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RESUMO

Existem diversas técnicas de tratamento para efluentes toxicos, como o chorume, porém
os fungos de podriddo branca tém obtido notoriedade nas ultimas décadas no que
condiz a degradacdo de persistentes ambientais. Porém ainda pouco se conhece sobre 0s
fungos da regido amazodnica e 0 seu comportamento em meio de cultivo suplementado
com compostos toxicos. O objetivo desta pesquisa foi avaliar o potencial de fungos
amazobnicos na degradacdo de chorume in natura obtido do lixdo municipal de
Parintins/AM. As linhagens Pycnoporus sanguineus e FV-12 foram inoculados em
meios de cultivo diferentes, o primeiro com glicose e diferentes concentragdes de
chorume (M1) e o segundo com a adi¢do do indutor seringaldazine (M2). As linhagens
apresentaram crescimento maximo em diferentes meios de cultivo, P. sanguineus
obteve maior crescimento micelial em meio M2, enquanto FV-12 se destacou no meio
M1. Porém outros fatores nutricionais e fisiologicos afetam o crescimento dos fungos
em meio contendo compostos toxicos. P.sanguineus produziu maior quantidade de
biomassa a medida que aumentou-se a concentragdo de chorume (1%, 2%, 4%) no
meio, todavia, comportamento contrario foi observado em tratamentos com o fungo
FV-12. No que se refere a degradagdo de proteinas totais FV-12 apresentou maiores
percentuais, porem menores em relacdo a inibicdo da toxicidade e descoloracdo, neste
sentido o fungo P.sangineus destacou-se, possivelmente pela formacgéo de subprodutos
mais toxicos resultantes da acdo do fungo FV-12. Este por sua vez, excretou maiores
niveis de MnP e LiP no periodo de trinta dias, observando-se acdo conjunta dessas
enzimas, que podem ter influenciado na maior degradacdo de proteinas totais por FV-
12. Em relacdo a enzima Lacase foram detectados pequenos niveis de atividade nos
periodos testados para P. sanguineus e FV-12, possivelmente por influencias de fatores
como tempo de incubacdo e fonte de carbono. O fungo P.sanguineus apresentou
maiores percentuais de degradacdo do chorume, sendo possivel sua aplicacdo no
tratamento do chorume.

Palavras chaves: Chorume, Fungos Amazonicos, Degradacdo, Enzimas Oxidativas,
Parintins-/AM.
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ABSTRACT

There are several techniques for treating toxic effluents as manure, but the white rot
fungi have achieved notoriety in recent decades in fits of continuing environmental
degradation. But little is known about the fungi of the Amazon region and their
behavior in culture medium supplemented with toxic compounds. The aim of this study
was to evaluate the potential of fungi in the degradation of Amazonian fresh manure
obtained from the municipal landfill Parintins / AM. The strain Pycnoporus sanguineus
and FV-12 and were inoculated into culture media different to the first glucose and
different concentrations of slurry (M1) and second with the addition of inducer
seringaldazine (M2). The strains grew up in different culture media, P. sanguineus
obtained the highest mycelial growth in M2 medium, while FV-12 stood out in the
middle of M1. However, other nutritional and physiological factors affecting the
growth of fungi in a medium containing toxic compounds. P.sanguineus produced a
larger amount of biomass is increased as the concentration of the slurry (1%, 2%, 4%)
in the middle, however, the opposite behavior is observed in treatment with the fungus
FV-12. With regard to the degradation of total protein FVV-12 had higher percentages,
but smaller in relation to inhibition of toxicity and discoloration, that effect P.sangineus
said fungus is possibly by the formation of byproducts resulting from the more toxic
action of the fungus FV-12. This in turn, increased levels of excreted MnP and LiP
within thirty days, noting combined action of these enzymes, which may have
influenced the further degradation of total protein per FV-12. In relation to the enzyme
laccase were detected low levels of activity in the periods tested for P. sanguineus and
FV-12, possibly due to influences of factors such as incubation time and carbon source.
The fungus P.sanguineus had the highest percentage of degradation of manure, and
their possible application in the treatment of manure.

Keywords: Slurry, Fungi Amazon, Degradation, Oxidative Enzymes, Parintins/AM.
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1 INTRODUCAO

O aumento da produgéo industrial, aliado ao crescimento populacional s&o um
dos fatores que d&o origem a producdo do lixo urbano e que tem como consequéncia a
degradacdo do meio ambiente (MEIRA, 2009). Este cenario deu origem a areas
contaminadas por substancias téxicas, nocivas a saide humana. (SOARES et al., 2008),

0 que tem contribuido para o aumento de impactos ambientais negativos.

De modo geral, o crescimento das areas urbanas ndo levou em consideragéo a
necessidade de adequacdo de locais especificos para deposito e tratamento dos residuos
solidos. Atualmente no Brasil, por exemplo, estima-se que a producdo anual de lixo
esteja em torno de 44 milhGes de toneladas (CEMPRE, 2010).

Por outro lado, a falta de saneamento basico mostra um cendrio na destinacao de
residuos solidos urbanos, que sdo os lixdes, local onde os residuos sédo depositados
diretamente no solo sem nenhuma técnica de engenharia para deposicéo e operacéo, ou
qualquer preocupacdo com contaminacdo do solo e corpos d’agua superficiais e

subterraneos, a proliferacéo de vetores e geracdo de gases (SILVEIRA, 2004).

Os residuos solidos podem poluir direta e indiretamente os recursos hidricos
superficiais e subterraneos. A poluicdo pode ser fisica, compreendendo o transporte de
sedimentos, a formacéo de bancos de lodos, mudancas de cor, alteracdao de velocidade e
quimica, quando ocorrem alteracfes das caracteristicas de potabilidade das aguas pelo
lancamento de residuos industriais perigosos, como metais pesados, organoclorados,
6leos, etc. No caso das descargas de residuos domésticos e industriais, ha migracdes de
um liquido perigoso, denominado chorume, que no inicio do processo de decomposi¢ao
é altamente toxico, pois eleva a demanda quimica de oxigénio e aumenta a quantidade
de metais pesados (LIMA, 2005; SANTOS et al., 2006; SANTANA E BARRONCAS,
2007).
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O chorume é constituido basicamente por &gua rica em sais, metais pesados e
matéria organica. As concentra¢fes desses constituintes no lixiviado variam de acordo
com a composicdo dos préprios residuos sélidos depositados e com as condigdes
ambientais como a precipitacdo, umidade, o oxigénio disponivel, a temperatura e o pH
do meio (COSTA, 2002). Dependendo das espécies quimicas dos metais pesados, estes
podem apresentar risco efetivo ou potencial a salde humana, além de gerar impactos
ambientais e sdcio-econdmicos. (AMARAL SOBRINHO et al., 1998).

Nos ultimos anos diversas técnicas de tratamento para efluentes tém sido
desenvolvidas no intuito de amenizar ou eliminar o contaminante do meio ambiente.
Processos quimicos, fisicos e bioldgicos sdo empregados e desenvolvidos. Nesta
perspectiva, pesquisas recentes apontam para o tratamento enzimatico utilizando

fungos.

A existéncia de microrganismos capazes de degradar compostos xenobidticos é
de grande interesse para a biorremediacdo, sendo os fungos de decomposi¢do branca um
dos grupos que tem obtido maior notoriedade em estudos relacionados a esta area
(CHANDRA e RUSTGI, 1998). Este grupo de fungos sdo capazes de degradar o
composto lignina presente na parede celular dos vegetais e tém obtido crescente éxito
em pesquisas relacionadas a biodegradacdo de poluentes, pois sdo capazes de
transformar e mineralizar contaminantes ambientais como hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos, corantes azo, herbicidas e outros compostos toxicos através da acdo de suas
enzimas extracelulares (CLEMENTE, 2002). Estes microrganismos secretam um “pool”
complexo de enzimas lignoliticas para este propdsito, e que podem ser produzidas em
varias combinagdes. Esse complexo de enzimas lignoliticas € responsavel pela
degradacdo dos principais componentes do substrato em compostos de baixo peso

molecular que podem ser utilizados para a nutricdo do fungo (ERDEN et al., 2009).

O sistema enzimatico ligninolitico produzido por fungos basidiomicetos se
caracteriza por sua inespecificidade e é produzido em resposta as condi¢6es de cultivo,
como exemplo, a presenca de moléculas aromaticas. E cada vez mais evidente o fato de
basidiomicetos serem de alta eficacia na degradacdo de compostos recalcitrantes devido
ao sistema enzimatico ligninolitico produzido (YAMANAKA e MACHADO, 2007).
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As enzimas responsaveis pela degradacdo do polimero lignina séo: lignina
peroxidase (LiP), manganés peroxidase (MnP) e lacase. O potencial de uso das enzimas
lignoliticas na biotecnologia tém estimulado pesquisas nesse sentido (VIKINESWARY
et al., 2006), e o entendimento sobre a sintese dessas enzimas na bioconversdo de
lignocelulésicos € importante para aprimorar  processos  biotecnolégicos
(SONGULASHVILI et al., 2007).

As enzimas secretadas por fungos vém adquirindo destaque em funcdo das suas
diversas aplicabilidades em varios tipos de industria, uma vez que existe a possibilidade
de melhorar varios aspectos do produto final (CASTRO E SILVA; SILVA;
CAVALCANTE, 2002). Entretanto, no caso especifico das enzimas ligninases
produzidas pelos basidiomicetos, h4 a necessidade de se intensificar as pesquisas em
busca de microorganismos capazes de produzi-las em grande quantidade, em funcéo do
seu potencial de uso na biorremediagdo ambiental, industria de celulose e papel,
industria de bebidas (MAYER e STAPLES, 2002), na degradacdo de compostos
aromaticos recalcitrantes (MIELGO et al., 2001), producdo de energia renovavel
(SETTE et al., 2008), na sintese de compostos medicinais (NICOTRA et al., 2004), na
industria de cosméticos (CUOTO e HERRERA, 2006), e em aplicagbes de
nanotecnologia (KUNAMENI et al., 2008).

Neste sentido, este projeto objetivou a avaliar do perfil enziméatico de dois
fungos basidiomicetos da regido do Baixo Amazonas, regido de Parintins, com potencial

para degradacdo de chorume obtido do lixdo municipal de Parintins/AM.



2. OBJETIVOS

2.1 GERAL:

Verificar o potencial dos fungos P.sanguineos e FV-12 na degradacdo do

chorume in natura obtido do lixdo do municipal de Parintins-Am.
2.2 ESPECIFICOS:

e Avaliar o crescimento dos fungos em teste de placa de Petri, em meio
acrescido de chorume, com e sem indutor;

e Determinar a producdo de biomassa fungica em meio suplementado com
diferentes concentracdes de chorume;

e Determinar as atividades enzimaticas de lacase, lignina-peroxidase (LiP) e
manganés peroxidase (MnP) em periodos de 30, 60, 100 dias de
incubacéo;

e Avaliacdo da degradacdo do chorume através dos testes de proteinas totais,

cor e inibicdo da toxicidade apos tratamento com fungos.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 MUNICIPIO DE PARINTINS
3.1.1 Aspectos fisiogréaficos e geoldgicos

Parintins (Figuras 01) € um municipio amazonense localizado em uma ilha
cercada pelas aguas do Rio Amazonas e do Lago Parananema. Situado na porcéo leste
do Estado do Amazonas, fronteira com o Paré, abrange uma superficie de 45 km? e
conta com uma populacdo estimada em 102.945 pessoas (IBGE, 2010). Localizada
aproximadamente 350 km de Manaus e se destaca como o principal pélo turistico do

interior do Estado.
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Figura 1: Mapa demonstrando a localizac&o da cidade de Parintins — AM.

Com relacdo a geologia, a cidade estd assentada sobre rochas sedimentares,
predominantemente arenosas, de idade cretacea, da Formagdo Alter do Chdo. Possui

uma crosta lateritica (pedra-jacaré), com pelo menos dois metros de espessura,



observada ao longo do barranco do rio Amazonas, notadamente nas imediaces do
“Curral do boi Garantido”. Esse nivel lateritico se estende, em sub-superficies, por boa
parte da ilha, dificultando sobremaneira a infiltragdo natural, mas constituindo uma
eventual defesa contra possiveis contaminagdes, como no terreno da lixeira municipal
(MARMOS e AGUIAR, 2005).

A decomposicdo dos sedimentos da Formacgdo Alter do Chéo, localizados
préximo a lixeira pablica, em especial solos muito arenosos (areais), ja sofreram
exploracdo em anos passados para atender a demanda da construcdo civil nesta parte
central da ilha, ocasionando rupturas ou falhas na porcéo lateritica que cobre o terreno
na lixeira publica. De acordo com dados do CPRM — Companhia de Pesquisa de
Recursos Minerais (MARMOS e AGUIAR, 2005), estas rupturas oferecem riscos de
contaminacdo das aguas subterrdneas dos pocos tubulares proximos a lixeira,

merecendo mais atencdo do poder publico municipal neste perimetro.

Nesta perspectiva os lix6es urbanos sdo grandes fontes de contaminagdo das
aguas subterraneas e podem continuar ativos por décadas. Ainda conforme Marmos e
Aguiar, (2005) a zona nao saturada de aqlifero, que em Parintins varia anualmente de
4,5 a 9,5m de profundidade, representa a primeira € mais importante defesa natural
contra a contaminacdo das aguas subterraneas. Como as argilas apresentam maior
capacidade de troca idnica, quanto maior o teor de argila, maior serd a capacidade de

retencdo, principalmente de céations.

3.1.2 Lixeira publica de Parintins

O crescimento populacional do municipio de Parintins e o consequente acimulo
de residuos solidos urbanos (RSU) caracterizam um dos problemas ambientais mais
preocupantes deste municipio. A lixeira publica localizada atras do Centro de Estudos
Superiores de Parintins-CESP/UEA tem nos ultimos anos influenciado negativamente
na qualidade de vida das popula¢bes préximas ao local, pelo acimulo de lixo sem pré-
tratamento, proliferacdo de vetores de doengas como cdes, gatos, insetos, moscas, aves,

entre outros, e somado a isto a poluicdo visual, mau cheiro e contaminacdo do ambiente.

O municipio de Parintins, interior do Estado do Amazonas, segue 0 modelo de

destino de lixo da maioria das cidades brasileiras, onde os residuos sélidos sdo



depositados em um lixdo. Em cidades com populagdo entre 100 a 200 mil habitantes,
como € o caso desse interior amazonico, cada morador produz a quantidade de 0,5 kg de
lixo por dia. Isso significa que em média sdo jogados na lixeira 60 toneladas de material

que podera contaminar o solo e principalmente as dguas (RELEM, 2010).

A lixeira publica do municipio existe hd pelo menos 25 anos. Ela foi construida
em uma éarea considerada distante do centro urbano, mas com o crescimento
demogréfico ela acabou ficando no centro da cidade. Tudo comegou em 1999, com a
doacdo das terras onde funcionava o Colégio Municipal Agricola para a Universidade
Estadual do Amazonas. Desde 1997 os fundos do terreno ja serviam de depdsito do lixo
produzido pela populacdo da cidade de Parintins (RELEM 2010).

Uma década depois do acondicionamento de detritos nas terras da universidade é
possivel observar o resultado. “O chorume escoa pela rua Magaranduba (que margeia a
UEA) e passa pelos quintais das casas do bairro Dejard Vieira rumo ao Lago do
Macurany”, que pode resultar em algo ainda pior, a contaminagdo dos aquiferos

subterraneos.

Neste sentido, o descarte indiscriminado dos residuos solidos urbanos, o nimero
crescente de materiais e de substancias identificadas como perigosas e a producédo
desses residuos em quantidades cada vez maiores tem exigido solu¢cdes mais eficazes e

investimentos maiores tanto por parte de seus geradores quanto da sociedade em geral.

Tz
Fonte: NUNES, A.S, 2011

Figura 02: Lixeira publica de Parintins/ AM.



3.2RESIDUOS SOLIDOS URBANOS

Com o passar dos tempos a capacidade de produzir bens de consumo tem
influenciado na salubridade do ambiente. O aumento da producdo de bens de consumo
incrementa também a quantidade de rejeitos originados na extracdo das matérias-

primas, fabricacdo, utilizacdo e descarte de produtos (VALT, 2007).

A legislacdo brasileira (ABNT - Associacdo Brasileira de Normas Técnicas)
considera residuos solidos ndo somente materiais no estado fisico “s6lido”, mas todos
os residuos, exceto os emitidos para a atmosfera e os liquidos dentro dos padrdes para
serem langcados em sistema de esgoto ou em corpos d’ dgua. Os residuos solidos
industriais sdo aqueles que se encontram no estado sélido ou semi-solido e que tiveram
origem em uma atividade industrial, incluindo-se aqui 0s produtos pos-consumo, como
papel e vidro, os quais podem ser considerados residuos industrializados de geracao

domiciliar.

Essa quantidade de residuos solidos dispostos inadequadamente, sem qualquer
forma de manejo e tratamento, poluem o solo, alterando suas caracteristicas fisicas,
quimicas e biologicas, além de ser um problema de ordem estética e, mais ainda, uma
séria ameaca a salude humana. Cerca de 98% das cidades brasileiras adotam préaticas
obsoletas e inadequadas de dar destino final aos residuos, com destaque para os lixdes,

aterros controlados, aterros sanitarios e usinas de compostagem (IBGE, 2006).

Faz-se necessario reduzir a quantidade de lixo e dar a ele a correta destinacdo. O
lixo é hoje o grande desafio da maioria das cidades, visto que o0s impactos
socioambientais do lixo sdo cada vez mais preocupantes, com destaque para a
contaminacdo das fontes de dgua usadas para abastecimento publico e a degradacédo das
paisagens e seus atributos naturais (SILVA e SILVA, 2009).

As areas degradadas, ou lixdes, em funcdo de sua proximidade aos centros
urbanos, podem se constituir em focos permanentes de vetores prejudiciais a satde
publica. Nessas areas podem ser encontrados dois grandes grupos de vetores, 0s
macrovetores: ratos, aves de rapina, moscas, caes, suinos, bovinos, inclusive o proprio

homem, o catador de lixo, e microvetores: vermes, bactérias, fungos, virus, sendo estes
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altimos, os de maior importancia epidemioldgica, particularmente por sua

invisibilidade, resisténcia, capacidade de reproducdo e patogenicidade (LIMA, 2005).

3.3 FORMAS DE DESTINACAO FINAL DOS RESIDUOS SOLIDOS

No Brasil, a coleta do lixo cobre cerca de 70% da populacéo das areas urbanas e
tem os lix6es como um destino final, representado por cerca de 21,2% de todo residuo
produzido. Caracterizam-se por serem depdsitos a céu aberto onde o lixo é apenas
dispensado, sem nenhum tipo de tratamento. Por isso, ha alta contamina¢édo do solo e da
regido ao redor desses lixdes, e contaminacdo do lencol fredtico pela percolacdo do
chorume no solo (PIRATOBA MORALES et al., 2001; RODRIGUES e TAIOLI,
2001).

No Brasil, constitucionalmente, é de competéncia do poder publico local o
gerenciamento dos residuos sélidos produzidos em suas cidades. Segundo a Pesquisa
Nacional de Saneamento Basico - PNSB (2008), 61,2% das prestadoras dos servicos de
manejo dos residuos solidos eram entidades vinculadas a administracdo direta do poder
publico; 34,5%, empresas privadas sob o regime de concessdo publica ou terceirizacéo;
e 4,3%, entidades organizadas sob a forma de autarquias, empresas publicas, sociedades

de economia mista e consorcios (IBGE, 2010).

Os servigos de manejo dos residuos solidos compreendem a coleta, a limpeza
publica bem como a destinacdo final desses residuos, e exercem um forte impacto no
orcamento das administracdes municipais, podendo atingir 20% dos gastos da
municipalidade (IBGE, 2010).

De 1989 a 2008 observou-se um decréscimo na quantidade de lixdes a céu
aberto e aumento no namero de aterros controlados (Tabela 1). De acordo com dados
do IBGE (2010) em 1989 a quantidade de vazadouros a céu aberto era de 88, 2%, ja em

2008 observa-se declinio para aproximadamente 50%.
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Tabelal: Destino final dos residuos sélidos, por unidades de destino dos residuos.

Brasil 1989/2008

Destino final dos residuos sélidos, por unidades de destino dos residuos (%)
ane Vazadouro a céu aberto Aterro controlado Aterro sanitario
1989 88,2 9,6 1,1
2000 72,3 22,3 17,3
2008 50,8 22,5 27,7

Fonte: IBGE, Diretoria de Pesquisas, Coordenagao de Populacéo e Indicadores Sociais,
Pesquisa Nacional de Saneamento Basico 1989/2008.

A destinacdo final adequada dos residuos sélidos urbanos constitui um dos
maiores problemas da atualidade, uma vez que sua composicdo tem-se modificado ao
longo dos ultimos anos e a geracdo de lixo tem crescido surpreendentemente, sobretudo
nos paises em desenvolvimento. Esses dois fatores associados tém criado uma
necessidade de se buscar novos conceitos e solucbes, dentro de uma visdo de

sustentabilidade abrangente e comprometida com a protecdo ambiental.

3.4 CHORUME

De acordo com o IBGE (2007) no Brasil, a populacdo estimada era de
183.88.8,41 milhdes de habitantes, que produziriam em torno de 241.614 toneladas de
residuos solidos urbanos por dia. A realidade das cidades brasileiras é de que 11,7%
possuem aterros sanitarios e mais de 88% depositam seus residuos em lixGes. A
composicao gravimétrica para esses residuos € de aproximadamente 2,15% para trapos;
2,58% para madeira, borrachas e couros; 2,76% para vidros; 5,59% para diversos
materiais; 12,06% para plasticos; 20,44% para papel e papeldo; e 54,42% para material

organico.

A elevada concentracdo de residuos biodegradaveis gera um lixiviado com
elevada concentragdo de matéria organica, o chorume, e quando esses residuos séo
depositados no solo inadequadamente, as caracteristicas do lixiviado causardo impactos

ambientais muito maiores.
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A composicdo fisico-quimica do chorume é extremamente varidvel e €

influenciada por fatores que vdo desde as condi¢des pluviométricas locais até tempo de

disposicdo e caracteristicas do préprio lixo. A presenca de substancias altamente

sollveis no chorume pode fazer com que atinja o lengol freatico mais superficial ou até

mesmo a atingir as dguas subterraneas, comprometendo sua qualidade e potenciais usos
(SISINO, 1996; BERTAZZOLLI, 2002).

Embora ndo seja possivel estabelecer uma composicdo fixa para o chorume.

CHRISTENSEN et al. (2001) dividem os compostos presentes no chorume em quatro

grandes categorias:

Matéria Organica Dissolvida (MOD): correspondem a macromoléculas como
acidos humicos e fulvicos, lignina e é&cidos graxos. Na fase acida de
decomposicao quase a totalidade desses compostos tém massa molecular menor
que 500 daltons, enquanto na fase metanogénica esse numero sobe para 1000
daltons. A presenca de substancias humicas e fulvicas no chorume em grandes
quantidades faz com que este apresente caracteristicas bem definidas, como
elevada cor (MOZA et al., 1995) tensoatividade (RAUEM et al., 2002),
atividade fotoquimica (MOZA at al., 1995; AGUER e RICHARD, 1996), alta
capacidade de tamponamento (CHRISTENSEN et al., 2001), as quais afetam o
comportamento das substancias quimicas no ambiente e modificam processos
redox, solubilizando determinados metais (CALACE et al., 2001) e variando a
toxicidade (SILVA, 2002).

Compostos Organicos Xenobidticos (COX): constituem-se de hidrocarbonetos
aromaticos, compostos halogenados, compostos fendlicos, alcoois, aldeidos,
cetonas e acidos carboxilicos, aléem de outras substancias caracteristicamente
toxicas, presentes em concentracfes muito menores que 0s compostos humicos e
falvicos, porém com toxicidade muitas vezes maior que 0s outros componentes

presentes no chorume.

Macrocomponentes Inorganicos: caracterizam-se por apresentar substancias

inorganicas essenciais em grandes gquantidades, como sodio (Na), potassio (K),

- 2-
calcio (Ca), magnésio (Mg), ferro (Fe), cloretos (CI), sulfato (SO, ) e amdnio
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N
(NH, ). A elevada concentracdo desses compostos esta associada a sua alta

solubilidade em &gua, variando consideravelmente sua concentragdo ao longo

das vérias fases de decomposicdo do chorume.

e Metais Potencialmente ToOxicos: estes compostos em geral estdo presentes em
pequenas concentracfes, as quais ainda diminuem ao longo dos anos. A
formacdo de sulfeto na fase metanogénica faz com que grande quantidade desses
metais seja precipitada. Uma pequena parcela presente no chorume esta na
forma complexada, e outro fator importante é a presenca de coldides. Metais
pesados tém alta afinidade com coldides e por isso sdo adsorvidos na matéria

organica dissolvida presentes no chorume.

Existem diversos outras substancias nocivas a saude, porém a toxicidade do
chorume ndo pode ser associada a uma substancia isoladamente e nem a soma de todas
as substancias presentes, mas, sim, ao efeito sinérgico entre as diferentes substancias
existentes (FREIRE et al., 2000).

3.5 REMEDIACAO DE LIXOES MUNICIPAIS E TRATAMENTO DO
CHORUME

A remediacdo de aéreas degradadas passou a ser uma exigéncia legal e um
compromisso social que precisa ser executado. Existem inGmeras tecnologias para
remediacdo de solos de areas degradadas, envolvendo tanto processos quimicos quanto

fisicos, ambos tecnicamente dificeis e de custo elevado (CHAVES, 2008).

Na verdade, é a continuidade das praticas inadequadas que levam a degradacao
de grandes éareas situadas nas proximidades dos centros urbanos, requerendo, para
reversdo do quadro critico e controle do processo de poluicdo instaurado, elevado
dispéndio de recursos. Neste contexto, salienta-se a importancia da tecnologia de
biorremediacdo de lixbes, a qual é vista como uma eficiente ferramenta capaz de
auxiliar na busca de solugéo para questéo da polui¢do do solo por deposigéo inadequada

de detritos.
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A contaminacdo ambiental ocorre, principalmente, devido aos residuos
organicos e inorganicos e produtos quimicos toxicos presentes no efluente residual, que
é produzido quando &gua e outros liquidos percolam residuos solidos, depositados em
aterros sanitarios e/ou aterros industriais (BARBOSA et al., 1999), comumente
chamado de chorume. Estes liquidos percolados, ou chorume, que apresentam alto
poder de poluigdo e toxicidade necessitam de um tratamento adequado antes do seu
descarte em um corpo receptor, segundo os padrbes de lancamento descritos pela
legislagdo reguladora vigente (FERREIRA et al., 2001).

Em diversos estudos referentes a tratabilidade dos liquidos percolados, os
pesquisadores tém explorado uma série de diferentes opcBes de tratamento, incluindo
métodos de tratamento quimico, fisico-quimico e biolégico (ENZMINGER et al., 1987;
FORGIE, 1988; FERREIRA et al., 2001).

Tratamentos biolégicos sdo o0s processos mais utilizados, ndo sO para o
tratamento dos liquidos percolados, como por exemplo, o chorume, mas também para
outros efluentes em geral. Esses processos permitem tratar efluentes transformando
compostos toxicos em CO; e H,O ou CH, e CO,, com custos relativamente baixos.
Esses processos de tratamento sdo baseados na nutricdo dos microorganismos com

substrato poluente podendo ser divididos em aerdbios e anaerobios (PACHECO, 2004).

De maneira geral, ndo ha tecnologia que, atuando isoladamente, consiga tratar
residuos tédo recalcitrantes e com elevada carga organica como o chorume. OS processos
convencionais sdo baseados em sistemas cujas preocupacfes fundamentais estdo

associadas principalmente ao custo desse tratamento.

Os principais métodos de tratamento para o chorume podem ser divididos em
fisicos, quimicos e biolégicos (enzimaticos) (PACHECO, 2004), com destaque nos

Gltimos anos para 0s processos enzimaticos.
3.6 PROCESSOS ENZIMATICOS
Os processos enzimaticos correspondem a uma das mais recentes tecnologias

para o tratamento bioldgico de efluentes. Dentro deste contexto, cabe as enzimas

ligninoliticas (lignina peroxidase e manganés peroxidase) um papel de destaque, em
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funcdo da sua capacidade para degradar um grande numero de substancias toxicas e
recalcitrantes (FREIRE et al., 2000).

A capacidade dos microrganismos de degradar compostos organicos €
cientificamente reconhecida e vem sendo utilizada ao longo do tempo em processos de
tratamento biolégico de efluentes liquidos e de residuos s6lidos. Em funcdo dessa
capacidade tém sido desenvolvidos processos biotecnol6gicos destinados a diversas
finalidades, dentre os quais destaca-se a degradacdo de poluentes, a lixiviagdo de
minerais, a desobstrucdo de pocos de petréleo e a recuperacdo de locais contaminados -
solo, aguas superficiais e subterraneas (OLIVEIRA, 2004).

Fungos da classe dos basidiomicetos degradadores de lignina, sdo eficientes na
degradacéo de grande variedade de compostos e de corantes, com alto potencial de acao
na recuperacdo de ambientes contaminados (KAMIDA et al., 2005). As enzimas
encontradas, nestes organismos sdo em grande parte lacases, MnP (Manganés
peroxidases) e LiP (Lignina peroxidases) (MAYER e STAPLES, 2002 ).

3.7 FUNGOS

Os fungos sdo organismos amplamente distribuidos na natureza, podendo ser
encontrados na agua, no ar atmosférico, no solo, sobre animais e vegetais vivos
parasitando-0s, na matéria organica em decomposic¢do, nos produtos alimenticios e
produtos industriais que necessitam de carboidratos para o seu desenvolvimento
(ESPOSITO e AZEVEDO, 2004).

Os fungos sdo seres eucariontes, heterotréficos, aclorofilados, aerobios,
unicelulares ou pluricelulares. Possuem pigmentos responsaveis pelas cores variadas
que apresentam, mas nenhum capaz de absorver energia para sintese de carboidratos a
partir do didxido de carbono. Assim, sdo heterotroficos, mas se nutrem por absorcéo,
podendo viver como saprofitos, parasitas ou simbiontes com outros organismos
(LACAZ et al. 2002; PUTZKE e PUTZKE, 2004).

A parede celular de alguns fungos contém celulose, como alguns fungos
aquaticos inferiores, mas a maioria deles possui a parede celular com quitina (BLACK,

2002). A constituicdo da parede celular dos fungos é uma das caracteristicas que levou a
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sua separagdo em um reino a parte entre os seres vivos. O material de reserva dos
fungos é o glicogénio (LAURENSE, 2005). Por causa da parede celular rigida, os
fungos ndo sdo capazes de absorver micro-organismos ou outras particulas, e para tal os
fungos secretam enzimas através do micélio sobre a fonte de alimento e absorvem

pequenas moléculas que séo disponiveis (RAVEN, 2001).

Os fungos sdo responsaveis pela producdo de importantes &cidos organicos,
farmacos, producdo de enzimas de interesse industrial, producdo de bebidas
fermentadas, como o vinho e a cerveja, fermentacdo de queijos e outros alimentos,
realizacdo de controle bioldgico, controle de pragas em plantas, producédo de etanol, etc.
(ESPOSITO e AZEVEDO, 2004).

Na natureza os fungos da classe dos basidiomicetos sdo os maiores degradadores
da madeira. Estes sdo classificados de acordo com as diferencas de padrdes de
degradacdo da madeira que apresentam, levando-se em conta a caracteristica
macroscopica da degradacdo. Desta forma podem ser divididos em fungos de
degradacéo ou podriddo branca, podriddo parda e podriddo mole. Os fungos de podridédo
branca degradam trés componentes principais da madeira, a saber, a celulose, a
hemicelulose e a lignina, proporcionando coloracéo clara na sua degradacdo. Fungos de
podriddo parda degradam polissacarideos celulose e hemicelulose, observando-se uma
coloracdo escura nos locais degradados. Os fungos de podriddo mole e alguns
actiomicetes realizam a degradacdo da madeira dura em ecossistemas florestais
(SOARES, 1998), conforme Quadro 1.



Quadro 1. Alguns organismos degradadores de lignina.
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] ] Degradacéo da . .
Organismo Filo o Ambiente Alguns géneros
lignina
Mineralizagdo da
o lignina o Phanerochaete,
Fungos da Basidiomicota o Principalmente )
. ) Deslignificagdo . Phlebia,
podridao branca | (Ascomicota) ) y madeira dura
seletiva ou ndo trametes
seletiva
Fungos da o Modificagdo da Principalmente Poria,
. Basidiomicota o ]
podridao parda lignina madeira mole Polyporus
_ Ambientes )
Ascomicota o y . Chaetomium,
Fungos da Limitada degradacdo | aquaticos com )
o ou Fungos o ) Paecilomyces,
podriddo mole da lignina umidade elevada, )
Anamorfos o Fusarium
serrapilheira
Actinomicetes | 3 Sapwood, Streptomyces,
. Limitada degradacéo ] ]
Bactérias ou o madeira Nocardia,
. o da lignina .
mixobactérias saturada de 4gua, | Pseudomonas

madeira em
estagio avancado
de
decomposicao,

serapilheira

Fonte: Tuomela et al. (2000).

Existem inumeras espécies de fungos da podriddo branca, sendo a maioria destas
Basidiomycotina, seguidas por algumas Ascomycotina (ERIKSSON et al., 1990).
Porém os basidiomicetos sdo 0s Unicos microrganismos conhecidos com a capacidade
de metabolizar completamente a molécula de lignina a gas carbdnico e agua, sendo 0s

maiores responsaveis pela degradacdo dos tecidos vegetais (KIRK e FARREL, 1987).

Recentemente, tem havido um crescente interesse em estudar as enzimas
ligninoliticas de uma ampla variedade de fungos de podriddo branca, ndo sé do ponto de

vista da biologia comparativa, mas também com a expectativa de encontrar melhores
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sistemas de degradacdo da lignina para uso em varias aplicagdes biotecnoldgicas
(ROCA et al., 2009).

Figura 03: Estrutura proposta para lignina de madeira moida do Eucalyptus
grandis (PILO-VELOSO et al., 1993).

Desta maneira os fungos podem ser empregados em uma gama de aplicacGes
sejam elas ambientais, industriais, farmacéuticas ou biotecnoldgicas, devido ao seu

potencial enzimatico altamente diversificado.

3.7.1 O Potencial Fungico da Regido Amazdnica

Em nenhum lugar do mundo existem mais espécies de animais e de plantas do
gue na Amazonia, tanto em termos de espécies habitando a regido como um todo
(diversidade gama), como coexistindo em um mesmo ponto (diversidade alfa).
Entretanto, apesar da Amazonia ser a regido de maior biodiversidade do planeta, apenas
uma fracdo dessa biodiversidade é conhecida (BIODIVERSIDADE DA AMAZONIA,
2012).

Estimou-se a magnitude da diversidade fungica nos ecossistemas mundiais em
1,5 milhdes de espécies (HAWKSWORTH, 1991). Porém May (1991) avaliou que um
novo sitio visitado poderia render cerca de 95% de novas espécies para a ciéncia. Neste
sentido, apesar do seu papel nos ecossistemas e suas aplicacbes na biotecnologia, o

conhecimento sobre os fungos ainda permanece num nivel incipiente, onde estima-se
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que somente cerca de 5% das espécies é conhecida, e que muito pouco é conhecido
sobre a sua biologia (CASTRO e SILVA,; SILVA; CAVALCANTE, 2002).

No que diz respeito ao potencial biotecnoldgico dos fungos amazénicos,
notadamente da regido do Baixo Amazonas, as pesquisas ainda s&éo modestas diante da
magnitude que a biodiversidade amazodnica apresenta, principalmente aquelas
relacionadas ao potencial enzimatico e suas aplicacdes nos mais diversos setores da
industria biotecnoldgica. Com destaque para o grupo dos fungos lignoliticos que nos
altimos anos tem apresentado resultados significantes na biorremediacdo de areas
contaminadas por compostos altamente resistentes a degradacdo como efluentes da
industria téxtil, papel, derivados do petréleo, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos,

pesticidas, chorume e etc.

Os produtos finais da degradacdo do substrato pelas enzimas fungicas podem ser
utilizados como fertilizantes em plantacdes, suplementos para racdo de animais ou ainda
serem reciclados e misturados a outros materiais organicos para cobertura de plantacdes
(MACIEL et al., 2010). Os fungos sédo também utilizados como fonte de alimentagéo
por possuirem até cinco vezes mais proteinas que as carnes de bovinos e suinos
(RIBEIRO DA SILVA e COELHO, 2006).

A maioria dos processos biotecnolégicos utilizando fungos baseia-se nos seus
produtos metabolicos como: fermentacdo, enzimas e polissacarideos, que podem ser
utilizados na indudstria alimenticia, farmacéutica e cosmética. Além dessas utilizacdes
estas enzimas sdo utilizadas na biodegradacdo de compostos xenobioticos, como, por
exemplo, na biorremediacdo de solos contaminados e no tratamento de efluentes da
industria papeleira e téxtil (MATHEUS e OKINO, 1998; MACIEL et al., 2010).

Os fungos, em particular os Basidiomicetes, sdo conhecidos, seja pelas suas
propriedades nutricionais e medicinais, seja pela sua toxidez. E uma subclasse de grande
importancia econémica por abranger fungos parasitas, fungos degradadores da madeira

e os fungos comestiveis que sustentam a atividade industrial (LACAZ et al, 1970).
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Fonte: NUNES, A.S, 2011

Figura 04: Carpc")fo'ro do fungo basidiomiceto Pycnoporus sanguineus.

Nos ultimos anos além do emprego em larga escala de fungos na fabricacdo de
farmacos, aromas, amino&cidos e vitaminas também tém avancado o numero de
pesquisa utilizando fungos para processos de recuperacdo ambiental, principalmente
aqueles causados pela contaminagdo gerada por efluentes da industria téxtil, papel e
celulose, petréleo, e esgotos sanitarios. Neste sentido, tém-se utilizado como estratégia

alternativa a biorremediacéo para contornar o problema da contaminagéo.

O objetivo da biorremediacdo, quando usada como técnica de tratamento em
areas contaminadas, € induzir ou acelerar os processos bioldgicos naturais de reciclagem
de compostos de interesse, incluindo compostos organicos ou inorganicos. Assim, 0
desafio principal é utilizar a capacidade intrinseca dos microrganismos de degradar
matéria organica para degradar compostos organicos toxicos, tanto de origem natural

como compostos sintéticos (DIAS, 2000).

Na ultima década, tém sido identificadas e caracterizadas diferentes espécies de
fungos filamentosos com potencial para uso nos processos de biorremediacdo. Sédo
capazes de crescer sob condicdes ambientais de estresse como meios com baixos
valores de pH, pobres em nutrientes e com baixa atividade de agua, favorecendo o seu

desenvolvimento diante de outros microrganismo (ATAGANA, 2006).
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A existéncia de microrganismos capazes de degradar compostos xenobidticos é
de grande interesse para a biorremediacdo (CHANDRA e RUSTGI, 1998), pois sdo
capazes de transformar e mineralizar contaminantes ambientais como hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos, corantes azo, herbicidas e outros compostos toxicos através da

acédo de suas enzimas extracelulares (CLEMENTE, 2002).

3.7.2 Enzimas

As enzimas sao as pecas chaves da biotecnologia e da bioindustria. Sao elas que,
na engenharia microbiolégica catalisam as reagcGes metabdlicas acionadas e asseguram a
sua regulacdo. Da mesma forma, elas levaram a engenharia genética a realizar
modificagfes no equipamento enzimatico de alguns microrganismos com vistas a torna-
los aptos a biossintese de metabdlitos de interesse (RICHARD, 1985).

Muitas enzimas microbianas séo utilizadas no tratamento de efluentes e residuos
industriais, para resolver problemas especificos. Assim, pode-se citar a remocao por
precipitacdo ou transformacdo de compostos tdxicos ou recalcitrantes, e a alteracdo das
caracteristicas de um determinado efluente, como o aumento da degradabilidade ou
diminuicdo da toxicidade, permitindo o tratamento posterior por processos bioldgicos
convencionais ou a formacdo de materiais em produtos de valor agregado (KARAM e
NICELL,1997).

Os fungos, por exemplo, possuem grande capacidade em degradar parcialmente,
e em alguns casos completamente, uma variedade de poluentes resistentes a degradacéo,
através da acdo de enzimas especificas produzidas por estes microrganismos como
lignina peroxidase (LiP) e manganes peroxidases (MnP), ou ainda lacases (Lac)
(TABELA 2).



21

Tabela 2: Enzimas ligninoliticas produzidas por fungos de podriddo branca.

Enzima No EC Reac0es catalisadas Fungo
Lacase 1.10.3.2 Oxidagé&o de fenol Trametes versicolor
Lignina peroxidase 1.11.1.14 Polimeragé&o de fenol Phanerochaete
chrysosporium
Manganés peroxidase 1.11.1.13 Oxidacéo de fenol,
Oxicida Mn 2+ a Mn 3 Phanerochaete
+ chrysosporium
Celobiose-quinona 1.151 Reducdo de quinona; Phanerochaete
oxiredutase Degradagdo de chrysosporium
celobiose
Aril alcool oxidase 1.1.3.7 Producéo de H202 Pleurotus sabor-caju
Glioxal oxidase 1.2.35 Producéo de H202 Phanerochaete
chrysosporium
Manganés independente 1.11.1.7 Atividade em Phanerochaete
de peroxidase substratos aromaticos chrysosporium
Versatil peroxidase 1.11.1.16 Oxida Mn2+; Pleurotus sp.
Potencial alto redox
em componentes
aromaticos
Celobiose desidrogenase 1.1.99.18 Degradacao de lignina; Phanerochaete

Une o sistema
hidrolitico e oxidativo;
Dispde manganés
(Mnll) para MnP
através da reducéo do
precipitado da
oxidagdo do manganés
(MnO2)

chrysosporium

Fonte: Maciel et al., 2010

3.7.2.1 Lignina-Peroxidase (LiP)

No ano de 1983, dois grupos relataram a descoberta de enzima extracelular
degradadora de lignina em culturas de Phanerochaete chrysosporium. A enzima,
primeiramente chamada ligninase, € uma glicoproteina que contém ferroprotoporfirina
IX (heme) como grupo prostético e requer peroxido de hidrogénio para sua atividade
catalitica (ESPOSITO E AZEVEDO, 2004).
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Lignina peroxidase tem a capacidade de degradar diversos compostos fenolicos e
ndo fendlicos, como também alcoois benzilicos e dimetilas, e provoca rearranjos
intramoleculares. Avalia-se que o melhor pH para a remocdo de fendis desta enzima

seja 4, sendo controlado preferencialmente pelo H,O, (SOARES, 2000).

No processo de degradacdo da lignina, LiP é inicialmente oxidada pelo H,0, e
oxida ndcleos aromaticos da molécula de lignina (fendlicos e ndo fendlicos), gerando
radicais catidnicos. Estes reagem espontaneamente com nucleéfilos (primariamente
H,0) e com oxigénio molecular, gerando uma “combustdo enzimatica* onde ligagdes
C-C e C-0O sdo quebradas, despolimerizando a lignina e abrindo os anéis aromaticos
(KIRK e FARREL, 1987).

3.7.2.2 Manganés-Peroxidase (MnP)

Esta enzima é uma glicoproteina que atua com isoenzimas, oxidando
diretamente Mn (11) a Mn (I11), que atua como espécie ativa nos processos de oxidacao
catalitica; este € quelado por acidos organicos como o oxalato, formando um complexo
estavel de alto potencial de oxidorreducdo, porém a MnP oxida somente estruturas
fendlicas. A MnP assemelha-se a LiP pela presenca do grupo heme, também dependente
de peroxido de hidrogénio (H.0,) para sua atividade. Sua producdo se da juntamente
com a LiP durante o metabolismo secundario, porém a regulacdo é realizada pela

concentracdo de carbono e nitrogénio do meio (REY'S, 2003).

A manganés peroxidase (MnP) foi descoberta em Phanerochaete chrysosporium
junto a LiP. Essa enzima é muito semelhante a LiP, € extracelular, glicosidada, massa
molar de 45-47 KDa e possui um grupo prostético heme. Além do peroxido de
hidrogénio também é dependente do ion Mn+2, a-acetodcidos como lactato estabilizam
sua atividade oxidativa. Elas se apresentam em formas maltiplas e podem ser
encontradas em numerosos fungos (ESPOSITO e AZEVEDO, 2004).

A atuacdo de MnP durante a peroxidacéo lipidica esta envolvida na degradagédo
de compostos xenobidticos recalcitrantes. Assim, a avaliacdo da capacidade de culturas

fungicas para promover a peroxidagdo lipidica é de grande importancia. O estimulo da
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peroxidacdo de &cidos graxos insaturados com concomitante producdo de radicais
lipidicos é reconhecido como atividade pré-oxidante (KAPICH et al., 2005).

3.7.2.3 Lacase (Lac)

Lacases (EC 1.10.3.3) é um grupo de enzimas multi-cobre que catalisam a
oxidacdo de elétrons de componentes fendlicos com concomitante reducéo de oxigénio
a agua. Fungos sdo os principais produtores de lacase, especialmente Basidiomicetos
(GOCHEV e KRASTANOQV, 2007).

Tipicamente o sitio ativo da lacase inclui quatro &tomos de Cu em trés grupos.
Os atomos de Cu diferem um do outro nos sinais do elétron paramagnético ressonante
(GIANFREDA et al.; 1999). Lacases fungicas sdo principalmente induziveis,
extracelulares, glicoproteinas monoméricas com contetdo de carboidrato de 8% a 50%
(HEINZKILL et al., 1996).

Varios parametros de cultivo como limitacdo de carbono, fonte de nitrogénio, e
concentracdo de microelementos influenciam na producdo de lacase (GOCHEV e
KRASTANOQV, 2007). O uso de excessivas concentracdes de glicose como fonte de
carbono em cultivo de linhagens fungicas para producdo de lacase tem um efeito
inibitério na producdo. Um modo simples, mas efetivo para superar este problema é o

uso de celulose como fonte de carbono para o cultivo (EGGERT et al., 1996).

O interesse cientifico por lacases fangicas é influenciado pelo largo espectro de
aplicacGes da lacase. Lacases fungicas encontram aplicacfes dentro da industria de
comida, polpa e industria de papel, industria téxtil, quimica sintética, cosméticos,
biorremediacao de solos, biodegradacdo de xenobi6ticos e remocdo de disruptores
enddcrinos (CUOTO e HERRERA, 2006). Estas enzimas apresentam grande
capacidade em despolimerizar a lignina e uma grande variedade de outros compostos,
como os corantes presentes nos efluentes devido a sua falta de especificidade ao
substrato (FORGACS et al., 2004; NOVOTNY et al., 2004 ).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA E ISOLAMENTO DE FUNGOS

Doze (12) carpéforos de fungos basidiomicetos foram coletados na regido da
comunidade do Limé&o, especificamente na propriedade particular Fazendinha, interior
do municipio de Parintins-AM. As amostras foram acondicionadas em sacos de papel
poroso e transportados para o Laboratério de Estudos Fungicos — LabEF, do Centro de
Estudos Superiores de Parintins-CESP, onde foi realizado o isolamento das culturas

axénicas.

Para efetuar a inoculacdo do material fungico foi utilizada a metodologia
proposta por Bettucci e Guerrero (1971). Utilizou-se um estilete no qual foi retirado de
cada carpdrforo fungico fragmentos de 5mm das extremidades, que passou por um
procedimento de assepsia através de lavagens sucessivas em solugdo de alcool 70% (1

ou 2 minutos), hipoclorito de sédio a 3% (1 ou 2 minutos) e agua destilada (2 minutos).

O élcool 70% quebra a tensdo superficial do material, o hipoclorito de sodio
mata 0s microorganismos como bacterias e fungos, a dgua destilada retira o excesso das
solucdes e evita a oxidacdo. Em seguida as amostras foram colocadas em papel filtro

para retirada do excesso de agua.

Apos assepsia os fragmentos foram inoculados em meio de cultura BDA (batata,
dextrose e &gar) e mantidas em temperatura de 30° C em estufa BOD por 5 dias. Trés
repicagens sucessivas foram realizadas para a aquisicdo de cultura pura para utilizacéo

nos testes bioldgicos posteriores.
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Comunidade do Limao
(Fazendinha)

Figura 05: Local de coleta dos carp6foros flngicos.

4.2 CAPACIDADE ENZIMATICA OXIDATIVA

A capacidade de distinguir isolados capazes de produzir fenoloxidase foi
determinada pelo teste de Bavendamm. Para isso discos de micélio com 5mm de
didmetro foram retirados das bordas de colonias com 5 dias de crescimento e
transferidos para placas de Petri contendo meio BDA e &cido tanico (5gL-!). Para o
preparo do meio utilizou-se 500 ml do meio de cultura BDA com 50 mL a menos de
agua destilada, que foi esterilizada separadamente em autoclave. Apds esterilizacdo e
resfriada a 4gua acrescentou-se em condicdes assépticas 2,59 de acido tanico e agitou-se
até a formacdo da mistura homogénea. Apos esse procedimento adicionou-se esta
solucdo ao meio de cultura BDA levemente morno. Os fragmentos fungicos
previamente miceliados foram inoculados no centro da placa e incubados em estufa
BOD a 30°C para observacdo dos aspectos de indicacdo de fenoloxidases. Apos 24
horas de incubacdo, realizou-se a avaliacdo visual quanto a formacdo de um halo
marrom considerado como reacdo positiva para producdo de fenoloxidases. Os fungos
que apresentaram reacdo positiva em menor tempo foram utilizados para teste

biolégicos com chorume.

4.3 COLETA E TRATAMENTO DO CHORUME

O chorume foi coletado na lixeira publica do municipio de Parintins em frascos

ambar de 1000 mL previamente autoclavados a 1,5 atm. O chorume in natura foi
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trazido para o Laboratorio de Estudos Fungicos do Centro de Estudos Superiores de
Parintins-CESP onde foi centrifugado a 2000 rpm durante 10 minutos, esterilizado em
autoclave a 121 °C e posteriormente oxigenado por um periodo de 2 horas. Apos este
processo o chorume foi utilizado como fonte de carbono para o crescimento fangico em

estado de fermentacéo semi-solida e liquida.

4.4 CRESCIMENTO DOS FUNGOS EM MEIO SUPLEMENTADO COM
CHORUME

O teste de crescimento fungico foi realizado em placa de Petri em meios de
cultivo acrescidos das concentragdes: 1%, 1,5%, 2% de chorume. O primeiro meio foi
composto de 15g de agar, 1g de glicose, as diferentes concentraces de chorume para
1000 mL de agua destilada (M1). O segundo meio de cultivo foi composto de 15g de
agar, 1 grama de glicose, as diferentes concentracdes de chorume, 2 mL da solucéo
estoque de 5mg de seringaldazine/ 1mL de etanol (M2). O controle foi composto apenas

por &gar. Todos os testes foram realizados em triplicatas.

Fragmentos fangicos com aproximadamente 5mm de didmetro foram retirados
das bordas das col6nias e transferias em condi¢cdes assepticas para o centro das placas
de Petri acrescidos dos meios M1 e M2. As placas foram incubadas em estufa BOD a 30

°C por um periodo de 5 dias.
4.5 AVALIACAO DO CRESCIMENTO MICELIAL

A avaliacdo foi realizada através do avanco da fronteira micelial em teste de
placa de Petri, mensurada com régua milimetrada a cada 24 horas, sendo as medidas
tomadas em duas direcGes perpendiculares, por um periodo de 5 dias ou até que
atingisse todo o diametro da placa.
4.6 DETERMINACAO DA BIOMASSA E ATIVIDADE ENZIMATICA

4.6.1 Fermentacao liquida

Foram retiradas fragmentos fungicos de 5mm de diametro das bordas das placas

e transferidos para 100ml de meio de cultivo composto por agua destilada estéril e
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chorume nas concentragdes de 1%, 2% e 4% (ml de chorume/ 100 ml de agua) em
erlenmeyer com capacidade de 250 ml, os quais posteriormente foram incubadas em
estufa BOD em condicdo estacionaria a temperatura de 30°C. Todos 0s experimentos

foram realizados em triplicata.

4.6.2 Biomassa

A biomassa foi determinada em tempos de 30, 60 e 100 dias de crescimento. A
determinacdo foi realizada apds filtragem do meio em papel filtro Whatman n® 1
previamente pesado. O caldo filtrado foi centrifugado a 1800 rpm por 5 minutos e seu
sobrenadante utilizado para determinacdo enzimatica. A massa micelial resultante foi
lavada com 50 mL de &gua destilada. Posteriormente, esse papel filtro com massa

fungica foi colocado em estufa elétrica até secagem completa e 0 peso constante.

A biomassa foi avaliada em porcentagem pela diferencga de peso do papel filtro

antes e depois da filtragem através da seguinte formula:

M(Y)= (Pf—Pi) x 100
Pi
onde,

Pi= peso do papel filtro antes da filtragem

Pf= peso do papel filtro apds secagem.

4.6.3 Atividade Enzimatica

Foram determinadas as atividades das seguintes enzimas oxidativas na solucéo
enzimatica bruta obtida: lacase, manganés-peroxidase (Mn-P) e lignina-peroxidase (Li-
P), nas diferentes concentracdes de chorume testadas nos periodos de 30, 60 e 100 dias.
Para determinacdo das atividades das enzimas foi utilizado o aparelho

espectrofotbmetro de absorbancia para leitura das amostras coletadas.
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4.6.3.1 Atividade de Lacase

O substrato seringaldazina foi utilizado para determinacdo da enzima lacase,
utilizando-se o método proposto por Szklarz et al. (1989), que baseia-se na oxidacao do
substrato enzimatico de seringaldazina para sua forma de quinona. A mistura reacional
foi composta de 50 pL da amostra filtrada; 0,95 mL tampéo tartarato de sodio pH 4,5;
0,1mL seringaldazina (producdo estoque de 5mg/ 1mL de etanol) e 0,1mL de &gua
destilada, sendo monitorado o aumento da absorbancia em 525 nm durante 60 segundos,
utilizando-se o coeficiente de extincdo e= 6,5x10* cm-1.M-1.

Uma unidade de atividade enzimética corresponde a quantidade de produto

(umol) liberada em um minuto por mL de amostra (U= pmol. mim-1).

4.6.3.2 Atividade de Manganés — Peroxidase (MnP)

A atividade de MnP na solucéo enzimatica bruta foi determinada a 30 °C numa
mistura reacional composta de 0,8 mL de tampéo lactato de sodio a 0,05 M (pH 4,5),
0,1mL de MnSO4 a 0,4M e 0,1mL da solucdo de enzima bruta. A reacdo foi iniciada
com a adicdo de peréxido de hidrogénio (40 uM) e a absorbancia medida a 270 nm.
Uma unidade de atividade de enzima é definida como a quantidade de enzima
necessaria para formar 1 pmol de Mn+* por minuto, utilizando o coeficiente de extingéo
molar de 8,1 x 10*/mol/cm (GLEN et al., 1986; AITKEN e IRVINE, 1990).

4.6.3.3 Atividade de Lignina — Peroxidase (LiP)

A atividade de Li—P na solucdo enzimatica bruta foi determinada a 30 °C numa
mistura de reacdo composta de 0,8 mL de tampdo tartarato dissédico a 0,05 M (pH 3,0),
ou tampdo fitalato &cido de potéssico — HCl a 0,05 M (pH 3,0), 0,1 mL de solucéo
alcool veratrilico a 40Mm e 0,1 mL de solucdo de enzima bruta. A reacdo foi iniciada
com a adicdo de peroxido de hidrogénio (0,2 mM) e o aumento da absorbancia, devido a
oxidacao do alcool veratrilico, medido a 310 nm. Uma unidade de atividade de enzima é
definida como a quantidade de enzima necessaria para formar 1 umol de veratraldeido
por minuto, utilizando o coeficiente de extincdo molar de 9,3 x 10%/ mol/ cm. (TIEN e
KIRK, 1988).
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4.6.3.4 Célculo da Atividade Enziméatica

A atividade enzimatica foi calculada da seguinte maneira: (LEONIWICZ e
GRZYWNOWICZ, 1981).

U/L=10°AE

e. AT

onde:
e= coeficiente de extin¢do de cada substrato, conforme dados da literatura;
AE= aumento da absorbancia no comprimento de onda especifico;

At=tempo de reagdo em minutos.

4.7 TESTE DE TOXICIDADE DO CHORUME

Foram utilizados bulbos de Allium cepa (cebola) adquiridos comercialmente,
sendo que em todos os bioensaios, foram utilizadas cebolas da mesma procedéncia. Os
bulbos foram inicialmente preparados e colocados em agua destilada durante 24 horas a
temperatura ambiente, para estimular o desenvolvimento do meristema radicular. Apos
este periodo, os bulbos foram colocados nas solucdes-teste por um periodo de 5 dias
(RANK et al. , 1993). O teste foi realizado antes e ap6s 30 dias de tratamento com 0s
fungos.

Figura 6: Teste de toxicidade do chorume com raizes de cebolas.
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As concentracdes de chorume para cada tratamento foram de 1%, 2%, 4%
acompanhados de seus controles negativos (agua autoclavada). O comprimento das
raizes foi utilizado como indice de toxicidade. Para cada bulbo, o comprimento das
raizes foi medido com auxilio de uma régua e, entdo estimado o comprimento médio.
Cada tratamento foi comparado com o controle negativo e avaliado o percentual de

toxicidade do chorume através da seguinte formula:

Comprimento da raiz do teste — Comprimento da raiz do controle

X 100
Comprimento da raiz do teste

4.8 DETERMINACAO DE PROTEINAS TOTAIS

As proteinas totais foram determinadas com reagente Biureto modificado,
utilizando-se o caldo enzimatico filtrado e centrifugado a 2400 rpm durante 20 minutos.
O kit para determinacdo de proteinas continha reagente de biureto (solucdo
concentrada), hidroxido de sddio 6M e solugdo padréo (solucdo de albumina bovina). A
leitura foi realizada a 550nm e a avaliacdo da quantidade de proteinas presentes
avaliadas atraves da formula:

Proteinas totais (g/L)= abs.teste

abs.padréo

Para avaliacdo do percentual de degradacdo de proteinas totais presentes no

meio de cultura utilizou-se a seguinte formula:

Valor do controle — Valor do teste

X 100
Valor do controle

4.9 ENSAIO ANALITICO DE COR

O ensaio analitico de cor foi realizado com amostras filtradas em papel filtro e
centrifugadas a 2400 rpm por 20 minutos. A reducdo da cor da cultura com chorume foi
monitorada pela queda da absorbancia em 465 nm. A conversdo em L/C foi feita pela

equacdo UC= (500 x Absases)/ 0,132 onde 0,132 corresponde & absorbancia de 500 L/C
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de uma solucdo padrdo de cobalto de platina (DAVIS & BURNS, 1990). As anélises
foram realizadas antes e ap6s 30 dias de tratamento com os fungos.

Para avaliacdo do percentual de degradacdo da cor do chorume utilizou-se a

seguinte férmula:

Valor do controle — Valor do teste

100
Valor do controle

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Para analise estatistica dos dados coletados foi usado o software Bioestat 5.0
para obter os parametros descritivos (média, desvio padrdo, variancia) e correlacéo entre
as variaveis. Para a inferéncia sobre a relacdo entre as variaveis a serem mensuradas foi

utilizado o teste ANOVA e para contraste das médias o Teste de Tukey.
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5 RESULTADOS

5.1 SELECAO DE FUNGOS

Dos doze fungos testados, codificados de acordo com a localidade onde foram
coletados, oito apresentaram-se positivos para enzimas oxidativas, através do
aparecimento do halo marrom ao redor da col6nia na presenca do acido tanico (Tabela
3). Os fungos Pycnoporus sanguineus e FV-12 foram selecionados para os testes.

Tabela 3: Fungos produtores de fenoloxidases em periodos de 24, 48 e 72 horas.

n° Fungos 24h 48h 72h
1 FBL +

2 FI-02 +

3 FVv-12 +

4 FI-11 +
5 P.sanguineos +

6 FV-06 - - -
7 FI-09 - - -
8 FI-03 +

9 CV-50 - - -
10 CV-24 - - -
11 CV-25 +
12 CV-29 +

*FI: Fungo de regido de igap6

*FV: Fungo de regido de varzea

*FBL: Fungo basidiomiceto encontrado em lago da regido de Parintins

*CV: Carpoforos de varzea encontrados proximos as margens do rio amazonas (préximo a
comunidade do Lim&o/Parintins).

Os fungos P.sanguineus e FV-12 destacaram-se pelas caracteristicas de
crescimento répido e deteccdo de fenoloxidades em menor tempo de cultivo na presenca

do &cido tanico.
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5.2 INFLUENCIA DO INDUTOR NO CRESCIMENTO MICELIAL

De modo geral, a presenga da seringaldazina influenciou no crescimento
micelial dos fungos. O meio de cultura acrescido de seringaldazina foi onde ocorreu o
maior valor médio de crescimento para P. sanguineus em todas as concentracdes
testadas. Por outro lado, o fungo codificado como FV-12 apresentou maior valor médio
de crescimento na concentracdo de 2% de chorume em meio sem acréscimo desse

indutor enzimatico.

O padrédo diario de crescimento foi similar para ambos os fungos em meio com
ou sem acréscimo de indutor, sendo que para P. sanguineus o crescimento na presenca
de seringaldazina foi mais répido, preenchendo a placa em apenas trés dias de
incubagéo, enquanto que no meio sem o indutor o preenchimento da placa ocorreu com

oitos dias de incubacao (Figuras 7 e 8).
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Figura 7: Crescimento do fungo P.sanguineus em meio com acréscimo do

indutor seringaldazine (M2).
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Figura 8: Crescimento do fungo P.sanguineus em meio sem acréscimo do

indutor seringaldazine (M1).

Apo0s 24 horas de incubagcdo no meio acrescido de seringaldazina e concentracao
de 1,5% de chorume, o avanco da fronteira micelial foi 93,3 % maior do que no meio
sem acréscimo do indutor (Figura 8), na mesma concentracdo. Em trés dias de
incubacdo o P.sanguineus alcancou crescimento 86,6 %, 88,5% e 71,4% maior nas
concentragdes 1%, 1,5% e 2% respectivamente, no meio com indutor (Figura 7)

comparado com aquele sem a presenca deste, e no mesmo tempo de incubacéo.

Assim como ocorreu para P. sanguineus o padrdo de crescimento diario do
fungo FV-12 seguiu a tendéncia de crescimento linear, sendo que a presenca do indutor
no meio fez com que o crescimento fosse acelerado nos primeiros dias de incubacao
(Figura 09), porém no meio sem a presenca do indutor o preenchimento da placa foi
mais rapido, alcancando seu crescimento maximo aos 6 dias de incubacdo. Na
concentracdo de 2% de chorume sem a presenca de seringaldazina o fungo FV-12
apresentou o maior crescimento micelial, destacando-se pelo maior raio micelial

apresentado quando comparado a M1(Figura 10).
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Figura 09: Crescimento do fungo FV-12 em meio com acréscimo do indutor seringaldazine
(M2).
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Figura 10: Crescimento do fungo FV-12 em meio sem acréscimo do indutor
seringaldazine (M1).
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Apods 24 horas de incubagdo o crescimento do fungo FV-12 no meio contendo
seringaldazina mostrou-se 80% maior na concentracdo de 1,5% em relacdo ao

crescimento sem a presenca desse indutor.

5.3 PRODUCAO DE BIOMASSA

O percentual de biomassa produzido em meio com diferentes concentragdes de
chorume ficaram proximos para os dois fungos testados (Tabela 4). Para o fungo FV-12,
entretanto, observou-se uma tendéncia negativa na relagdo biomassa/concentracdo, onde
a medida que a concentragdo aumenta a biomassa diminui. Relagdo inversa foi
encontrada para o P. sanguineus onde com o aumento da concentracdo de chorume ha

um aumento do valor absoluto da biomassa.

Teste ANOVA para os tratamentos evidenciou que ao nivel de significancia de
95% (p< 0,05) ndo h& diferenca estatistica na biomassa produzida pelos fungos nas
diferentes concentracdes testadas. A excecao ocorreu na concentracdo de 4%, onde teste
de Tukey evidenciou diferenca estatistica na producdo de biomassa entre os fungos.
Nesta concentracdo P. sanguineus produziu 2,1 vezes mais biomassa do que o fungo
FV-12. (Tabela 4).

Tabela 4: Biomassa fungica produzida por P. sanguineus e FV-12 em cem dias de
incubacéo.

BIOMASSA (%)

Tratamentos Concentracoes (%0)
1 2 4
P.sangineus 3.68 4.53 4.77 a,b
FV-12 3.41 2.85 2.27a

Médias seguidas de letras diferentes na direcdo vertical indicam diferenca estatistica entre si
pelo teste de Tukey (p < 0,05).

O padrdo diario de producdo de biomassa mostrou-se crescente em funcdo da
concentracdo de chorume para P. sanguineus nos periodos de trinta e sessenta dias

(Figura 11); por outro lado, o fungo FV-12 apresentou padrdo contrario, quanto maior
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foi a concentragcdo menor producdo de biomassa nos mesmos periodos de teste. (Figura
12).
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Figura 11: Biomassa produzida por P.sanguineus em meio acrescido com chorume.
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Figura 12: Biomassa produzida por FV-12 em meio acrescido com chorume.
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5.4 ATIVIDADE ENZIMATICA

Valores médios da atividade enzimatica mostraram-se crescente com o aumento
da concentracdo de chorume para ambos os fungos. Em termos de valores absolutos
medios o fungo FV-12 apresentou maior atividade enzimatica (Tabela 5).

Em relacdo a lacase FV-12 apresentou um percentual 51% maior de atividade
em relagdo ao P. sanguineus na concentragdo de 1%, diminuindo esse percentual nas
demais concentragGes consideradas. Por outro lado, para MnP esse percentual de
atividade do fungo FV-12 , também em relacdo a P. sanguineus, foi maior 35% na
concentracdo de 4% de chorume. Para LiP o fungo FV-12 apresentou um percentual de

24% de atividade na concentracdo de 2%, em rela¢do ao P. sanguineus.

Tabela 5: Atividade de lacase, MnP e LiP em diferentes concentragcbes de chorume por um
periodo de incubacdo de 100 dias.

Fungos Enzima Concentraces (%)
1 2 4
Lacase 3,72 3,97 4,73
P.sanguineus MnP 33,31 31,62 33,46
LiP 50,55 52,50 54,16
Lacase 5,63 5,79 5,89
FV-12 MnP 38,43 40,95 45,33
LiP 61,22 65,17 62,64

Na maior concentracdo (4%) o fungo FV-12 mostrou atividade enzimatica de
lacase 24,5 % maior do que P. sanguineus. Este mostrou valor médio crescente de

atividade LiP a medida que aumentou-se a concentracdo de chorume no meio de
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incubacdo, porém o valor médio da atividade de MnP na concentracdo 2% foi 5%

menor em relagcdo a concentragcdo 1% de chorume (Tabela 5).

Por outro lado, o fungo FV-12 apresentou essa tendéncia crescente para as
atividades de lacase e MnP, enquanto que para LiP o valor médio dessa atividade para a

concentragdo de 4% foi ligeiramente menor do que na concentragao de 2%.

O padrdo da atividade de lacase do FV-12 apresentou pico de atividade em
trinta dias de incubacgdo nas concentragdes de 1% e 2%, enquanto que na concentragdo
de 4% a méaxima atividade foi observada em cem dias de incubagdo (Figura 13). O
mesmo padrao foi observado para P. sanguineus para essa atividade enzimatica. (Figura

14).

12 ~

10 -+

o]
1

\ 4
—=1%
[r=—— 2%

4 - == 4%

Atividade U/L-
()]

30 60 100
Dias

Figura 13: Atividade enzimatica de lacase do fungo FV-12.
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Figura 14: Atividade enzimética de lacase do fungo P.sanguineus.
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Para MnP o fungo FV-12 apresentou pico de atividade em trinta dias nas
concentragdes de 2% e 4%, enquanto que na concentracdo de 1% uma maxima atividade
enzimatica foi observada em cem dias de incubacdo (Figura 15). Por outro lado, a
atividade de MnP para P. sanguineus apresentou pico de atividade em cem dias de
incubagéo para todas as concentracGes (Figura 16).
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Figura 15: Atividade enzimatica de MnP do fungo FV-12.
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Figura 16: Atividade enziméatica de MnP do fungo P.sanguineus.
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A LiP excretada pelo fungo FV-12 apresentou pico de atividade em sessenta
dias de incubacéo para as concentragdes de 1% e 4%, enquanto que para 2% a maxima
atividade foi observada em cem dias (Figura 17). Para P. sanguineus, assim como
ocorreu para MnP, a atividade maxima de LiP também aconteceu em cem dias de
incubagéo (Figura 18).
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Figura 17: Atividade enzimatica de LiP do fungo FV-12.
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Figura 18: Atividade enzimética de LiP do fungo P.sanguineus.
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5.5 RELACAO ATIVIDADE ENZIMATICA versus BIOMASSA

Com o intuito de verificar a existéncia de dependéncia da varidvel “atividade
enzimatica” em relacdo a biomassa produzida foi realizado teste de regressdo com
ajustamento de curvas para distribuicdo linear, exponencial, logaritmica e geométrica
verificando-se através do coeficiente de determinacdo, qual a curva que mais se ajustava

aos dados coletados (Tabela 6).

A relacdo da atividade de lacase com a biomassa em P. sanguineus foi melhor
ajustada para distribuicdo logaritmica com um indice de determinacdo (R?) igual a
44,5% mostrando uma relacdo fraca entre essas variaveis, e significando que esse
percentual corresponde a influéncia da biomassa nessa atividade enzimatica (Figura 19).
O restante do percentual deve-se a influéncia de outros fatores preditores que podem

influenciar nessa atividade.

Para o fungo FV-12 essa relacdo mostrou-se muito fraca com coeficientes de
determinago (R?) entre 8,9% e 17,5% (Tabela 6).
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Figura 19: Modelo logaritmico e coeficiente de determinacio (R?) para a relaéo de atividade
de lacase e producgéo de biomassa para P.sanguineus.



Tabela 6: Modelo de regresséo para diferentes distribuicoes.
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Lac

Linear

Exponencial

Logaritimica

Geométrica

P.sanguineus

y= 3,2783 - 1,6575x
R2= 42,84%

y= 0,1225%¢ 665 ¥
Re= 33,5%

y= 6,6124+7,3574%In(x)
R2= 44,5%

y=0,059%x 2’8617
R= 31,3%

FV-12

y=0,5161 - 1.6609X
R2= 17,2%

y=1,5361%¢ 03264 X
Re= 8,9%

y= 0,3978+4,8087*In(x)
R2= 17,5%

y=1,3965*x 01>
R2=10,5%

LiP

P.sanguineus

y= 127,516 — 16,7348x
R2=40,7%

y= 626,2845*¢ ~0:6576
R2= 41,4%

y= 158,214 — 72,405*In(x)
R2= 39,9%

y= 2006,9314*x ~2808
R2= 39,8%

FV-12

y=104,8166 — 14,436X
R2=38,17%

y=130,971%*e ~02"
R2= 40,80%

y= 130,954 — 39,95*In(x)
R2= 35,56%

y=128,171*x ~ %18
R2= 37,48%

MnP

P.sanguineus

y= 80,7435 — 11,6882x

y=230,6100%g¢ ~*>%°%

y= 99,7854 — 48,7562*In(x)

y=590,3777*x %%

R2= 59,2% R2= 56,8% R2= 54,31% R2= 54,0%
FV-12 y= 49,2623 — 2,7303x y= 49,683%e ~ 00677 y= 47,3234 — 5,8207*In(X) y= 47,4621%*x ~ 01465
R2= 10,9% R2=11,91% R2= 6,03% R?=6,8%
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Considerando-se os valores dos coeficientes de determinagdo (R?), consta-se

que a regressdo exponencial é a curva que mais se ajusta aos dados obtidos para
ligninase (LiP) para ambos os fungos, apresentando, entretanto, uma relacéo fraca entre
as variaveis (Tabela 6). Assim, a estimacdo da LiP pela producdo de biomassa deve
obedecer o modelo exponencial, Y = 626,2845* e (087 ¢ y=130,971* e (9210 para

P. sanguineus e FV12 respectivamente.

Coeficiente de determinacdo do fungo P. sanguineus foi ligeiramente maior
(R?=41,4%) (Figura 20).
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Figura 20: Modelo exponencial e coeficiente de determinacio (R?) para a relacdo de atividade
de ligninase (LiP) e producéo de biomassa para P.sanguineus.

Por outro lado, para a variavel atividade de MnP de P. sanguineus constata-se,
pelo coeficiente de determinacéo (R?), que 59,2% é explicada pela variavel “biomassa”,
devendo outros fatores atuar como preditores do aumento da atividade enzimaética
(Figura 21).
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Figura 21: Modelo linear e coeficiente de determinacdo (R?) para a relacdo de atividade de
manganés-peroxidase (MnP) e producéo de biomassa para P.sanguineus.

Para FV-12 o modelo exponencial foi o melhor ajuste obtido; ressalta-se,
entretanto, que o coeficiente de determinacdo foi muito baixo (R?= 11,9%) mostrando

uma fraca dependéncia da atividade de MnP em relacdo a biomassa (Tabela 6).
5.6 PROTEINAS TOTAIS

Segundo o método utilizado para determinacdo de proteinas totais presentes nos
tratamento com chorume, foram observados menores niveis de proteinas totais a medida
que se aumentava a concentracdo do efluente (Tabela 7). Com destaque para o fungo
FV-12, que apresentou maiores valores absolutos de degradacdo. Possivelmente
consequéncia da acdo de enzimas extracelulares produzidas durante o metabolismo

secundario.
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Tabela 7: Degradacdo de Proteinas Totais do chorume ap6s 30 dias de incubag¢do com
fungos amazonicos.

Degradacdo de Proteinas (%0)

Concentrac6es de chorume

Tratamentos 1% 2% 4%
P.sanguineus 25,73 57,30 57,89
FV-12 45,02 61,15 64,38

A degradacdo das proteinas totais por FV-12 na concentracdo 1% de chorume
foi 42,8% maior do que com o fungo P. sanguineus, apresentando diferencas

percentuais, porém, menores nas duas outras concentracfes de chorume estudadas.

5.7 TOXICIDADE

De modo geral P. sanguineus apos trinta dias de incubacdo apresentou reducédo
na toxicidade do chorume, indicando a quebra de compostos toxicos presentes no
efluente a medida que foi aumentada a concentracdo de chorume (Tabela 8).

Comportamento também observado com o fungo FV-12.

Tabela 8: Valores médios da Reducéo da Toxicidade (RT) do chorume apds 30 dias de
incubacao.

RT do chorume (%)
Concentragoes
Tratamentos 1% 2% 4%
P. sanguineus 49,75 61,27 86,53
Fv-12 25,07 45,14 78,66

Em valores percentuais o fungo amazénico P.sanguineus na menor concentracao
de chorume (1%) apresentou diminuicdo no percentual de toxicidade 49,6% maior que
FV-12, comportamento semelhante foi observado nas concentraces de 2% e 4% do
percolado com 26,3% e 9,09% respectivamente, melhor desempenho na redugéo do

percentual de toxicidade do chorume em relagédo a FV-12.



47

Niveis de toxicidade do chorume foram avaliados diariamente por um periodo
de cinco dias. P. sanguineus apresentou diminuicdo no percentual de toxicidade para
todas as concentragdes de chorume testadas, evidenciando um decréscimo de toxicidade
a media que aumenta-se a concentracdo do chorume (Figura 22).

Ressalta-se que na concentracdo 1% de chorume P.sanguineus no primeiro dia
de teste conseguiu reduzir aproximadamente 50% da toxicidade do chorume, porém
esse comportamento prossegue sem grandes mudancas, diferentemente do observado
nas demais concentracdes de chorume (Figura 22), onde na concentracdo 2% na metade
do periodo ocorreu o aumento da toxicidade do meio. Fato também observado na

concentracdo 4% no final do experimento.

De modo geral, observou-se uma relacdo direta positiva da concentracdo do
chorume com a reducdo da toxicidade, onde aumentando aquela variavel o percentual

de RT também aumenta em valores percentuais.
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Figura 22: Reducéo da toxicidade do chorume pelo fungo P. sanguineus.

Padrdo de comportamento similar foi observado para o fungo FV-12 (Figura 23)
sendo que neste caso 0s percentuais obtidos para reducdo da toxicidade foram menores
do que aqueles do P. sanguineus, indicando que os residuos de toxicidade apds

tratamento enzimatico com o fungo FV-12 foi maior do que com o fungo P. sanguineus.
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Interessantemente, 0 mesmo padrdo da relacdo concentracdo/inibicdo de
toxicidade foi observado para P. sanguineus, foi aqui observado para FV-12, onde a
medida que a concentracdo do chorume aumenta ha um aumento nos valores de inibicéo

da toxicidade.

Na concentracdo 4% de chorume, o fungo FV-12 atingiu seu pico maximo para
reducdo da toxicidade no quarto dia de fermentacdo, e posteriormente decresceu até o
final do experimento (Figura 23).
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Figura 23: Reducéo da toxicidade do chorume pelo fungo FV-12.

5.8 DEGRADACAO DA COR DO CHORUME

O fungo P. sanguineos teve atuacdo marcante na descoloracdo do chorume. A
metodologia detectou acao do fungo FV-12 apenas na concentracdo de 4%, ao contrario
do que ocorreu com o P. sanguineos onde houve aumento na descoloracdo a medida que
a concentracdo de chorume aumentou. Na mais alta concentracdo testada o percentual

de descoloracédo do P. sanguineos foi cerca de 79,4% maior do que o FV-12 (Tabela 9).



Tabela 9: Degradacdo da cor do chorume.
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Degradacéo da cor (%)

Concentrag0es
1% 2% 4%
P.sanguineus 2.39 6.25 14.20
-11.00 -6.22 2.92

FV-12
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6 DISCUSSAO

No que diz respeito ao crescimento micelial tanto P. sanguineus quanto FV-12
apresentaram crescimento micelial nos dois meios testados (M1, MZ2), porém com
comportamentos distintos. P. sanguineus mostrou melhor crescimento micelial na
presenca de seringaldazine, indutor da enzima oxidativa lacase, enquanto FV-12
aparentou ter seu crescimento influenciado contrariamente. Nosso resultado é
corroborado com estudos de Garcia (2006), que afirma que existe relacdo especifica
entre microorganismo e indutor, onde o meio de cultura e sua condi¢do s&o
considerados como fonte influenciadora na resposta do indutor. Segundo Leonowicz et
al. (2001) enzimas oxidativas também podem interferir no crescimento celular de
muitos fungos, e podem ser fonte de carbono ou participar na inducdo da sintese
enzimatica. Por outro lado, Giese et al. (2004) e Vasconcelos (2000) evidenciaram que a
biomassa fungica do Botryosphaeria sp, diminuiu consideravelmente em cerca de 65%
na presenca do indutor, o que é evidenciado também para o fungo FV-12 onde a

presenca do indutor no meio influenciou no seu crescimento.

Por outro lado, existem diversos fatores que podem influenciar no crescimento
fangico, um deles é a glicose. Neste estudo foi adicionada 1 g de glicose a cada 1000
mL de meio de cultivo. Segundo Trabulsi et al. (1999) a glicose é inicialmente preferida
pelos fungos no processo de decomposicdo do substrato. Neste estudo a fonte de glicose
possivelmente pode ter influenciado no crescimento micelial dos fungos amazo6nicos
testados promovendo sua adaptacdo aos componentes do meio com chorume, resultando
em maior crescimento. Nossos resultados estdo de acordo com os estudos de Rodrigues
(2006), que verificou que a adi¢do de glicose estimularia o crescimento na fase inicial
proporcionando melhores condi¢cdes para o crescimento de alguns fungos. Royer et al.
(1985) utilizando Coriolus versicolor mostraram que para ocorrer 0 processo oxidativo
do efluente resultante da industria papeleira foi necessaria glicose como fonte adicional
de carbono, porém esse comportamento é singular, dependendo do organismo em

questéo.
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De modo geral, o crescimento fungico de FV-12 foi maior em meio M1 do que
em M2, diferindo de P.sanguineus em seus aspectos nutricionais e consequentemente na
resposta do crescimento hifal. Neste sentido, segundo Ly e Nan (2009) as exigéncias
nutricionais sdo uma das caracteristicas fisiologicas fundamentais ndo somente para o
crescimento dos fungos, mas também para um melhor entendimento do papel ecoldgico
destes. Os requisitos nutricionais de qualquer organismo sdo determinados pelo seu
metabolismo energético caracteristico e pela sua capacidade biosintética (SANTOS
2009). Moraes (2001), afirma que cada fungo responde com seu préprio comportamento
ao ambiente e é este comportamento que Ihe prové uma seletiva e competitiva vantagem

sobre outros organismos.

Em relagdo a biomassa produzida, nas maiores concentracbes de chorume foi
onde ocorreu a maior producdo. Munari et al. (2003), estudando a cinética de producgéo
de biomassa do fungo Pleurotus sajor-caju em cultivo submerso com efluentes da
industria de papel, observaram maior quantidade de biomassa em tratamentos com o
efluente. Situacdo semelhante foi observada em pesquisas de Cai et al. (1993), onde
evidenciou-se o crescimento radial do basidiomiceto Pleurotus sajor-caju em meio de
cultivo com a presenca de compostos fendlicos, e em alguns tratamentos a biomassa
aumentou em concentracOes toxicas para outros fungos. Podemos inferir que na
presenca de compostos tdxicos, como o chorume, os fungos desenvolvem novos
mecanismos para acumular componentes intracelulares (polissacarideos e lipideos), que
podem contribuir para aumentar a biomassa e evitar o efeito do poluente (COSTA et al.
(2004).

O aumento de biomassa ndo seguiu a tendéncia de aumento das enzimas,
indicativo da relacdo fraca que encontramos entre essas duas variaveis. Neste caso,
outras variaveis podem estar influenciando a secrecdo dessas enzimas. Ressalta-se,
entretanto, que as enzimas MnP e LiP mostraram um maior coeficiente no
relacionamento com a producdo de biomassa. Neste sentido, outras varidveis como
temperatura, pH, umidade, fonte de carbono, glicose e tempo de cultivo podem ter
interferido nessa relacdo. Faz-se necessario estudos mais aprofundados em relacdo a

estas variaveis e seus momentos de acao.

Nos testes de degradacdo de proteinas o fungo FV-12 apresentou o melhor

desempenho, porém apresentou maiores indices de toxicidade e menores niveis de
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descoloracdo do efluente quando comparados ao fungo P.sanguineus nas mesmas
condicdes de teste. Possivelmente pode ter ocorrido a quebra de compostos toxicos
presentes no meio em moléculas menores, porém formando subprodutos ainda mais
toxicos (RODRIGUES, 2006). Diversas séo as variaveis que influenciam o processo de
degradacdo, no caso especifico de FV-12, Nunes et. al. (2011) estudando uma cepa
demonstraram que o pH exerce um papel fundamental no metabolismo do fungo, uma
vez 0 mesmo apresenta grande versatilidade ao desenvolver-se em ampla faixa de pH
entre 3 e 11 em diferentes concentracGes de chorume. Resultados corroboram com a
afirmacdo de Trabulsi e Alterthum (2008) de que fungos filamentosos podem
desenvolver-se na faixa de pH entre 1,5 e 11. O pH do chorume da lixeira publica de
Parintins esta na faixa 9, e Nunes et. al. (2011) avaliaram que em seus estudos ocorreu
uma variacdo do pH. Nuske et al. (2002) comentam que essas oscilacfes estejam
possivelmente relacionadas a secrecdo de oxalato, visto que é conhecida a secrecéo
deste acido por fungos da degradacdo branca em cultivos liquidos durante a fase de
crescimento. Acidos organicos sdo provenientes da degradacdo dos compostos presentes
no efluente, o que reflete melhoria da atividade metabdlica da espécie fldngica
(RODRIGUES, 2006).

Em funcdo da sua complexidade as proteinas constituem fator limitante para o
tratamento biologico de aguas residuérias. Um sistema de tratamento mais eficiente
pode estar diretamente relacionado com a concentracao de proteinas. Estudos analiticos
baseados na determinacdo de proteinas podem render informacdes sobre a influéncia
das condicBes ambientais sobre 0s processos predominantes nos sistemas de tratamento
biologico de efluente e também sobre a eficiéncia dos mesmos (MIWA et al., 2008).
Neste sentido FV-12 foi mais eficaz na degradacdo de proteinas, fato relacionado a

maior degradacdo da matéria organica presente no meio de cultivo a base de chorume.

O fungo P.sanguineus apresentou menores percentuais de degradacdo das
proteinas totais, por outro lado mostrou melhores percentuais de descoloracdo do
efluente estudado. Fato que pode estar possivelmente ligado a formacdo de alguns
grupos cromoforos durante o processo de degradacdo do chorume pelo fungo FV-12, os
quais apresentaram maior resisténcia a descoloracdo. Pesquisas de Paiva et al. (2004)
atribuem o aumento da cor a geracao de compostos cromoforos oriundos da degradagédo

e ou excrecdo de material intracelular.
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Nossos resultados corroboram com estudos Souza et al. (2011) em estudos sobre
degradacdo do corante alaranjado de metila com os fungos P.sanguineus, FV-12 e
outros fungos amazoOnicos de decomposicdo branca, onde comprovaram maior
degradacdo da cor do corante pelo fungo P.sanguineus em 5 dias de incubacéo,
enquanto FV-12 apresentou total descoloragdo apenas no 13° dia. O potencial de P.
sanguineus também foi avaliado em estudos de Balan e Monteiro (2001), onde
utilizaram os fungos basidiomicetos Phellinus gilvus, Pleurotus sajor-caju e
P.saguineus na degradacdo do corante indigo em meio liquido. Apds quatro dias
verificou-se a remogdo da cor em 100% para Phellinus gilvus, 94% para Pleurotus
sajor-caju e 91% para P.saguineus, e remocdo da toxicidade para Daphinia similis de
41%; 96% e 93%, respectivamente.

O processo de degradacdo de compostos recalcitrantes € consequéncia de
reacOes oxidativas, algumas vezes enzimas extracelulares oxidam o efluente e formam
compostos menores e menos toxicos, possibilitando sua remogdo do ambiente, porém

processo oposto pode ocorrer e formar subprodutos mais téxicos e de dificil remocéo.

Em nossos estudos, a atividade da enzima MnP produzida pelo fungo FV-12 em
1% de chorume ap0ds trinta dias foi 84, 2% maior do que a produzida por P. sanguineus.
Possivelmente esta enzima pode estar relacionada com o0s maiores percentuais de
degradacdo de proteinas do chorume por FV-12. Estes resultados podem ser
relacionados aos estudos de Rodrigues-Couto et al. (2000) que estudaram a degradacao
do corante Poly R-478 e aderiram a degradacdo a presenca de MnP produzida por
Phanerochaete chrysosporium. Domingues et al. (2001) também observaram maior
atividade de MnP por Phanerochaete chrysosporium em reator semi-sélido, onde
produziu 1350 U/I-t e resultou em 19% de degradacao do corante Poly R-478 apds 15

minutos de ac&o.

O aumento da atividade manganés peroxidase também pode estar relacionado a
atividade de outras enzimas, e ter agido em acdo conjunta na degradacdo do chorume.
Neste estudo, no periodo de trinta dias a atividade de LiP excretada por FV-12
apresentou comportamento semelhante a de MnP. Corroborado com os estudos de
Bawvutti (2002), que estudou a degradacdo do chorume por linhagens de fungos
lignoliticos, onde ocorreu maior degradagdo do percolado quando foi observado maiores

atividades de LiP e MnP no mesmo periodo. De acordo com Buswell e Odier (1987),
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MnP é produzida concomitantemente com a LiP, durante o metabolismo secundario e é

regulada pelas concentragdes de nitrogénio e carbono disponiveis no meio.

Avaliando-se os percentuais de atividade das enzimas manganés peroxidase e
lignina peroxidase excretadas por P.sanguineus e FV-12 em diferentes periodos e
submetidos a concentracBes de chorume, observamos comportamentos enzimaticos
diferenciados ap6s os periodos de trinta e sessenta dias de fermentacdo. O fungo
P.sanguineus apds 0s primeiros trinta dias de teste mostrou baixa secre¢do das enzimas,
enquanto FV-12 mostrou percentuais muito mais elevados; no entanto esta diferenca cai
aos 60 dias de fermentacdo e P.sanguineus mantém o aumento enzimatico até o final do
experimento. Nossos resultados estdo de acordo com os estudos de Bavutti (2002) que
mostraram pequena producdo de MnP e LiP em meio acrescido com chorume
autoclavado sem adicdo de nutrientes. Entretanto, em indculos com uma pequena fracao
de glicose a atividade de manganés e lignina peroxidase aumentou simultaneamente, e
alcancou seu pico maximo no 18° dia, a partir dai apresentou queda até o final do teste.
Em nossos experimentos P.sanguineus mostrou comportamento contrario, secretando

maiores indices dessas enzimas nos maiores periodos estudados.

No que condiz a atividade enzimatica de lacase, esta ndo atingiu grandes
proporcbes nos periodos de fermentacdo estudados; diversos sdo os fatores que
interferem neste quadro. Um deles € o tempo de cultivo que pode influenciar na
secrecdo da enzima lacase. Estudos de Gimenes (2011) referentes a biodegradacdo de
pentaclorofenol pelo basidiomiceto Trametes villosa indicaram que 0s primeiros vinte
dias foram os mais favoraveis para os processos de biorremediacdo, por apresentarem
maiores taxas de atividades lignoliticas envolvidas na degradacdo de xenobioticos.
Garcia (2006) relata que muitos basidiomicetos produzem a lacase ap6s 2 ou 3 dias de
crescimento e tém um tempo bastante variavel durante o qual a enzima continua a ser
produzida. Esse fato esta de acordo com estudos de Andrade (2011), que testou diversas
condicBes e meios de cultivo suplementado com matéria regional da Amazdnia para a
producdo de lacase, e nos seus resultados foi observado um decréscimo da producéo de

lacase de Trametes lactinea, apos dez dias de cultivo.

Outro fator que influencia na secrecdo da lacase € a composicdo do meio de
cultivo. Em nossos estudos os fungos basidiomicetos foram cultivados em fermentacao

submersa acrescidos de &gua estéril e diferentes concentragdes de chorume, e resultaram
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em pequenos percentuais de secrecdo desta enzima. Gonzalez et al. (2007) observaram a
inducéo de lacases de linhagem de Trametes por efluentes da industria canavieira, ricos
em melanoidina. Segundo Moreira et al. (1998), a producdo de lacase em elevadas
concentragdes € um resultado do metabolismo secundéario do fungo, que ndo é
dependente do seu crescimento, mas sim de algum estimulo externo. Esta informacéo
corrobora com os estudos de Pointing et al. (2000), que demonstraram que 0O
basidiomiceto Pycnoporus sanguineus CY788 teve sua melhor producédo de lacase em
meios contendo altos niveis de carbono. A pesquisa de Maciel (2011) também revelou
um aumento na secrecdo de lacase de Hexagonia glabra em meios de cultivo com altos

niveis de carbono, em todas as condicdes estudadas.

Vale ressaltar que a atividade maxima de determinada enzima é especifica de
cada metabolismo flangico, que pode excretar diferentes enzimas com diferentes indices

de atividade e em periodos de cultivo determinados.
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7 CONCLUSOES
e Os fungos P.sanguineus e FV-12 s&o capazes de utilizar o chorume como
substrato para crescimento;

e A presenca de seringaldazina no meio de cultivo influenciou no
crescimento de P.sanguineus.

e P.sanguineus apresentou o maior percentual de degradagédo do chorume;
e As enzimas manganés-peroxidase (MnP) e lignina-peroxidase (LiP)
pareceram ter papel fundamental na quebra de compostos do chorume;

e A excrecdo de lacase para o meio foi pequeno para ambos os fungos
testados;

Portanto, conclui-se que o fungo P.sanguineus apresentou potencial de

degradacéo, sendo possivel sua aplicacdo no tratamento do chorume.
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SURFACTANTE TWEEN-80 NA PRODUGCAO DE BIOMASSA POR Pycnoporus sanguineos
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INTRODUCAO:

Atualmente os fungos vém sendo muito utilizados na biorremediacdo ambiental. Uma das
possibilidades de uso esta na biosorgdo de metais pesados usando sua massa micelial, e neste sentido
varios trabalhos estdo sendo desenvolvidos em instituicdes de pesquisa. Considerando a
biodiversidade amazonica e o pouco que se conhece sobre os fungos desta regido é de interesse
utilizé-los como subsidio para biorremediagdo. Portanto, o objetivo principal deste trabalho foi
verificar a produgdo de biomassa do fungo lignolitico Pycnoporus sangineos em meio de cultivo
acrescido com diferentes fontes de carbono.

METODOLOGIA:

Cepas do fungo Pycnoporus sanguineos foram coletadas no municipio de Manaus. Pequenos
fragmentos do carpéforo foram crescidos em meio BDA para producédo de cultura pura. Os meios
utilizados para producéo de biomassa foram meio Czapek acrescido de Tween-80 em concentracoes
de 0,5, 1,0, e 1,5%. A biomassa foi medida a cada 7 dias num periodo de 17 dias. Foi avaliada a
produgdo de biomassa em relagdo ao peso seco com a metodologia utilizando filtragem aliquota em
papel filtro.

RESULTADOS:

Em termos absolutos o maior percentual de produgdo de biomassa (8.8%) por Pycnoporus.
sanguineos aconteceu na concentracdo 1,5% de Tween-80. De maneira geral, a medida que se
aumenta a concentracdo observa-se uma relacdo positiva também na producéo de biomassa. Ressalta-
se, entretanto, que o surfactante € conhecido por atuar na parede celular para secre¢do de enzimas
produzidas por fungos. Pela primeira vez descreve-se uma possivel influéncia na producdo de
biomassa. O teste estatistico de ANOVA ao nivel de 5% de significancia mostrou que ndo ha
diferenca estatistica na produ¢do de biomassa entre diferentes concentragdes.

CONCLUSAO:

A cepa do fungo Pycnoporus sanguineos testada apresentou uma correlagdo positiva com
suplementacéo de Tween-80 no meio contendo nitrogénio, ou seja, independente da concentracéo o
Tween-80 deve influenciar na producéo de biomassa.

Instituicdo de Fomento: CAPES

Palavras-chave: Surfactante, Fungo amazonico, Fonte de nitrogénio.
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INTRODUCAO:

A preocupagdo ambiental tem motivado o interesse pelo desenvolvimento de pesquisas sobre 0s
potenciais efeitos de metais toéxicos no meio ambiente no intuito de amenizar ou extinguir o impacto
causado. Neste sentido, pesquisas sobre a biosorgéo estdo sendo realizadas utilizando-se a biomassa
flngica na biorremediagéo de solos e efluentes contaminados por metais de dificil degradacdo. Ressalta-
se, que a producdo de biomassa micelial esta estreitamente relacionada com os requisitos nutricionais de
cada fungo, conhecimento este que pode contribuir para 0 melhoramento da producdo dessa biomassa
para estudos na biosor¢do de metais pesados. Considerando a biodiversidade da regido Amazénica e o
potencial fangico inexplorado da regido do Baixo Amazonas este trabalho tem como objetivo principal
verificar a producdo de biomassa por fungos basidiomicetos coletados no municipio de Parintins/AM
em meio nutricional acrescido com farinha da casca e polpa de tucumd (Astrocaryum aculeatum
Meyer).

METODOLOGIA:

Amostras de fungos da classe dos Basidiomicetos foram coletadas na regido rural do municipio de
Parintins/AM, codificados em FI-02, FV-12, FV-08 e FBL. Para obtengdo de cultura pura, pequenos
fragmentos dos carpdforos foram crescidos em meio de cultura BDA. Para produgdo de biomassa
fungica foi utilizado meio contendo farinha da casca e polpa de tucuma (Astrocaryum aculeatum
Meyer) em concentragéo 0,4%. A producdo de massa micelial foi avaliada pelo crescimento em meio
liquido e condigao estacionaria, em intervalos de 24, 48, e 72 horas num periodo de 7 dias, utilizando-se
0 método de filtragem aliquota em papel filtro para quantificacdo (em porcentagem) da biomassa
produzida.

RESULTADOS:

O maior percentual de producdo de biomassa (5,4%) ocorreu em meio suplementado com farinha da
casca do tucumd (Astrocaryum aculeatum Meyer) para o fungo FV-12. De modo geral, este meio
produziu 4,31% mais biomassa em relacdo aquele suplementado com a polpa de tucuma. A menor
producéo de biomassa ocorreu para o fungo FI-02 em meio com farinha da casca de tucuma. Teste de
Tukey para andlise da diferengca minima significativa entre as médias evidenciou diferenca estatistica ao
nivel de 5% (p<0,05) entre a producdo média de biomassa dos fungos FV-12 e FI-02 em meio
suplementado com farinha da casca do tucumd, sendo que FV-12 produziu 2,8 vezes mais biomassa. A
producdo de biomassa pelos fungos testados em meio suplementado com a farinha da polpa nédo
mostrou diferenca estatistica ao nivel de 5% de significancia (p> 0,05).

CONCLUSAO:

O meio suplementado com a farinha da casca do tucuma (Astrocaryum aculeatum Meyer) apresentou
relagdo positiva com a producdo de biomassa fungica pelos quatro fungos na concentragdo testada.
Novos experimentos em diferentes concentragdes desse residuo devem ser avaliados.

Instituicdo de Fomento: UEA, FAPEAM

Palavras-chave: Massa micelial, Fonte de carbono, Fungos amazonicos.
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ATIVIDADE OXIREDUTASE DO Pycnoporus sanguineos: SECRECAO DE LACASE EM MEIO
SUPLEMENTADO COM DIFERENTES FONTES DE CARBONO
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Ademir Castro e Silva *

1. Universidade do Estado do Amazonas

INTRODUCAO:

Enzimas ligninoliticas tém potencial para aplicagdes em varios processos industriais e biotecnolégicos.
Tais aplicagBes incluem descontaminagdo de efluentes industriais, principalmente da industrial téxtil e
petroquimica, processo de alvejamento e deslignificacdo na indUstria de celulose e papel e na remogéo de
compostos fenolicos na industria de bebidas (BALAN & MONTEIRO, 2001) e vérias outras aplicagdes.
Dentre essas enzimas encontra-se a lacase (benzenediol: oxigen oxireductase EC 1.10.3.2), que catalisa a
oxidagao de varios substratos com a reducdo de moléculas de oxigénio em agua. Fungos causadores de
podriddo branca da madeira (white-rot fungi) sdo grandes secretores dessa enzima. Dentre estes encontra-
se 0 Pycnoporus sanguineus que vem sendo estudado nos seus varios aspectos de atividade enzimatica. E
necessario, entretanto, pesquisar novas fontes de carbono que possam estimular o aumento da atividade
de lacase. Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo testar a atividade de lacase produzida
pelo fungo Pycnoporus sanguineus em meio suplementado com diferentes fontes de carbono, industriais
e naturais na fermentacdo liquida e no estado estacionario.

METODOLOGIA:

Cepa de Pycnoporus sangunieus foi coletada na zona rural do municipio de Manaus. Pequenos
fragmentos do carpéforo foram inoculados em meio extrato de malte para posterior obtencéo da cultura
pura utilizada para determinacio enzimatica. O meio de crescimento foi composto de 3g de NaNOs, 0,59
KPO,, 0,5 mg MgSO,7H,0, 0,5mg KCI e 0,01% FeSO, 7H,O e 24 mEq./l de NaNO;. O meio foi
acrescido individualmente de a-celulose (Sigma-Adrich USA), xilana (Fluka Biochemika, Switzerland),
dextrose anidra e serragem de madeira de Calophyllum brasiliensis e Aniba sp sem extrativos (extracéo
com acetato de etila:etanol:dgua, 1:1:1). A atividade enzimdtica de lacase foi determinada conforme
metodologia proposta por Szklarz (1989) que consiste na oxidagdo do substrato enziméatico de
seringaldazina até a sua forma quinona com leitura da absorbancia em espectrofotdmetro a 525 nm (&=
65.000 M. cm™). Todo o teste foi feito em triplicatas.

RESULTADOS:

A maior atividade de lacase ocorreu no meio suplementado com serragem de madeira de Aniba sp, sem
extrativos, com uma atividade 77 % maior do que no meio sem esse substrato (controle = 3,80 U.L™). Por
outro lado, no meio contendo serragem da madeira de Calophyllum brasiliensis sem extrativos, a
atividade foi menor (1,53 U.L™) do que a do controle. Considerando que a espécie Aniba sp contém
células oleiferas no seu tecido xilemético é possivel inferir que o fungo utilize-as na sintese da lacase.
Estudos especificos, entretanto, sdo necessarios para comprovar tal suposi¢do. O meio suplementado com
a-celulose foi 0 que apresentou a menor secregdo de lacase (1,39 U.L™). O acréscimo de glicose no meio
inibiu parcialmente a atividade enzimética confirmando estudos anteriores de que 0 excesso desses
agucares no meio pode inibir a secre¢do de lacase. A suplementacdo do meio com Xxilana contribuiu para
uma secre¢ao 3,6 vezes menor de lacase.

CONCLUSAO:

O material lignocelulésico (madeira) com tratamento para retirada dos extrativos, ou ainda sem extragdo
desses quimicos, pode contribuir para o aumento da secrecdo de lacase. E necessario estudos sobre
diferentes tipos de madeira que possam contribuir para 0 aumento da atividade de lacase considerando a
quantidade e qualidade dos extrativos que possam estar inibindo ou ndo a secre¢do dessa enzima.

Instituicdo de Fomento: CAPES - Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior;
FAPEAM - Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas

Palavras-chave: Enzima Ligninolitica, Fungo Amazénico, Serragem de Madeira.



MASSA MICELIAL DE FUNGO BASIDIOMYCETES DA AMAZONIA, EM MEIO
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INTRODUGCAO:

Os fungos basidiomycetes tém sido estudados devido apresentarem caracteristicas econémicas e
ecologicas, principalmente pela sua capacidade de produzir enzimas extracelulares (PUTZKE, 2002).
Os processos biotecnolégicos utilizando basidiomycetes baseiam-se nos seus produtos metabdlicos,
como enzimas e polissacarideos. A importancia do aparato enzimatico destes fungos esta relacionada
com a bioconversao de residuos lignocelulésicos (MAU et al, 1991; SONG et al, 1991; STURION &
RANZANI, 1997) que podem ser utilizados nas indUstrias alimenticia, farmacéutica e cosmética. Este
aparato enzimatico esta relacionado com os processos de biodegradacdo de compostos xenobiéticos,
como, na biorremediacéo de solos contaminados e no tratamento de efluentes da indUstria papeleira e
téxtil (MATHEUS & OKINO, 1998). Portanto, faz-se necessario pesquisas que possam subsidiar
sobre o potencial da atividade enzimatica desses fungos. A produgdo da massa micelial é fator
importante, utilizada em estudos sobre biosor¢éo de metais pesados. Assim, o objetivo deste trabalho
foi avaliar a producdo de massa micelial do fungo amazdnico Pycnoporus sanguineos, em meio
contendo surfactante.

METODOLOGIA:

O fungo Pycnoporus sanguineos, foi coletado, na cidade de Manaus. Pequenos fragmentos do
carpdforo foram crescidos em meio BDA para produgdo de cultura pura. A producdo de biomassa foi
quantificada em meio Czapeck, suplementado com Tween- 80 na concentragdo de 1,5%. Para analise
comparativa foi utilizado meio controle contendo Czapeck. A massa micelial foi medida a cada 7 dias
no periodo de 17 dias para observacdo do periodo de maior producéo micelial, sendo obtida ap6s
filtragem de 100mL do meio de cultura (crescimento dos fungos) em kitasato com papel filtro
Whatman n° 1, com sucessivas lavagens com 100mL de &gua destilada. Apds esse processo o papel
filtro foi seco em estufa a 45°C até peso constante. A massa micelial foi calculada através do peso
final menos o peso inicial, dividido novamente pelo peso inicial e multiplicado por cem.

RESULTADOS:

De um modo geral, em valores absolutos a maior producéo de massa micelial (3,5%) ocorreu em meio
Czapeck suplementado pelo surfactante tween-80 na concentragdo de 1,5%, com uma producdo maior
do que no meio controle sem acréscimo desse suplemento. Teste estatistico "t-student™ mostrou que
ao nivel de 5% de significancia a produgdo de biomassa em meio suplementado com surfactante ndo-
ibnico é significativamente maior do que no meio sem acréscimo dele. Sendo que o padrdo de
crescimento em meio com surfactante mostrou-se irregular com dois picos maximos de crescimento, o
primeiro pico ocorreu 24h ap6s a inoculacéo (5,8%) e o segundo com uma semana de crescimento,
quando a partir dai ocorreu um decréscimo até o final do crescimento. Vale ressaltar também que
surfactantes tem sido utilizados para aumentar a viabilidade das reagBes entre as enzimas e seus
respectivos substratos.

CONCLUSAO:

A producdo de biomassa por Pycnoporus sanguineos € influenciada pelo uso de surfactante ndo-
ibnico.

Instituicdo de Fomento: FAPEAM, CAPES, UEA

Palavras-chave: Pycnoporus sanguineos, Tween 80, Biomassa.
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SECREGAO DE LIGNINA-PEROXIDASE (LiP) E MANGAI:IES-PEROXIDASE (MnP) DO FUNGO
Pycnoporus sanguineus EM FERMENTAGCAO ESTACIONARIA
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INTRODUCAO:

Os fungos de podriddo branca degradam a lignina mais rapida e extensivamente do que outros grupos de
microrganismos e sdo o0s Unicos grupos de organismos capazes de degradar completamente a lignina para
dioxido de carbono e agua (Eriksson et al., 1990). As enzimas responséveis pela degradacdo da lignina sdo
principalmente lignina-peroxidase (LiP), managés-peroxidase (MnP) e lacase. O potencial dessas enzimas
ligninoliticas na industria e biotecnologia tem estimulado pesquisas sobre sua atividade em fungos
(Vikineswary et al., 2006; Songulashvili et al., 2007). A LiP e a MnP apresentam potencial uso na inddstria
alimenticia, industria de celulose e papel, na indlstria téxtil, na bioremediacdo e para sintese organica.
(Lamascolo et al., 1999; Barbosa et al. 2008; Sigoillot et al., 2005; Maijala et al., 2007; Robles-Hernandez et.
al, 2008; Champagne & Ramsay, 2005; Wen et al., 2009; lwahara et al. 2000). No setor médico e farmacéutico
a LiP vem sendo pesquisada para uso em cremes para reducdo de pigmentagdo da pele (Belinky et al., 2005).
Considerando o potencial dessas peroxidases para aplicagdo industrial, o presente trabalho objetiva avaliar a
atividade enzimatica da LiP e MnP secretadas por Pycnoporus sanguineus em meio suplementados com
diferentes fontes de carbono.

METODOLOGIA:

Cepa de Pycnoporus sanguineus foi coletada na zona rural do municipio de Manaus. Pequenos fragmentos do
carpoforo foram inoculados em meio extrato de malte para posterior obten¢do da cultura pura utilizada para
determinacdo enzimatica. O meio de crescimento foi composto de 3g de NaNO; , 0,5 g KPO4, 0,5 mg
MgS047H0; 0,59 KCI e 0,01 FeSO4 7H,0, 24 mEq./I de NaNOs. O meio foi acrescido individualmente de o-
celulose Sigma-Adrich (USA), xilana (Fluka Biochemika, Switzerland), dextrose anidra e serragem de madeira
de Calophyllum brasiliensis e Aniba sp com e sem extrativos (extracdo com acetato de etila:etanol:agua, 1:1:1).
A atividade enzimatica foi determinada conforme metodologia proposta por Tien & Kirk (1984) com leitura da
absorbancia em espectrofotdmetro a 460 nm (e= 29.400 M. cm™). Todo o teste foi feito em triplicatas.

RESULTADOS:

No meio acrescido de glicose a atividade de LiP (46,08 U.L™) foi 2,7 vezes menor do que o controle (125,6
U.L™) (sem acréscimo dessa fonte de carbono). O meio com a-celulose aumentou em 65% a atividade de LiP.
Nos meios com lignoceluldsico (serragem de madeira) sem tratamento quimico para a retirada dos "extrativos",
LiP foi ligeiramente maior em comparacdo com aquele onde ocorreu a extragao desse material. Podemos inferir
que alguns desses compostos podem estar contribuindo para a sintese dessa enzima. De modo geral, todos 0s
suplementadores contribuiram para o aumento da secrecdo de MnP. A menor atividade de MnP (0,83 U.L™)
ocorreu no meio acrescido de glicose embora tenha sido maior (0,38 U.L™) do que no controle (sem essa fonte
de carbono). A maior atividade ocorreu no meio acrescido com serragem de madeira de Aniba sp sem extracéo
dos extrativos (14,67 U.L™), sendo 38 vezes maior em comparacdo com controle (sem adicéo dessa fonte de
carbono). Atividade de MnP em meio de cultura contendo serragem de madeira de Calophyllum brasiliensis
com a extracdo dos extrativos(13,16 U.L™) foi 4,6 maior do que sem extrativos (2,86 U.L™) . Aparentemente, 0
efeito sinergético de alguns extrativos pode contribuir para 0 aumento da atividade de MnP.

CONCLUSAO:

O acréscimo de a-celulose no meio czapek-Dox contribui com aumento de 65,5% na secregdo de lignina-
peroxidase (LiP). A serragem da madeira de Calophyllum brasiliensis, sem extrativos, acrescida ao meio
czapek-Dox aumentou em 360% a secre¢do de manganés-peroxidase (MnP), ao contrario da serragem de Aniba
sp., com a presenca de extrativos, que aumentou a secrecdo dessa enzima em 3.760%. O meio de crescimento
acrescidos de xilana, serragem de Calophyllum brasilienesis- com extrativo, serragem de Calophyllum
brasiliensis- sem extrativos, serragem de Aniba sp. - com extrativos e Aniba sp. sem extrativo aumentaram a
secre¢do de lignina-peroxidase (LiP) em 7,5%, 50,5%, 23,7%, 20,4% e 18,4% respectivamente.

Instituicdo de Fomento: CAPES, FAPEAM, UEA.

Palavras-chave: peroxidases, fungo amazonico, madeira.
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INTRODUGAO:

Atualmente, a medida que se observa o ambiente como um todo, percebe-se a necessidade de compreender
detalhe do funcionamento do "bio" componente, o que por sua vez, tem possibilitado o desenvolvimento de
novas atividades industriais, referidas como biotecnologias ambientais (VANDEVIVERE & VERSTRAETE,
2001). Portanto, dada a importancia industrial de fungos como o basidiomicetos do pouco que se conhece sobre
eles, pretende-se identificar quais as melhores condi¢Bes de crescimento em diferentes meios de cultura e pH
para melhor otimizar o seu potencial biotecnoldgico, e os resultados oriundos deste trabalho se revestem de
grande importancia para a biotecnologia no Estado do Amazonas, uma vez que volta-se a aplicagdo industrial
de fungos que notadamente séo reconhecidos como apenas deterioradores de madeira.Este trabalho tem por
Objetivo Geral determinar as condicGes de crescimento dos fungos basidiomicetos encontrados no municipio de
Parintins - Am, em diferentes meios de cultura e pH. E por especificos: testar o crescimento dos fungos
basidiomicetos encontrados no Municipio de Parintins - Am, em meios de cultura diversos como: Agar
sabourand e Malte.

METODOLOGIA:

Neste estudos foram utilizadas linhagens sendo que as mesmas foram coletadas nas serrarias e em areas ao
redor de Parintins. As amostras foram desidratadas: os corpos frutiferos foram espalhados em local limpo (mesa
ou bancada), que receberam luz do sol e mantidos em temperatura ambiente, para que os mesmos fossem
utilizados durante o periodo de execucgdo do trabalho.Para otimizacdo do meio de cultura, foram utilizados o
meio Sabourand 4% e meio Agar-malte + Dextrose. Para quantificar o crescimento fungico foi utilizado o
método da placa de Petri e mensurada a progressdo da fronteira micelial contra o tempo, uma vez ao dia. Todos
os experimentos foram realizados em triplicata. Baseado em Castro e Silva, 1996, foi estudada a faixa de pH
4,0 - 7,0. O reajuste para cada caso foi realizado com NaOH 1,0 M e H2SO4 1,0 M. Para evitar a degradagdo
do Agar abaixo de pH 5,0 o ajuste foi feito apos a autoclavagem. Posteriormente foram inoculados micélios dos
fungos nas placas e o crescimento ocorreu em temperatura ambiente. Quanto ao parametro temperatura, foi
considerada a escala com variagdo de 25°C, 30°C e 35°C, testando-se com isso a0 mesmo tempo as duas
variaveis.

RESULTADOS:

Os fungos estudados mostraram preferéncia por meio &cido (pH 6timo 6,0) e temperatura dtima na faixa de 30-
35 °C.As cepas fungicas foram mensuradas e fotografadas obtendo-se os dados do crescimento fungico. Foram
analisados cinco fungos basidiomicetos sendo mensurado a fronteira micelial em funcdo do tempo em um
periodo de quatro a sete dias. No meio Sabourand o aparecimento do micélio foi observado 12 horas ap6s a
inoculagdo, para todos os fungos inoculados. Foi possivel visualizar o avango da fronteira micelial em funcao
do tempo, num periodo de dois a cinco dias. Pode-se observar que o maior avanco no crescimento foi obtido a
partir do segundo dia, sendo a melhor média obtida ja no terceiro dia, para Lentinus crinitus e Agaricales. No
meio Agar-malte o aparecimento do micélio foi observado 18 horas ap6s a inoculacéo, para todos os fungos
inoculados. Foi possivel visualizar o avango da fronteira micelial em funcéo do tempo, num periodo de dois a
seis dias. Pode-se observar que o maior avanco no crescimento foi obtido a partir do terceiro dia, sendo a
melhor média obtida ja no terceiro dia, para Lentinus crinitus e Agaricales. Estes dados foram obtidos gracas a
obtencdo da média de crescimento diario da fronteira micelial.

CONCLUSAO:

O presente trabalho permitiu o estudo da otimizagdo das condi¢bes de crescimento, em relagdo a meio de
cultura, que melhor favoreca o crescimento de uma cepa do fungo amazdnico Basidiomiceto. A maior
velocidade de crescimento foi obtida em meio Sabourand, uma vez que a placa ja estava totalmente preenchida
jano segundo dia. As diferencas observadas quanto as caracteristicas culturais da col6nia, nos meios Sabourand
e Agar malte, podem estar relacionadas com as fontes de nutrientes que compdem cada meio. Foi possivel a
observagdo de crescimento micelial ja nas primeiras 12 horas, para 0 meio Sabourand e 18 horas para 0 meio
Agar-malte. O resultado obtido discorda de COELHO (1991), que observou o aparecimento do micélio
somente duas semanas ap6s a inoculagdo e neste trabalho foi possivel a observacdo de crescimento micelial ja
nas primeiras 12 horas, para 0 meio Sabourand e 18 horas para 0 meio Agar-malte.

Instituicdo de Fomento: FAPEAM

Palavras-chave: Basidiomycota, Cepa, Micélio.
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Introducdo: O chorume é um residuo liquido de elevada carga organica e forte coloracao,
produzida pela decomposicdo quimica e microbioldgica dos residuos sélidos depositados em
um aterro. De maneira geral, 0 chorume pode ser considerado como uma matriz de extrema
complexidade, composta por quatro fragbes principais: matéria organica dissolvida,
compostos organicos xenobidticos, macrocomponentes inorganicos e metais potencialmente
toxicos. Por sua vez, pesquisas vém sendo realizadas para tratamento enzimatico desse tipo
de residuo utilizando-se fungos que produzem enzimas oxidativas capazes de quebrar
compostos recalcitrantes em moléculas menores diminuindo a toxicidade da substancia em
teste. Considerando a grande diversidade fungica da regido amazonica, € 0 pouco que se
conhece objetivou-se avaliar a producdo de biomassa flingica por trés diferentes cepas de
Pycnoporus sanguineos em chorume do lixdo de Parintins. Material e métodos: Carpdéforos
do fungo Pycnoporus sanguineos foram coletados em trés diferentes areas no municipio de
Parintins/AM, codificados em cepa 1, cepa 2 e cepa 3. Foram cultivados em meio BDA. Para
producdo de biomassa foi utilizado meio contendo agua estéril e chorume em concentracdo
0,5%. A producdo de massa micelial foi avaliada pelo crescimento em meio liquido em
condicdo estacionéria, em intervalos de 13, 14, e 15 dias, utilizando-se o0 método de filtragem
aliquota em papel filtro para quantificacdo da biomassa produzida. Resultados e discussao:
As linhagens testadas apresentaram crescimento utilizando o chorume como fonte de
carbono. Em valores absolutos a maior produgdo de biomassa ocorreu para CEPA 1
(11,45%) no 13° dia de crescimento seguida das cepas 2 e 3. Ressalta-se que essa cepa 1
apresentou uma rpida pigmentagdo. O crescimento em chorume dessas linhagens mostra que
as mesmas possuem atividade enzimatica capaz de quebrar compostos presentes no chorume.
Teste ANOVA ao nivel de 95% de probabilidade mostrou que estatisticamente ndo existe
diferenca no crescimento entre as linhagens de P. sanguineus testadas. Conclusdo: P.
sanguineus apresenta potencial para degradacdo dos compostos presentes no chorume. Faz-se
necessario o estudo enzimatico para identificar quais possiveis enzimas poderiam estar
atuando nessa atividade.

Palavras-chave: Biomassa, Chorume, Enzimas oxidativas, Regido Amazdnica, Pycnoporus
sanguineos
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Introducdo: O predominio dos lixdes a céu aberto é dos grandes problemas ambientais
contemporaneos. Originados a partir da liberagéo de residuos sélidos do lixo urbano. Quando
biodeteriorados forma o chorume, um liquido percolado de cor escura, classificado como um
residuo solido da classe |, potencialmente tdxico, e possuir uma alta carga de compostos
recalcitrantes. Fungos de podriddo branca tém se mostrado eficazes na degradacdo desses
compostos, pois possuem um potencial enzimatico diversificado. A regido amazénica possui
um potencial flngico pouco explorado de suas enzimas para aplicacdo industrial e ambiental.
Neste sentido, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o crescimento de fungos basidiomicetos
como potenciais degradadores do chorume obtido do lixdo a céu aberto do municipio de
Parintins. Material e métodos : O crescimento foi avaliado em teste de placa de Petri. Foram
utilizados quatro linhagens de fungos basidiomicetos FI-03, FV-12, FBL e Pycnoporus
sanguineos. Os fungos foram incubados em meio BDA (M1) acrescido das seguintes
concentracdes de chorume coletado no lixdo a céu aberto no municipio de Parintins: 20W/L,
100 WL, 1000 WL e 10000 wL. O mesmo tratamento foi realizado em meio somente de agar
(M2) acrescido das diferentes concentracdes de chorume. Foram incubados em estufa BDO em
temperatura de 30°C e seu crescimento mensurado a cada 24 horas durante 7 dias. Resultados
e discussdo: O crescimento dos fungos em meio BDA(M1) acrescido de diferentes
concentracdes de chorume foi maior do que no meio Agar (M2) tendo chorume como Unica
fonte de carbono. Neste dltimo meio (M2), entretanto, a linhagem FV-6 mostrou maior
crescimento (0,6cm) na concentracdo de 10° pg.L™ de chorume como Unica fonte de carbono
seguida da linhagem FBL para todas as concentracdes, exce¢o para concentracéo de 20 ug.L™
. O crescimento da linhagem FV-6 em meio BDA suplementado com chorume (M1) foi menor
e lento iniciando apos trés dias de incubacéo, enquanto que para FBL ap6s 24 horas. No meio
(M1), o P. sanguineus apresentou o melhor crescimento em todas as concentragdes testadas.
Conclusdo: Todas as linhagens testadas apresentaram-se promissoras para degradar
compostos do chorume. As linhagens FV-6 e FBL sdo as mais promissoras para degradar
compostos de chorume in natura.

Palavras-chave: crescimento, fungos basidiomicetos, chorume, degradac&o.
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Introducdo: Uma grande quantidade de corantes quimicos é largamente utilizada em
atividades industriais como industria téxtil, fotografica, de bebidas e outras, que geram grandes
quantidades de residuos toxicos que afetam significativamente o equilibrio ambiental. Esses
efluentes contem compostos de alto peso molecular, como metais pesados que apresentam
enorme poder de resisténcia os tratamentos convencionais. Estudos tém mostrado que fungos
de podridao branca tem se destacado como eficientes degradadores desses compostos, por
possuirem um complexo enzimatico capaz de tolerar altas concentracOes de poluentes téxicos.
A Amazonia possui um enorme potencial fungico, porém em sua maioria ainda permanece
desconhecido. Dessa forma objetivou-se selecionar fungos coletados na Regido do Baixo
Amazonas como potenciais descolorizadores do corante metilorange. Material e métodos :
Foram utilizados nove linhagens de fungos provenientes do laboratério de microbiologia do
CESP-UEA: Pycnoporus sanguineos, FV-6, FV-12, FI-2, FI-3, FI-9, FBL, CV-29 e CV-35.
Trés fragmentos de cerca de 5mm de didametro de cada fungo foram acrescidos em solucdo do
corante metilorange, na concentracdo de 0,01% em 100 ml de agua estéril, em baldo de fundo
chato de 250 mL, incubadas a 30°C, durante 27 dias. Foram feitas andlises qualitativas
(visuais) diarias para verificar a acdo dos fungos no processo de descoloracdo do corante e
avaliado a producdo de biomassa através método de filtragem de aliquota em papel filtro.
Resultados e discussdo: Todos os fungos mostraram crescimento no meio testado. As
linhagens FI-3 e FV-6 mostraram coloragdo escurecida do meio 5 horas apds incubacdo,
enquanto que as linhagens FI-9 e CV-29 ap6s 6 dias de crescimento. Ressalta-se, entretanto,
que FI-9 apds o sétimo dia apresentou clareamento do meio. As linhagens FI-2, FBL, CV-35,
Pycnoporus sanguineos e FV-12 apresentaram clareamento em um periodo de 9 dias. A
linhagem FV-12 continuou clareando em relacdo ao controle. A maior produgdo de biomassa
ocorreu para a linhagem FV-29 (4,7%) seguida de FV-6 (1,31%), e FI-2 (1,29%). As menores
producdo de biomassa (< 1%) foram obtidas pelas outras linhagens testadas sendo que FBL e
FV-12 apresentaram uma baixa producdo de biomassa de 0,27% e 0,26% respectivamente.
Concluséo: Os fungos testados apresentaram uma relacéo positiva em relagéo a descoloragio
do corante “metilorange” indicando estarem utilizando o corante como fonte de alimento com
destaque para a linhagem CV-29. Urge, entretanto, continuar estudos no sentido de verificar
se a biomassa produzida esta ou ndo adsorvendo o corante.

Palavras-chave: Metilorange, Fungos da Amaz6nia, Degradacdo, Corantes.
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Introdugdo: A utilizacdo de madeiras para os mais diversos fins como: construcdo civil,
producdo de mdveis, producdo de celulose e outras, em especial a regido do cerne e alburno,
vem gerando grandes quantidades de cascas desperdicadas. Um subproduto que pode ser
aproveitado para a producgdo de biomassa por fungos basidiomicetos, fungos degradadores de
madeira, que apresentam grande potencial enzimatico e aplicabilidade na biosor¢do de metais
pesados. A regido amazOnica € detentora de uma imensa diversidade flngica, na grande
maioria das vezes ausente de informacGes sobre o seu potencial biotecnoldgico e capaz de
fornecer microorganismos com potenciais variados aplicaveis na industria. Dessa maneira o
objetivo dessa pesquisa foi avaliar a influéncia de residuos obtidos de trés cascas de arvores
amazonicas na producdo de biomassa por quatro fungos basidiomicetos. Material e Métodos:
Foram utilizadas quatro linhagens de fungos da classe dos basidiomicetos coletados na zona
rural do municipio de Parintins/AM: CV-29, CV-39, CV-45 e CV-50. Fragmentos dos
carpéforos foram purificados em meio BDA. Para producdo de biomassa o meio BDA foi
suplementado com cascas de trés madeiras amazonicas: Ipé (Tabebuia roseo-alba),
massaranduba (Manilkara sp.) e ucutba (Virola surinamensis) nas concentracfes 1% e 2%,
incubados em BOD a 30° C. A determinacdo da biomassa produzida foi realizada através da
diferenca do peso da placa a cada 24 horas durante quatro dias. Resultados e Discussao: Para
as duas concentracfes testadas, as linhagens flungicas apresentaram um comportamento
positivo. A maior média em valores absolutos ocorreu para a linhagem CV-50 na concentracdo
2% (13.87g) em meio suplementado com casca de uculba, seguido da linhagem CV-29
(9.93g), CV-39 (9.29g), CV-50 (9.17g) e CV-45 em meio suplementado com casca de
massaranduba na concentracdo 2% respectivamente. As linhagens CV-45 (9.28g), CV-50
(8.39g) e CV-29 (8.38g) também apresentaram altas médias de producdo em meio
suplementado com casca de ipé na concentragdo 2%. As menores producgdes ocorreram em
meio suplementado com cascas de uculba e ipé na concentracdo de 1% para a linhagem CV-
29. Teste ANOVA ao nivel de 99% de probabilidade mostrou haver diferenca na produgio
entre a linhagem CV-29 na concentracdo 1 % em meio suplementado com casca de uculba e
as linhagens CV-29, CV-39, CV-45 e CV-50 todas na concentracdo 2% suplementado com
casca de massaranduba. Conclusdo: De modo geral as maiores produgdes ocorreram na
concentracdo 2% nos meios suplementados com residuos de cascas de massaranduba e ipé para
as linhagens CV-29, CV-39, CV-45 e CV-50. Porém a linhagem CV-50 apresentou a maior
média de producdo em meio suplementado com casca de uculba (13.8g), por outro lado a
linhagem CV-29 obteve a menor produgdo em meio contendo residuo de casca de uculba
(0.33g) na concentracéo 2%.

Palavras-chave: Madeira da Amazonia, Biomassa fingica, Basidiomicetos.
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Introducdo : Os requisitos nutricionais para o crescimento de fungos sdo caracterizados por
fontes de carbono e minerais. Dentre as fontes de carbono a glicose ¢ uma das mais utilizadas.
A autoclavagem do meio suplementado com glicose faz com que a alta temperatura quebre as
cadeias longas desses aclcares formando monossacarideos de cadeias pequenas e
subprodutos, que podem ser responsaveis pelo escurecimento do meio (Reagdo de Minard).
Alguns fungos podem utilizar ou néo esses produtos como requisito nutricional para seu
crescimento. N&o existem informacdes sobre o uso do produto da glicose da reacdo em alta
temperatura em fungos amazénicos. Portanto, este trabalho objetiva verificar se 0 meio com
glicose autoclavada ou néo influéncia no crescimento de cinco fungos amazénicos. Material
e métodos: Para os testes utilizaram-se cinco fungos provenientes do Laboratério de
Microbiologia do CESP — UEA, Pycnoporus sanguineos, FV-6, FV-12, FI0-3 e FBL. Para o
cultivo dos fungos, utilizou-se 500 mL de meio BDA, com 7,5 g de glicose para cada
tratamento. No primeiro a glicose foi autoclavada juntamente com o meio, no segundo a
glicose foi adicionada ap6s a autoclavagem do meio. O crescimento da fronteira micelial foi
mensurado a cada 24hrs durante 10 dias, em temperatura de 30° C. Todos os tratamentos
foram realizados em duplicatas. Resultados e discussdo: A glicose em alta temperatura
propicia a formacdo de monossacarideos e possivelmente outros produtos oriundos da sintese
de transformacdo que ocorre em condicBGes de alta temperatura. Estes produtos ddo a cor
escura ao meio. Alguns fungos utilizam esses agucares de cadeias menores para acelerar o seu
crescimento. A cepa FI-3, por exemplo, possivelmente utilizou os monossacarideos para este
fim. Para o crescimento nos dois tratamentos ( meio com glicose ndo autoclavada e
autoclavada), ndo houve diferengca dentre as cepas com excecdo da cepa FI-3, onde
apresentou maior crescimento no meio onde a glicose foi autoclavada (2,29 cm). Em termos
absolutos a cepa FV-12 foi a que apresentou maior crescimento médio no meio suplementado
com glicose ndo autoclavada. O menor crescimento, onde a glicose ndo foi autoclavada
aconteceu para o fungo Pycnoporus sanguineos. Nos tratamentos com meio com glicose
autoclavada, ndo houve diferenca de crescimento entre as cepas ao nivel de 99% de
probabilidade. Por outro lado, no meio com glicose ndo autoclavada a cepa FV-12 foi que
apresentou maior crescimento entre os tratamentos (2,74 cm). Concluséo : De modo geral, no
meio com glicose autoclavada o crescimento em termos absolutos ¢ maior, embora essa
diferenca néo seja significante ao nivel de 95% de probabilidade. Exce¢do para a cepa FV-12
onde o crescimento com glicose ndo autoclavada foi maior.

Palavras-chave: Glicose, Crescimento, Fungos, Fonte de carbono.
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INTRODUCAO:

Os fungos tem, comparativamente, uma ampla faixa de pH sobre a qual podem crescer e o pH 6timo
para a maioria dos fungos esta no lado acido da escala, abaixo do pH 7. Qualquer curva de pH —
crescimento é o sumario de todos os efeitos do pH sobre inimeros fatores que controlam o crescimento
e ndo representa um efeito unitario. Fungos invariavelmente alteram o pH do meio onde crescem. Por
outro lado, os fungos necessitam de alguns elementos nutricionais que Sdo essenciais para seu
crescimento onde encontram-se 0s macro-elementos (carbono, nitrogénio, hidrogénio, oxigénio,
enxofre, etc.) os quais sdo requisitados em grande quantidade pelos fungos e podem ser fatores
determinantes no rendimento e na producdo de biomassa, onde esta, por sua vez, pode ser empregada na
biosor¢do de metais pesados. Poucos trabalhos nesse sentido séo realizados com fungos da regido do
Baixo Amazonas, portanto, o objetivo dessa pesquisa foi avaliar o crescimento micelial de fungos
amazodnicos da classe dos basidiomicetos em meio de cultura alternativo a base de farinha da casca de
tucuma na concentracdo 0,5% em diferentes faixas de pH.

METODOLOGIA:

Carpoforos de fungos Basidiomicetos foram coletados no perimetro rural do municipio de
Parintins/AM, codificados em FV-12, FV-06, FI-09, FI-03 e Pycnoporus sanguineos. Para obtencéo de
cultura pura, pequenos fragmentos dos carp6foros foram crescidos em meio de cultura BDA. Para os
testes de crescimento linear utilizou-se a farinha da casca do tucuma (Astrocaryum aculeatum Meyer)
previamente seca e esterilizada na concentracdo 0,5% e nas faixas de pH 4, 6, 8, 10 e 12. A medicéo do
crescimento foi realizada a cada 24 horas por um periodo de cinco dias ou até o preenchimento total da
placa, a temperatura de 30° C. Todos os tratamentos foram realizados em duplicata.

RESULTADOS:

Em dados absolutos o maior crescimento micelial na concentracéo 0,5% na faixa de pH 4 ocorreu para o
fungo Pycnoporus sanguineos com 2,5 cm. Na faixa de pH 6 novamente Pycnoporus sanguineos obteve
0 maior crescimento (2,5 cm) seguido dos fungos FV-12 e FI-03 (2,28 cm). J& na faixa de pH 8 o
melhores crescimentos ocorreram para as linhagens FV-12 e FI-03 cm 2,2 cm. Nas faixas 10 e 12 em
meio acrescido com farinha da casca de tucumd Pycnoporus sanguineos apresentou o melhor
crescimento com 2,15 cm e 2,25 cm respectivamente. O crescimento micelial dos fungos testados em
meio suplementado com a farinha da casca de tucuma na concentracdo 0,5% ndo mostrou diferenca
estatistica entre os tratamentos ao nivel de 5% de significancia (p< 0,05).

CONCLUSAO:

O crescimento micelial dos fungos testados em meio suplementado com farinha da casca de tucuma
(Astrocaryum aculeatum Meyer) na concentragdo 0,5% nas faixas de pH 4, 6, 8, 10 e 12 apresentou
relagdo positiva e resultados promissores, uma vez que os fungos basidiomicetos amazonicos testados
apresentaram crescimento nas faixas de pH 4, 10 e 12 contrariando dados da literatura que indica as
faixas entre 5 e 7 como pontos étimos para crescimento.

Palavras-chave: pH, Meio de cultura alternativo, Fungos amazonicos.
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Resumo

Introducéo: O pH exerce grande influéncia sobre 0 metabolismo de fungos, que pode
num meio afetar o crescimento direta ou indiretamente. Ainda que o pH mais
favoravel ao desenvolvimento dos fungos esteja entre 5, 6 e 7, a maioria dos fungos
tolera amplas variagdes de pH. Uma das caracteristicas que podem sofrer variacdo ¢ a
pigmentacdo que pode diversas vezes estar relacionada com o pH do substrato, pois 0
microorganismo se adapta ao ambiente respondendo com mecanismos de natureza
quimica ou fisica. Outro efeito é sobre a permeabilidade da célula, a qual é alterada
com diferentes graus de acidez ou alcalinidade. Pouco se conhece sobre o efeito do
pH no crescimento de fungos da regido amazo6nica e sua fisiologia, menos ainda
qguando submetidos a alto grau de estresse nutricional, como por exemplo com a
presenca de chorume, liquido resultante da decomposicao de residuos sélidos. Nesse
contexto, o objetivo dessa pesquisa foi avaliar os efeitos do pH no crescimento in
vitro de fungos amazdnicos em meio de cultivo acrescido com chorume em
fermentacdo semi-solida. Material e métodos: Foram utilizadas duas linhagens de
fungos basidiomicetos coletadas na regido de Parintins/AM, codificados em FI-03 e
FV-12. Para 0 meio de cultivo foi utilizado chorume coletado do lixdo municipal de
Parintins/AM, previamente autoclavado e oxigenado por 2 horas e posteriormente
centrifugado a 2000 rpm por 10 min. O crescimento fungico foi avaliado em teste de
placa Petri, contendo apenas Agar e chorume nas concentragdes: 0,5, 1,0, 2,0 e 2,5%
nas faixas de pH 3, 5, 7, 9 e 11. Os tratamentos foram incubados em estufa BOD a
30°C e o crescimento mensurado a cada 24 horas durante cinco dias. Resultados e
discussdo: Em valores absolutos os maiores crescimentos radiais em ordem
decrescente ocorreram para o fungo FV-12 na concentracdo 2,5% em pH 5 (1,58cm),
seguido do fungo FI-03 na concentracdo 0,5% em pH 9 (1,45cm), por conseguinte
FV-12 concentracdo 0,5% em pH 11 (1,40cm) e 1,35 cm para o fungo FI-03 na
concentragdo 1% em pH 7. Portanto, o fungos testados suportaram condigdes de
estresse nutricional em variadas faixas de pH, apontando que cada fungo tem suas
exigéncias especificas. Ndo houve diferenga estatistica entre os crescimentos nas
faixas de pH e concentragdes testadas. Concluséo: Portanto, o pH e a acidez do meio
podem ser fatores determinantes no crescimento radial e em nos demais
comportamentos fisioldgicos dos fungos amazénicos testados.
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Resumo

Introducdo: O lixo urbano é um dos problemas ambientais mais preocupantes da
atualidade, por sua producdo acelerada e seu descarte na maioria das vezes
indiscriminado em locais inapropriados causando impactos negativos ao meio
ambiente e a populacdo, pela presenca do chorume, liquido percolado de alta
toxicidade e odor desagradavel gerado a partir da biodeterioracdo da matéria organica.
Pesquisas recentes utilizando fungos de podriddo branca evidenciam a versatilidade
destes microorganismos em biodeteriorar a matéria organica e até inorganica,
apresentando-se como potenciais degradadores deste liquido rico em metais
potencialmente toxicos. A exploracdo da atividade dos microrganismos é a principal
estratégia utilizada em tratamento bioldgico para recuperacdo de ambientes poluidos e
a AmazoOnia mostra-se como um enorme laboratdrio capaz de fornecer fungos capazes
de degradar chorume. Portanto, o presente projeto visou avaliar fungos amazodnicos
com potencial para producdo de biomassa em meio acrescido de diferentes
concentraces de chorume. Material e métodos: Carpéforos de fungos
basidiomicetos foram coletados na regido de Parintins/Am, codificados em FV-12, FI-
02 e Pycnoporus sanguineus. Para producdo de biomassa fangica foi utilizado meio
contendo agua estéril e chorume (total 150 mL) nas concentracfes 1%, 2% e 4% em
erlenmeyer de 250 mL coletado no lixdo de Parintins, previamente esterilizado a
121°C, centrifugado e oxigenado. A producdo de massa micelial foi avaliada pelo
crescimento em meio liquido em condicéo estacionaria, em periodo de 60 dias a 30°C,
utilizando-se o método de filtragem aliquota em papel filtro para quantificacdo em
porcentagem da biomassa produzida. Resultados e discussdo: Em valores absolutos a
maior producdo de biomassa fungica em meio acrescido de chorume ocorreu para a
linhagem de Pycnoporus sanguineus na concentragdo 2% (2,27%), seguida da
linhagem FI-02 na concentracdo 1% (2,04%) e de Pycnoporus sanguineus na
concentragdo 4% (1,86%). A menor producdo foi da linhagem FV-12 na concentragao
1% (0.70%). No teste de ANOVA ao nivel de 5% néo houve diferenga estatistica
entre os tratamentos. Conclusdo: Todas as linhagens flngicas amaz6nicas testadas
apresentaram crescimento positivo em meio contendo apenas chorume in natura como
fonte de carbono. Com destaque para o fungo Pycnoporus sanguineus, possivel
degradador de compostos recalcitrantes do chorume.
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Introdugdo: Pesquisas cientificas estdo sendo realizadas utilizando a biomassa
fungica na biodegradacdo de plasticos, biorrememediacdo de solos e efluentes
contaminados por metais de dificil degradacdo. Ressalta-se, que a producdo de
biomassa micelial pode estar estreitamente relacionada com os requisitos nutricionais
de cada fungo, conhecimento este que pode contribuir para o melhoramento da
producdo. Considerando o potencial flngico inexplorado da regido amazonica, este
trabalho tem como objetivo verificar a producdo de biomassa por fungos
basidiomicetos em meio acrescido com farinha da casca de tucuma (Astrocaryum
aculeatum Meyer) no processo de degradacdo do polietileno tereftalato (PET).
Metodologia: Foram utilizadas trés amostras de fungos da classe dos Basidiomicetos
coletados em Parintins/AM, Pycnoporus sanguineaus, FV12, FBL e o consércio entre
0s mesmos. Para a realizacdo dos testes de degradacdo do polimero foi utilizado meio
contendo 20g farinha da casca de tucuma e 500ml de agua destilada. Amostras do
polimero PET foram preparadas previamente (corte 1xlcm, peso e assepsia) e
submetidas a temperatura de 35°C, em estufa durante 72 horas e como controle foram
utilizados particulas de polimeros sem tratamento fisico, temperatura de + 28°C.
Erlenmeyers de 125 ml receberam 50ml do meio previamente autoclavado, 5 amostras
dos polimeros e os microrganismos em estudo. A producdo de massa micelial foi
avaliada pelo crescimento em fermentacdo submersa, condi¢do estacionaria durante
30 dias e incubados a 30° C, utilizando o método de filtragem aliquota em papel filtro.
Resultados e discussdo: O fungo FBL apresentou a maior producdo de biomassa
(28,4%) no teste com PET temperatura de + 28°C. Por outro lado no teste PET 35°C a
maior producdo de biomassa ocorreu para o consorcio Pyc.+FBL+FV12 (25,1%). De
modo geral os tratamentos com consoércios apresentaram maior producdo de biomassa
no teste PET 35°, sendo 15,5% e 10,8% para Pyc+FBL e Pyc+FV12 respectivamente.
Pode-se enfatizar que houve correlacéo positiva para o consorcio Pyc+FBL+FV12 no
tratamento PET + 28°C entre a degradacgdo do PET (14,4%) e a producdo de biomassa
(12,8%).Nos tratamentos individuais PET 35°C o Pyc. sanguineaus e FV12
apresentaram maior producdo de biomassa, excecdo para o fungo FBL que neste
tratamento apresentou producgdo de biomassa 1,7 vezes maior em relagdo ao teste PET
+ 28°C. Neste tratamento também houve correlagdo positiva para o fungo Pyc.
sanguineaus entre a degradacdo do PET (15,2%) e a producdo de biomassa (14,8%).
Para a producdo de biomassa em meio acrescido com a farinha de tucuma o teste de
ANOVA a 5% de significAncia ndo apresentou diferencas estatistica. Concluséo: O
meio acrescido com a farinha da casca do tucuma como fonte de carbono apresentou
relagdo positiva com a produgdo de biomassa fungica e degradacéo de PET pelos trés
fungos amazonicos testados.
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SECRECAO DE LACASE POR FUNGOS AMAZONICOS UTILIZANDO
MEIO ACRESCIDO COM CHORUME IN NATURA

Autores: NUNES, A.S, SOUZA, P.L , CASTRO E SILVA, A, SOARES, E.P ,
VALENTE, P.M.R, SANTOS, I.C.C, MELO, J.L.

1.Universidade do Estado do Amazonas. 2. Centro de Estudos Superiores de
Parintins/AM.

Resumo

Microorganismos como fungos e bactérias tém tomado destaque nos Gltimos anos, no
que diz respeito a recuperacdo ou minimizacdo de areas contaminadas por metais
potencialmente toxicos. Pesquisas recentes mostram que enzimas oxidativas
produzidas por fungos basidiomicetos de decomposic¢do branca estdo envolvidas na
degradacdo e mineralizacdo de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, herbicidas,
corantes azo, polifendis entre outros. Podendo representar uma alternativa viavel na
degradacdo de compostos recalcitrantes presentes no chorume, devido ao seu
complexo e diversificado potencial enzimatico. Os fungos da regido amazénica sdo
em sua magnitude desconhecidos em relacdo a sua vasta regido territorial e riquezas
naturais apresentando-se como potenciais deterioradores de  substancias
potencialmente tdxicas, como o chorume. Portanto, o objetivo desta pesquisa foi
avaliar a atividade da enzima Lacase produzida por fungos da Amazénia em meio
acrescido de chorume proveniente do lixdo municipal de Parintins/Am. Linhagens de
fungos basidiomicetos codificados em: FV-12, FI-02 e Pycnoporus sanguineus foram
utilizadas nos tratamentos enzimaticos em meio acrescido das concentraces 1%, 2%
e 4% de chorume. As culturas foram incubadas em BOD & 30° C durante 60 dias e sua
determinacdo enzimatica realizada em espectofotémetro. O controle foi realizado com
a auséncia de chorume. A mistura reacional foi composta de 50 UL da amostra
filtrada; 0,95 mL tampdo tartarato de sédio pH 4,5; 0,1mL seringaldazina e 0,1mL de
agua destilada, sendo monitorado o aumento da absorbancia em 525 nm durante 60
segundos, utilizando-se o coeficiente de extingdo = 6,5x104 ¢cm®. ML De modo geral
a enzima lacase foi produzida tanto no controle quanto nos tratamentos com chorume.
A linhagem FV-12 apresentou no controle 1.14 U/L-%, paralelamente na concentragao
2% apresentou 1.70 U/L-%, seguida da concentracdo 1% com 1,20 U/L-* e 1,14 U/L-*
na concentracdo 4%. Para as demais linhagens a atividade néo foi significativa. Ao
nivel de 95% de probabilidade ndo houve diferenga na atividade enzimatica entre as
trés linhagens testadas. Todos os fungos testados apresentaram potencial para
producdo de lacase em estado de fermentacdo liquida nas concentragdes 1%, 2% e 4%
de chorume, com destaque para a linhagem FV-12.
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Resumo

Introducdo: A utilizacdo de organismos flngicos em bioprocessos envolvendo
descontaminacdo ambiental vem crescendo nos Ultimos tempos, no que se refere a
utilizacdo de sistema enzimaticos, devido as vantagens de sua utilizacdo.Devido a sua
baixa especificidade por substratos e seu potencial para utilizacdo em aplicacdes
biotecnoldgicas, as lacases fungicas tem sido objeto de investigacdo.Lacases sdo
enzimas envolvidas na degradacdo de lignina e tem a capacidade de catalisar a
oxidacdo de fendis e outros compostos aromaticos. Neste contexto, surge a
biodiversidade fingica amazonica inexplorada com potencial para a degradacdo de
plasticos sintéticos. Este trabalho visa avaliar a atividade enzimatica de lacase por
consércio de fungos amazonicos em meio de cultivo contendo farinha da casca de
tucumd (Astrocaryum aculeatum Meyer)no processo de biodegradacao do polietileno
tereftalato (PET). Material e métodos: Foram utilizadas consércio de trés estirpes
fangicas da classe dos Basidiomicetos: Pycnoporus sanguineaus, FV12, FBL. O meio
de cultivo foi composto de 20g farinha da casca de tucuma e 500ml de &gua destilada.
Amostras do PET foram submetidas a temperatura de 35°C, em estufa durante 72
horas e como controle foram utilizados particulas de polimeros sem tratamento fisico.
Erlenmeyers de 125 ml receberam 50ml do meio, 5 amostras dos polimeros, os fungos
em estudo e incubados a 30° C. A determinacdo de lacase - Lac foi avaliada através de
filtrados de enzima bruta obtido em fermentacdo submersa e condi¢do estacionaria
durante 30 dias, sendo centrifugado a 1.400 rpm, durante 5 minutos e utilizado o
sobrenadante para a leitura em espectofotdmetro. O método baseia-se na oxidagdo do
substrato enzimatico de seringaldazine para sua forma de quinona com absorcéo a 525
nm (e=65000M"' cm™). Resultado e discussdo: O consércio dos fungos
Pyc+FBL+FV12 nos testes PET +28°C foi 0 que apresentou maior producdo de Lac
(10,2 U.L™). No entanto, esse consorcio de fungos em teste PET 35°C apresentou uma
atividade de Lac 10 vezes menor. Pode-se ressaltar que ocorreu uma correlacdo
positiva para os tratamentos com o consorcio Pyc+FBL+FV12 entre a maior atividade
de Lac (10,2 U.L™") e para a perda de massa do PET (14,4%) no ensaio PET+28°C. No
entanto, a maior perda de massa ocorreu com o consércio Pyc+FBL (28,7%) e
(19,7%) nos teste PET +28°C e 35°C respectivamente, porém no que diz respeito a
atividade de Lac com os referidos consorcio nestes tratamentos, 0s mesmos nao
apresentaram resultados significativos, sendo 0,1 U.L™" e 3,3 U.L™ respectivamente.
Concluséo: De modo geral ocorre a atividade de lacase -Lac no meio testado, no
entanto, destaca-se o consorcio dos fungos Pyc+FBL+FV12 que apresentou maior
producdo de Lac e perda de massa significativa do polimero no teste PET +28°C.
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AVALIACAO DE ENZIMAS OXIDATIVAS PRODUZIDAS POR FUNGOS
AMAZONICOS EM BIORREATOR DE COLUNA UTILIZANDO RESIDUO
AGRO-INDUSTRIAL
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Resumo

Introducdo: Da decomposicdo da matéria organica e inorganica resulta o chorume,
liquido viscoso, de odor forte e desagradavel, que apresenta em sua Composicao
metais potencialmente toxicos e compostos recalcitrantes danosos ao homem e ao
ecossistema como um todo. Podendo atingir lencgois freaticos, rios e corregos,
levando a contaminacdo destes recursos hidricos. Nesse contexto, tratamentos
bioldgicos utilizando enzimas flngicas tém apresentado éxito na degradagdo ou
mineralizacdo de compostos de elevada massa molecular. No que diz respeito a
regido amazénica pouco ou quase nenhum estudo nessa area tem sido realizado com
os fungos dessa regido, que possivelmente apresentam potencial para aplicagdes em
biorremediacdo ambiental. Portanto o objetivo dessa pesquisa foi avaliar um fungo
amazdnico e seu potencial para degradacdo do chorume obtido do lixdo a céu aberto
do municipio de Parintins/AM em sistema de biorreator de coluna acrescido de
residuo agro-industrial. Material e métodos: O experimento ocorreu em colunas de
20x4cm, utilizando uma linhagem de fungo Basidiomiceto, codificado em FI-03.
Fragmentos foram incubados em colunas contendo 20g do residuo agroindustrial
(cana-de-aglcar ou casca de tucumd). O sistema foi suplementado com 20ml de
chorume previamente autoclavado, centrifugado e oxigenado. As colunas foram
mantidas a 30°C e oxigenadas a cada 12 horas por um periodo de 100 dias. A leitura
enzimatica foi realizada em espectrofotdmetro sendo monitorado o aumento da
absorbancia em 525 nm durante 60 segundos para Lacase, 270 mn para Mn-
Peroxidase e 310 nm para Li-Peroxidase. Resultados e discussdo: O residuo da
casca de tucuma apresentou uma perda de massa de 37,75% e 0 bagaco cana-de-
agucar 22,75%. Na andlise da atividade enzimatica, Li-P nos residuos da casca de
tucuma e bagago de cana-de-agucar apresentou atividade de 52,80 U/L--! e 30,22
U/L-! respectivamente, seguida da atividade de Mn-Peroxidase em casca de tucuma
com 11,11 U/L-! e bagago de cana-de-agUcar 9,80 U/L-. Ja a atividade de Lacase foi
registrada em 0,185 U/L-! no residuo da casca do tucumd e em 0,492 U/L-! no
bagaco de cana-de-aglcar. Concluséo: O fungo amazdnico apresentou potencial para
producdo de enzimas oxidativas (L.Peroxidase, M. Peroxidase e Lacase) nos dois
residuos agroindustriais testados, podendo atuar em processos de biorremediacéo
ambiental como a degradagéo de compostos recalcitrantes do chorume.
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SECRECAO DE LIGNINA PEROXIDASE (LiP) E MANGANES
PEROXIDASE (MnP) POR FUNGOS AMAZONICOS COM POTENCIAL
PARA DEGRADAR POLIETILENO TEREFTALATO.

Autores: SOARES, E.P; ANDRADE, F.S; NUNES, A.S; SILVA, AV, SANTOS,
I.C.C; VALENTE, P.M.R; GALUCIO, V.A; CASTRO E SILVA.

1.Universidade do Estado do Amazonas. 2. Centro de Estudos Superiores de
Parintins/ AM.

Resumo

Introducéo: Os fungos envolvidos na degradacdo das ligninas secretam diferentes
enzimas extracelulares que catalisam reacGes que levam a degradacédo do polimero. As
mais importantes sdo as ligninas peroxidases (Lip), manganés peroxidase (Mnp) e a
lacase. Desta forma, surge o potencial fungico ainda inexplorado da regido do Baixo
Amazonas, como alternativa para a degradacdo do polietileno tereftalato (PET). Essa
regido, sem acdo antropica mais contundente guarda ainda espécies fungicas com
potencial enzimatico capaz de participar em varios processos industriais. Urge,
portanto, a necessidade de prospeccdo dessa biodiversidade na busca de
microorganismos capazes de produzir enzimas especificas com potencial para uso em
aplicacBGes biotecnoldgicas, em particular na degradacdo do PET. Material e
métodos: Foram utilizadas trés linhagens fungicas da classe dos Basidiomicetos:
Pycnoporus sanguineaus, FV12, FBL e o consércio entre 0os mesmos. Para a
realizacdo dos testes de degradacdo do polimero foi utilizado meio contendo 20g
farinha da casca de tucumd@ (Astrocaryum aculeatum Meyer) e 500ml de agua
destilada. Amostras de PET foram preparadas previamente (corte 1xlcm, peso e
assepsia) e submetidas a temperatura de 35°C, em estufa durante 72 horas e como
controle foram utilizados particulas de polimeros sem tratamento fisico. Erlenmeyers
de 125 ml receberam 50ml do meio previamente autoclavado, 5 amostras dos
polimeros e os microrganismos em estudo, e incubados a 30° C. A determinagao
enzimética foi avaliada através de filtrados de enzima bruta obtido em fermentagéo
submersa estacionaria durante 30 dias. Para a atividade de LiP utlizou-se o0 método
proposto por Tien-Kirk (1984) e a atividade de MnP foi baseada na metodologia de
GLEN et al. , (1986); AITKEN & IRVINE, (1990). Resultado e discussao: Apos 30
dias de fermentagdo submersa a atividade de LiP e MnP ndo apresentaram diferenca
estatistica a nivel de 5% de significancia no teste de ANOVA entre os ensaios PET
+28°C e PET 35°C . Em média a atividade de LiP foi 56,2 U.L™ para o controle e 55,2
U.L™ para o tratamento, enquanto que a MnP foi 61,8 U.L™ para o ensaio PET +28°C
e 61,3 U.L™ para os ensaios PET 35°, tanto em testes individuais com em consorcios
de fungos. Quanto aos testes para verificagdo de perda de massa do polimero o
consércio Pyc+FBL foi o que apresentou maior perda (28,7%), enguanto que a
atividade de LiP com este consorcio, verificou-se que a maior atividade ocorreu com o
tratamento (57,1 U.L™) e para a atividade de MnP o melhor resultado foi para o
tratamento com a linhagem FBL (64,1 U.L™). Conclus&o: Nos bioensaios realizados
com as linhagens fungicas amazonicas verificou-se que todas apresentaram potencial
para a producdo de enzimas lignases, LiP e MnP no meio composto de farinha de
tucuma, independente da perda de massa do polimero.
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CRESCIMENTO DE FUNGOS AMAZONICOS EM DIFERENTES FAIXAS
DE pH EM MEIO DE CULTIVO SUPLEMENTADO COM Dioecorea trifida
L.F

Autores: GALUCIO, V.C.A,; SOUZA, E.A.; NUNES, AS; SILVA, N.P.; SOARES,
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Resumo

Introducéo: Os fungos tem, comparativamente, uma ampla faixa de pH sobre a qual
podem crescer e 0 pH 6timo para a maioria dos fungos esta no lado acido da escala,
abaixo do pH 7. Qualquer curva de pH — crescimento é o sumario de todos os efeitos
do pH sobre inimeros fatores que controlam o crescimento e nao representa um efeito
unitario. Fungos invariavelmente alteram o pH do meio onde crescem. Por outro lado,
os fungos necessitam de alguns elementos nutricionais que sdo essenciais para seu
crescimento onde encontram-se 0s macro-elementos (carbono, nitrogénio, hidrogénio,
oxigénio, enxofre, etc.) 0s quais sdo requisitados em grande quantidade pelos fungos e
podem ser fatores determinantes no rendimento e na producéo de biomassa, onde esta
pode ser empregada na biosor¢do de metais pesados. Poucos trabalhos nesse sentido
sdo realizados com fungos da regido do Médio Amazonas, portanto, o objetivo dessa
pesquisa foi avaliar o crescimento micelial de sete fungos amazbdnicos em meio
regional de card (Dioecorea trifida L.F) em diferentes faixas de pH. Materiais e
métodos: Sete linhagens de fungos basidiomicetos FBL, FI-3, CV-50, FV-12, FV-6
FI-2 e Pycnoporus sanguineos foram cultivados em meio regional de caréd (Dioecorea
trifida L.F) em placa de Petri. Foi realizado o ajuste do pH com NaOH para as faixas
6, 8, 10 e 12. As linhagens foram incubadas a 30°C e mensuradas através da
progressdo linear da fronteira micelial a cada 24 horas durante 8 dias. Resultados e
discussdo: As sete linhagens de fungos toleraram variagbes de pH. As linhagens
testadas FV-6, FI-3, CV-50 e FV-12 apresentaram crescimento nas faixas 6, 8, 10 e
12, porém os fungos Pycnoporus sanguineos, FBL e FI-2 ndo apresentaram
crescimento na faixa de pH 12 . As maiores médias de producdo foram de
P.sanguineos nas faixas de pH 6 (2,31 cm) e pH 8 (2,30cm), seguido de FV-12 em pH
10 (2,10cm). Ao nivel de 95% de probabilidade ndo houve diferenga no crescimento
entre os fungos testados nas diferentes faixas de pH. Conclusdo: Fungos
basidiomicetos ocorrentes na regido amazonica, toleram varia¢fes de pH, podendo
também se desenvolver em faixa de pH 8, 10 e 12, em oposi¢do ao relatado em
bibliografias, onde esta classe de fungos cresce entre pH 5.5 a 7. Faz-se necessario
estudos com quantidades maiores de fungos para conhecer os diferentes
comportamentos dos fungos amazonicos.




92

26° 26° Congresso Brasileiro de Microbiologia
Ehoresso rasieira de 2 a 6 de outubro de 2011
. TRy Rafain Palace Hotel e Convention Center
Micreid = Foz do Iguagu - Parand
biologia II Encontro Nacional de Professores de Microbiologia - ENAPROM
ubrode 201 International Society for Microbial Ecology - Latin America ISME Symposium 2011

206 de ot
Fodo kgu

Simpésio Internacional de Bactérias Laticas

CRESCIMENTO MICELIAL E DESCOLORAGAO DO CORANTE
ALARANJADO DE METILA POR FUNGOS DA AMAZONIA.
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1.Universidade do Estado do Amazonas. 2. Centro de Estudos Superiores de
Parintins/AM.

Resumo

Introducéo: Os processos industriais de tingimento de tecidos e a obten¢do da
celulose sdo atividades que produzem uma grande quantidade de residuos solidos,
liquidos e gasosos, extremamente daninhos a0 meio ambiente por conterem metais
potencialmente toxicos como cloroligninas e clorofendis. Por apresentarem enorme
habilidade para oxidar especificamente compostos fenolicos, por meio de seus
diversificados sistemas enzimaticos os fungos de podriddo branca vém sendo cada
vez mais utilizados para biorremediacdo dos ecossistemas em geral através da
degradacdo de compostos recalcitrantes. O grande potencial flngico existente na
regido amazonica vem estimulando cada vez mais o aprofundamento e as novas
descobertas da biotecnologia que se faz necessario devido o vasto campo de atuacdo
desses organismos. Dessa maneira o objetivo desta pesquisa foi avaliar o crescimento
micelial de fungos amazénicos e seu potencial de descoloracdo do corante
metilorange em estado de fermentacdo semi-sélida. Metodologia: Foram utilizadas
seis linhagens de fungos: Pycnoporus sanguineos, FV-12, FI-2, FI-3, FV-6, FI-9,
FI-11, CV-29 e FBL. O meio de cultivo foi composto de 500 mL de &gua destilada
estéril, 7,5 g de agar e corante metilorange na concentracao de 0,0002%. Fragmentos
fangicos de 5 mm de didmetro foram inoculados no centro da placa de Petri e
incubados a 30°C no escuro. A avaliacdo do crescimento foi realizada através da
progressdo da fronteira micelial a cada 24 horas por um periodo de 15 dias.
Resultados e discussdo: Em valores absolutos o maior crescimento ocorreu para a
linhagem FI-3 (3,76cm) seguido de P. sanguineus (3,52cm), FI-2 (3,50cm) e FI-11
(2,77cm) respectivamente. Os menores crescimentos foram das linhagens FV-6
(2,24cm) e CV-29 (2,28cm). As linhagens FI-02, FI-03, FBL e Pycnoporus
sanguineos apresentaram descoloracdo total em um periodo de 5 dias em estado de
fermentacdo semi-solida, seguidas das linhagem FI-11 em um periodo de 12 dias e 0
FV-12 em 13 dias. De acordo com teste ANOVA ao nivel de 95% de probabilidade
ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos. Conclusdo: Das nove linhagens
de fungos testadas seis apresentaram potencial para aplicacdo em bioprocessos de
remocao de cor de efluentes téxteis em baixas concentragbes ou no tratamento de
outros residuos sdlidos coloridos, Porém, ainda existe a necessidade de um amplo
conhecimento tecnoldgico para 0 aproveitamento desses organismos e suas
estruturas.
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Resumo

Introducdo: Atualmente, a grande maioria dos surfactantes disponiveis € sintetizada a
partir de derivados do petréleo, entretanto, as novas legislacdes de protecdo ao meio
ambiente, bem como, a preocupacdo ambiental entre os consumidores tem elevado a
procura por surfactantes naturais como alternativa aos produtos existentes. As
vantagens dos biossurfactantes quando comparados aos quimicamente sintéticos
reside na biodegradabilidade, baixa toxicidade, biocompatibilidade, digestabilidade e
producdo econdmica aceitavel, tornando os biossurfactantes adequados para varias
aplicac@es industriais. Neste sentido, a regido do Baixo Amazonas apresenta-se como
um grande laboratorio, com uma biodiversidade fungica em sua magnitude ainda
inexplorada que apresenta possibilidades de aplicacdes nos mais diversos setores
industriais. Portanto, o presente resumo visa avaliar a producdo de biosurfactante por
fungos amazonicos com a utilizacdo de polimeros sintéticos em meio suplementado
com residuo agroindustrial. Material e métodos: Para os ensaios foram utilizados
consércio de trés fungos Basidiomicetos: Pycnoporus sanguineaus, FV12, FBL, 0s
quais foram incubados em meio de cultivo contendo 20g farinha da casca de tucuma
(Astrocaryum aculeatum Meyer)e 500ml de &gua destilada. Amostras do polietileno
tereftalato PET foram submetidas a temperatura de 35°C, em estufa durante 72 horas e
como controle foram utilizados particulas de polimeros sem tratamento fisico.
Erlenmeyers de 125 ml receberam 50ml do meio, 5 amostras dos polimeros e 0s
fungos em estudo, e incubados a 30° C. As atividades de emulsificacdo foram
determinadas através de agitacdo vigorosa em agitador magnético de tubos de 3,5 ml
de caldo de cultura previamente filtrado em 1a de vidro e 2,0 ml de hidrocarboneto de
tolueno. Apds 1 hora, a densidade dptica da emulsdo 6leo em agua foi medida em
espectrofotdbmetro a 610 nm. Apds 24 horas, as emulsGes agua em Oleo foram
expressas em centimetros relativos a altura do halo e compactagdo maxima das bolhas
formadas. Resultado e discusséo: De modo geral, todos os fungos mostraram-se
capazes de produzir biossurfactantes apds 30 dias de fermentacdo submersa
estaciondria. A maior atividade de emulsificacdo ocorreu com o consorcio Pyc+FBL
(Abs:0,802) para o ensaio PET +28°C. Em média a atividade de emulsificagdo com os
consércios foi 0,33 e 0,12 de absorvancia para o teste PET +28°C e PET 35°C
respectivamente. A maior formacgdo do halo ocorreu com o consorcio dos fungos
Pyc+FBL+FV12 (PET +28°C) e para Pyc+FBL (PET 35°C) com 3 cm
respectivamente. Conclusdo: A presenca de biossurfactantes no meio de cultura
composto por farinha de tucumd pode estar favorecendo a utilizacdo dos substratos
plasticos como fonte de energia para os microorganismos, tornando os polimeros mais
acessiveis ao processo de degradacao.
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Resumo

Introducdo: Pesquisas comprovam a eficacia da utilizacdo de microorganismos para
degradar embalagens plasticas, ou pelo menos parte delas, em especial o polietileno
tereftalato que apresenta-se como um dos principais causadores de impactos
ambientais. Sendo de grande importancia o estudo das condicdes Otimas de
crescimento dos microorganismos aliado a combinacdo de outros fatores fisico-
quimicos que podem auxiliar ou maximizar o processo de degradacdo (temperatura,
pH, luz UV, entre outros). Portanto, este trabalho tem como objetivo avaliar fungos
amazdnicos com potencial para degradar polietileno tereftalato(PET). Metodologia:
Trés amostras de fungos Basidiomicetos coletados em Parintins/AM: Pyc.
sanguineaus, FV12, FBL e o consércio entre os mesmos foram utilizados para os
testes de degradacgdo do polimero em meio contendo 20g farinha da casca de tucuma
(Astrocaryum aculeatum Meyer) e 500ml de &gua destilada. As amostras do polimero
PET foram preparadas previamente (corte 1xlcm, peso e assepsia) e submetidos a
temperatura de 35°C, durante 72 horas e como controle foram utilizados particulas de
polimeros sem tratamento fisico. Erlenmeyers de 125 ml receberam 50ml do meio, 5
amostras dos polimeros e 0s microrganismos em estudo, e ap6s autoclavados foram
incubados a 30° C. A degradacdo do PET foi avaliada em fermentacdo submersa
estacionaria durante 30 dias. Apds o periodo de incubacdo, a determinacdo da perda
de massa dos polimeros foi baseada na metodologia ASTM D5247-92 (1992) que
consiste na analise da diferenca do peso final menos o peso inicial. Resultados: Em
termos absolutos o maior percentual de perda de peso no tratamento com PET
(+28°C) ocorreu para o consércio Pyc+FBL (28,7%). No tratamento individual o
maior percentual ocorreu para Pyc. sanguineaus (11,4%) e o menor para FV12
(0,40%). Nos testes com PET 35°C o consércio Pyc+FBL também apresentou 0 maior
percentual de perda de massa (19,7%), porém, 45,6% menor do que no teste PET
+28°C. Neste tratamento ocorreu um aumento na perda de massa para todos 0s ensaios
individuais sendo 33%, 41% e 420% para Pyc. sanguineaus, FBL e FV12
respectivamente. Por outro lado, o consorcio no tratamento PET 35°C apresentou um
menor percentual de perda de massa para Pyc+FBL+FV12 e PYC+FBL, 58,1% e
45,7% respectivamente. Excecdo para o consoércio de fungos Pyc+FV12 onde a perda
de massa foi 3,9 vezes maior no tratamento PET 35°C. Conclusdo: Todos os fungos
amazonicos testados apresentaram potencial para degradar o polietileno tereftalato,
sendo que os testes “consorcios” com PET sem tratamento fisico apresentou maior
perda de massa do polimero.De uma forma geral, 0 meio composto da farinha de
tucum@ possivelmente influenciou o processo de degradacdo do PET, visto que
apresenta requisitos nutricionais para o crescimento fungico.
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Resumo

INTRODUCAO: Com o avango dos estudos na area biotecnoldgica os organismos
fungicos, principalmente a producdo de enzimas tornaram-se de grande interesse e
vém contribuindo com produtos e processos de importancia industrial. Apesar do seu
papel nos ecossistemas e suas aplica¢fes na biotecnologia, o conhecimento sobre 0s
fungos amazdnicos ainda permanece num nivel incipiente, sendo que poucos dados
na area sobre enzimas com o potencial industrial sdo disponiveis. O presente trabalho
visa avaliar a atividade de enzimas oxidativas em meios de cultivo utilizando residuo
agroindustrial de baixo custo, como fonte de carbono no processo de degradacdo do
politereftalato de etileno. MATERIAL E METODOS: Foram utilizadas trés amostras
de fungos Basidiomicetos: Pycnoporus sanguineaus, FV12, FBL e o consorcio entre
0s mesmos. O meio de cultivo foi composto de 20g farinha da casca de tucuma e 500
ml de agua destilada. Erlenmeyers de 125 ml receberam 50ml do meio, 5 amostras
dos polimeros, os fungos em estudo e incubados a 30° C. Amostras do PET foram
submetidas a temperatura de 35°C, em estufa, durante 72 horas e como controle
foram utilizados particulas de polimeros sem tratamento fisico. A determinacao
enzimatica foi avaliada através de filtrados de enzima bruta obtido em fermentacédo
submersa e condicdo estacionaria durante 30 dias. Para atividade de lacase e
peroxidase, utilizou-se a metodologia de SZKLARZ et.al. 1989, para a atividade de
LiP utlizou-se o método proposto por Tien-Kirk (1984) e a atividade de MnP foi
baseada na metodologia de GLEN et.al., (1986); AITKEN & IRVINE, (1990).
RESULTADO E DISCUSSAO: A atividade de Lac mostrou-se de modo geral, maior
para o0 ensaio PET +28°C. O consorcio dos fungos Pyc+FBL+FV12 foi o que
apresentou maior producdo de Lac (10,2 U.L™). Por outro lado esse consorcio de
fungos em teste PET 35°C apresentou uma atividade de Lac 10 vezes menor. Nos
ensaios individuais o fungo FBL apresentou maior producgéo de Lac (6,5 U.L™) no
teste PET +28°C. No entanto, 0 Pyc. sanguineaus no teste PET 35°C apresentou
menor atividade de Lac (0,05 U.L™"). Em média a atividade de LiP foi 56,2 e 55,2
U.L™ para o teste PET +28°C e PET 35°C respectivamente, enquanto que a MnP foi
61,8 e 61,3 U.L™" nos mesmos testes respectivamente. A atividade de peroxidase foi
maior no teste PET +28°C para o consorcio Pyc+FBL+FV12 (8,4 U.L™), enquanto
que o Pyc+FBL foi onde ocorreu a menor atividade dessa enzima (0,05 U.L™).
CONCLUSAO: De modo geral ocorre a atividade das enzimas oxidativas no meio
testado. Pesquisas continuam a fim de verificar testes com "“consorcios” de fungos
que apresentaram os melhores resultados de atividade enzimatica, com destaque para
0 consorcio Pyc+FBL+FV12.
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Resumo

Introducédo: O lixdo é uma forma inadequada de disposicdo final de residuos sélidos,
acarretando varios problemas ambientais, gerados pela simples descarga do lixo sobre
o solo, sem medidas de protecdo ao meio ambiente ou a salde publica. Da
decomposicdo quimica e microbioldgica dos residuos sélidos depositados em um
lixdo forma-se o chorume - liquido de elevada carga organica e forte coloracdo que se
torna extremamente poluente, sendo potencial contaminante de lencois freaticos e
corpos d’agua, comprometendo a saude da populacdo. Portanto, pesquisas vém sendo
realizadas no sentido de amenizar 0s impactos ambientais causados por esse descarte
indiscriminado. Neste contexto os fungos produtores de enzimas oxidativas tomam
destaque, uma vez que estes microorganismos possuem um “‘pool” enzimatico
diversificado capaz de degradar compostos recalcitrantes presentes no chorume. Neste
sentido o objetivo desta pesquisa foi avaliar o crescimento linear de fungos
amazdnicos em meio contendo chorume como principal fonte de carbono. Material e
métodos: Foram utilizados cinco fungos da classe dos basidiomicetos codificados em
FI-02, FV-12, FI-03, FBL e Pycnoporus sanguineus coletados na zona rural do
municipio de Parintins/Am. Para obtencdo da cultura pura fragmentos dos carpdforos
foram inoculados em meio BDA. O chorume utilizado foi coletado no lixdo municipal
de Parintins/AM, em seguida autoclavado, oxigenado por 2 horas e posteriormente
centrifugado a 2000 rpm por 10 min. O crescimento fungico foi avaliado em teste de
placa Petri, contendo apenas Agar e chorume nas concentracdes: 1%, 1,5% e 2%. Os
tratamentos foram incubados em estufa BOD & 30°C e seu crescimento mensurado a
cada 24 horas durante cinco dias. Resultados e discussdo: As linhagens testadas
apresentaram correlagdo positiva quanto ao crescimento em meio contendo chorume
nas concentragdes 1%, 1,5% e 2%, sua principal fonte de carbono. Em valores
absolutos os maiores crescimentos foram para as linhagens FI-02 na concentragéo 2%
(2,22 cm), seguida de FI-02 na concentracdo 1% (2,16 cm) e FVV-12 na concentracéo
2% (2,14 cm) respectivamente. Paralelamente os menores desempenhos ocorreram
para Pycnoporus sanguineus na concentracdo 1,5% (1,15 cm) e Pycnoporus
sanguineus em concentracdo 1% (1,10 cm). N&o houve diferenca estatistica entre 0s
tratamentos. Conclusdo: As cinco linhagens flngicas amazbnicas testados
apresentaram relacéo positiva com o crescimento radial em meio de cultivo acrescido
de chorume como principal fonte de carbono.
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Resumo

Introducdo: Nas Gltimas décadas vem se utilizando alternativas menos agressivas de
controle de pragas agricolas garantindo o controle de doengas e a sustentabilidade da
atividade agricola. O fungo Fusarium sp causa grande prejuizo as culturas de hortalicas e
respectivamente a outros espécies agricolas causando prejuizo econémico. No municipio
de Parintins-Am, produtores de hortalicas sofrem o ataque desses fitopatogenos,
comprometendo sua producdo e deixando em risco a salde da populagdo. A diversidade
de espécies vegetais na Amazoénia torna importante a investigagcdo de novas moléculas
quimicas capazes de serem utilizadas como controle biolégico amenizando a agressao ao
meio ambiente. O Caryocar villosum é uma espécie bastante encontrada na Amazonia
Central, sendo conhecida regionalmente como piquia. As folhas, casca da arvore e polpa
do fruto séo ricas fontes de taninos. Estas substancias contribuem para a defesa das
plantas contra o ataque de insetos e tem sido relacionada com inibi¢do do crescimento de
microrganismos. O estudo teve como objetivo desenvolver pesquisa em torno da planta
Amazbnica com potencial fungicida, capaz de realizar controle biol6gico, e tornando
menos agressivo ao meio ambiente. Material e método: O trabalho utilizou folhas
coletadas de uma populagdo de piquid (Caryocar villosum(Aubl)/.Pers),coletada no
municipio de Parintins no Estado do Amazonas. As amostras das folhas foram pesadas e
secas em estufa a 30°C,em seguida moidas. Na realizacéo dos testes com o extrato do C.
villosum,0 extrato bruto das folhas foi obtido através do método de extracdo a quente.As
amostras dos patdgenos foram obtidas de folhas apresentando sintomas de fusariose em
plantas comerciais.Os patdgenos foram cultivados em placa de petri em meio de cultura
BDA (batata-dextrose-agar). A atividade antiflingica das concentracdes do extrato foliar
foi avaliada através da inibicdo do crescimento miceliano do patégeno. Utilizou-se o
extrato foliar da espécie vegetal nas concentragfes de 1, 10, 100 e 1000 pg/mL-1. A
avaliacdo do efeito das diferentes concentragfes do extrato foliar sobre o crescimento
miceliano foi realizada quando o crescimento da testemunha cobriu totalmente a
superficie do meio de cultura. Resultados e Discussdo: Constatou-se que 0 extrato de
C.villosum nas concentragdes 10,100 e 1000 pg/mL-1 testadas inibiram em 100% a
germinacdo dos esporos de Fusarium sp. Sete dias ap6s a avaliacdo verificou-se que 0s
esporos permaneceram sem germinar, ndo ocorrendo, consequentemente, o crescimento
micelial do fungo e, comprovando-se, portanto, o efeito fungicida do extrato foliar. Na
concentracdo 1pug/mL-1 ndo houve crescimento micelial, constatando que a concentragdo
é baixa para inibicdo do patégeno. Conclusdo: O extrato bruto foliar obtido do Caryocar
villosum apresenta potencial fungicida.
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Resumo

Introducdo: PET (Poli tereftalato de etileno) € um poliéster termoplastico,
considerado o melhor e mais resistente plastico, utilizado na produgéo de embalagens,
principalmente no ramo de bebidas, por possuir alta resisténcia mecanica e quimica.
Tem se buscado materiais biodegradaveis considerados de grande importancia por ser
um produto industrial ou substancia que, quando descartado, € decomposto por
bactérias ou outros agentes bioldgicos num curto espaco de tempo. Porém a maioria
dos polimeros desenvolvidos ndo se decomp@e naturalmente, levando muitas décadas
e até séculos para serem degradados nos aterros sanitarios, lixdes e até mesmo no
ambiente. A regido do Baixo Amazonas apresenta uma diversidade microbiana com
potencial tecnoldgico a ser explorado como a degradacdo do PET, ainda pouco
estudada. Metodologia: Foram coletadas quatro amostras de solo em diferentes
pontos na lixeira pablica do municipio, transportados para o Centro de Estudos
Superiores de Parintins-UEA e depositados em bandejas mantidas sobre
monitoramento constante para a manutencdo das condi¢fes ambientais como umidade
e exposicdo ao sol e chuva. Nestas bandejas, ap6s assepsia e registro do valor do peso
inicial foram enterrados 30 fragmentos de PET (4x2 cm). A cada 30, 60, 90 e 120 dias
foram retirados 5 fragmentos do polimero de cada bandeja para assepsia e pesagem.
Um fragmento de cada bandeja foi retirado e colocado em tubos de ensaio com
solucéo salina autoclavada, de onde apés agitacdo, retirou-se 100 pl para plaquear em
meios de cultivo TSA e NA e incubar em estufa por 24 horas a 28° C. Ap6s o
crescimento procedeu-se o isolamento das col6nias pela técnica de estrias por
esgotamento nos respectivos meios. Todos os procedimentos foram feitos em
duplicata. Resultados e discussdes: Fazendo-se analise do peso inicial com peso ap0s
30, 60, 90 e 120 dias pode-se observar reducédo de peso dos fragmentos de PET, sendo
que com 30 dias o percentual de reducédo de peso foi de 0,2%, com 60 dias a redugdo
de peso foi de 0,25% e com 90 e 120 dias foi de 0,26 e 0,69%,mostrando uma redugao
significativa em relagdo ao peso inicial do polimero, sendo um indicativo de
degradagdo por microrganismos do solo. A partir dos fragmentos de PET retirados do
solo a cada 30 dias foram isoladas cerca de 54 colbnias diferentes de bactérias.
Concluséo: O PET leva de 200 a 400 anos para ser degradado em lixdes, enquanto
que utilizando este tipo de técnica onde os microrganismos do ambiente s&o
estimulados a aumentar sua eficiéncia na degradacdo. Este tempo pode ser reduzido
para cerca de 50 anos.
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Resumo

Introdugdo: Parintins € a segunda maior cidade do estado do Amazonas, localizada
na maior Bacia hidrogréafica do mundo, é circundada pelo Rio Amazonas formando
uma ilha com diversos lagos. Nestas mediacdes esta localizada a lixeira publica, onde
é depositado todo o residuo doméstico e industrial gerado pela cidade. Com uma
grande producdo de chorume, um liquido resultante da degradacéo de residuos sélidos
urbanos, sendo que a percolagdo deste liquido em lixdes sem impermeabilizacdo do
solo pode provocar poluicdo das aguas subterrneas e superficiais, e consequente
alteracdo da fauna, flora e microbiota. Material e métodos: As amostras de chorume
foram coletadas no periodo de vazante e de enchente dos rios, em quatro diferentes
pontos do entorno da lixeira. Foram retirados 50 ml de cada poca e transportados para
0 laboratério de Biologia da UEA/Parintins-AM. Para avaliar a presenga de
coliformes, distribuiu-se 10 mL de cada amostra em tubos de ensaio com 10 mL de
meio contendo caldo lactosado com purpura bromocresol, € encubou-se por 24 horas
em BOD a 35°C £ 2°C. Como controle positivo foi utilizado o0 meio TSB acrescido de
10 ul de cultura de E. coli ATCC 25922. Para o isolamento de bactérias foi semeado
com alca drigalski 100 pL de cada amostra com diferentes diluigbes em placas de
Petri contendo meio de cultivo TSB e NA e incubadas em BOD a 30°C por 24h. Apds
0 crescimento, fez-se a purificacdo das coldnias por esgotamento com estrias
cruzadas. As bactérias purificadas foram preservadas em meio de cultivo TSB liquido
suplementado com glicerol a 15%, e estocadas a -20°C. Resultados e discussédo: Apos
0 periodo de incubagdo avaliou-se a produgdo de gas pela presenca de bolhas no meio
de cultivo e a mudanca de coloracdo do mesmo pela produgdo de &cido.
Caracteristicas de crescimento de bactérias do grupo coliformes, observado em todas
as amostras coletadas nos diferentes periodos. A presenca de E. coli foi confirmada
pela observacdo crescimento de colbnias com brilho verde metdlico apds o
plagueamento em meio EMB, sendo positiva em 14 das 24 amostras avaliadas. Destas
amostras também foram isoladas 96 diferentes coldnias de bactérias, indicando a
diversidade bacteriana do chorume. Estas bactérias foram depositadas na colec¢do de
culturas do programa de Mestrado em Biotecnologia da UEA. Concluséo: chorume é
um liquido toxico, podendo ser um veiculo de transmissdo de doengas, pela presenca
de uma diversidade de microrganismos patogénicos ou ndo, os resultados mostram a
potencialidade de ocorréncia de doencas disentéricas pela indicagdo da presenca de
Escherichia coli. Além de ser uma fonte de microrganismos com potencial
biotecnoldgico a ser explorado.
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RESUMO: O objetivo desta pesquisa foi testar a farinha da casca do tucuma (Astrocaryum aculeatum
Meyer) no crescimento de fungos deterioradores de madeira em diferentes concentragdes e faixas de pH.
Para os testes de crescimento utilizou-se a farinha da casca de tucuma como suplemento nas concentragdes
1% e 2% e ajustado o pH inicial para 4, 6, 8, 10, 12. Os fungos estudados foram coletas na zona rural de
Parintins/AM e codificados em: FVV-12, FV-6, FI-9, FI-3 e Pycnoporus sanguineos. O crescimento foi
mensurado através da progressao linear da fronteira micelial. A concentragéo 6tima para o crescimento dos
fungos testados apresentou-se em 1% de farinha da casca de tucuma. Referente ao pH a faixa 6tima para o
crescimento dos fungos testados ocorreu entre 4 e 6.

PALAVRAS CHAVES: casca de tucumd, fungos amazonicos, crescimento

introducdo: O tucuma (Astrocaryum aculeatum Meyer), também conhecido como tucuma-do-amazonas ou
tucumé-agu, é uma palmeira de crescimento monopodial, arborescente e monoica (CAVALCANTE, 1991).
Seus frutos séo ricos em vitamina A, acidos graxos saturados e glicerideos trissaturados, podendo substituir o
dendé e o babagu na industria de 6leos (VILLACHICA et al. 1996). No Amazonas, especialmente em
Manaus, esse produto agricola tem significante valor financeiro, representando uma atividade econdmica
crescente. Porém, apenas a polpa do tucuma é utilizada, gerando grandes quantidades de residuos da casca,
que é desperdicada sem nenhum aproveitamento. Nos Ultimos anos tem ocorrido um interesse maior na
utilizacéo eficiente de residuos agroindustrias (PANDEY et al., 1999; ROSALES et al., 2002). Muitos
bioprocessos tém sido desenvolvidos baseados nesses materiais como substratos em bioprocessos para
producdo de enzimas isoladas, acidos organicos, etanol, cogumelos comestiveis, enzimas e metabdlitos
secundarios biologicamente importantes (PANDEY et al., 1999; MASSADEH et al., 2001; LAUFENBERG
et al., 2003). Neste sentido, as enzimas de fungos tem se mostrado Uteis na degradacdo numa variedade de
persistentes poluentes ambientais. Muitas dessas enzimas sao extracelulares e, na natureza, provavelmente
estdo envolvidas na degradagdo da madeira (MAYER & STAPLES, 202). O desenvolvimento da capacidade
lignolitica requer condi¢Bes nutricionais e culturais, incluindo substrato metabolizavel, niveis elevados de
oxigénio, um limite de nitrogénio e varias outras condic¢des de cultivo (KIRK & FARREL., 1987;
BUSWELL, 1991). Neste contexto, o objetivo desta pesquisa foi testar a farinha da casca do tucuma no
crescimento de fungos deterioradores de madeira em diferentes concentracdes e faixas de pH. Material e
métodos: Para os testes de crescimento linear utilizou-se a farinha da casca de tucuma (Astrocaryum
aculeatum Meyer) previamente seca em estufa a 50°C e esterilizada em autoclave a 1,5 atm. Os meios de
cultivo foram preparados com farinha da casca de tucuma nas concentragdes 1% e 2%, com o acréscimo de
1g de glicose e 15g de &gar a cada 1000 mL de &gua destilada. O pH foi ajustado com NaOH ou H2SO4 nas
faixas de pH: 4, 6, 8, 10, 12. Os fungos deterioradores de madeira estudados foram coletados na zona rural
do municipio de Parintins/AM, codificados em FV-12, FV-06, FI-09, FI-03 e Pycnoporus sanguineos. Para
obtencgéo de cultura pura, pequenos fragmentos dos carpéforos foram crescidos em meio de cultura BDA.
Nos bioensaios com a farinha da casca do tucuma a medicéo do crescimento foi realizada a cada 24 horas
por um periodo de cinco dias. O crescimento foi mensurado através da progresséo linear da fronteira
micelial, feita com régua milimetrada na base de cada placa de Petri, com medidas tomadas em duas dire¢des
perpendiculares. As culturas foram incubadas em estufa BOD a temperatura de 30° C. Todos os tratamentos
foram realizados em duplicata. Resultados e discussdo: Em termos de valores absolutos os melhores
desempenhos ocorreram na concentragdo 1% de farinha da casca de tucuma para todos os fungos testados
nas faixas de pH 4, 6, 8, 10, 12. Na concentracdo 1% de farinha da casca de tucuma o maior crescimento
ocorreu para o fungo Pycnoporus sanguineos nas faixas de pH 4 (2,5cm), seguida do pH 6 (2,3cm) e pH 12
(2,0cm) respectivamente, seguido dos fungos FI-3 e FV-12 nas faixas de pH 6 (2,28cm), pH 8 (2,22cm) e pH
10 (2,06cm). Os menores crescimentos foram de FV-6 e FI-09 no pH 10 (1,9 cm) e (1,8 cm)
respectivamente. Na concentracdo 2% de farinha da casca de tucuma o maior crescimento foi de FV-6 pH 6
(2,0 cm), sequido de FV-12 pH 12 (1,35 cm). Possivelmente a casca do tucuma contém substancias
macromoleculares que foram utilizadas como fonte de nutrientes, para isto as enzimas hidroliticas,
secretadas pelos fungos, hidrolisaram estas macromoléculas e liberaram, assim, pequenas moléculas sollveis
que puderam ser utilizadas para o crescimento destes microorganismos. O teste ANOVA ndo mostrou
diferenca estatistica entre os tratamentos ao nivel de 5% de significancia.

Conclusoes: A concentracdo 6tima para o crescimento dos fungos testados apresentou-se em 1% de farinha
da casca de tucuma. Referente ao pH a faixa 6tima para o crescimento dos fungos testados ocorreu entre 4 e
6.
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RESUMO: O objetivo desta pesquisa foi selecionar fungos amazonicos com potencial de crescimento e
descoloragdo em meio acrescido com o corante azul de metileno. Foram utilizadas nove linhagens de fungos
basidiomicetos: Pycnoporus sanguineos, FV-12, FI-2, FI-3, FV-6, FI-9, FI-11, CV-29 e FBL. Os bioensaios
ocorreram em placa de Petri na concentracdo 0,002% do corante. A avaliacdo foi feita durante 17 dias. As
melhores médias de crescimento ocorreram respectivamente para: P. sanguineos (3,54cm), FI-2 (2,70 cm),
CV-29 (2,47cm) e FV-12 (2,43cm). Quanto a descoloracéo, P. sanguineos e FV-12 apresentaram 100% de
descoloracdo, seguidas de FI-2, FI-11, FBL com 98%, FV-06 e FI-3 com 95%. Portanto, os fungos estudados
apresentam potencial para aplicacdo em processo de biorremediacao de areas contaminadas.

PALAVRAS CHAVES: azul de metileno, fungos basidiomicetos, amazbnia

Introdugdo: Uma das maiores preocupagdes enfrentadas hoje no mundo industrial diz respeito aos custos,
tratamentos e destino dos efluentes gerados pela aplicagdo de corantes quimicos durante o tingimento e
beneficiamento dos de derivados industriais, acarretadas pelo fato de tratar-se de compostos recalcitrantes.
Devido a preocupagdo ambiental, vem aumentando o interesse por métodos alternativos, com o uso de
microrganismos para biorremediacao de areas contaminadas por metais potencialmente toxicos (KOTRBA,;
RUML, 2000). Nos ultimos anos, os fungos da podriddo branca (FPB) tém sido aplicados inclusive em
estratégias de biorremediacéo devido a sua capacidade em mineralizar uma grande variedade de compostos
altamente téxicos encontrados no meio ambiente, como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, corantes azo,
herbicidas, entre outros (CLEMENTE, 2002; NEVES, 2002). Por se tratar de uma regido rica em
microrganismos, a Amazonia tornou-se um referencial em pesquisas para reduzir os gastos, o tempo e as
consequéncias desses contaminantes. Desse modo, 0 objetivo desta pesquisa foi selecionar fungos amazonicos
com potencial de crescimento e descoloragdo em meio de cultivo acrescido com o corante sintético azul de
metileno. Material e métodos: Foram utilizadas nove linhagens de fungos basidiomicetos coletados na zona
rural do municipio de Parintins/AM: Pycnoporus sanguineos, FV-12, FI-02, FI-03, FV-6, FI-9, FI-11, CV-29
e FBL. Para aquisi¢do da cultura pura fragmentos foram isolados em meio BDA. Para o bioensaio com o
corante 0 meio de cultivo foi composto de 500 mL de agua destilada estéril, 7,5 g de agar, 50mL de
ampicilina, 2,5mL de gentamicina e corante azul de metileno na concentragéo de 0,002%. Fragmentos
fungicos de 5 mm de didmetro foram inoculados no centro da placa de Petri e incubados a 30°C em estufa
BDO no escuro. A avaliacdo do crescimento foi realizada através da progressao da fronteira micelial a cada
24 horas por um periodo de 17 dias. Também foram observadas as mudangas na coloragdo das culturas.
Resultados e discussdo: Em termos de valores absolutos as melhores médias de crescimento ocorreram
respectivamente para as linhagens: Pycnoporus sanguineos (3,54cm), Fi-02 (2,70 cm), CV-29 (2,47cm), FV-
12 (2,43cm) e FI-03 (2,26¢cm). Por outro lado as menores médias foram registradas para as linhagens FI-11
(2,12cm) e FV-06 (1,95cm). No que diz respeito a descoloracéo do corante, as linhagens Pycnoporus
sanguineos e FV-12 apresentaram 100% de descolorag¢do em 17 dias, seguidas de FI-02, FI-11, FBL com
98%, e FV-06 e FI-03 com 95% de descoloragdo.Possivelmente enzimas produzidas por estas linhagens
fungicas estejam atuando no processo de quebra molecular do corante, formando novos produtos de peso
molecular menor ou ainda, absorvendo em sua massa micelial os compostos do corante, agindo assim no
processo de descoloracdo.Os compostos presentes no efluente atuam como substratos para as bactérias,
leveduras e fungos filamentosos que metabolizam os nutrientes para crescimento e manutencéo celular
durante o tratamento biol6gico (UZURA et al., 2000 apud GUARATINI, ZANONI, 2000). Conclusdes: Os
fungos amazonicos testados apresentaram correlagdo positiva quanto ao crescimento micelial em meio de
cultivo suplementado com o corante sintético azul de metileno, bem como a descoloragéo por sete dos nove
fungos estudados. Apresentando potencial para aplicacdo em processo de biorremediagao de areas
contaminadas.
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