++ +++ + + + + + + + + + - - -
+ +++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++ ++ + ++ ++ - - -
+ +++ + ++ ++ + ++ ++ + + + ++ ++ ++ - - -
+++ 4+ + ++ +++ + + + +++ A+ A A - - -

+++ ++ ++ ++ ++

Niveis de crescimento: - (ndo apresentou crescimento); + (baixo crescimento); ++ (médio crescimento); +++ (alto crescimento).

Tabela 5: Avaliacdo de crescimento dos cinco basidiomicetos nos 10 substratos.

Linhagens/Crescimento

Bas 1 Bas 2 Bas 3 Bas 4 Bas 5 Controle
72h  168h 240h 72h 168h 240h 72h 168h 240h 72h 168h 240h 72h 168h 240h 72h 168h 240h

Substratos
in natura

FFSFISRENIINNS ENEFIS VIS FIEFIR VIOV RFESFISVINERS VIS VISP ++ 2 2 2
| ccc I + + + 4+ ++ + + ++ + + + + o+ ++ = . .
. - + + + ++ o+ ++ e o = =
IS P ++ ++ > + ++ > > + > + ++ = > >
| cvx + +++ 2 + ++ o+ ++ ++ 2 2 + 2 ++ = = =
PO T T + FEv + ++ = = ++ + ++ ++ - = =
+ ++ HH F + 4+ ++ ++ + ++ o+ ++ = = =
PR FIFITEN VI ++ ++ + + + + N UNETI I ++ = = =
= + ++ 2 2 + ++ At i + + 2 ++ ++ 2 2 2
-

Niveis de crescimento: - (ndo apresentou crescimento); + (baixo crescimento); ++ (médio crescimento); +++ (alto crescimento).



5.2 Atividade de LiP, MnP e Lac nos 10 diferentes substratos in natura

O extrato enzimatico foi utilizado para determinar a presenca das ligninases atraves de
analises por espectrofotometria de UV de acordo com os procedimentos descritos nos itens
46.1,4.6.2,4.6.3e4.6.4.

5.2.1 Bagaco de cana de agucar (BCn)

O bagaco da cana de acucar € um material ligninocelulésico cujo sua composicao
média é de 50 % de umidade, 2 % de Brix (sélidos sollveis em agua) 46 % de fibra (32 — 50
% de celulose, 19 — 25 % de hemicelulose e 23-32 % de lignina) e 2 % de cinzas
(HAMELINK et al., 2005; PANDEY et al., 2000). Ao utilizar o BCn como substrato
observou-se a producdo das ligninases por nove das dez linhagens utilizadas, com excec¢édo
apenas do Pen 1, que ndo registrou atividade para Lac. (Fig. 17), sendo a maior producéo
obtida pelo Bas 3 com atividade igual a 64,07 UI/L, seguido do Pen 3 com 62,47 UI/L,
embora as demais linhagens de Penicillium spp. tenham apresentado dados superiores aos
basidiomycetos, para estes houve registro de atividade em todas as linhagens.

Conforme pode ser observado na figura 18, a atividade de MnP foi a melhor expressa,
destacando-se os Penicillium spp., com os maiores valores de atividade obtidos por Pen 1 com
1562,42 UI/L, seguido de Pen 2 com 1456,16 UI/L, sendo o Bas 3 o melhor produtor para o
grupo dos basidiomycetos com atividade igual a 411,21 UI/L. A atividade de LiP, teve
maiores resultados que Lac., e menores do que MnP, e assim como para as demais enzimas,
os melhores produtores foram os Penicillium spp., as maiores atividades destacando-se o Pen
2 com 344,56 UI/L, seguido de Pen 1 com 337,63 UI/L, enquanto as maiores atividades para
os basidiomycetos foram obtidas pelo Bas 2 com 270,01 UI/L e Bas 1 com 247,79 UI/L.
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Figura 16: Avaliacdo da atividade de Lac. em bagago de cana de agUcar.
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Figura 17: Avaliacdo da atividade de LiP em bagaco de cana de agucar.

5.2.2 Casca de coco (CCc)

Ao utilizar a CCc como substrato, verificou-se que das dez linhagens utilizadas, nove
produziram MnP, LiP e Lac, com excecdo apenas do Bas 2 que nao produziu MnP, porém, foi
o melhor produtor de Lac com 42,04 UI/L (Fig. 19), que embora tenha sido a enzima menos
expressa, todas as linhagens de basidiomycetos foram capazes de produzi-la, assim como no
substrato BCn. A maior producdo enzimatica foi registrada para MnP, com o melhor resultado



obtido por Pen 1 com 1.828,69 UI/L, seguido de Pen 2, 3 e 4 que apresentaram resultados
aproximados

A LiP foi a segunda enzima a obter a melhor producéo, sendo o melhor produtor o Pen
4 com 206,93UI/L, seguido de Pen 2 e Pen 3 que apresentaram resultados préximos.
Observou-se de acordo com a figura 20, que os Penicillium spp. foram os melhores
produtores para MnP e LiP nesse substrato, mas assim como no substrato BCn os
basidiomycetos foram os melhores produtores de Lac., sendo a menor atividade registrada

para esta enzima igual a 1,85 UI/L obtida pelo Pen 4.
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Figura 18: Avaliacdo da atividade de Lac em casca de coco.
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Figura 19: Avaliagdo da atividade de LiP e MnP em casca de coco.



5.2.3 Casca de cupuagu (CCp)

A figura 21 apresenta a producdo de Lac utilizando a CCp como substrato, observou-
se que apenas seis linhagens foram capazes de produzir esta enzima, sendo cinco
basidiomycetos e apenas 0 Pen 2 com 3,70 UI/L, valor inferior quando comparado aos obtidos
pelas demais linhagens. Para a LiP as maiores atividades foram registradas pelo Bas 1 com
213,62 UI/L e pelo Pen 1 com 195,22 UI/L. Enquanto a MnP foi a segunda enzima a
apresentar melhor produtividade com 116,06 UI/L pelo Bas 1 e 107,27 UI/L por Bas 2. De
um modo geral, os basidiomycetos foram os melhores produtores neste substrato quando
comparados aos Penicillium spp., pois produziram as trés enzimas e obtiveram as maiores
atividades.

Logo também é possivel observar que o Bas 1 foi o melhor produtor nesse substrato
uma vez que obteve os maiores resultados para as trés enzimas. Ao comparar a producdo de
Lac com MnP e LiP observou-se que os valores de atividade foram inferiores, assim como

nos substratos BCn e CCc.

Casca de cupuacu
12,00

M Lacase

10,00

:
8,00 T

6,00

4,00 ]

2,00

0,00 [ .

Pen1|Pen2|Pen3|Pen4|Pen5|Basl|Ba52|BasS|Bas4|BasS|

Atde UI/L

Linhagens

Figura 20: Avaliagéo da atividade de Lac em casca de cupuagu.
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Figura 21: Avaliagdo da atividade de LiP e MnP em casca de cupuagu.

5.2.4 Casca de guarana (CGu)

Verificou-se que ndo houve registro de atividade de Lac para os Penicillium spp. (Fig.
23), entretanto as maiores atividades para LiP e MnP foram expressas por essas linhagens.
Assim como nos substratos BCn e CCc, a MnP foi a enzima mais expressa com a maior
producéo obtida pelo Pen 4 com 526,0606 UI/L e para LiP pelo Pen 2 com 112,5448 Ul/mL,
sequido do Bas 1 com 97,4910 UI/L (Fig. 24). Semelhantes aos substratos citados
anteriormente, a produgdo de Lac foi mais baixa e os melhores produtores foram o0s
basidiomycetos, com atividade igual a 22,3457 UI/L para o Bas 1 seguido de Bas 2, 3 e 5 que
apresentaram resultados aproximados. Uma linhagem a ser destacada nesse substrato é o Bas
1 que dentre as 10 linhagens obteve a melhor producéao para Lac e o segundo melhor resultado

para LiP, sendo considerado o melhor produtor entre os basidiomycetos, embora tenha obtido

0 menor resultado para MnP.




Atde UI/L

30,00
25,00
20,00
15,00
10,00

5,00

0,00

Casca de guarana

M Lacase

Linhagens

Pen1|Pen2|Pen3|Pen4|Pen5|Basl Bas 2 |Bas3|Bas4|Bas5

Figura 22: Avaliagdo da atividade de Lac em casca de guarana.
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Figura 23: Avaliacdo da atividade de LiP e MnP em casca de guarana.




5.2.5 Casca de macaxeira (CMx)

Conforme é possivel observar na figura 25 e 26 a CMx pode ser considerada um bom
substrato, pois, diferente dos substratos citados anteriormente todas as linhagens produziram
as trés enzimas e assim como nos substratos BCn, CCc e CGu a MnP foi a enzima mais
expressa, com a maior producgéo obtida pelo Pen 3 com 892,02 UI/L, seguido do Pen 1,2 e 4
com valores superiores aos apresentados pelos basidiomycetos e quanto a atividade de LiP, a
maior producdo foi obtida pelo Pen 2

Outro fator a ser destacado deve-se a producdo de Lac. que embora neste substrato
tenha apresentado uma baixa producdo quando comparada a MnP e LiP, obteve resultados
elevados comparados aos substratos anteriores e ressaltando também que assim como na CCc
todos os Penicillium spp. produziram esta enzima, com as maiores producdes obtidas pelo
Pen 3 com 67,90 UI/L e Bas 2 com 44,26 UI/L.
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Figura 24: Avaliacdo da atividade de Lac em casca de macaxeira
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Figura 25: Avaliagdo da atividade de LiP e MnP em casca de macaxeira.

5.2.6 Casca de maracuja (CMj)

Ao utilizar a CMj como substrato foi possivel verificar que a producdo de Lac por
todas as linhagens (Fig. 27) com o maior valor de atividade obtido pelo Bas 1 com 90,38
UI/L. Logo este pode ser considerado um bom substrato para a producgéo desta enzima quando
comparado ao BCn, CCc e CGu.

Outro fator observado refere-se a maior producdo enzimatica, pois nos substratos BCn,
CCc, CGu e CMXx ocorreu para MnP (Fig. 28) enquanto para CMj assim como na CCp
ocorreu para LiP com o melhor resultado obtido pelo Bas 1 com 174,19 UI/L, seguido de Bas
2 com 124,97 UI/L. Para MnP a maior producdo obtida pelo Pen 1 e Pen 2 com 41,91 Ul/L e
41,01 UI/L. Vale ressaltar, que os melhores produtores de Lac neste substrato foram os

basidiomycetos, com destaque para o Bas na producéo de LiP e Lac.
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Figura 28: Avaliagdo da atividade de LiP e MgP em casca de maracuja

5.2.7 Casca de urucum (CUr)

As figuras 29 e 30 apresentam as atividades quando utilizada a CUr como substrato.
Observou-se que a MnP obteve o maior valor de atividade destacando-se o Pen 4 com 501,11
UI/L. A atividade de LiP foi mais expressa uma vez que todas as linhagens produziram esta
enzima, sendo o Pen 5 o melhor produtor, porém a producéo realizada pelos basidiomycetos
foi bastante significativa, pois embora a maior atividade tenha sido registrada pelo Pen 1, ao



comparar 0s demais valores de atividades registrados para as outras linhagens, verificou-se
que os basidiomycetos expressaram os melhores resultados.

Os melhores produtores de Lac, assim como nos substratos BCn, CCc, CCp, CGu e
CMj foram os basidiomycetos, com a maior producdo obtida pelo Bas 5 com33,76 UI/L,
enquanto dentre os Penicillium spp. Pen 3 foi o Unico produtor com 5,99 UI/L, sendo que
todas as linhagens de basidiomycetos obtiveram produtividade com resultados mais elevados.
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Figura 29: Avaliagéo da atividade de Lac em casca de urucum.
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Figura 30: Avaliacdo da atividade de LiP e MgP em casca de urucum.



5.2.8 Semente de cupuacu (SCp)

No substrato SCp, a maior atividade foi de MnP destacando-se o Pen 2 com atividade
igual a 954,85 UI/L, seguido do Pen 5 com 947,67 UI/L. A atividade de LiP, foi expressa por
todas as linhagens, e o maior resultado observado para Pen 1 com 198,56 UI/L. Semelhante
ao que foi observado nos substratos anteriores, com excecdo apenas de CMj e CCp, o0s
maiores produtores para MnP e LiP, foram os Penicillium spp., embora estes tenham
apresentado atividade inferior para Lac., sendo a maior atividade produzida pelo Bas 1 com
24,01 UI/L, seguido do Bas 3 e 4, onde, a atividade enzimatica, se mostrou linear (Fig. 31 e
32).
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Figura 31: Avaliagdo da atividade de Lac em semente de cupuagu.
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Figura 32: Avaliacdo da atividade de LiP em semente de cupuagu.

5.2.9 Semente de maracuja (SMj)

Ao utilizar SMj como substrato, observou-se que houve registro de atividade por todas

as linhagens utilizadas com excecéao apenas do Pen 1 e Pen 4 que ndo registraram atividade de

Lac (Fig. 33).

As maiores atividades para as ligninases nesse substrato foram obtidas pelos
Penicillium spp. Porém, os basidiomycetos expressaram as trés enzimas. A enzima que obteve
a maior atividade registrada foi a MnP (Fig. 34), sendo o melhor produtor o Pen 3 com 892,02
UI/L seguido do Pen 2 com 512,32 UI/L. A LiP foi a segunda mais expressa, sendo o maior

produtor o Pen 2.
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Figura 33: Avaliacdo da atividade de Lac em semente de maracuja.
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Figura 34: Avaliacdo da atividade de LiP e MnP em semente de maracuja.

5.2.10 Torta de Pau Rosa (TPR)

No substrato TPR, a maior atividade enzimatica foi observada para a MnP seguida da
LiP, sendo os melhores produtores os Penicillium spp., cujo a maior atividade foi produzida
pelo Pen 5 com 377,58 UI/L. Para LiP a maior atividade foi expressa pelo Pen 1 com 198,09
UI/L seguido por Pen 3 com 176,34 UI/L, sendo estes resultados bastante superiores aos
expressos pelos basidiomycetos. No que se refere a atividade de Lac., assim como em BCn,
CCc, CCp, CGu, CMj, CUr e SCp os basidiomycetos foram os melhores produtores (Fig. 35),
pois as cinco linhagens apresentaram atividade com a maior atividade para Pen 2 com 16,24
UI/L, mas ndo houve atividade para 3 das 5 linhagens utilizadas. Embora os basidiomycetos
tenham apresentado atividade baixa, houve producdo de todas as enzimas por todas as

linhagens (Fig. 36).
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Figura 35: Avaliagdo da atividade de Lac em torta de pau rosa.
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Figura 36: Avaliacéo da atividade de LiP e MnP em torta de pau rosa.

Através dos resultados das analises quantitativas foi possivel constatar que nas
condi¢Bes de ensaio utilizadas, ocorreram padrdes diferenciados quanto a producdo de
enzimas ligninoliticas. Essa variagdo na produgdo das enzimas ocorre devido ao potencial
genético que cada grupo de fungos possui, aliado ao fato das fontes de lignina serem diversas

e ndo homogéneas.



5.3 Atividade ligninolitica de MnP

A MnP atua oxidando diretamente Mn (I1) a Mn (lll), e age como espécie ativa nos
processos de oxidagdo catalitica; este € quelado por acido orgéanicos como o oxalato,
formando um complexo estavel de alto potencial de oxidorreducdo, porém a MnP oxida
somente estruturas fendlicas (REYS, 2003). Neste experimento apos 240 h de cultivo
observou-se que os 10 substratos avaliados induziram a producdo de MnP por sete das 10
linhagens utilizadas (Fig. 37), com excecdo do Bas 2 nos substratos CCc e CMj e do Penl e 4
na CUr.

‘D’ANNIBALE (2004) detectou em uma linhagem de L. tigrinus atividade de MnP
somente apartir do 7° dia sendo esta igual a 150 UI/L. Enquanto FENICE E
COLABORADORES (2003) obtiveram pico de atividade no 7° dia com 400 UI/L, ndo sendo
detectada nenhuma atividade antes do 5° dia de cultivo. Neste experimento o periodo de
incubacdo foi de 10 dias e os resultados obtidos foram semelhantes aos encontrados pelos
autores citados.

No experimento realizado por CONCEICAO (2010) as maiores atividades de MnP
foram iguais a 4,66 UI/L produzida por P. tricholoma e 23,58 UI/L por L. tigrinus, utilizando
como substrato 50 % de mandioca e 50 % de cevada incubados a 28 °C. VYAS et al (1994),
utilizou como produtor P. chrysosporium incubado em diferentes temperaturas e observou
que a 39, 33 e 28°C houve produgdes de MnP e LiP, porém a 23 °C ocorreram maiores
producdes para MnP e a 18 °C somente atividade de MnP foi detectada. Neste experimento
as temperaturas adotas foram de acordo com o género a que as linhagens pertenciam, sendo
28 °C para os Penicillium spp. e 26° C para os basidiomycetos, podendo ter sido um fator
influente para a obtencdo de maiores producdes.

Comparando todas as linhagens de Penicillium spp. entre si, observou-se que o Pen 1
foi o melhor produtor nos substratos BCn, CCc, CCp e CMj; 0 Pen 2 em SCp; 0 Pen 3 em
CMx e SMj; o Pen 4 em CGu e CUr; e 0o Pen 5 em TPR. Observou-se que entre essas
linhagens o maior valor de atividade foi apresentado pelo Pen 1 com 1828,69 UI/L quando
cultivado na CCc, sendo considerado um bom produtor, pois, comparado as demais linhagens,
destacou-se em 40 % dos substratos, e quando comparado aos basidiomycetos obteve as
maiores produgdes nos substratos: BCn, CCc e CM;j.

MATHEUS & OKINO (1998) também observaram a alta producdo de MnP pelos
Penicillium spp., logo, é possivel aferir que embora os basidiomycetos sejam os melhores
degradadores da lignina, celulose e hemicelulose os Penicillium spp. também sdo bons

produtores desta enzima.



Dentre as cinco linhagens de basidiomycetos observou-se que o Bas 1 foi o melhor
produtor em cinco substratos, sendo: CCp, CMx, CMj, SCp e TPR; o Bas 2 para a CUr; o Bas
3 no BCn sendo também o segundo melhor produtor na CCc, CGu, CMJ, SMj e TPR; 0 Bas 4
na CCc, CGu e SMj; e o0 Bas 5 0 segundo melhor produtor em CGu e SMj. Dentre estes
destacou-se 0 Bas 1 por ser o melhor em 50 % dos substratos, porém, o Bas 4 atingiu a
melhor producdo na CCc com 594,24,

Verificou-se que as maiores producdes de MnP registrados em nove dos 10 substratos
avaliados foram obtidos pelos Penicillium spp., com excecdo da CCp, na qual a destacou-se 0
Bas 1. De acordo com as observacdes € possivel verificar que MnP quando comparada as
demais enzimas obteve as maiores producdes pelos Penicillium spp. nos substratos BCn, CCc,
CGu, CMx, CUr, SCp, SMj e TPR, assim como os basidiomycetos nos substratos BCn, CCc e
TPR.

Os resultados apresentados neste trabalho sdo de grande importancia, uma vez que a
MnP atua na degradacdo da madeira atraves do seu sistema enzimético, gerando substancias
oxidantes pequenas e de facil penetracdo. Segundo CONCEICAO (2010), outra caracteristica
importante desta enzima refere-se a sua atuacdo em uma ampla faixa de pH, o que representa
uma vantagem para a sua aplicacdo na industria. Porém, a oxidacdo apenas de estruturas
fendlicas limita sua capacidade de degradar integralmente a lignina (SOARES, 1998).

Os dados encontrados na literatura foram inferiores aos obtidos neste trabalho, pois
segundo LECHNER; PAPINUTTI (2006), a composi¢do do substrato influencia diretamente
no padrdo de producdo das enzimas, sendo responsavel por induzir ou aumentar a producao.
De acordo com KAMIDA et al., (2005) outros fatores que influenciam a producgéo estéo
relacionados as caracteristicas genéticas das espécies, assim como parametros fisico-quimicos
(pH, nitrogénio, temperatura, oxigenacdo e presenca de minerais), que interferem ou
colaboram com a producdo e acdo dessas enzimas. Sendo assim, sdo necessarios estudos a
respeito da composigédo destes substratos, principalmente daqueles que induziram as maiores
producdes desta enzima.
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Figura 37: Avaliagdo da atividade de MnP nos 10 substratos avaliados.




5.4 Atividade ligninolitica de LiP

A LiP foi relatada nos fungos: como Phanerochaete chrysosporium, Phlebia radiata,
Phlebia tremellosa, Trametes versicolor, Bjerkandera adusta, Junghuhnia seprabilina e
Phlebia ochraceofulva entre outros (SOARES,1998). Neste experimento as 10 linhagens
fangicas cultivados nos 10 substratos avaliados produziram esta enzima (Fig. 38).

Comparando a producdo de LiP a MnP e Lac foi possivel observar que a LiP
apresentou os maiores valores de atividade na: CCp com 213,00 UI/L e na CMj com 174,19
UI/L ambos produzidos por Bas 1. Ente os basidiomycetos as atividades variaram de 5,02
UI/L na SCp a 270,01 UI/L no BCn ambas produzidas pelo Bas 2, enquanto para oS
Penicillium spp. a variacéo foi de 4,06 UI/L produzida pelo Pen 5 na CGu a 371,80 UI/L pelo
Pen 2 na SMj

Nos ensaios realizados por CONCEICAO (2010), utilizando como substrato bagaco de
cana, residuo de cevada, casca de coco e casca de mandioca as maiores producbes das
ligninases ocorreram apos sete dias, sendo os melhores resultados para LiP iguais a 3,58 UI/L
produzida por P. tricholoma utilizando 30% de mandioca e 70% de cevada e 6,95 UI/L
produzido por L. tigrinus utilizando os mesmos substratos em concentracgdes diferentes sendo
50% de cada.

Observou-se que os Penicillium spp. apresentaram os maiores valores de atividade de
LiP em oito dos 10 substratos avaliados, sendo: BCn, CCc, CGu, CMx, CUr, SCp, SMj e
TPR, sendo excecdo a CCp e CM;j. Entre os Penicillium spp. o Pen 1 foi o melhor produtor
para CCp, CMj, SCp e TPR; o0 Pen 2 para BCn, CMx, SMj e CGu; o Pen 3 o segundo melhor
produtor para CCc, CUr e TPR; 0 Pen 4 para CCc e 0 Pen 5 para CUr.

Entre os basidiomycetos, o Bas 1 foi o melhor produtor para CCp, CGu, CMj, CUr,
SCp; o Bas 2 para BCn e CCc; o Bas 3 para SMj; o Bas 4 o segundo melhor produtor para
SCp; o0 Bas 5 0 melhor para CMx e TPR. Ao comparar a producdo das ligninases pelas 10
linhagens utilizadas observou-se que a LiP assim como MnP foi melhor expressa pelos
Penicillium spp.. Isso se deve porque a MnP ¢é semelhante a LiP devido a presenca do grupo
heme, e também dependente de peroxido de hidrogénio (H,O,) para sua atividade. Logo a
producdo de MnP se da juntamente com a LiP durante o metabolismo secundario, sendo a
regulacdo realizada pela concentragdo de carbono e nitrogénio do meio (REY'S, 2003).

Embora os Penicillium spp. tenham obtido as maiores produgdes em 80% dos
substratos atingindo o maior valor de atividade, verificou-se que 0 menor registro de

atividade também foi produzido por uma das cinco linhagens desse género, o Pen 5. Porém,



SANTOS (2010) observou atividade inferior produzida por Penicillium commune com 2,50
Ul/L.em meio caldo Sabouraud. No que se refere a menor producdo obtida pelos
basidiomycetos, esta ocorreu na SCp pelo Bas 3 com 4,08 UI/L, considerada baixa quando
comparada as linhagens utilizadas nesse experimento. Porém, as maiores atividade encontrada
por ZHAO E COLABORADORES (1996) foi de 0,17 UI/L e por ARORA e
COLABORADORES (2002) de 0,1 UI/L, ambas produzidas por espécies de basidiomycetos.

Uma caracteristica importante da LiP é a sua capacidade em oxidar  substratos
fenolicos e ndo fendlicos que a Lac e a MnP ndo sdo capazes de oxidar (SANTOS, 2010),
como também alcoois benzilicos e demetila, e provocar rearranjos intramoleculares. SOARES
(2000) avaliou que o melhor pH para a remocdo de fendis desta enzima seja 4, sendo
controlado preferencialmente pelo H,O,. Experimentos futuros devem ser realizados com
estas linhagens considerando a otimizacdo do pH, o que pode contribuir com a producéo de
LiP.
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Figura 38: Avaliacdo da atividade de LiP nos 10 substratos avaliados.




5.5 Atividade ligninolitica de Lac

A Lac possui ion cobre no seu sitio ativo e tem ampla especificidade ao substrato
emprega o oxigénio molecular como redutor e oxida anéis fendlicos para radicais fenoxi
(GOLD; ALIC, 1993; SANTOS et al., 2010). Além do seu importante papel na degradacédo da
lignina, pode ser aplicada na destoxificacdo de poluentes fendlicos (KUMARAN et al., 1997).
Diferente do que foi observado na produgdo de MnP e LiP os basidiomycetos foram os
melhores produtores desta enzima, sendo obtidas atividades pelas cinco linhagens nos 10
substratos avaliados (Fig. 39). GUZMAN et al. (1993) também verificou a producéo de Lac
por alguns fungos da podriddo branca tais como Lycoperdon sp., Coriolus versicolor,
Phellinus ignarius. Dentre os Penicillium spp, ndo houve a producéo desta enzima por pelo
menos uma das cinco linhagens em sete substratos, com excecdo da CCc, CMx e CMj, com as
maiores producdes nos substratos CMx e SMj pelo Pen 3 com 67,90 UI/L.

As fontes de nitrogénio desempenham um importante papel na producéo de lacases e
seus efeitos dependem da natureza e concentracdo da fonte no meio de cultivo. De modo
geral, nitrogénio inorganico esta associado a menor producdo de lacases, enquanto fontes
organicas desse nutriente favorecem a producdo de niveis elevados (PISCITELLI et al.,
2011). SILVA (2012) selecionou trés linhagens de fungos da podriddo branca e as cultivou
em meio liquido contendo casca de café como Unica fonte de carbono, acrescentou diferentes
fontes de nitrogénio dentre estas o extrato de levedura e obteve 22,50 UI/L produzido por P.
ostreatus.

SANTOS (2010) verificou a atividade de Lac pelos fungos Aspergillus terreus e
Cunninghamella echinulata e obteve como melhores resultados 18,97 UI/L e 18,70 UI/L.
KEREM E COLABORADORES (1992) observaram altas atividades no inicio da degradagéo
da lignina e verificaram que a Lac age como uma enzima inicial na clivagem de cadeias
laterais e anéis aromaticos das por¢des fendlicas da lignina, atuando na destoxificacdo de
compostos do substrato e oxidando grupos fendlicos. No experimento realizado por
CONCEICAO (2010), os frascos foram incubados por 7 dias e ap6s esse periodo foi realizado
a extracdo das enzimas, as maiores produgdes foram obtidas a 28°C, por P. tricholoma com
6,93 UI/L utilizando casca de mandioca como substrato e L. tigrinus com 8,71 U/L utilizando
50% de mandioca e 50% de cevada.

Dentre as linhagens de Penicillium spp., verificou-se que o Pen 1 obteve o segundo
melhor resultado na CCc, enquanto o Pen 2 foi o melhor para CCp e SCp, sendo também o
unico Penicillium sp. a apresentar atividade no substrato CCp, porém o Pen 3 destacou-se :

em BCn, CCc, CMx, SMj, TPR e CUr, sendo para este ultimo o unico produtor, enquanto o



Pen 4 foi o segundo melhor produtor em TPR e o Pen 5 o melhor para CMj. Comparando as
cinco linhagens, verificou-se que o Pen 3 além de ser o melhor produtor em 60% dos
substratos apresentou o maior valor de atividade com 62,47 UI/L no BCn. O maior valor de
atividade de Lac observado por BAPTISTA (2012) foi igual a 1,94 UI/L produzida por
Penicillium commune, sendo este inferior aos maiores resultados aqui observados.

No que se refere a producgdo desta enzima pelos basidiomycetos, observou-se que 0s
10 substratos induziram a producéo desta enzima por essas linhagens, onde Bas 1 foi o melhor
produtor para CCp, CGu, CMj, SCp e TPR; 0 Bas 2 para CCc e CMx; o Bas 3 em BCn e
SMj; o Bas 4 foi o segundo melhor produtor em BCn e o Bas 5 em CUr. Embora 0s
basidiomycetos tenham apresentado as maiores producdes para esta enzima, a atividade mais
baixa foi produzida pelo Bas 5 em CCp com 0,86 UI/L, enquanto para os Penicillium spp. a
menor atividade foi obtida pelo Pen 4 com 1,85 UI/L na CCc. Entretanto, SANTOS (2010)
obteve como maior atividade de Lac 1,95 UI/L produzida por Penicillium commune em meio
caldo Sabouraud.

TINOCO et al. (2011), verificou a maior atividade de lacase de Pleurotus sp com 1,4
U mL-1 utilizando meio a base de extrato de malte contendo fontes de N proteicas como
peptona e extrato de levedura. KARP et al. (2012) relataram atividade maxima de lacase de
11,6 U g-1 trabalhando com Pleurotus ostreatus, em fermentagdo no estado sélido em meio a
base de bagago de cana acrescido. D’AGOSTINE et al. (2011) observaram maior atividade de
lacase (80 U g-1) de Pleurotus ostreatus, utilizando sulfato de aménio como fonte de
nitrogénio em fermentacdo no estado sélido com cascas de soja.

Verificou-se que os 10 substratos avaliados foram bons indutores para a producéo
desta enzima pelos basidiomycetos, porém os substratos CCp e CGu ndo foram satisfatorios
para os Penicillium spp. Das cinco linhagens de Penicillium spp. verificou-se que o Pen 1 ndo
apresentou atividade em seis substratos sendo BCn, CCp, CGu, CUr, SMj e TPR, assim como
0 Pen 4 em cinco destes, sendo excec¢do a TPR.

Segundo IKEHATA (2004), dentre os fatores que estimulam a producgéo de Lac e a
formagéo de produtos estar a composicdo do meio, o tempo de cultivo, pH, razdo carbono:
nitrogénio, temperatura, natureza quimica do substrato, luminosidade e aeracdo. Vale
ressaltar que a origem da Lac influencia diretamente na especificidade da enzima ao substrato.
Sua funcéo fisioldgica ainda ndo é clara e seu papel na biodegradacéo da lignina € incerto
(GOLD; ALIC, 1993; SANTOS et al.,, 2010), contudo a Lac e a MnP devem agir

complementarmente ou sinergisticamente.
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Varios aspectos quanto a degradacéo da lignina precisam ser analisados, esta realizada
pelos basidiomycetos € vista como um processo multienzimatico que resulta da acdo de vérias
enzimas intra e extracelulares, do grupo das oxidoredutases (peroxidases, lacases e outras
oxidases produtoras de peroxido de hidrogénio) e de metabolitos intermediarios de baixa
massa molecular (LEONOWICZ et al. 1999, MOREIRA-NETO 2006).

ALEXANDRINO (2007) verificou a producdo de vérias enzimas oxidativas e
hidroliticas por P. ostreatus apds 10 dias utilizando residuo de laranja como substrato, e
observou que ndo houve a producdo de amilase e pectinase, porém Lac. e MnP foram
encontradas, sendo a producdo de Lac. induzida pelo aumento da umidade inicial, sendo
nesta as maiores atividades registradas. O mesmo néo foi observado para a producéo de MnP,
pois esta ndo foi afetada pela variacdo da umidade, sendo sua atividade constante assim como
das enzimas hidroliticas xilanase, endoglucanase, B-xilosidase e B-glicosidase que também
apresentaram baixa produtividade.

Com base em todos os resultados, foi possivel observar que os basidiomicetos
apresentaram a capacidade de produzir Lac., LiP e MnP em todos os substratos utilizados,
com excecao apenas do Bas 2 que néo registrou atividade de MnP em CCc e CMj. Entretanto,
todos os Penicillium spp. apresentaram atividades nos 10 substratos para LiP, mas obtiveram
bons resultados de MnP, com excec¢do apenas do Pen 1 e o Pen 4 que ndo apresentaram
atividade em CUr e TPR, estas cinco linhagens ndo foram consideradas boas para a producéo
de Lac., pois foram registradas produ¢des desta enzima em apenas trés substratos.

As espécies de Pleurotus estdo entre os fungos da degradacdo branca produtores de
lacases e outras ligninases. Segundo estudos realizados por RAJARATHANAM E BANO
(1989) com P. ostreatus os principais fatores que afetam a degradagdo da lignina sdo os
substratos de crescimento, a fonte de nitrogénio, bem como sua concentracdo e condicdes de
cultivo. Sendo que geralmente a caréncia de uma fonte externa de nitrogénio, temperaturas de
25-30°C, disponibilidade de oxigénio e cultivo estatico estimulam essa degradacéo.

No trabalho realizado por ALEXANDRINO (2007), utilizando residuo de laranja
como substrato as condi¢Oes de cultivo utilizadas para a produgéo de Lac. e MnP parece ser
dependente do crescimento do fungo. Sendo a atividade maxima de Lac. obtida ap6s 15 dias
de cultivo, e MnP ap06s 30 dias. Enquanto neste trabalho foram observadas atividades com 10
dias de cultivo.

Geralmente sdo utilizados farelo e palha de trigo, palha de aveia, palha de arroz,
bagaco de cana e alguns outros residuos lignoceluldsicos como substratos para o cultivo dos

fungos causadores da podriddao branca. Atualmente novos substratos tém sido propostos,



dentre eles as partes ndo comestiveis de certos alimentos, como: cascas, sementes e bagacos.
Dessa forma, verificou-se que os dez residuos agricolas utilizados nesse trabalho para a
producdo de ligninases sdo considerados bons substratos para a producdo de MnP, LiP e Lac,

uma vez que nestes ocorreram a producéo pelas dez linhagens utilizadas.



Tabela 6: Atividades enzimaticas de Lacase, Lignina Peroxidase e Manganés Peroxidase
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5.6 Atividade de Lipase em trés diferentes substratos

As principais fontes de obtencdo de lipases para aplicagdo industrial tém sido os
micro-organismos (SHARMA,; CHISTI; BANERJEE, 2001; SAXENA et al., 2003). Desta
forma, foram selecionados cinco basidiomycetos, cinco Penicillium spp e cinco Aspergillus
spp., para a producgéo desta enzima utilizando como subtratos SCp, SMj e OL. como controle.
Ha diversos estudos utilizando o 6leo vegetal como fonte de carbono, e evidenciando que este
é indutor suficiente para a sintese de lipases microbianas (HASAN et al., 2006). Pois os 6leos
e gorduras sdo os substratos naturais para a producao dessas enzimas sendo constiuidas de
triacilglicerdis formados por de acidos graxos de cadeia longa (BROCKMAN, 1984).

Devido o crescimento microbiano estar relacionado as variagdes da composicdo do
meio e condicBes do cultivo, a producédo de lipases tem sido desenvolvida principalmente por
fermentacao submersa (SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001).

5.6. 1 Atividade de lipase por cinco Penicillium endofiticos da Amazbdnia em SCp, SMj e
OL.

A producéo de lipase pelos Penicillium spp. nos trés substratos, verificou-se que o Pen
1 foi o Unico produtor na CCp, e ao comparar o valor de atividade encontrado neste, com 0s
resultados obtidos em SMj e OL, observou-se uma maior produc¢do na SCp com 0,4196 Ul/.
No substrato SMj, diferente do observado na SCp houve producdo por todas as linhagens
avaliadas, porém com resultados inferiores aos apresentados pelo Pen 5 que obteve 0,3241
UI/L, sendo este o segundo maior resultado quando comparado as atividade produzidas nos
demais substratos.

O substrato OL (controle) induziu a producgédo de lipase por apenas trés linhagens,
sendo a melhor producdo obtida pelo Pen 2 com 0,2721 UI/L seguido do Pen 1 com 0,2018
UI/L, que embora sejam superiores as demais linhagens, foram inferiores aos encontrados por
Pen 1 em SCp e Pen 5 em SMj. Logo, dos trés substratos avaliados € possivel aferir que a
SMj foi 0 melhor indutor para a producgéo desta enzima, pois embora tenha sido registrado o
segundo maior valor de atividade para este, todos os Penicillium spp. obtiveram producéo. E
dentre as linhagens, destacou-se o Pen 1 o qual foi o Unico a expressar atividade enzimatica
em todos os substratos, podendo ser considerado um bom produtor desta enzima.

Quando avaliada a torta de babagu como substrato utilizando Penicillium restrictu, os
melhores resultados foram 0,029 UI/L e 0,030 UI/L em meio enriquecido com peptona 1%
(m/m) ou 6leo de oliva 2% (v/m) (GOMBERT et al., 1999). WOLSKI et al., (2009) utilizaram

como substratos farelo de soja e azeite de oliva com o fungo Penicillium sp. cultivado em



FES e FSM, e observaram resultados de 0,015 U/L para a primeira e 0,011 U/L, para a
segunda. Verificou-se que esses resultados foram inferiores aos resultados aqui observados,

onde a menor atividade foi produzida pelo Pen 1 com 0,036 em SMj (Fig.40).
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Figura 40: Atividade de lipase por Penicillium spp. em SCp, SMj e OL.

5.6. 2 Atividade de lipase por cinco basidiomycetos em SCp, SMj e Ol.

Foi observada a producdo pelos basidiomycetos nos trés substratos avaliados sendo
excecdo apenas o0 Bas 3 e 0 Bas 5 que ndo apresentaram atividade em SCp. O substrato SMj,
induziu a producdo de lipase por todas as linhagens avaliadas, mas com resultados inferiores
aos observados em OL. Neste o maior valor de atividade foi encontrado pelo Bas 3 com
0,0591 UI/L e Bas 4 com 0,0422 UI/L. Quando comparado as produgdes obtidas na SCp,
notou-se que para estas linhagens a SMj foi o melhor indutor. No substrato SCp, ocorreu a
producdo por trés linhagens de basidiomycetos, sendo o maior resultado obtido pelo Bas 4
com 0,0678 UI/L e conforme apresenta a figura abaixo os resultados foram proximos para Bas
1eBas2.
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Figura 41: Atividade de lipase por basidiomicetos em SCp, SMj e OL.

5.6. 3 Atividade de lipase por cinco Aspergillus ninger endofiticos em SCp, SMj e Ol.

Entre os Aspergillus spp., trés linhagens produziram lipase em todos os substratos
(Fig.42), com a maior atividade encontrada no controle produzida pelo Asp 1 com 0,5361
UI/L. Enquanto no substrato SCp foi registrada atividade igual a 0,3357 UI/L produzida pelo
Asp 4. A SMj também foi um bom indutor, pois assim como na SCp foram apresentadas
atividades por quatro linhagens, sendo o maior resultado obtido pelo Asp 2 com 0,1326 UI/L.

Verificou-se que a SCp e a SMj foram bons indutores para a producdo de lipase para
os Aspergillus spp., pois ambos induziram a producdo por quatro linhagens, com destaque
para a SCp. O melhor produtor foi o Asp 4 entretanto vale ressaltar que o Asp 3 néo
apresentou atividade em nenhum dos substratos avaliados e a boa atividade frente a OL era
esperada, uma vez que este era o controle.

KAMINI; MALA; PUVUNAKRISHNAN (1998) utilizaram como substrato torta de
gergelim para Aspergillus niger e encontraram 0,363 UI/L em 72h de cultivo. MAHADIK et
al., 2002 utilizaram este mesmo fungo em farelo de trigo contendo 1% de 6leo de oliva e a
maior atividade enzimatica foi de 0,630 UI/L, sendo maior que as atividades obtidas neste
trabalho. MALA et al., (2007), em uma mistura de substratos composta por torta de gergelim

e farelo de trigo obteve para esse mesmo fungo, atividade igual a 0,384 UI/L.



Atividades de lipases por Aspergillus spp.
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Figura 42: Atividade de lipase pelos Aspergillus spp. em SCp, SMj e OL.

As lipases possuem diversas utilidades podendo ser empregadas para diversos fins, tais
como na saude, industria de medicamento, detergentes, producdo de biodiesel, dentre outras,
dai a importéncia de realizar pesquisas com a finalidade de descobrir novas fontes de
obtengdo desta enzima. (MHETRAS et al., 2009). A atividade de LiP e da Lac tem sido
registrada em alguns fungos da podriddo branca (ROTHSCHILD et. al 2002). H& também
muitos estudos com lipases isoladas de Aspergillus spp. que apresentam aplicabilidade na
industria farmacéutica, como por exemplo a lipase isolada de Aspergillus niger, que realiza de
modo excelente a separacao de misturas racémicas, como no caso da sintese enantiomérica do
ibuprofeno (CONTESINI et al., 2010)

MLADENOSKA (2001) testou diversos lipideos como: éleo de girassol, 6leo de oliva
e sedimentos de 6leos de girassol, para verificar o efeito na producdo de lipase por
Geotrichum candidum, dentre estes, os sedimentos de Oleo apresentaram 0s maiores
resultados com 0,280 U/L, seguido pelo 6leo de girassol 0,200 U/L e 6leo de oliva 0,100 U/L.
Dos trés substratos testados neste trabalho (Fig. 44), observou-se que embora no OL. tenha
sido encontrado o maior valor de atividade, produzido pelo Asp 1 com 0,5361 UI/L a SMj

induziu a producao de lipases por todas as linhagens, com excecdo apenas do Asp 3.



Producgao de lipase nos trés substratos avaliados
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Figura 26: Producio de lipase em SCp, SMj e OL.

A composicdo dos 6leos é de extrema importancia na especificidade das lipases
expressas por cada fungo, sendo a diferenca nas propriedades entre os 6leos definida pela
composicao de acidos graxos em cada um. O Gleo de oliva é composto por cerca de 70% de
acido oléico (C18:1), o qual € resultado da hidrolise do 6leo e principal indutor da sintese de
lipase (DE OLIVEIRA, 2009).

Vérias lipases tém sido produzidas através da inducdo pelo dleo de oliva. Uma lipase
alcalina (pH 8.5) produzida por P. fluorescens foi estudada por LEE et al. (2003) em meio
contendo 6leo de oliva emulsificado como fonte de carbono. Similarmente, uma lipase
alcalina expressa por Penicillium expansum obteve atividade mé&xima quando crescida em
meio contendo 6leo de oliva 0.1% em pH 8.3 (SZTAJER et al., 1992).

No substrato SCp os melhores produtores foram os Aspergillus spp, enquanto para
SMj os Penicillium spp., e para OL. os basidiomycetos. Entretanto, a maior atividade
enzimatica produzida no OL. foi obtida pelo Asp 1 com 0,5361 UI/L, seguido da SCp pelo
Pen 1 com 0,4196 UI/L e na SMj pelo Pen 5 com 0,3241 UI/L.

Observou-se que dentre os Penicillium spp. houve expressdo enzimatica apenas pelo
Penl e nos demais substratos embora tenha ocorrido producdo pela maioria das linhagens, 0s
valores obtidos foram menores do que os valores expressos para outras enzimas por uma
mesma linhagem. Segundo GONCALVES (2007) a atividade lipolitica diminui rapidamente
assim que atinge seu maximo na produgdo devido a reagdes proteoliticas que decompde a
lipase por acéo de proteases produzidas durante a fase de crescimento celular.



Na pesquisa realizada por COLEN (2006), utilizando Colletotrichum gloesporioides a
maior atividade lipasica em FEL foi de 0,025 UI/L. Este resultado foi semelhante a alguns
resultados aqui observados, porém bastante inferior ao maior valor obtido pelo Asp 1 no
substrato OL. Entretanto TAN el atl. (2004), observou em cultivo submerso para o
Penicillium camembertti cultivado em meio de cultura contendo peptona como fonte organica
de N atividade igual a 26,00 UI/L. O fungo produtor de lipase é eficiente para hidrolisar
lipidios em varios substratos, conforme o observado por alguns pesquisadores, diferenciando
frequentemente os valores de atividade obtidos na literatura.

Este trabalho apresentou a producdo de lipase por 14 das 15 linhagens utilizadas com
excecdo apenas do Asp. 3, 0 que demonstra a capacidade lipolitica desses fungos, para serem
utilizados em processos biotecnoldgicos, levando em consideracdo que 0S pProcessos
realizados pela natureza sdo tdo eficientes quanto os processos tecnoldgicos (HASAN; SHAH;
HAMEED, 2006). Através dos resultados das analises foi possivel constatar que nas condicdes
de ensaio utilizadas, ocorreram padrdes diferenciados quanto a produgdo de enzimas
ligninoliticas. Essa variacdo na producao das enzimas ocorre devido ao potencial genético que

cada grupo de fungos possui, aliado ao fato das fontes serem diversas e ndo homogéneas.
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Figura 44: Atividade de lipase pelos basidiomycetos, Penicillium spp.

e Aspergillus spp. em trés diferentes substratos




Tabela 7:Atividades enzimaticas de Lipase

Lipase
Linhagens SCp SMj oL
Pen 1 042 + 004 004 + 000 020 = 0,01
Pen 2 0,00 £ 000 005 £ 001 027 + 0,04
Pen 3 0,00 + 000 004 + 001 004 = 0,01
Pen 4 0,00 + 000 006 + 0,00 000 = 0,00
Pen5 0,00 £+ 000 032 + 008 000 =+ 0,00
Bas 1 0,04 £ 000 004 + 001 021 = 0,03
Bas 2 003 + 000 004 + 001 021 = 0,01
Bas 3 0,00 £+ 000 006 + 001 0,22 + 0,03
Bas 4 0,07 + 001 004 + 001 0,18 + 0,01
Bas 5 000 + 000 003 + 001 005 = 0,01
Asp 1 00 + 001 004 + 001 054 = 0,07
Asp 2 0,07 + 001 013 £ 0,00 0,12 + 0,04
Asp 3 000 + 000 000 + 0,00 000 % 0,00
Asp 4 034 + 005 004 £ 0,01 016 = 0,04
Asp 5 005 + 002 004 £ 001 000 = 0,00

5.7 Fermentacédo para obtencéo de enzimas lignoliticas a partir da biomassa local

O processo de compostagem busca formar um fertilizante organico produzido através
de um processo bioldgico aerdbio de tratamento e estabilizacdo de residuos orgéanicos, sendo
que suas caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas, influenciam diretamente na sua
decomposicdo. Durante esse processo 0s primeiros a serem decompostos sdo 0s agucares,
amidos e proteinas simples, e por fim ocorre a decomposicdo da proteina bruta e da
hemicelulose. A celulose, a lignina e as gorduras sdo mais resistentes e no decorrer do tempo
podem originar substancias organicas com estrutura quimica mais complexa, genericamente
denominadas himus (MIYASAKA et al., 1983).

Segundo KIEHL (2004) a compostagem é um processo de decomposi¢do microbiana
controlado. Neste trabalho para a realizacdo desse processo foram selecionadas duas cepas:
Bas 1 e Pen 1 e como fonte de carbono foi utilizado um residuo agricola regional: casca de
maracuja (CMj).

Apobs a inoculacdo das cepas o material foi transportado para um ambiente natural,
colocado sobre um estribo e organizado de acordo com o grupo a que pertenciam (Fig. 46),
ficando exposto a mudangas de temperatura durante 90 dias. Durante esse periodo, foram

realizados os procedimentos conforme descrito no item 4.7.



Figura 45: Casca de maracuja em ambiente natural apds 90 dias de compostagem.

Conforme apresenta a tabela abaixo, durante o processo de compostagem observou-se
que o Bas 1 apresentou crescimento apartir do 10° dia de cultivo, e as cascas ficaram densas
somente apartir do 15° dia permanecendo assim até o 25°, diferente do que foi observado para
0 Pen 1 que apresentou um meédio crescimento apartir do 5° dia, e as cascas ficaram moles ao
atingir o 25° dia e permaneceram assim por aproximadamente trés semanas, tornando-se
liquefeito apds esse periodo até o final da compostagem. Enquanto o residuo contendo o Bas
1 tornou-se denso ao completar 15 dias, permanecendo assim por duas semanas e semelhante

ao resultado apresentado com indculo do Pen 1 tornou-se liquefeito com 45 dias.

Tabela 8: Avaliacdo do crescimento fangico e da consisténcia da CMj durante 90 dias de

compostagem.

Nivel Consisténcia
de crescimento do Residuo

Bas 1 Pen1 Bas 1 Pen1
= ++ +++ +++
+ ++ +++ +++
++ +++ ++ +++
++ +++ ++ +++

++ +++ ++ +

++ ++ + +

+ + + +

- + + +



Grande parte dos pesquisadores tem enfatizado que durante a decomposicdo do
material organico ocorre uma fase rapida, e posteriormente uma mais lenta (IGUE, 1984). De
acordo com PEREIRA NETO (2007) a concentracdo de N da matéria organica é que
determina 0 tempo necessario para que ocorra a sua decomposicdo e mineralizagdo.
Decorridos 90 dias (Fig. 47), as bolsas herméticas contendo o residuo e os indculos foram
levadas para o Laboratério de Genética e pesadas individualmente, proporcionando a

obtencdo do peso final (Ps) para compara-lo ao peso inicial (P;).

Figura 27: Bolsas hemérticas contendo o composto obtido ap6s 90 dias: 1A — CMj in natura com
indculo do Pen 1; 1B — CMj in natura com o inoculo do Bas 1; 1C — CM;j in natura; 2A — CM;j
autoclavada com o in6culo do Pen 1; 2B — CMj autoclavada com o in6culo do Bas 1.

Conforme os dados apresentados na figura abaixo € possivel observar que ocorreu a
degradacdo de aproximadamente 80 % do residuo nos grupos onde haviam a presenca de
micro-organismos, sendo o maior P; = 217,13 g referente ao composto que continha o

indculo do Pen 1 na CMj ndo autoclavada.
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Figura 28: Peso final das cascas de maracuja apds 90 dias de compostagem.

Observou-se que no controle (Fig. 48) que continha apenas a CMj autoclavada o peso
final foi igual ao inicial, neste ndo foram realizados in6culos e nem houve a acdo de outros
micro-organismos, logo o residuo nao foi degradado, e permaneceu inalterado durante 90 dias
de compostagem, sendo que duas dessas amostras foram rompidas devido a acdo de
fendmenos naturais, que causaram uma pequena abertura nas bolsas herméticas possibilitando
a entrada de micro-organismos e consequentemente a degradacdo de uma pequena porcao do
residuo, o que causou alteracGes nos pesos finais destas amostras, sendo estes de 997,42 ¢
997, 75¢, diferente das demais que continham 1 kg.

Um fator que estar ligado a compostagem € a producdo de calor que ocorre durante
todo o processo e libera CO, e vapor de agua (KIEHL, 2004), tais caracteristicas estdo
relacionadas ao metabolismo exotérmico dos micro-organismos, & sua respiragdo e a
evaporacdo de &gua, que é favorecida pelo aumento da temperatura gerada no interior da
massa (ZUCCONI, BERTOLDI, 1991).

Figura 48: Comparagdo entre 0s compostos
obtidos apdés 90 dias: A — Composto com a
presenca de micro-organismos; B — Casca de
maracujé autoclavada.



Os menores pesos foram observados para 0os compostos que continham o indculo do
Bas 1 com P; = 102,11 g e do Pen 1 com Ps = 103,42 g, evidenciando a capacidade que estes
micro-organismos possuem em produzir enzimas capazes de degradar os componentes
presentes na parede das células vegetais. Observou-se que no composto com a CMj nao
autoclavada contendo as cepas, 0s pesos finais também foram baixos, com o menor
encontrado no composto com o inéculo do Pen 1 de Ps = 108,60 g. Conforme é observado na
Fig. 49 os pesos dos compostos variaram de acordo com as condi¢Ges de cada experimento, é
possivel observar que nos experimentos contendo os inéculos do Bas 1 e do Pen 1 houve a
acao de enzimas produzidas por esses micro-organismos, contribuindo assim para agilizar o

processo de compostagem.

Meédia dos pesos finais das cascas de maracuja
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Figura 49: Peso final das amostras utilizadas durante a compostagem.

Apbs as amostras serem pesadas, destas foram retirados 1 g e realizado o
procedimento descrito no item 4.7, sendo possivel visualizar o aparecimento de alguns micro-
organismos presentes durante a degradacdo, sendo dois deles semelhantes as cepas
inoculadas. De acordo com MILLER (1992), durante o processo de compostagem, devido as
modificagdes nas condi¢cGes do meio, ocorre uma mudanca entre as espécies de micro-

organismos, sendo praticamente impossivel identificar todos os presentes.



Figura 29: Crescimento flngico em amostras contendo as cascas de maracuja autoclavada: A —
Amostra onde foi realizado o inéculo do Pen 1; B — Amostra onde foi realizado o indculo do Bas 1.

O restante das cascas foram novamente autoclavadas e posteriormente utilizadas para
0 plantio de uma espécie de Curcubita sp., mantendo a ordem do grupo a que pertenciam.
Esse experimento foi realizado em triplicata, sendo separados 105 g do composto formado por
cada grupo e misturados a 105 g de solo, e depositados em vasos de 16 cm de diametro.

As sementes foram plantadas a 1,5 cm da superficie e durante 30 dias foi observado o
crescimento das plantas através das medidas realizadas em intervalos de cinco dias (Fig. 51).
Nas amostras que continham o in6culos do Penicillium sp. e do basidiomyceto observou-se
gue as sementes germinaram com apenas 36 h, enquanto no controle ndo autoclavado s6 foi
observado crescimento ap6s 96 h e no controle autoclavado ndo ocorreu crescimento durante

o0s 30 dias de compostagem.

Figura 30: Crescimento de Curcubita sp. com intervalos de 5 dias; A — Crescimento ap0s cinco dias;
B — Crescimento ap6s 10 dias; C — Crescimento ap6s 15 dias; D — Medida sendo tirada com 20 dias.
O crescimento das plantas foi acompanhado diariamente e observou-se que as mudas
cresceram bastante até o 15° dia, e a partir dai o crescimento permaneceu quase constante.
No que se refere as amostras contendo o indculo do Pen 1 (Fig. 52), sendo estas os grupos 1A



e 2A verificou-se que o crescimento das mudas foi muito superior quando comparado ao
crescimento das mudas do grupos 1C, 2C e SL. Embora, o grupo 1A tenha tido crescimento

inferior ao grupo 2A até o 20° dia, observou-se que a partir do 25° dia as medidas foram as

mesmas.
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Figura 312: Crescimento de Curcubita sp. em compostagem utilizando CMj, apds o inéculo do Pen 1.

As mudas plantadas nos vasos que continham o inéculo do Bas 1 (Fig. 53) também
obtiveram resultado muito bons, semelhantes aos alcangados nos composto que continham o
indculo do Pen 1. Verificou-se que o grupo 1B apresentou um crescimento muito préximo ao
grupo 2B até o 20° dia, sendo que a partir do 25° dia o crescimento foi maior para o grupo 1B,
e gquando comparados as mudas crescidas no grupo 1C, 2C e Solo, também foram destaque.
Vale ressaltar que no grupo 2C no qual havia apenas as cascas de maracuji autoclavadas a
semente cultivada ndo apresentou crescimento durante os 30 dias de observacao.
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Figura 323: Crescimento de Curcubita sp. em compostagem utilizando CMj, apds o inéculo do Bas 1.

A figura abaixo apresenta o desenvolvimento Curcubita sp. nos seis compostos
formados apds 90 dias de compostagem. Verificou-se que dentre todos 0s grupos os melhores
crescimentos ocorreram no grupo: 1A e 2A, sendo que ambos continham o in6culo do Pen 1
com a CMj autoclavada in natura. Enquanto os indculos realizados nos grupos 1B e 2B foi o
Bas 1, ambos 0s grupos também apresentaram resultados significativos e muito semelhantes
entre si, porém menor do que os encontrados em 1A e 2A mas muito superiores aos
encontrados nos demais grupos.

Os grupos 1C e 2C referem-se aos grupos controles, sendo o primeiro apenas o residuo
in natura e o segundo a CMj autoclavada. Observou-se que neste segundo, ndo houve o

crescimento de nenhuma muda de Curcubita sp. durante os 30 dias de experimento.
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Figura 54: Crescimento de Curcubita sp. em compostagem utilizando CMj, ap6s o indculo do Pen 1 e
Bas 1.

Ao comparar os dados referentes crescimento das plantas com o peso das amostras,
nota-se que nos grupos 1A e 2A as plantas apresentaram um maior crescimento, e nestes
também foram observados os menores pesos, consequéncia da degradacgdo realizada através
da producédo de enzimas liberadas pelo fungo inoculado, assim como dos micro-organismos
presentes no ambiente.

Neste trabalho foram obtidos resultados bastante significativos, evidenciando a
importancia da microbiota para o equilibrio dos ecossistemas, contribuindo para a diminuicéo
dos problemas de escassez de alimentos e saneamento ambiental. Embora a compostagem néo
seja uma solugéo final, contribui significativamente para reduzir os danos causados ao meio
ambiente devido a disposicdo desordenada de residuos e com a recuperacéo de solos agricolas
(LIMA, 2002).



6 CONCLUSAO

1. As 10 linhagens cultivadas em FSM mostraram-se boas produtores de ligninases e
lipases.

2. A MnP foi a enzima mais frequente na maioria dos substratos, com os maiores valores de
atividade obtidos pelos Penicillium spp, sendo o Pen 1 o melhor produtor, e dentre os
basidiomycetos, 0o Bas 1 .

3. A LiP foi a Unica enzima produzida por todas as linhagens avaliadas, tendo como
melhores produtores os Penicillium spp., destacando-se o Pen 1, porém na CCp o maior
valor de atividade foi obtido pelo Bas 1, sendo este considerado o melhor produtor dentre
0s basidiomycetos.

4. A Lac foi melhor expressa pelos basidiomycetos com resultados bastante superiores aos
obtidos pelos Penicillium spp. que embora tenham obtido os maiores valores de
atividades para MnP e LiP em nove dos 10 substratos, apresentaram baixas producoes
para esta enzima, sendo produzida por todas as linhagens em apenas trés substratos
(CCc, CMx e CMj).

5. Ocorreu a producdo de LiP por todas as linhagens utilizadas. A MnP foi produzida em
oito substratos, com excecdo apenas da CCp e CMj pelo Bas 2. Enquanto para Lac, 0s
substratos foram considerados bons indutores somente para os basidiomycetos, pois
dentre os Penicillium spp. houve registro de atividades por no maximo duas linhagens em
quatro dos 10 substratos.

6. Os basidiomycetos embora ndo tenham obtidos as maiores atividades foram considerados
bons produtores de lipase, sendo os Unicos a produzir esta enzima pela maioria das
linhagens nos trés substratos, com excecao apenas do Bas 3 e 5 em SCp.

7. A SMj foi o Unico substrato a induzir a produgdo de lipase por 14 das 15 linhagens
utilizadas, sendo o melhor indutor para os Penicillium spp., a SCp para os Aspergillus

spp. e 0 OL para os basidiomycetos.



Na compostagem verificou-se que 90 dias foram suficientes para a degradacéo do residuo
agricola, com destaque para o grupo contendo a CMj autoclavada com os inéculos do Bas
1 ouPen1l.

No cultivo de Curbita sp. o melhor crescimento foi apresentado nos compostos contendo

a CMj autoclavada com o in6culo do Bas 1 ou Pen 1.

O trabalho realizado demonstra o potencial das linhagens utilizadas para a
producdo de ligninases e lipases através da degradacdo de residuos agricolas regionais,
sendo uma alternativa para o aproveitamento da biomassa local, contribuindo com o meio

ambiente e colaborando com a producéo agricola.
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