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RESUMO

A capacidade dos fungos basidiomicetos de degradar compostos
lignocelulésicos, como a madeira, torna este grupo alvo de pesquisas
biotecnolégicas. As principais enzimas relacionadas a degradacdo compostos
lignoceluldsicos sdo as lacases, lignina peroxidase (LiP), manganés peroxidase
(MnP) e celulases. Os espécimes coletados em regido de Mata Atlantica do sul da
Bahia na regido do municipio de Itubera na area de preservacdo das Plantacdes
Michelin do Brasil, demonstraram ser potenciais produtores dessas enzimas quando
submetidos aos testes de selecdo. O fungo Fomitella supina apresentou o melhor
potencial para descoloragdo do Remazol Brilliante Blue R (RBBR) e degradacao da
Carboximetilcelulose (CMC) na técnica de “cup plate”. O resultados do estudo de
parametros de otimizacdo demonstraram que dentre as variaveis testadas o pH e a
fonte de nitrogénio foram determinantes para a atividade de lacase. Nas condi¢oes
de cultivo com pH 4,0, temperatura 35°C, tendo como fonte de nitrogénio extrato de
levedura e fonte de carbono glicerol o fungo selecionado obteve a maior atividade de

lacase com 250 U.L ™.

Palavras-chave: lacase, manganés peroxidase, lignina peroxidase, fungos

Aphyllophorales.



ABSTRACT

The capacity of basidiomycetes to degrade lignocellulosic compounds, such
as wood, makes this target group of biotechnology research. The main enzymes
related to lignocellulosic degradation compounds are laccase, lignin peroxidase (LiP),
manganese peroxidase (MnP) and cellulases. The specimens collected in the
Atlantic Forest of southern Bahia in the municipality of Ituberd in the preservation
area of the Michelin Plantation of Brazil shown to be potential producers of these
enzymes when subjected to screening tests. The fungus Fomitella supine showed
the best potential for decolorization of Remazol Briliant Blue R (RBBR) and
degradation of carboxymethylcellulose (CMC) in the technique of "cup plate". The
results of the optimization parameters showed that among the tested variables pH
and nitrogen source were instrumental in the laccase activity. In culture conditions
with pH 4.0, temperature 35 ° C, with the nitrogen source yeast extract and glycerol

carbon source selected fungus obtained the highest laccase activity of 250 UL-1.

Keywords: lacase, manganese peroxidase, lignin  peroxidase, fungus

Aphyllophorales.
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1 INTRODUCAO

Os fungos juntamente com os insetos sdo um dos grupos mais diversos da Terra.
S&do conhecidos apenas cerca de 105.000 espécies de fungos, aproximadamente
7% do estimado, 1,5 milhdo de espécies (ALEXOPOULQOS, 1996). Devido a sua
diversidade e distribuicdo, ocupam virtualmente todos os biomas terrestres com
excecao do circulo artico, desempenhando uma grande importancia ecolégica. Estes
organismos s&o responsaveis pela ciclagem de diversas substadncias no meio,
principalmente madeira e seus compostos. Dentre 0os componentes da madeira, a
lignina € 0 que apresenta maior resisténcia a biodegradacdo. Neste contexto, a
biodegradacdo de lignina € um dos mais importantes fatores determinantes da
degradagcédo da madeira e consequentemente do ciclo de carbono na biosfera
(CAMARGO, 2003). Esta capacidade de degradar os componentes da madeira foi
quase que exclusivamente associada a producdo de enzimas ligninoceluloliticas
extracelulares (BLANCHETTE et al.,, 1997; KULLMANN; MATSUMURA, 1997;
REDDY et al.,, 1998; MASON et al., 2001; GELPKE et al., 2002), sendo que as
enzimas melhor caracterizadas sdo: as lacases (GUILLEN et al., 2000), as lignina
peroxidases (LiPs), as manganés peroxidases (MnP) (CONESA et al.,, 2002;
MARTINEZ, 2002) e as celulases. Muitos destes fungos s&o basidiomicetos, um
grupo fungico de dificil delimitagdo. Tradicionalmente os basidiomicetos possuem
uma importante ordem, os Aphyllophorales com cerca de 1200 espécies, mesmo
este sendo um grupo artificial reane uma grande diversidade de familias, géneros e
espécies com grande importancia ecoldgica e biotecnolégica. (LANDECKER, 1990;
GOES-NETO, 1994; ALEXOPOULOS, 1996),

Sendo o conhecimento da diversidade de basidiomicetos Aphyllophorales do
Nordeste pequena, com poucas espécies citadas em publicagbes quando
comparada ao total de espécimes registrados no mundo este trabalho teve como
objetivo geral realizar o inventario de fungos afilofordides de areas de Floresta
Ombrdfila do sul da Bahia e fazer a prospeccdo de enzimas lignocelulésicas
produzidas pelos mesmos. Os objetivos especificos foram (i) Coletar e identificar os
espécimes de fungos basidiomicetos afilofordides; (ii) Produzir culturas puras dos
basidiomicetos afiloforéides coletados; (iii) depositar os exemplares na colecédo de
cultura da Universidade Estadual de Feira de Santana (CCMB) e no Herbario da

Universidade Estadual de Feira de Santana (HUEFS); (iv) Selecionar os fungos
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coletados quanto ao potencial de producdo de enzimas lignoceluloliticas utilizando
Remazol Briliant Blue R (RBBR); (v) Estudar alguns parametros de cultivo para
otimizar a producédo das enzimas lignoceluloliticas (lacase, manganés peroxidase,

lignina peroxidase e celulase) pelos fungos isolados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 REGIAO DE MATA ATLANTICA DO NORDESTE

A Mata Atlantica € um bioma arboreo e litoraneo, e abrange os estados da
costa brasileira desde o Rio Grande do Sul ao Rio Grande do Norte, com incursdes
no interior das regides Sul, Sudeste e Nordeste além de Goiads e Mato Grosso do
Sul. Inicialmente, abrangia 17 estados e cobria uma area de 1.130.000 Km? mas,
atualmente, esta area esta reduzida a aproximadamente 6% da cobertura original.
Na area abrangida por esse bioma, reside 70% da populacao brasileira e encontram-
se as maiores cidades e 0s mais importantes polos industriais do pais. A ocupacéo e
uso do solo, feita de maneira desordenada, resultaram na sua quase completa
destruicdo. No Nordeste, onde a exploracdo da floresta comecou desde a época
colonial com a extracdo do pau-brasil e permanece até hoje com o cultivo da cana-
de-acucar e do cacau, esse percentual varia dentre 1% e 2% em alguns estados
(Ministério do Meio Ambiente, dos Recursos Hidricos e da Amazonia Legal 1998;
BARBOSA et al.,, 2002; FERRAZ, 2002). Por esses motivos, a Mata Atlantica é
considerada o bioma mais ameacado do pais e 0 5° mais ameacado do mundo,
entre os 25 hotspots (éareas criticas para a conservagdo da biodiversidade)

identificados no mundo (Fundacéo Biodiversitas, 2002).

2.2 DIVERSIDADE E IMPORTANCIA DOS FUNGOS

Em 1983 cerca de 64000 espécies de fungos eram conhecidas. Doze anos
depois, a estimativa era de 72000, sugerindo que cerca de 700 novas espécies sao
descobertas a cada ano (CARLILE, 2001). Hoje se sabe que os fungos sdo um dos
grupos mais diversos do planeta com cerca de 105.000 espécies descritas,
aproximadamente 7% de um total estimado em 1,5 milhdes de espécies
(HAWKSWORTH, 2004). O namero até agora descoberto é provavelmente apenas
uma pequena proporcdo dos que existem. Varias abordagens tém sido utilizadas
para tentar estimar o numero de espécies de fungos em todo o mundo. Por exemplo,
em regides largamente estudadas, espécies de fungos podem ser seis vezes mais
numerosos que os de plantas com flores. Nesta base, uma vez que cerca de 270000
plantas com flores sdo conhecidas, podem existir cerca de 1,6 milhdo de espécies

fungicas (CARLILE, 2001). Esta absurda discrepancia entre o numero de espécies
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descritas e a numero estimado de espécies para 0 grupo é resultado de uma
inadequada amostragem feita em muitas partes do mundo, especialmente em
regides tropicais e subtropicais (ALEXOPOULUS, 1996). Notoriamente os fungos
fazem parte de um grupo de organismos heterotréficos, desprovidos de clorofila,
mas sao historicamente comparados com as plantas (ALEXOPOULOS, 1996).
Poucos paises do mundo possuem uma diversidade biolégica exuberante
concentrada em seu territdrio, € 0s que a possuem nao tém uma politica para
protegé-la, seja por falta de recursos ou por locacédo inadequada dos mesmos. O
Brasil € um destes paises megadiversos e, a despeito de sua grande importancia
ecoldgica e econdémica, pouco se conhece sobre a sua biodiversidade (GOES-
NETO, 1994).

Ecologicamente os fungos sao responsaveis pela decomposicdo em
ecossistemas florestais (ALEXOPOULQOS, 1996). Na industria sdo usados na
obtencdo de muitos alimentos, incluindo péo, vinho, cerveja e queijo (LANDECKER,
1990) bem como serem consumidos frescos na forma de cogumelos. Hoje sabemos
gue 0S organismos pertencentes a este grupo possuem habitos saprébios em sua
grande maioria, obtendo energia necessaria para viver a partir da decomposi¢cédo de
matéria organica (OLIVEIRA, 2003).

Muitos destes fungos sédo basidiomicetos que participam diretamente da
degradacdo dos principais compostos vegetais como celulose e a lignina (GOES-
NETO, 1994). Apesar da importancia histérica deste grupo, sua delimitacdo precisa
é dificil. O conhecimento da diversidade de basidiomicetos em regides tropicais e,
especialmente no Brasil, é ainda escasso, sendo geralmente restrito as areas de
estudo dos especialistas (BICUDO; MENEZES, 1996). Esta situacdo nao é diferente
do que se conhece sobre a regido semi-arida brasileira, com o agravante de que, em
geral, historicamente, a regido litoranea, dominio de Florestas Ombrdfilas Umidas,
tem sido muito mais inventariada quanto a diversidade de basidiomicetos do que a
regido semi-arida do interior do Nordeste (GIBERTONI et al., 2004)

A delimitacdo do grupo “Fungos” tem sido uma tarefa ardua e conta com
diversas abordagens. Como a grande linha filogenética dos fungos entrou em foco,
existem diversas tentativas para resumir o estado do conhecimento e reestruturar as
classificagcbes de nivel superior (HIBBETT, 2007). Duas importantes obras que
influenciaram a taxonomia de fungos no século 21 sdo Ainsworth & Bisby's

Dictionary of the Fungi (KIRK et al. 2001), que contém um abrangente classificacao
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do nivel de Reino até ao nivel de género, e O Mycota VIl (MCLAUGHLIN et al.
2001a, 2001b), uma volume editado com capitulos sobre todos os principais grupos
de fungos. Essas publicacdes representam o maior avanco em direcdo a um
classificacao filogenética dos fungos, mas necessitam de atualizacdo. Nos ultimos
cinco anos, somente na Mycology and Mycological Research, foram publicados mais
de 360 artigos com a palavra-chave mycology phylogen, e aproximadamente 80%
das mais de 100.000 sequéncias fungicas de genes rRNA foram depositadas
recentemente no GenBank. Recentes publicacbes que tratam da pesquisa de todo o
reino dos fungos com base molecular e filogenética incluem o trabalho de Taylor et
al. (2004) em Assembling the Tree of Life (CRACRAFT; DONOGHUE, 2004), New
Higher Level Classification of Eukaryotes (ADL et al. 2005), e a primeira grande
andlise, em colaboracio, da Montagem do Projeto Arvore da Vida Fungica
(Assembling the Fungal Tree of Life project-AFTOL) (LUTZONI et al., 2004). Estudos
taxondmicos sobre os grupos individuais de fungos sdo muito numerosos para listar
(HIBBETT, 2007).

Estudos mais especificos tém considerado outros aspectos, incluindo
Sistemética de Aphyllophorales e ecologia, sendo a maioria relativa a diversidade de
estagios sucessorios de florestas, a qualidade do substrato, tipos de vegetacéo,
perturbacdes nas florestas, a especificidade de hospedeiro e o gradiente de
precipitacdo (BOIDIN et al., 1998; HALLENBERG; PARMASTO, 1998; GOES-NETO
et al., 2001, 2002, LINDBLAD, 2001b, HONG; JUNG, 2004; BODENSTEINER et al.,
2004; KRUGER et al. 2006, IWABUCH,i et al., 1994; SIPPOLA; RENVAL, 1999;
NORDEN;PALTTO, 2001; ROLSTAD et al.,, 2004, HATTORI, 2005, BADER et al.
1995; LODGE;CANTRELL, 1995; LINDBLAND, 1998, 2001a, LINDBLAD, 2000;
GILBERT et al., 2002).

Diante disso sabemos que os fungos pertencentes ao Filo Basidiomycota
caracterizam-se por produzirem basidiosporos, em estruturas especializadas,
denominadas basidios. Com base nos caracteres morfolégicos e na sequéncia de
DNAr, os Basidiomycetes distribuem-se em trés classes: Hymenomycetes (onde
estdo inseridas as ordens Agaricales e Aphyllophorales), Ustilaginomycetes e
Urediniomycetes (ALEXOPOULOS et al. 1996). Estima-se que existam
aproximadamente 30.000 espécies ja descritas de basidiomicetos, o0 que
corresponderia a algo em torno de 37% dos fungos verdadeiros (KIRK et al., 2001).

De uma maneira geral, os basidiomicetos sédo fungos que produzem, em alguma
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etapa de seu ciclo de vida, microestruturas reprodutivas especializadas, os basidios,
que sdo células que funcionam como esporangios de reproducdo sexuada,
produzindo meidsporos, denominados de basidiésporos devido a sua origem.

A grande maioria das espécies de Basidiomycota e aproximadamente 98%
das espécies de Agaricomycotina conhecidas sdo classificados como
Agaricomycetes. Os Agaricomycetes compreendem todos os Basidiomycota que
formam basidiomas, com himénio definido (HIBBETT et al., 2007). E exatamente
neste grupo que estdo os basidiomicetos mais popularmente conhecidos como
cogumelos e orelhas-de-pau.

Os Aphyllophorales consistem num importante grupo tradicional de
basidiomicetos com aproximadamente 1200 espécies descritas dependendo do que
e incluido nesta ordem (ALEXOPOULOS, 1996). Sao principalmente saprobidtico
em madeira morta (DONK,1964; TALBOT, 1973; KENDRICK, 1992;
ALEXOPOULOS et al., 1996) e séo considerados os principais decompositores de
madeira, especialmente as espécies de Polyporaceae, Corticiaceae e
Hymenochaetaceae. Dessa forma eles desempenham um papel crucial na ciclagem
de nutrientes, liberando carbono outros elementos, inicialmente retirados da
atmosfera por organismos autotréficos em ecossistemas arboreos e arbustivos
(GILBERTSON, 1980). Muitas espécies sdo parasitas perigosos, especialmente em
diferentes espécies de plantas (LUTTRELL, 1974; STALPERS; LOERAKKER, 1982),
mas muitos outros podem ser utilizados como indicadores de perturbacdo ecologica
em florestas nativas (NORSTEDT et al. 2001; SVERDRUP-THYGESONA,
LINDENMAYER, 2003) pois eles sdo encontrados mais frequentemente em &reas
menos perturbadas e preferem colonizar nichos maiores e mais decompostos, que
se tornam menos freqientes com a extracdo seletiva (SAMUELSSON et al., 1994;
BADER et al. 1995, CLAUSEN; HEILMANN CHRISTENSEN, 2004; LINDHE et al.,
2004; PENTTILA et al., 2004).

2.3 APLICACAO BIOTECNOLOGICA

Os fungos causam imensos prejuizos econdmicos. Suas atividades
prejudiciais como saprofitas incluem os danos a madeira, combustivel, alimentos e
produtos manufaturados. Como parasitas causam perdas de safras, doencas em

seres humanos e animais domésticos. Porém as atividades benéficas de leveduras e
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outros fungos, no entanto, também séo de grande importancia econémica. Eles tém
sido explorados tanto como alimentos quanto no seu processamento, e na
fabricacdo de cerveja. No século atual, a industria de fermentacéo tem apresentado
elevado grau de desenvolvimento, e vem produzindo uma gama crescente de
produtos de valor, incluindo antibiéticos, medicamentos de grande valor
farmacéutico, fungicidas agricolas e reguladores de crescimento vegetal, vitaminas e
enzimas. Recentemente, com o advento da manipulacdo genética, os fungos estéo
sendo usados para produzir hormonios e proteinas, até agora disponiveis somente a
partir de mamiferos (CARLILE, 2001).

"Biotecnologia” € um termo que se tornou popular na mesma época em que a
manipulacdo genética recebeu grande publicidade. Anteriormente, a industria da
fermentacado ja havia alcancado consideravel sofisticacdo técnica, e tinha direito a
ser considerada como um ramo da biotecnologia. Isso levou a varias definicdes mais
amplas de biotecnologia, por exemplo, de aplicacdo “dos principios cientificos” e de
engenharia para o processamento de materiais por agentes biolégicos para prover
bens e servicos. Entre os agentes bioldgicos de extraordinaria importancia na
biotecnologia estdo os fungos. Em alguns casos, a utlizacdo de fungos no
fornecimento de produtos (por exemplo bebidas alcodlicas) € muito antiga, em
outros (antibioticos, por exemplo) mais recentes (CARLILE, 2001).

Dentro desse contexto, entre os processos de degradacdo, cabem aos
processos biolégicos um lugar de destaque, principalmente em funcdo da relativa
facilidade encontrada na implementacéo de sistemas que operem em grande escala
e pela eficiéncia destes processos (KUNZ et al. 2002). Field et al. (1992) destacam
qgue entre os microrganismos (fungos e bactérias) que podem ser utilizados para o
desenvolvimento destas técnicas de biodegradacdo, os fungos apresentam
importante capacidade em degradar as moléculas mais complexas através da
producdo de enzimas especificas. Fungos, do tipo podriddo branca, os quais sédo
conhecidos pela eficiente capacidade de degradacé&o de materiais lignoceluléticos na
natureza, principalmente a madeira, no qual o sistema de degradacédo da lignina,
produzido por estes fungos, tem potencial de aplicacdo no biobranqueamento da
polpa de papel (ONYSKO, 1993; REID; PAICE, 1994; MESSNER; STREBOTNIK,
1994) e na biodegradacao de poluentes (FIELD, 1992; BARR; AUST, 1994).

As enzimas de fungos tém se mostrado uUteis na degradacdo de uma

variedade de poluentes ambientais persistentes. Muitas dessas enzimas sao
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extracelulares e, na natureza, provavelmente estdo envolvidas na degradacdo da
madeira (MAYER; STAPLES, 2002). Tais fungos (podridao-branca)
preferencialmente colonizam madeiras da subdivisdo Angiospermas (folhosas,
madeira dura) e degradam os trés componentes principais, celulose, hemicelulose e
lignina, deixando a regido da madeira degradada com uma coloracao clara. No
entanto, existem variagdes dentre as espécies degradadoras de podriddo branca (ou
clara) que séo providos de sistema enzimatico que os tornam capazes de utilizar
fontes complexas de carbono, sendo os mais eficientes na degradacao da lignina,
guebrando-a em moléculas menores até CO, (dioxido de carbono) e H,O(agua),
deixando a celulose praticamente intacta (KIRK; FARREL, 1987; HATAKKA, 1994,
TUOR, 1995; CAMARGO, 2003; LUNDELL et al., 2010)

A biorremediacdo de efluentes industriais também tem sido pesquisada
utilizando fungos de podriddo branca, verificando-se a capacidade destes na
descoloracdo e descontaminacdo de efluentes. As enzimas encontradas, nestes
casos, foram em grande parte representadas pela presenca de Lacase, Manganés
peroxidase (MnP) e Lignina peroxidase (LiP) confirmando, mais uma vez, o potencial
dessas enzimas (MAYER; STAPLES, 2002).

2.4 MATERIAIS LIGNOCELULOSICOS
2.4.1 Lignina

O termo lignina tem sua origem na palavra latina "lignum”, que significa,
madeira. Este termo foi introduzido por Anselme Payen em duas publicagbes em
1838 (PAYEN, 1838a; b) para designar o residuo solluvel obtido no tratamento da
madeira por acido nitrico concentrado, que por um longo periodo teve sua
constituicdo quimica na obscuridade. Peter Klason em 1917 prop6s que a lignina
poderia ser classificada como uma substadncia macromolecular constituida de
unidades do alcool coniferilico, mantidas juntas atravées de ligaces do tipo éter. Em
1940, estudos baseados em reacOes classicas da quimica organica, levaram a
concluir que, de uma forma geral, a lignina era constituida de unidades
fenilpropandides unidas por ligacdes éter e carbono. Em 1954, Lange propde que as
principais unidades aromaticas presentes na estrutura da lignina eram a
p-hidroxifenila, guaiacila e seringila. A primeira formula quimica para o sistema

macromolecular foi proposta por Freudenberg em 1968 e confirmada posteriormente
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por outros pesquisadores (CAMARGO, 2003; SANTOS, 2001). A Lignina é
encontrada em todas as plantas vasculares, 0 que representa uma importante fonte
de carbono abundante na Terra, perdendo apenas para a celulose.

Sendo uma fonte de polimeros aromaticos renovavel mais abundante na
natureza, e sua decomposi¢édo € indispensavel para a reciclagem do carbono. E
quimicamente recalcitrante e a desagregacdo pela maioria dos organismos €
heterogénea devido a estrutura complexa. Os fungos de podriddo branca produzem
uma matriz extracelular de enzimas oxidativas sinérgicas que degrada
eficientemente a lignina (WONG, 2009). Ao longo dos anos, varios modelos
hipotéticos da estrutura molecular da lignina foram propostos com base na teoria de
acoplamento aleatorio. A real estrutura de lignina € muito complexa, e modelos de
lignina propostos existentes ndo implicam qualquer particular seqiéncia de unidades
monomeéricas, nao refletem a real rede de monémeros na molécula de lignina e
detalhes sobre como o processo de polimerizagdo € controlada nas plantas néo foi
completamente estabelecido (CHEN; SARKANEN ; DAVIN; LEWIS, 2003).

A Lignina resiste ao ataque da maioria dos microrganismos, poiS processos
anaerdébios ndo tendem a atacar os anéis aromaticos, contudo, a degradacdo
aerdbia da lignina é lenta. Na natureza, apenas fungos basidiomicetos de podridédo
branca sao capazes de degradar a lignina de forma eficiente, onde solubilizacdo e
mineralizacao de ligninas naturais e sintéticas tém sido demonstradas (KIRK et al.,
1976).
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Figura 01: Formula estrutural esquematica da lignina.
Fonte: adaptado de Alder, 1977

2.4.2 Celulose

A celulose (CgH1005)n € um polimero de cadeia longa composto de um so
mondémero (glicose), classificado como polissacarideo ou carboidrato. E um dos
principais constituintes das paredes celulares das plantas (cerca de 33% do peso da
planta), em combinacdo com a lignina, com hemicelulose e pectina, ndo é digerivel
pelo homem. Alguns animais, particularmente os ruminantes, podem digerir celulose
com a ajuda de microrganismos simbioticos (NISHIYAMA, 2002).

A celulose € o mais abundante recurso natural renovavel, sendo a producao
de bioprodutos e bioenergia renovaveis de menor custo com base materiais
lignocelulésicos  importante para o desenvolvimento sustentavel dos seres

humanos. A redugéo no custo de producao de celulase, a melhoria no desempenho
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de celulase, e um acréscimo na producdo de agucares de celulose séo vitais para
reduzir os custos de processamento de bio-refinarias (ZHANG et al., 2006).
A degradacdo microbiana da celulose é total e especifica e tem estimulado o uso
dos processos de fermentacdes celuloliticas pelo homem. Na natureza, esses
processos representam a maior fonte de carbono para o solo (LYNCH et al. 1981).
A Biodegradacao de celulose por celulases e celulossomas (as bactérias anaerdbias
tendem a produzir complexos multi-enzimaticos chamados de celulossoma, os quais
estdo ligados a superficie celular e consistem de enzimas conhecidas como
exoglucanases, endoglucanases, xilanases), produzidos por varios micro-
organismos, representa o maior fluxo de carbono fixo para CO, atmosférico (WONG,
2009).

CH.OH H OH
(0]
H OH H
H 0 H
o_
OH H H H H
(0]
H OH CH.OH

Figura 02: Estrutura da celulose.
Fonte: Kogel-Knabner, 2002.

2.4.3 Hemicelulose

Hemicelulose, outro componente importante dos insumos do solo da floresta
a partir de madeira e folhas, € um polimero com freqiéncia de ramificacdo e
composicdo heterogénea. Sua estrutura é formada principalmente por pentoses,
hexoses, acidos hexurbnicos e oxi-hexoses (KOGEL-KNABNER, 2002). Estes tipos
de hemiceluloses estdo presentes nas paredes celulares de todas as plantas
terrestres, com excecdo de beta-(1-3,1-4)-glucanas, que sao restritos a alguns
grupos entre eles Poales (Ordem de plantas monocotiledoneas). A estrutura
detalhada da hemicelulose e a sua abundancia variam muito entre as diferentes
espécies e tipos de células. O papel biologico mais importante das hemiceluloses é
a sua contribuicdo para o reforco da parede celular por interacdo com a celulose e,
em algumas paredes, com a lignina (SCHELLER; ULVSKQOV, 2010).



24

Tabela 01: O conteudo de celulose, hemicelulose e lignina em residuos agricolas comuns.

Iignci\:I:Z}ﬁlrcijiiiios Celulose(%) Hemicelulose(%) Lignina(%)
Caules de madeira dura 40-45 24-40 18-25
Caule de madeira mole 45-50 25-35 25-35
Casca de nozes 25-30 25-30 30-40
Espigas de milho 45 35 15
Gramineas 25-40 35-50 10-30
Papel 85-99 0 0-15
Palha de trigo 30 50 15
Semente de algodao 80-95 5-20 0
Jornal 40-55 25-40 18-30
Estrume de gado 1,6-4,7 1,4-3,3 2,7-5,7

2.5 ENZIMAS

As enzimas podem ser classificadas de acordo com varios critérios. O mais
importante foi estabelecido pela Unido Internacional de Bioquimica (IUB), e
estabelece 6 classes (FORGIARINI, 2006). (I) Oxidorredutases: sdo enzimas que
catalisam reacOes de transferéncia de elétrons, ou seja: reacdes de oxi-reducao.
Sao as desidrogenases, redutases e as oxidases; (ll) transferases: enzimas que
catalisam reacdes de transferéncia de grupamentos funcionais como grupos amina,
fosfato, acil, carboxil, etc. Como exemplo tem-se as quinases e as transaminases;
(1IN hidrolases: catalisam reacdes de hidrdlise de ligacdo covalente. Exemplo: as
peptidases; (IV) liases: catalisam a quebra de ligacbes covalentes e a remocgao de
moléculas de 4gua, ambnia e gas carbonico. As dehidratases e as descarboxilases
sdo exemplos dessa classe; (V) Isomerases: Catalisam reacfes de interconverséo
entre isdmeros Opticos ou geometricos. As epimerases sdo exemplos dessa classe;
(VI) Ligases: Catalisam rea¢fes de formacdo de novas moléculas a partir da ligagéo
entre duas ja existentes, sempre as custas da energia (ATP). Como exemplo, tem-se
as sintetases.

Peroxidases sé@o enzimas que utilizam peréxido de hidrogénio para catalisar a
oxidagcdo de uma variedade de compostos organicos e inorganicos. Foram isoladas
a partir de uma ampla variedade de organismos e a grande maioria contém

protoporfirina IX (heme) como grupo prostético. Elas se subdividem em duas
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superfamilias, sendo, a superfamilia das peroxidases de mamiferos que inclui
enzimas como a lactoperoxidase e mieloperoxidase e da superfamilia de
peroxidases de plantas (ENGLISH; TSAPRAILIS, 1995; WELINDER et al., 1992).

Os membros da superfamilia das peroxidases de plantas foram classificados
em trés classes (WELINDER; GAJHEDE, 1993): Classe |. peroxidases intracelulares
(citocromo c, peroxidase da levedura (CCPY)), cloroplastos e peroxidases de
ascorbato citosol e gene-repetido peroxidases bacterianas. Classe II: peroxidases
fungicas extracelulares, como a lignina (LiP) e manganés (MnP) peroxidase de
Phanerochaete chrysosporium e outras peroxidases de basidiomiceto de podridao
branca, envolvidos na degradagéo de lignina e Classe Ill: peroxidase extracelular de

plantas. (CONESA et al., 2002).

Tabela 02: Caracteristicas das enzimas ligninoliticas.

EC MnP (1.11.1.13) LiP (1.11.1.14) Lacase (1.10.3.2)
Mn(ID): H,O, diarilpropano O,, H,O, p-benzenodiol O,
oxidoredutases oxidoredutases oxidoredutases

Grupo prostético Heme Heme 1 Cobre tipo I, 1 cobre tipo
Il e 2 cobres pareados tipo
11

MM (kDa) 32-62,5 (122) 38-47 59-110 (tetrAmeros <390)

Glicosilagio N- N- N-

Isoformas mondmeros; acima de 11 mondémeros; acima de 15 mono-, di-, tetrdmeros,
varios

pl 2872 3.2-4,7 2.6-4.5

Faixa de pH 2,6-4.5 2.0-5.0 2.0-8.5

E° (mV) 1510 1450 500-800

Requer H,O, sim sim Nio

Estabilidade +++ + +++

Mediadores naturais Mn*, Mn** AV, 2CI-1,4ADMB 3-HAA

Especificidade Mn** ampla, aromaticos, incluindo  ampla, fendlicos

nio fendlicos
Mediadores secundarios  Tidis, acidos graxos nio ABTS, HBT ¢
¢ sintéticos insaturados siringaldazina

Fonte: WESENBERG et al. 2003
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2.5.1 Lacase (EC. 1.10.3.2)

A Lacase € uma cuproproteina do pequeno grupo de enzimas chamadas
cuproproteinas azuis, cuprooxidases azuis, oxidases azuis (THURSTON, 1994),
pertencem & uma ampla e diversificada superfamilia de proteinas de oxidases
multicobre (LUNDELL, 2010), ou ainda enzimas fenoloxidases (p-difenol: dioxigénio
oxido-redutase) e fazem parte de um grupo de enzimas oxidases que complexam o
cobre. Sdo produzidas por plantas superiores e por fungos, sendo secretadas pela
maioria dos basidiomicetos. As lacases fungicas em geral possuem 3 atomos de
cobre embora no caso do Trametes versicolor sejam encontrados 4 atomos de
cobre, todos no estado de oxidacdo Cu?* na enzima nativa. As lacases catalisam
oxidacdes por extracdo de um elétron de substratos fendlicos, gerando radicais
fenoxilos (HIGUCHI, 1990; DURAN, 1997; MAYER, 2002).

E uma das mais antigas enzimas descritas sendo sua atividade relatada ha
mais de cem anos atras, na arvore de laca japonesa, Vernicifera rhus (YOSHIDA,
1883). E uma das enzimas envolvidas no processo de degradacdo de material
lignocelulésico, trata-se de uma polifenol oxidase que contém quatro nucleos de
cobre, e é capaz de oxidar o substrato usando oxigénio molecular como aceptor de
elétrons (THURSTON, 1994). Os substratos oxidados pela lacase incluem orto e
n-difenol além de compostos aromaticos contendo hidroxila e grupos amino. Além da
degradacdo da lignina, a lacase tem varias func¢des, incluindo participacdo na
pigmentacdo em fungos (CLUTTERBUCK, 1990), patogenicidade em plantas (IYER,;
CHATTOO, 2003) e degradacdo de muitos compostos aromaticos (XIAO et al.,
2003). Devido a essas varias funcdes, e a nao especificidade pelo substrato, a
lacase pode ser utilizada em muitos processos industriais como biopulping,
(processamento enzimatico da polpa de papel), branqueamento de corantes téxteis,
remocao de compostos fenolicos, desintoxicacdo de efluentes e outros processos
(NYANHONGO et al., 2002; SHIN, 2004).
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Figura 03: Estrutura tridimensional da Lacase do fungo Trametes versicolor.
Fonte: WONG, 2009.

2.5.2 Lignina peroxidase

A lignina peroxidase (LiP) foi primeiramente descoberta no meio extracelular
de Phanerochaete chrysosporium cultivado sob limitacdo de nitrogénio (KIRK;
FARRELL, 1987). Ela sdo hemeproteinas monoméricas com massa molecular de
cerca de 40 KDa. Como as peroxidases classicas, LiPs sdo oxidadas por peréxido
de hidrogénio (H.O,) (HAMMEL; CULLEN, 2008). A principal diferenca funcional
entre as LiPs e as peroxidases classicas é que as LiPs podem oxidar anéis
aromaticos que sdo apenas moderadamente ativado por doador de elétrons,
enquanto peroxidases classicas agem em substratos aromaticos fortemente ativado.
Assim, LiPs e peroxidases podem tanto oxidar 1,2,4,5 tetramethoxybenzene, como

muitos fenodis e anilinas.
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Figura 04: Estrutura tridimensional da lignina peroxidase do
fungo Phanerochaete chrysosporium.
Fonte: WONG, 20009.

2.5.3 Manganés peroxidase (MnP, EC 1.11.1.13)

Manganés peroxidase (MnP) é a mais comum das ligninas peroxidase
modificadas, produzida por quase todos os basidiomicetos colonizadores de madeira
gue causam podriddo-branca e varios fungos do solo, colonizando a serrapilheira em
decomposicdo. Estes fungos secretam oxidoredutases inespecificas entre estas a
manganés peroxidase (MnP, EC 1.11.1.13) que desempenha um papel crucial na
degradacao da lignina (SCHELLER; ULVSKOV, 2010). Esta glicoproteina contendo
grupamento heme foi descoberto em Phanerochaete chrysoporium ha quase 20
anos atras por duas equipes internacionais de pesquisa (M. Gold e grupo de
Crawford), a qual recebeu menos atenc¢do no inicio em relacdo a lignina peroxidase
(LiP), outra oxidoredutase extracelular de P. chrysosporium. No entanto, com a
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constatacdo de que LiP ndo é, aparentemente, produzida por todos as fungos de
podriddo-branca, especialmente por um dos mais ativos degradadores seletivo de
lignina, Ceriporiopsis subvervispora, o interesse se voltou a MnP. As mudltiplas
formas da proteina heme glicosilada com peso molecular normalmente de 40 a 50
kDa sdo secretadas por fungos ligninoliticos em seu microambiente, onde, MnP
preferencialmente oxida manganés () (Mn**), sempre presente na madeira e solo,
em Mn** altamente reativo, que é estabilizado por quelantes flingicos, como &cido
oxalico (ZHANG et al. , 2006).

Figura 05: Estrutura tridimensional da Manganés peroxidase do fungo
Phanerochaete chrysosporium.
Fonte: WONG, 20089.
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2.5.4 Celulase

As celulases sao enzimas com custo relativamente elevado, e uma reducgao
significativa nos custos sera importante para o seu uso comercial em biorrefinarias.
Estratégias com base em celulase que podem tornar os processos de bio-refino
mais econdmicos incluem: aumento da produtividade volumétrica de enzimas
comerciais, usando organismos que produzem enzimas em substratos mais baratos,
com producdo de preparados enziméticos com maior estabilidade para processos
especificos, e produzir celulases com maior atividade especifica em substratos
sélidos (ZHANG et al.,, 2006). Recentemente, as empresas de biotecnologia
Genencor International e Novozymes Biotech relataram o desenvolvimento de uma
tecnologia que reduziu o custo de celulases para o processo celulose-etanol de
US$5,40 por galdo de etanol para cerca de 20 centavos de dolar por galao de etanol
(MOREIRA, 2006). As duas estratégias principais foram: (I) uma melhoria econémica
da producao de celulase para reduzir o custo por grama de enzimas por processo e
aprimoramento das cepas, por exemplo, meio mais barato de lactose para glicose e
sistema indutor alternativo e (Il) uma melhora no desempenho da enzima celulase
para reduzir quantidade em gramas de enzima para a realizagcdo da hidrolise
(KNAUF; MONIRUZZAMAN, 2004). Atualmente, a maioria das celulases comerciais
(incluindo o B- glucosidase) séo produzidas por espécies de Trichoderma e espécies
de Aspergillus (ESTERBAUER et al.,, 1991; CHERRY; KIRK et al., 2002;
FIDANTSEF, 2003;). Celulases sao utilizadas na industria téxtil de algodédo e
amolecimento e acabamento do brim; no mercado de detergentes para o “cuidado
de cor”, limpeza, na industria de alimentos para maceracdo e clarificacdo de
bebidas, na industria de papel e celulose na melhoria da drenagem e modificacdo de
fiboras (CHERRY; FIDANTSEF, 2003; KIRK et al., 2002). O mercado de celulase
espera uma expansao ja que estas sdo usadas em grande escala na hidrolise de
acucares de materiais celulésicos pré-tratados, que podem ser fermentados de
commodities (como milho, arroz, cana-de-acucar, beterraba e outros), e ser
convertidos em bioetanol e os produtos biobased (produtos obtidos por processos
biologicos) (CHERRY; FIDANTSEF, 2003; HIMMEL et al., 1999; van BEILEN; LI,
2002).
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A é&rea de coleta foi delimitada dentro das Planta¢cdes Michelin, na chamada

Reserva PlantagBes Michelin do Brasil no municipio de Itubera no sul do Estado da

Bahia a 200 km da cidade de Salvador-BA. As areas levantadas quanto a sua

biodiversidade fungica estdo localizadas em uma regido conhecida com Costa do

Dendé e compreendem cerca de 3000 hectares de Mata Atlantica em avangado grau

de recuperacdo denominado Projeto Ouro Verde. As figuras abaixo mostram o

mapeamento das trilhas percorridas durante a realizacdo das coletas dentro da area

do projeto Ouro

Verde.
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Figura 06: Esquema em escala da area de coleta da Mata de Pacangé.

Fonte: Fornecido pela administracdo da Reserva Michelin do Brasil.
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Figura 08: Esquema em escala da area de coleta da Mata da Cachoeira da Pancada Grande
Fonte: Fornecido pela administracdo da Reserva Michelin do Brasil.

3.2 COLETA E ISOLAMENTO DOS ESPECIMES

As atividades de coleta ocorreram em trés momentos distintos, sendo um
primeiro momento entre 25 e 30 de Abril de 2008, seguido pelos dias 24 a 29 de
Agosto de 2008 e finalmente 19 a 27 de novembro de 2008. Objetivando a maior
amostragem possivel e 0 maior niumero de isolados. Desta forma possibilitando a
coleta em periodos de estiagem e periodos umidos na regiao.

No campo, os espécimes foram coletados manualmente ou com o auxilio de
formdo e martelo e acondicionados em sacos de papel. Todos os exemplares
coletados foram georreferenciados com sistema de posicionamento global
(GPS-Garmin), fotografados, numerados e dados de campo como substrato, cor,
luminosidade incidente, data e local também foram devidamente registrados no
momento da coleta. Os exemplares foram secos com auxilio de uma estufa de
secagem de campo composta de uma caixa de madeira (90 x 90 x 90 cm) sendo a
parte superior e inferior dotada de diversos furos (3 cm de @), com quatro lampadas
de tungsténio de 150 Watts na parte inferior. Este dispositivo aquecia o ar interior na

caixa forcando uma corrente de conveccao, esta por sua vez retirava lentamente a
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umidade dos exemplares a uma temperatura constante de 46°C, preservando desta
forma algumas caracteristicas importantes para sua posterior identificacao.

ApoOs a coleta do material, em uma cabine asséptica (90 x 45 x 30 cm) com
uma lampada ultravioleta (UV) e outra fluorescente, com protecéo frontal de vidro
temperado, foi retirado um pedago do exemplar com auxilio de uma pinga de ponta
fina (tipo relojoeiro) para o isolamento. Foram utilizadas quatro estratégias para tal:
() quebra do corpo de frutificacdo e retirada de um fragmento interno, (ll) retirada
direta de um fragmento e lavagem em alcool absoluto (30 segundos), posteriormente
em hipoclorito de sédio 3% (30 segundos) e finalmente em agua destilada estéril (60
segundos), (lll) lavada em 4&alcool absoluto e rapidamente flambada, (IV) Uma
area foi exposta com auxilio de lamina de aco inoxidavel estéril e um fragmento foi
retirado. Estes fragmentos tratados foram inoculados em placas de Petri (3 cm de @)
com meio de cultura (Extrato de Malte — 1,2%, Agar — 1,5% e Agua destilada) para
crescimento a 28°C por 14 dias. Em alguns casos foram realizadas “esporadas” que
consistiam em expor o corpo de frutificacdo, dentro de uma camara umida, em
posicdo horizontal suportado por alfinetes, tendo o himendéforo ou regido abhimenial
virada para baixo para que os esporos, por meio da gravidade, se depositassem em
uma folha de papel. Estes esporos foram utilizados para o preparo de culturas
monosporicas. Todos os procedimentos foram realizados nos laboratérios da

Reserva Michelin do Brasil.

3.3 PRESERVACAO

A preservacao dos isolados foi feita em triplicada por trés métodos diferentes.
O primeiro consistiu da manutencao da cultura em placa de Petri com meio Extrato
de malte e levedura (Extrato de Malte — 1,2%, Agar — 1,5%; Extrato de levedura —
0,2% e Agua destilada — 1000 mL), onde sucessivos repiques foram feitos para
manutencdo da cultura viavel. Um segundo método consistiu na manutencdo de 5
plugs da cultura acima citada, submersos em agua destilada autoclavada em frasco
de penicilina (Castellani, 1967), mantidos em temperatura ambiente (25-28°C). O
terceiro e Ultimo consistiu na manutencdo dos isolados em placas de Petri com
sementes de trigo previamente fervidas, autoclavadas e caladas (CaCOg3), onde

sucessivos repiques foram feitos para manutencéo da cultura viavel.
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3.4 IDENTIFICACAO DOS ESPECIMES

A identificacdo dos espécimes de basidiomicetos afilofordides coletados foi
baseada na morfologia das estruturas macroscopicas e microscopicas dos
basidiomas. Os basidiomas foram analisados macroscopicamente quanto as
caracteristicas do himenéforo, dos tubos, e do contexto (tipo, cor, dimensdes,
consisténcia, textura) e, quando necessario, comparados com material ja identificado
depositado no Herbario da Universidade Estadual de Feira de Santana (HUEFS).
Para tanto um corte mais grosseiro foi feito para observar com o auxilio de um
microscépio estereoscopico a existéncia de linha negra no contexto, disposi¢cao dos
tubos, coloracédo do himénio, além da contagem de poros por milimetro.

Para a observacdo microscopica do material, foram feitos cortes a mao livre de
cada basidioma, com laminas de ago inoxidavel. Os cortes foram acondicionados em
laminas de vidro e corados com hidroxido de potassio 3% e floxina 1%, segundo a
técnica de Martin (1934). Também foi utilizado o reagente de Melzer, segundo
Singer (1951), de modo a se observar a reacdo amildide ou dextrindide dos
basidiésporos, hifas e outras microestruturas. Estruturas estéreis (setas, cistidios)
foram observadas com o auxilio do microscopio optico (NIKON Y-100) , bem como o

diametro dos esporos, formato, ornamentacgéo e coloragao.

3.5 SELECAO DE FUNGOS QUANTO A CAPACIDADE DE PRODUCAO DE
ENZIMAS LIGNINOCELULOLITICAS

3.5.1 Enzimas Ligninoliticas

Foi utilizado meio de cultura Extrato de Malte — Agar acrescido do corante
Remazol Brilliant Blue R (RBBR) na concentragdo de 0,02% (p/v) para testar as
espécies de basidiomicetos quanto a habilidade de producdo de enzimas
ligninoliticas (GLENN; GOLD, 1983; FREITAG; MORELL, 1992). Os espécimes
isolados foram incubados em placa de Petri de 9 cm de diametro com meio RBBR
0,02% + extrato de malte 0,5% + Agar 1,5%. Durante 10 dias os halos de
descoloracéo e de crescimento foram medidos com auxilio de uma régua de acrilico
comum. Foram feitas medicbes em dois eixos perpendiculares do halo de

descoloracéo e feito a média dos valores para cada dia de leitura.
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3.5.2 Enzimas Celuloliticas

O teste para selecdo de producdo de enzimas celuloliticas foi realizado
segundo a metodologia descrita por Dingle, Reid e Solomons (1953), através da
técnica de “cup-plate”, na qual utilizou-se carboximetilcelulose (CMC) como agente
indutor e o vermelho congo como revelador para visualizagdo da formacéao de halos.
Os isolados foram crescidos em meio liquido contendo NH4H,PO4 — 7g; KoHPO4 —
1,59; MgSO, — 0,5g; CaCl, — 0,3g; Solucao traco de sais (FeSO,.7H,O — 0,184g;
ZnS0,4.7H,0 — 0,178g; MnCl,.4H,0 — 0,158g — 2,5mL; Carboximetilcelulose (CMC) —
5¢g; H.O — 900mL) sendo o pH ajustado para 7,0, com tempo de crescimento de
7 dias a 28°C.

Para caracterizar a atividade enzimatica foi utilizado meio de caracterizacao
(Carboximetilcelulose (CMC) — 1%; Agar — 2%; H,O — 100%; pH — 7-7,4) em placa
Petri de 15 cm de diametro com 9 pocos de 8 mm de diametro abertos em fileiras de
3 pocos de forma equidistante formando fileiras de 3 pocos paralelas. Em cada poco
foram colocados 150uL do meio de inducdo onde o fungo cresceu. Esta placa foi
incubada a 28°C por 24 horas. Para revelar o halo de atividade enzimatica as placas
foram lavadas com solugéo de vermelho congo a 0,025% em tampéo fosfato pH 8
por 30 minutos. ApGs este tempo uma nova lavagem foi feita com solugdo de NacCl

0,5M em tampao fosfato pH 8, possibilitando a medicéo dos halos.

3.5.3 Selec¢do dos isolados quanto ao potencial enzi  mético

Para a selecdo do isolado com melhor atividade ligninocelulética as medias
obtidas na selecdo para enzimas ligninoliticas foram submetidas a Andlise de
Variancia (ANAVA) com aplicacdo do teste de Tukey com indice de significancia de
5%. O teste para atividade de enzimas celuloliticas foi realizado de forma qualitativa,

sendo o melhor resultado comparativo utilizado.
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3.6 ATIVIDADE ENZIMATICA: LACASE, MANGANES PEROXIDASE,
LIGNINA PEROXIDASE E CELULASE.

3.6.1 Estudo de parametro para otimizacédo enzimat ica

A partir da selecédo realizada entre os 28 fungos isolados aquele que
apresentou melhor resultado para as enzimas lignoliticas e as celuloliticas foi
utilizado nas andlises subsequentes. Para indicar qual seria a melhor condicdo de
cultivo onde o fungo apresentaria a maior excrecao das enzimas LiP, MnP, Lacase e
Celulase foi utilizado um planejamento experimental multivaridvel através da
aplicacdo do software Statistica (6.0), na qual o software forneceu planilhas de
ensaio e as superficies de resposta. As variaveis estudadas foram: temperatura de
incubacéo, pH inicial do meio, fonte de carbono e fonte de nitrogénio, como

demonstram as tabelas 03 e 04 do planejamento experimental.

Tabela 03: Dados do planejamento experimental.

Ensaio pH  Temperatura Fonte de Carbono Fonte de Nitrogénio
1 -1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1 -1
3 -1 1 -1 -1
4 1 1 -1 -1
5 -1 -1 1 -1
6 1 -1 1 -1
7 -1 1 1 -1
8 1 1 1 -1
9 -1 -1 -1 1
10 1 -1 -1 1
11 -1 1 -1 1
12 1 1 -1 1
13 -1 -1 1 1
14 1 -1 1 1
15 -1 1 1 1
16 1 1 1 1
17 0 0 0 0
18 0 0 0 0
19 0 0 0 0
20 0 0 0 0
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Tabela 04: Dados das variaveis do planejamento experimental.

Variaveis -1 0 1
pH 4 7 10
Temperatura (°C) 21 28 35
Fonte de Carbono CMC sacarose glicerol

Fonte de Nitrogénio  Sulfato de aménio Peptona  Extrato de Levedura

3.6.2 Determinacéo da atividade das enzimas de in  teresse

O fungo selecionado foi cultivado em meio para indu¢do enzimatica com a
fonte de nitrogénio e carbono pré-estabelecidas no planejamento experimental
(Fonte de Nitrogénio — 3g; K,HPO, — 1g; KCI — 0,5g; MgS0O,.7H,O - 0,5¢;
FeS0O,.7H,O — 0,01g; Fonte de Carbono — 5g; H,O destilada - 1000mL) (Czapek's
solution Agar modificado). O pH, temperatura, fonte de carbono e de nitrogénio
foram ajustados de acordo com a tabela do planejamento experimental. Apés o
periodo de incubacdo de 7 dias as culturas foram filtradas em papel de filtro com
poros de 14um em sua grande maioria, em seguida este filtrado foi centrifugado a 5000
rpm por 10 min sendo o sobrenadante utilizado para as determinacées enzimaticas.
Para o branco, metade das aliquotas foram colocadas em banho de fervura por 10
minutos para inativar as enzimas. A atividade de cada enzima foi determinada e as
resultados foram tratados no software Statistica 6.0. Para a determinacdo das
atividades de ligninases foi utilizada a equacéo derivada da Lei de Beer-Lambert:

A(Ab)x10°

EXRxt

Atividade de ligninases (Ufj

Onde:

A(Ab) é a diferenca entre a absorbancia dos extratos fervidos (branco) e ndo

fervidos (teste) nos tempos estabelecidos;

¢ é o absorbtividade molar (L.mol*cm™): sendo, LiP = 9300; MnP = 4460;
Lacase = 65000;

R é a aliquota de sobrenadante (uL);

t € o tempo de reagdo (minutos)
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3.6.3 Atividade de Lacase

A atividade de lacase foi determinada pela oxidacdo de siringaldazina,
segundo metodologia modificada de Szklarz (1984). O meio reacional foi composto
de 500uL de sobrenadante do extrato centrifugado, 200uL de tampé&o citrato-fosfato
(0,05M; pH 5,0), 100uL de agua destilada e 100uL de siringadalzina (2mM) em
etanol (0,1%). A formacdo do produto de reacdo foi acompanhada pela leitura da
absorbancia a 525nm em espectrofotémetro UV-Vis (Spectrum SP-2000 UV) por 5
minutos, com registros a cada 10 segundos.

3.6.4 Atividade de Lignina peroxidase

A atividade de LiP foi determinada pela oxidagdo de &lcool veratrilico em
presenca de peroxido de hidrogénio, segundo Tien e Kirk (1984). O meio reacional
foi composto de 500uL de sobrenadante do extrato centrifugado, 200uL de alcool
veratrilico (2mM) em tampao tartarato de sédio (0,4M; pH 3,0) e 200uL de peroxido
de hidrogénio (2mM). A formacdo de aldeido veratrilico foi acompanhada pela
leitura da absorbancia a 310nm em espectrofotbmetro UV-Vis (Spectrum SP-2000
UV) por 5 minutos, com registros a cada 10 segundos.

3.6.5 Atividade de Manganés peroxidase

A atividade de manganés peroxidase foi determinada pela oxidacéo de
vermelho de fenol na presenca de peroxido de hidrogénio, segundo metodologia
modificada de Kuwahara et al. (1984). O meio reacional foi composto de 500uL de
sobrenadante do extrato centrifugado, 50uL de sulfato de manganés (2mM), 200uL
de albumina bovina (0,5%)m 50uL de perdxido de hidrogénio (2mM) em tampéo
succinato de sédio (0,2 M; pH 4,5), 100uL de lactato de sddio (0,25 M), 100uL de
vermelho de fenol (0,01%). A reacao foi acompanhada pela leitura da absorbancia a
610nm em espectrofotometro UV-Vis (Spectrum SP-2000 UV) por 5 minutos, com
registros a cada 10 segundos. A reacao foi paralisada com 40uL de solugcéo de

hidroxido de sodio (2 M) e acompanhada por mais um minuto.
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3.6.6 Calculo da atividade especifica

O teor de proteina total das amostras obtidas nos experimentos de otimizacao
foi determinado pelo método de Bradford (1976) (Figura A19). Este consistiu na
reacdo de 100uL do extrato bruto enzimético com 5mL do reagente de Bradford por
5 minutos e posterior leitura a 595nm em espectrofotdmetro (Nanodrop 2000 UV-
Vis). Os resultados foram comparados com uma curva padréo tendo como base a
concentracéo previamente conhecida de albumina bovina. A atividade especifica foi
determinada pelo quociente da atividade enzimética pelo teor de proteina total do
extrato (Tabela A13). O experimento foi realizado em triplicada.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 COLETA E IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS

Foram coletados um total de 260 espécimes de basidiomicetos afiloforéides
na Reserva Planta¢cdes Michelin do Brasil na regido de Ituberd no sul da Babhia,
destes foram isolados 29 espécimes. A identificacao foi feita via taxonomia classica
com a utilizacdo de manuais e chaves de identificacdo (Ryvarden, 2004) com
excecao dos numeros 391, 397 e 408 que foram encaminhados para identificacédo
molecular. Perfazendo um total de 18 espécies, 13 géneros e 6 familias
(Ganodermataceae, Hymenochaetaceae, Polyporaceae, Fomitopsidaceae,
Meripilaceae, Auriculariaceae). Os substratos relacionados foram: I. Tronco caido
em decomposicdo, Il. Arvore viva, lll. Arvore morta e IV. Galho caido em
decomposicdo. Totalizando 82,15% para o substrato |, 3,57% para o substrato II,
7,15% arvore viva para o substrato Ill e 7,13% para o substrato IV, detalhado na
Tabela 05 e Figura 09. Todos os espécimes coletados foram depositados na
Colecdo de Cultura de Micro-organismos da Bahia (CCMB) e no Herbéario da
Universidade Estadual de Feira de Santana (HUEFS).

Substratos

7,13

7,15

ol
ml
ol
oV

Figura 09: Grafico dos substratos relacionados.



Tabela 05: Dados de coleta e identificagdo dos espécimes isolados.
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Numero - " Ndmero de
HUEFS Coordenada Substrato Espécie Familia Coleta
R0 m
159846 égégigg arvore caida Ganoderma australe Ganodermataceae 262
13°50'58.6" . . . . )
159851 3991342 3" arvore viva (Araca) Phylloporia fruticum Hymenochaetaceae 267
13°50'23.0" . .
159867 39913'49 6" arvore morta em pé Ganoderma australe Ganodermataceae 283
13°47'23.7" . . .
159879 39910'42 3" arvore em pé morta (Paguaré) Trametes sp. Polyporaceae 295
13°47'48.3" . - x
159883 3991050 1" tronco caido em decomposi¢éo Ganoderma australe Ganodermataceae 299
13°50'55.6" . X . . . .
159897 3901342 6" tronco caido em decomposi¢ao Fomitopsis rosea Fomitopsidaceae 313
13°50'33.3" toco de arvore em . . . .
159902 39013'41.6" decomposico Fomitopsis rosea Fomitopsidaceae 318
13°50'31.5" toco de arvore em . . . .
159906 39913'43.6" decomposico Fomitopsis rosea Fomitopsidaceae 322
o=y "
159909 égoigigg tronco caido em decomposicédo Ganoderma australe Ganodermataceae 325
13°50'23.5" . . .
159911 39914'02 5" galho caido em decomposicao Microporus ostreatus Polyporaceae 327
13°49'14.1" . . .
159915 39912'05.8" tronco caido em decomposi¢ao Microporus ostreatus Polyporaceae 331
13°49'13.3" . X . .
159933 39912'16.7" tronco caido em decomposi¢ao Phellinus gilvus Hymenochaetaceae 349
13°49'22.1" . . - -
159935 39912'15 7" tronco caido em decomposi¢éo Rigidoporus sp. Meripilaceae 351
13°47'38.3" . X . .
159949 3991112 5" tronco caido em decomposi¢ao Hexagonia hydnoides Polyporaceae 365
13°50'22.1" . . .
159952 39013'56.8" tronco caido em decomposi¢ao Microporus sp. Polyporaceae 368
13°50'12.5" . . . . .
159953 39913'55 6" tronco caido em decomposi¢éo Laetiporus sulphureus Fomitopsidaceae 369
e "
159956 égoigégé tronco caido em decomposicédo Microporus ostreatus Polyporaceae 372
o=y "
159957 égoigégg tronco caido em decomposicédo Ganoderma orbiformum Ganodermataceae 373
oc ) "
159958 égoigégg tronco caido em decomposi¢éo Ganoderma multiplicatum Ganodermataceae 374
13°50'06.5" . - x -
9959 39914'39 3" tronco caido em decomposi¢éo Ganoderma stipitatum Ganodermataceae 375
13°50'05.9" . X . .
159967 39914'56.9" tronco caido em decomposi¢ao Coriolopsis caperata Polyporaceae 383
13°49'50.6" . .
kkkkk * *
39913'25.4" tronco caido em decomposi¢ao 391
. 13°49'06.1" toco de arvore em . . 397
39012'04.5" decomposicao
13°49'04.9" . X .-
159982 39912'04.1" tronco caido em decomposi¢ao Ganoderma multiplicatum Ganodermataceae 398
13°48'55.0" . X . -
159985 39012'15.8" tronco caido em decomposi¢ao Lentinus crinitus Polyporaceae 401
13°49'06.3" . - x . . ) . .
159989 39912'16 3" tronco caido em decomposi¢éo Auricularia polytricha Auriculariaceae 405
13°47'34.9" . .
kkkkk * *
39910'45.0" tronco caido em decomposi¢ao 408
13°47'06.1" . X . -
160001 39010'51.8" tronco caido em decomposi¢ao Lentinus crinitus Polyporaceae 417
13048'28.0" arvore viva (em ramo morto) . . . .
160004 39911'06.9" Cheiro lembra percevejo Fomitella supina Fomitopsidaceae 420

*Espécimes ndo identificados
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Figura 10: Fungos coletados e identificados: A, Ganoderma australe (262); B. Ganoderma australe
(283); C. Ganoderma australe (299); D. Phylloporia fruticum (267); E. Trametes sp. (295); F. Fomitopsis
rosea (313); G. Fomitopsis rosea (318); H. Fomitopsis rosea (322).
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Figura 11: Fungos coletados e identificados: I. Ganoderma australe (325); J. Microporus ostreatus
(327); K. Phellinus gilvus (349); L. Rigidoporus sp. (351); M. Hexagonia hydnoides; (365); N.
Microporus sp. (368); O. Laetiporus sulphureus (369); P. Microporus ostreatus (331).
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Figura 12: Fungos coletados e identificados: Q. Ganoderma orbiformum (373); R. Ganoderma
multiplicatum (374); S. Ganoderma stipitatum (375); T. Coriolopsis caperata (383); U. Nao identificado;
(391); V. Néo identificado (397); W. Ganoderma multiplicatum (398); X. Lentinus crinitus (401).
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Figura 13: Fungos coletados e id entificados: Y. Auricularia polytricha (405); Z. N&o identificado
(408); Al. Lentinus crinitus (417); B1. Fomitella supina (420).

4.2 DESCRICAO DO FUNGO SELECIONADO

Fomitella supina (Swartz: Fr.) Murr.

Basidiocarpo: anual ou perene, efuso-reflexo, dimensdes de aproximadamente 15 x
7 x 6 cm, superficie superior ocracea, zonada, no himendéforo possui coloracdo
marrom claro, os poros sdo circulares com 6-7 por milimetro, o contexto é ocre a
marrom, rigido — fibroso, com aproximadamente 5 cm de espessura.

Sistema Hifal: trimitico, hifa generativa contextual com parede fina, com clamps,, 3-
4 um, de didametro, hifa esqueletal com parede fina, 4-7 um de diametro, hifa
ligadora com 2-3 um de diametro.

Basidio: clavado, 4 esterigmas, 13-15 x 5-6,5 ym, com clamp basal.

Basidiosporos: cilindrico, hialino, sem ornamentacao, ndo reagente para Melzer, 7-
8 x 4-4,5 pm

Tipo de podriddo: Podridao branca
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4.3 SELECAO DOS FUNGOS COLETADOS E ISOLADOS QUANTO AO
POTENCIAL DE PRODUGCAO DE ENZIMAS LIGNOCELULOLITICAS DE
INTERESSE

Dentre os 29 espécimes testados quanto ao potencial de descoloracdo do
Remazol Brilliant Blue R (RBBR) um total de doze (42,85%) apresentaram potencial
para producdo de enzimas ligninoliticas durante testes preliminares. Outro teste,
especifico para celulase foi aplicado para os doze espécimes positivos na
descoloracdo do RBBR. Neste teste foram selecionados sete espécimes com
potencial para producdo de celulase. Para justificar a selecdo de uma linhagem foi
aplicado um tratamento estatistico, ANAVA com Teste de Tukey, para a
diferenciacdo das médias obtidas no processo de descoloracédo. As figuras abaixo

apresentam as imagens de crescimento e descoloragédo do meio com RBBR.

Figura 14: Selecdo em RBBR do Fomitella supina. a) fungo com 2 dias de
crescimento; b) fungo com 5 dias de crescimento.

4.3.1 Ligninases

Os Gréficos abaixo (Figural5) relacionam a descoloracdo e o crescimento,
respectivamente, dos espécimes estudados durante o teste de potencial de

descoloracao do RBBR.
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Figura 15: Grafico que representa a descoloracao e o crescimento, respectivamente,
pelo tempo de incubacao.

Dentre os doze espécimes estudados dez apresentaram potencial de
descoloracdo do RRBR em meio solido, sendo o espécime 420 (Fomitella supina)
com maior potencial para a descoloragdo do RBBR, apresentando descoloracéo
total da placa Petri de 9 cm de diametro com 8 dias de incubacdo com inicio da
descoloracdo no 3° dia. Segundo Eichlerova et al. (2007) testes realizados para a
descoloracdo do RBBR pelo fungo de podriddo branca Dichomitus squalens,
apresentaram um periodo de 14 dias de incubacgdo para total descolora¢do do meio

com RBBR em meio sdlido.
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Eichlerova et al (2006) ressaltam que nos casos de diversos corantes (RBBR,
Verde Malaquita, Cristal Violeta) a descoloracéo teve inicio no 3° dia de incubacgéao
com um tempo maior que dez dias, em meédia, para a total descoloracdo da placa de
Petri de 9 cm de diametro, mas apresentando um tempo menor para a descoloracao
do corante Amaranto. No caso especifico do RBBR a descoloracao teve inicio no 3°
dia de incubacéo e no 10° dia a descoloracdo estava quase completa. Outra relacéo
encontrada foi a da taxa de crescimento micelial com a capacidade de descoloracao
para corantes como o RBBR, Verde Malaquita e Cristal Violeta, onde a taxa de
descoloracao parece acompanhar o crescimento micelial.

A forma e velocidade de crescimento das colbnias testadas apresentaram
significativa modificacdo durante os testes de descoloracdo, em alguns casos o
espécime perdeu a capacidade de descolorir 0 meio com RBBR ou se tornou
inviavel com crescimento irregular. Eichlerova et al (2007) concluiram em seu estudo
que caracteristicas morfolégicas e crescimento do fungo testado (Ischnoderma
resinosum) foram marcadamente modificadas por corantes industriais como o
RBBR, confirmando a natureza toxica destes corantes.

Em Souza et al. (2005) demonstraram que n&o houve correlacdo entre a
atividade enzimética e descoloracéo de efluentes, uma vez que a alta atividade de
fenoloxidases nao foi correlacionada com alta taxa de descoloracdo. Pode ser
observado com T. versicolor, microrganismos com alta atividade de lacase, conforme
descrito por Addleman e Archibald (1993) e Addleman et al. (1995), que nas
condicbes experimentais produziu 105 + 7 U.L™ e a cor foi reduzida em apenas
65 + 4%.
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A Tabela 06 apresenta a média dos halos de degradacéo para os 12 isolados

com potencial para producéo das enzimas de interesse.

Tabela 06: Medida dos halos de degradacao.

Linhagem Média desvio padréo
(cm)
283 0,36 0,00E+000
299 0,84 9,66E-001
325 0,73 8,49E-001
351 1,67 2,35E-002
372 0,00 0,00E+000
374 1,10 2,36E-002
375 0,40 8,49E-001
383 1,10 7,07E-002
391 0,00 0,00E+000
397 0,00 0,00E+000
408 0,00 0,00E+000
420 1,49 1,41E-001

O teste para producao de celulase, grafico abaixo (Figural6), mostra que o fungo

351 e 420 foram os melhores produtores em potencial.

Teste para Celulase

1,8

1,6
1,4 +
1,2 1

0,8 1
0,6 1
0,4 1
0,2

Médias dos halos (cm)

Linhagens

0283 m351 @299 0325 0372 m374 @375 @383 0391 m397 m408 0420

Figura 16: Grafico dos halos de degradacgdo do CMC.
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Para a diferenciacdo das médias encontradas foi aplicada analise de variancia

(ANAVA) com teste de Tukey utilizando o software SPSS v9.0 para Windows®. A as

tabelas abaixo demonstram os resultados encontrados.

Tabela 07: Resultado da ANAVA (SPSS v.90) para selecéo de

fungos ligninoliticos.

ANAVA

Soma dos quadrados

Entre os Grupos
Dentro dos Grupos
Total

330.407
727.104
1057.511

df Média dos quadrados F

11

108
119

30.037 4.462
6.732

Sig.
.000

Tabela 08: Resultado da ANAVA com teste
de Tukey (SPSS v.90) para selecdo de
fungos ligninoliticos.

TRAT

351
408
372
391
387
325
383
374
375
299
283
420
Sig.

N Subconjunto para alpha = .05

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

Tukey
1 2
.0000
.0000
.4500 .4500
2.4263 2.4263
2.7430 2.7430
3.4966 3.4966
3.5897 3.5897
3.6349 3.6349
3.7512 3.7512
3.7898 3.7898
4.0615
.062 .093

3

2.4263
2.7430
3.4966
3.5897
3.6349
3.7512
3.7898
4.0615
5.3342
.348

O teste estatistico de ANAVA com o teste de Tukey subdivide os tratamentos

por grupos de acordo com a semelhanga dos resultados, ou seja, quanto mais

parecida estatisticamente for a média mais préoximas sao colocadas. Na tabela fica

claro que o fungo 420 ficou isolado em um subgrupo pois sua média difere

estatisticamente dos demais fungos analisados. ApOs a aplicacdo do teste de

selecdo e do teste de Tukey, o fungo 420 (Fomitella supina) foi selecionado

mediante a comparacdo dos graficos plotados anteriormente para o potencial de

descoloracdo e o resultado da diferenciacdo das médias (teste de Tukey).
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Lembrando que a ferramenta estatistica ndo aponta o melhor resultado, apenas
mostra se ha diferenca significativa entre as médias encontradas. Desta forma o
potencial demonstrado pelo isolado 420 foi confirmado estatisticamente quando este

se diferenciou dos demais isolados e no grafico apresentou o melhor desempenho.

4.4 ESTUDO DE OTIMIZACAO DOS PARAMETROS PARA PRODUGAO DE
ENZIMAS

ApoOs o processo de selecdo o fungo Fomitella supina foi testado quanto a
potencial atividade para as enzimas Lignina peroxidase (LiP), Manganés peroxidase
(MnP), Lacase com parametros pré estabelecidos. Para a enzima celulase nao foi
detectada atividade durante as leituras, pois os resultados encontrados nao se
encontravam dentro da curva padrdo estabelecida para calcular a concentracao da
enzima. Sendo assim esta enzima ndo foi avaliada quanto aos parametros de
otimizacdo. A Tabela 09 mostra a atividade especifica encontrada para cada enzima

estudada em determinados parametros.

Tabela 09: Resultado da atividade especifica das enzimas lacase, LiP, MnP.

Ensaio pH Temp FonteC FonteN AE Lac AE MnP AE LiP
1 -1 -1 -1 -1 0 414,494346 -11202,4574
2 1 -1 -1 -1 0 2424,534 -98,3689497
3 -1 1 -1 -1 13,38846174 2657,05415 -32,7568361
4 1 1 -1 -1 0 2925,15775 -49,0253686
5 -1 -1 1 -1 0 -16216,5521 -13,7334892
6 1 -1 1 -1 4,62088792 -28,211966 -37,4995056
7 -1 1 1 -1 3,846217074 -5,49643159 -6,56026838
8 1 1 1 -1 0,1263931 -11,7860699 -14,4397544
9 -1 -1 -1 1 65,54633826 -29,6161423 -10,9954335
10 1 -1 -1 1 11,34329287 -1,8523122 -81,6964526
11 -1 1 -1 1 93,1874629 -16,015638 -52,4805295
12 1 1 -1 1 0 -12,3090384 -23,262059
13 -1 -1 1 1 203,5276715 41,7891584 -149,261796
14 1 -1 1 1 1,019199684 123,321185 4,73791501
15 -1 1 1 1 250,0593088 406,716924 21,7819013
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Tabela 09 (continuacdo): Resultado da atividade especifica das enzimas lacase, LiP, MnP.

Ensaio pH Temp FonteC FonteN AE Lac AE MnP AE LiP
16 1 1 1 1 1,768676265 19,2578367 -28,4727809
17 0 0 0 0 20,54737829 382,069784 -70,7919297
18 0 0 0 0 68,26157243 -236,348251 280,349147
19 0 0 0 0 27,11693194 311,220381 52,8071255
20 9 o 0 0 4213862273 17,8811148 -431,063581

- Dados em negrito foram descartados pelo programa Statistica 6.0 para otimizar os resultados

4.4.1 Lacase

A atividade para lacase foi a melhor entre as enzimas estudadas.
Apresentando 250 U.L™ como maior atividade nos parametros de pH 4,0, tendo
Extrato de levedura como fonte de nitrogénio, glicerol como fonte de carbono e
temperatura de 35°C com 7 dias de incubagé&o. A atividade encontrada no ensaio 20
foi descartado para otimizar os resultados durante a analise estatistica. Pelo
exposto na Tabela 09 e Figura 18, a fonte de nitrogénio e o pH foram significativos
para a atividade de lacase. O valor de R? foi 0,91295, indicando uma boa correlacdo

entre as respostas preditas e observadas.

Tabela 10: Tabela ANAVA para atividade de lacase.
Anava — R? =0,91295

SQ GL MQ Fcalc Ftab
Regresséo 84310,2389 10 8431,024 8,390342 1% 5,81
Residuo 8038,7891 8 1004,849 5% 3,35
Falta de Ajuste 6701,23 6 10% 2,54
Erro puro 1337,56 2 25% 1,63
Total 92349,03 18

Segundo Hatvani & Mécs (2003), quando pesquisaram a atividade enzimatica
em Lentinula edodes crescendo em residuo de malte, sob diferentes formas de
incubacédo, no meio liquido, encontraram a maior atividade de lacase no 30° dia de
incubacdo com aproximadamente 100 U.L'. Resultados semelhantes foram
reportados por Kaal et al. (1995) ao analisarem a atividade de enzimas ligninoliticas
de fungos de podriddo branca crescendo em meio liquido, onde a atividade de

lacase foi de aproximadamente 70 U.L* Chaparro et al. (2009) ao analisar a
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atividade enzimatica de fungos de podriddo branca degradadores de madeira
encontraram atividade de aproximadamente 170 U.L™" entre o 9° e 10° dias de

incubacdo. Assim o isolado 420 tem potencial para producdo de

lacase pois
apresentou atividade de 250 U.L™ no 7° de incubacéo.

L 06

[31 ot f

8
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@
Il 100
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Figura 17: Gréfico de tendéncia para otimizacao da atividade de lacase.
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Figura 18: Diagrama de Pareto para atividade de lacase.
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Os resultados (Figural8) demonstram que dentre os parametros estudados a fonte
de nitrogénio e o pH e a interacdo entre esses dois parametros influenciaram na
atividade de lacase. Aparentemente a fonte de carbono e a temperatura ndo foram
determinantes para a atividade de lacase. Regina e Broetto (2005) ao testarem
meios de indugdo com diferentes materiais lignocelul6ticos encontraram atividades
enzimaticas diferentes. Outros trabalhos parecem ligar a fonte de carbono, como
compostos aromaticos, ao aumento da atividade de lacase no meio. Elisashvili et al.
(2010) relataram que alguns dos compostos aromaticos utilizado na fermentacéo de
material lignoceluldtico por Trametes versicolor e Ganoderma lucidum tiveram uma
influéncia significativa sobre a producdo de lacase. Contudo outras fontes de
carbono como acido ferulico parecem nao interferir na atividade de lacase pelos
fungos Pycnoporus cinnabarinus e Pleorotus pulmonatius (SOUZA et al. 2004;
HERPOEL et al. 2000). As caracteristicas genéticas das espécies e linhagens, assim
como os parametros fisico-quimicos como pH, nitrogénio, temperatura, oxigenacao,
presenca de minerais interferem na producdo e acdo das enzimas (VYAS et al. ,
1994; TUOR et al., 1995; KAMIDA et al., 2005; ZHAO et al., 2008).

Estudos demonstraram que para Pycnoporus sanguineus CY788 a melhor
producdo de lacase se deu em meios contendo altos niveis de carbono e baixos
niveis de nitrogénio (Pointing et al. 2000). Contudo de forma contraria, a producéo
de lacase por outros fungos como, Pycnoporus cinnabarinus, Trametes versicolor e
Trametes gallica foi aumentada em culturas com altos niveis de nitrogénio (EGGERT
et al. 1996b; GALHAUP et al. 2002; DONG et al. 2005). Garcia (2006) relata que nao

existe um indutor 6timo para lacase comum a todos os fungos.

4.4.2 Lignina peroxidase

Os Resultados da analise estatistica sdo apresentados na Tabela 11. Em
aproximadamente 55% dos ensaios, a atividade de LiP néo foi detectada, o que

pode ser interpretado como erro experimental.
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Tabela 11: Tabela ANAVA para atividade de LiP.
Anava — R? = 0,65634

SQ GL MQ Fcalc Ftab
Regresséao 77877416,0612 10 7787742 1527851 1% 5,81
Residuo 40777495,3724 8 5097187 5% 3,35
Falta de Ajuste 40714045 6 10% 2,54
Erro puro 63451 2 25% 1,63
Total 118654911 18

O valor de R? foi relativamente baixo (0,65634) indicando que n&o ha boa
relacdo entre as respostas observadas e preditas. Xu et al. (2009) N&o detectaram
atividade de LiP para o basidiomiceto Irpex lacteus CD2 antes do 25° dia de
incubacédo. Relatam também que nas primeiras etapas da degradacao da lignina sao
necessarios agentes de baixo peso molecular, sendo que a LiP e outras enzimas
envolvidas no processo possuem um alto peso molecular dificultando sua
penetracdo na compacta estrutura lignocelulosica.

Além disso, as condi¢des de cultivo podem influenciar a expressao dos genes
responsaveis pela producdo de LiP (RUTTIMANN et al. 1992, RAJAKUMAR et al.
1996, D' SOUZA et al. 1999). Compostos fendlicos causam inativacao da atividade
de LiP e interferem na oxidagdo do alcool veratrilico por peroxidases, causando
inibicAo competitiva pelo substrato enzimatico (CARAMELO et al. 1999). Nestas
condicbes de cultivo torna-se necessaria a utilizacdo de outros substratos para a
determinacdo da atividade de LiP. Além disso, seria necessaria analise molecular
para identificar a presenca de genes de LiP, antes de se poder afirmar que F. supina

nao produz esta enzima.
4.4.3 Manganés peroxidase
Os Resultados da analise estatistica sdo apresentados na Tabelal2.

Tabela 12: Tabela ANAVA para atividade de MnP.
Anava — R2=0,59748

SQ GL MQ Fcalc Ftab
Regresséo 168601957,9167 10 16860196 1,187467 1% 5,81
Residuo 113587640,8769 8 14198455 5% 3,35
Falta de Ajuste 113462118 6 10% 2,54
Erro puro 125523 2 25% 1,63

Total 282189599 18
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O experimento montado ndo apresentou resultados estatisticos significativos
(Rz inferior a 0,75 e Fcalc ndo significativo em nivel de 25%). Contudo neste caso a
baixa correlacdo entre as variaveis estudadas e o fato da variabilidade entre os
resultados ndo ser significativa, pode esta ligada as condi¢cdes de cultivo. O fungo
testado pode n&o produzir a enzima nas condigbes especificas (composi¢do do
meio, pH e temperatura) as quais foi submetido, mas em outras condi¢des pode vir a
expressar a atividade MnP. Xu et al. (2009) relatam que durante o processo de
descoloracdo do RBBR o Irpex lacteus foi capaz de descolorir o meio e que a MnP
teve o principal papel neste processo. Contudo durante o experimento de
biodegradacéao a atividade de MnP néo foi detectada.

A atividade de MnP é sensivel a presenca de alguns metais. Varios metais
(cobre, ferro, manganés, molibidénio, zinco e niquel) sdo essenciais para o
crescimento fungico e também atuam como co-fatores enziméticos induzindo a
atividade ligninolitica (BALDRIAN et al. 2005). Entretanto, estes metais sdo téxicos
ao fungo quando em excesso, podendo inibir o crescimento e a atividade de
enzimas ligninoliticas (BALDRIAN 2003, HATVANI; MECS, 2003).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos na coleta e identificacdo dos espécimes coletados
demonstraram que a area estudada possui relativa diversidade de fungos
afilofordides. Entre o0s isolados 12 fungos apresentaram potencial atividade
enzimética o que revela um potencial biotecnologico latente nestes organismos
pouco inventariados. Os testes de selecdo quanto ao potencial de producdo para
enzimas lignoceluloliticas deixam claro esse potencial biotecnolégico. Contudo
durante os estudos de parametros para a otimizacao o fungo selecionado, Fomitella
supina, apresentou atividade mensuravel apenas para enzima lacase, sendo que LiP
e MnP ndo apresentaram atividade satisfatoria nas condicfes testadas. Quatro
hipéteses foram levantadas para a falta de atividade para essas enzimas. (i) as
condi¢gbes de cultivo ndo favoreceram a atividade dessas enzimas; (ii) no caso da
LiP pode estar ligado ao fato do gene responsavel pela expressao da LiP ndo estar
presente, ja que sua presenca € relativamente rara em fungos basidiomicetos,; (iii)
erro experimental durante a leitura da atividade enzimatica; (iv) Sucessao da
atividade de diferentes enzimas em tempos diferentes durante a degradacéo do
substrato na incubacgado, ou seja, o tempo destinado a incubagdo na inducdo da
atividade enzimatica pode ter favorecido a atividade da lacase (maior atividade) pois
esta enzima normalmente € a primeira a acessar 0 substrato lignocelulolitico. Em
trabalhos futuros € necessario o estudo de outros parametros de otimizacdo para
MnP, em relacdo a LiP é importante o estudo molecular para identificar um possivel
gene responsavel pela expressédo dessa enzima e otimizar a atividade de lacase em

estudos futuros.
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CURVA PADRAO DE ALBUMINA PARA DETERMINACAO DE PROTEINAS TOTAIS
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Figura A19: Gréfico da Curva de Proteina total pelo método de Bradford.
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DADOS REFERENTES AOS CALCULOS DAATIVIDADE ESPECIFICA DAS
ENZIMAS DE INTERESSE.

Tabela A13: Dados referentes aos célculos da atividade especifica das enzimas de interesse.

Proteina Atividade Atividade Atividade
Ensaios  Lacase (U/L) LiP (U/L) MnP (U/L) Total Especifica Especifica Especifica
(mg/L) (Lacase) (LiP) (MnP)
1 -0,476068376 -4,80585424 -6,95690085 0,0004 -1109,71649 -11202,45744 -16216,55209
2 -0,998290598  -14,202509  -4,07324365 0,1444 -6,91433 -98,36895 -28,21197
3 1,456410256  -3,56332139 -0,59790732 0,1088 13,38846 -32,75684 -5,49643
4 -0,349145299 -3,73058542 -0,89686099 0,0761 -4,58828 -49,02537 -11,78607
5 -0,088034188 -0,69892473 -1,50722471 0,0509 -1,72982 -13,73349 -29,61614
6 0,435042735 -3,53046595 -0,17438964 0,0941 4,62089 -37,49951 -1,85231
7 1,845726496  -3,14814815 -7,6856004 0,4799 3,84622 -6,56027 -16,01564
8 0,045726496  -5,22401434 -4,45316393 0,3618 0,12639 -14,43975 -12,30904
9 8,332905983  -1,39784946  5,31265571 0,1271 65,54634 -10,99543 41,78916
10 0,953846154 -6,869773 10,3699552 0,0841 11,34329 -81,69645 123,32119
11 22,90641026 -12,9002389  99,9750872 0,2458 93,18746 -52,48053 406,71692
12 -0,219230769 -4,40860215 3,64972596 0,1895 -1,15677 -23,26206 19,25784
13 13,11837607 -9,62066906 24,6263079 0,0645 203,52767 -149,26180 382,06978
14 0,183760684  0,85424134 -42,6133533 0,1803 1,01920 4,73792 -236,34825
15 44,74786325  3,89784946 55,692576 0,1789 250,05931 21,78190 311,22038
16 0,284615385 -4,5818399 2,877429 0,1609 1,76868 -28,47278 17,88111
17 2,906837607 -10,0149343  58,6385152 0,1415 20,54738 -70,79193 414,49435
18 1,538888889 6,32019116  54,6586946 0,0225 68,26157 280,34915 2424,53400
19 0,447863248  0,87216249  43,8839063 0,0165 27,11693 52,80713 2657,05415
20 9,29957265 -9,51314217  64,5553064 0,0221 421,38623 -431,06358 2925,15775




