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Resumo
Atualmente os processos biotecnoldgicos tém conquistado um lugar de destaque no
desenvolvimento tecnolégico mundial, exibindo caracteristicas econémicas e
operacionais que conferem vantagens em relacdo aos processos quimicos
convencionais. As enzimas sdo biocatalisadores utilizados em diferentes industrias
além de poder ser empregadas em estudos da biologia molecular, aplicacdes
biomédicas, no desenvolvimento de metodologias analiticas, na fabricacdo de produtos
tecnoldgicos e no tratamento de residuos. Estes catalisadores biologicos em geral sdo
bastante atraentes para a aplicacdo industrial, principalmente pela sua acéo eficiente e
seletiva e ha um reconhecimento crescente de que as enzimas podem ser usadas em
muitos processos de remediacdo, como o tratamento de poluentes, Podendo ser
considerado a producdo dessas enzimas como, um dos maiores setores da industria
biotecnoldgica. Neste sentido os fungos vém sendo amplamente utilizados na producao
de substdncias de interesse econdmico, como: enzimas, antibidticos, vitaminas e
esteroides. Dessa forma, € fundamental conhecer quais cepas AmazOnica acenam a
possibilidade de serem possiveis produtores de enzimas lignoliticas: grupo do fenol-
oxidase como as lignina-peroxidase e lacases, Portanto, este trabalho tem como objetivo
avaliar a producdo de fenol-oxidases através do teste de Benvendamm que utiliza o
acido tanico como indutor de enzimas por fungos Basidiomicetos. De modo geral das 4
cepas avaliadas, em 3 espécies evidenciou-se possiveis produtores das enzimas de
interesse. Cabe ainda ressaltar que o melhor resultados foi obtido com cepa Trametes
lactinea, com halos de 4,9 cm. Os resultados oriundos do presente projeto de grande
importancia para o estado incipiente da biotecnologia no Estado do Amazonas, uma vez
que se volta a aplicagdo industrial e principalmente com uso destas enzimas na area da

Biorremediacao.
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Abstract

Currently the biotechnological processes have gained a prominent place in the global
technological development, exhibiting characteristics that confer economic and
operating advantages over conventional chemical processes. Enzymes are biocatalysts
used in different industries and can be used in studies of molecular biology, biomedical
applications, the development of analytical methods, in manufacturing technology and
in waste. These biological catalysts are generally very attractive for industrial
application, mainly because of its efficient and selective action and there is a growing
recognition that the enzymes can be used in many remediation processes, such as the
treatment of pollutants, It can be considered the production of these enzymes as one of
the biggest sectors of the biotechnology industry. In this sense the fungi have been
widely used in the production of substances of economic interest, such as enzymes,
antibiotics, vitamins and steroids. Thus, it is essential to understand which strains
Amazon waving the possibility of possible enzyme producers lignoliticas: group of
phenol oxidase-like lignin peroxidase and laccase, Therefore, this study aims to evaluate
the production of phenoloxidases by testing Bavendamm using the tannic acid as an
inducer of fungal enzymes Basidiomycetos. Generally the four strains tested in three
species revealed a potential producers of the enzymes of interest. It is also worth
mentioning that the best results were obtained with strain Trametes lactinea with halos
of 4.9 cm. The results from this project of great importance for the incipient state of
biotechnology in the state of Amazonas, since it turns industrie applications and

especially with the use of these enzymes in the field of bioremediation.
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Introducéo

H&a um reconhecimento crescente de que as enzimas podem ser usadas em muitos
processos de biorremediacdo, como o tratamento de poluentes. O potencial de aplicacdo de
enzimas ligninoliticas tem sido alvo de grande interesse académico e industrial, devido a
sua capacidade de biodegradar uma série de poluentes toxicos e recalcitrantes. As potenciais
vantagens do tratamento enziméatico, em comparagdo com 0s tratamentos convencionais
incluem: aplicacdo dos materiais recalcitrantes; a operacdo em altas e baixas concentracfes
de contaminantes ao longo de uma ampla faixa de pH, de temperatura e salinidade; as
necessidades de aclimatacdo da biomassa e do processo de controle mais facil (DURAN &
ESPOSITO, 2000).

Industrialmente uma das principais fontes produtoras de enzimas Sdo 0S micro-
organismos. Estes sdo considerados fontes atrativas e de baixo custo na producdo destes
metabolitos, podendo ser cultivados em grandes quantidades e em tempo relativamente
curto. Acrescenta-se ainda a vantagem da producdo ndo estar condicionada as questfes
sazonais e geograficas e pela possibilidade de uso de matérias prima pouco dispendiosa.
(ZIMMER, et al., 2009).

A procura por enzimas vem sendo realizada utilizando varios tipos de produtos,
a partir de origem animal e vegetal, ou pelo aproveitamento da expressao enzimatica
decorrente do crescimento microbiano sobre determinados substratos (COLEN, 2006).
Dessa forma, os fungos sdo considerados maiores produtores das enzimas, as fenol-
oxidase como as lacases, manganés-peroxidases, lignoliticas, destacando-se
Phanerochaete chrysosporium, Penicillium spp., Paecilomyces spp., Cunninghamela
elegans, Candida spp., Torulopsis sp., Rhodotorula sp., Aspergillus sclerotium e Mucor
racemosus (BOONCHAN et al., 2000; BONUGLI SANTOS et al., 2010).

A literatura destaca as maiores familias de enzimas produzidas por fungos
lignoliticos: manganés peroxidase (MnP) (E.C:1.11.1), lacases (Lac) (E.C:1.10.3.2) e
lignina peroxidase (LiP) (E.C:1.11.1.14), sendo essas duas as mais importantes nos
processos de degradacdo de lignina com uma larga aplicagdo nas industrias (D’SOUZA
et al., 2006).

A lacase é uma enzima que contém cobre em seu sitio ativo, no entanto lignina
peroxidase (LiP) contém ferro como grupo prostético. A lignina peroxidase € uma
proteina heme com um elevado potencial de oxidacéo e pode oxidar substratos fenolicos
e ndo fendlicos. A lacase é uma oxidase que catalisa a reducdo do O, a H,O e oxida

aminas aromaticas (D’SOUZA et al., 2006). Por tanto dada relevancia e a busca por



alternativas para a producdo e caracterizacdo das enzimas é que o presente projeto
vislumbra utilizar cepas Amazoénicas de fungos basidiomicetos, com o objetivo de
avaliarmos preliminarmente potencial biotecnolégicos para producdo enzimas de

interesse Industrial, evidenciando assim o conhecimento da biodiversidade Amazonica.

Material e Métodos
Coleta dos Fungos

A presente pesquisa foi desenvolvida na Universidade do Estado do Amazonas
(UEA), no Municipio de Tefé—~AM, no Centro de Estudos Superiores de Tefé (CEST),
laboratério de Biologia. As coletas dos basidiocarpos foram realizadas durante o
periodo de verdo entre os meses julho e agosto, no perimetro Rural do Municipio de
Alvardes-AM, na Comunidade de Nogueira, cuja geografia apresenta uma latitude de
3°30°S, longitude 64°80°W e altura de 75m (Figura 1).
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FIGURA 1: Localizagdo geogréfica da area de coleta dos fungos basidiomicetos, Alvardes-AM (seta

branca).
Preparo do Meio de cultura

Os fungos coletados sdo os Lentinus crinitus, Pycnoporus Sanguineos, Trametes
lactinea e Trametes elegans. Para o preparo do meio de cultura utilizou-se 0 meio
sintético BDA (Batata, Dextrose e Agar) Sintético, sendo 19g para 450 ml de agua



destilada e auxilio de um bastdo de vidro foi dissolvido em Enlermeyer, de 1.000 ml.
Posteriormente foi vedado e levado para autoclave a 121 °C por 20 min a 1 atm para
esterilizacdo final. Autoclavou-se separadamente 50 mL de agua em erlenmeyer de 125
mL. Quando a 4gua do erlenmeyer 125mL ficou morna 30+35C°, foi acrescido 2,5 g
de acido téanico (Css Hs, O46) em condicles assépticas, agitou-se a mistura para que o
acido tanico se dissolva e forme uma mistura homogénea. Apo6s o resfriamento do o
meio de cultura, o contetdo do erlenmeyer 125 mL foi associado ao de erlenmeyer 500
mL e agitado para que o &cido se distribua uniformemente. O meio, entdo, foi vertido
em placas de Petri 90x15mm, antes de ser resfriado, pois ndo se pode fundi-lo
novamente, sob pena de oxidar a &cido e inutilizar o meio.

Dos basidiocarpos coletados foi retirada a amostra de fungo (30 mml),
utilizada para inoculacéo, a qual passou por um procedimento de assepsia, que consta
das seguintes etapas: mergulhar a amostra por 2 minutos em alcool 70%, em seguida
em hipoclorito de sddio a 3%, logo apds deixou-se o indculo imerso por 2 minutos em
agua destilada. Esses procedimentos foram executados em ambiente estéril (interior da

camara de fluxo laminar adaptado) (Bononi e Trufem, 1985), (Cornelis, 1987).
Isolamento dos Fungos

ApOs estes procedimentos as amostras inoculadas, seguindo a metodologia
proposta por Castro e Silva (1996), foram colocadas em placas de Petri 90x15mm e em
tubos de ensaios inclinados com meio com BDA (batata dextrose e &gar), acrescido de 2
comprimidos de ampicilina (200g), para evitar possiveis contaminac@es. Posteriormente
lacradas com fita pléstica do tipo Parafilm e devidamente identificadas.

As placas de Petri 90x15mm, foram repicadas e incubadas em BOD (Baixa
Demanda de Oxigénio) a 30° C (+ 2°C) por um periodo de 72 horas para, avaliar o
potencial das cepas quanto a produgdo de halos indicadores de enzimas oxidativas.
Durante o periodo de 72h, as culturas foram monitoradas diariamente para a

quantificacdo do crescimento dos possiveis halos de inibicéo.
Resultados e Discussdo

De modo geral, os resultados oriundos da presente pesquisa indicaram possiveis
microrganismos produtores de enzimas oxidativas, (Tabela 2) e (Tabela3). A cepa

Pycnoporus sanguineus, obteve uma discreta atividade para o grupo das enzimas



oxidativas (Tabela 1). A maioria dos processos biotecnoldgicos que utilizam fungos
basidiomicetos baseia-se nos seus metabdlicos, como enzimas e polissacarideos. Dentre
0s metabdlitos produzidos por esses fungos devemos destacar cinabarina, um derivado
fenoxazinico com atividade antibacteriana e antiviral, encontrado em Pycnoporus
sanguineus (SMANIA; SMANIA JR.; LOGUEIRO-LEITE, 1998; SMANIA et al.,
1997).

Para o fungo CEST 001 (Lentinus crinitus), este ndo evidenciou atividade entre os
metabolitos produzidos pelo fungo e o &cido tanico, resultado semelhante foi mostrado
por NEPOMUCENA (2010). Para o grupo controle, este ndo foi observado reactes
entre os metabdlitos produzidos pelas cepas avaliadas.

Tabela 1: Crescimento do Halo em cm da Cepa CEST 002, pH 5.0.

Pycnoporus sanguineus

Data Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média
parcial/3
08/09 1/1=1 Nao cresceu  N&o cresceu 0.333
09/09 3/2=2,5 2,5/2=2,25 2,5/1,5=2 2,25
10/09 3,6/3=3,25 4/25=3,25 2,7/3,5=3,1 3,33

Tabela 2: Crescimento do Halo em cm da Cepa CESTO003, pH 5.0

Trametes lactinea

Data Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média

parcial/3
08/09 1,5/2=1,75 2/2=2 2,5/1,7=2,1 1,95
09/09 6/5,5=5,75 6/7=6,5 6,2/5,5=5,85 6,03
10/09 8/8=8 8/8=8 7,75/7,6=7,675 7,9

Tabela 03: Crescimento do Halo em cm da Cepa CEST 004, pH 5.0.

Trametes elegans

Data Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média
parcial/3
08/09 09/1=11 11/1=105 0,7/1,2=0,95 1,03
09/09 3/4=3,5 5/6=5,5 6/7=6,5 5,16
10/09 8/6=7 9/9=9 9/9=9 8,33




Por outro lado para os testes com os fungos do basidioma Trametes, estes
mostraram-se possiveis produtores de enzimas. Os fungos tém tendéncia a colonizar os
ambientes acidos e para suas atividades metabdlicas freqlientemente acidificam ainda
mais 0 meio. O crescimento 6timo dos basidiomicetos se faz em geral em pH entre 4 a
6.5 e muitas espécies toleram grandes variacfes de pH. Os fungos podem se adaptar em
meios bem acidos. (CASTRO E SILVA 2002).

Os dados deste trabalho estdo de acordo com a literatura que relatam a faixa de
pH étima sendo entre 5 e 6 sob agitacdo, € um fator fundamental na producdo de lacases
fangicas (Dekker & Barbosa, 2001; Papagianni, et al., 2001; Pointing, 2000). Porém,
alguns trabalhos relatam uma maior atividade da lacase em meios de cultivos estaticos
(Martinez, et.al., 2009). Outro fator analisado € que o efeito negativo do processo de
agitacdo tem sido documentado como inibidor da producéo de lacases em fungos, algo

gue ndo foi o aliado em nossos experimentos.

As Lacases fangicas tém sido encontradas em diferentes géneros de
ascomicetos, Aspergillus, Neurospora e Podospora, alguns deuteromicetos, Botrytis e
principalmente basidiomicetos, Collybia, Fomes, Lentinus, Pleurotus, Trametes
particularmente aqueles associados com madeira deteriorada ou em estagio terminal de
decomposicdo (D'Souza et al. 2006). Os melhores produtores de lacase séao
basidiomicetos pertencentes ao grupo dos fungos de decomposicdo branca, eficientes
degradadores de madeira (Mayer & Staples 2002; Thurston, 1994). Quase todos esses
fungos produzem MnP e lacase, mas somente alguns produzem LiP (Hatakka,
1994). No bioensaio para a cepa Trametes elegans obteve crescimento micelial de
aproximadamente 3.5 c¢cm, evidenciando assim um possivel produtor de enzimas de
interesse industrial. Ressalta-se ainda que o melhor crescimento ocorreu para a cepa de
Trametes lactinea, com fonte micelial de aproximadamente 4,9 cm evidenciado na
(Figura 02).



Meédia Aritmética em 72 horas de Atividade

5 —
= 4,5 -
<
§ 4
= 3,5 - B Lentinus crinitus
==3 3 7 B Pyvcnoporos Sanguineus
Y o25 - .
s Trameres lactinea
= 2 -
= B Trametes elegans
= 1,5 1
= 1
=,

0,5 -
0 =

Cest 001 Cest 002 Cest 003 Cest 004

Figura 2: Média Final em 72 horas de atividade dos halos de reagdo entre os metabolitos produzidos
pelas cepas Lentinus crinitus; Pycnoporus sanguineus; Trametes lactinea e Trametes elegans através do
teste de Benvendamm.

Conclusao

e Das quatro cepas testadas, em trés foi possivel identificar halos indicativos para
enzimas oxidativas, evidenciando assim um possivel produtor destas enzimas de
interesse industrial como na industria farmacéutica e industria de fermentacdo de
bebidas e alimentos.

e Cabe ressaltar que os maiores halos foram obtidos com o Género Trametes, com
halos de indicativos para classe de Enzimas Oxiredutases. Entretanto a maior
atividade, foi para a cepa Trametes lactinea, com halos de 4,9 cm.

e Apesar do resultado favoravel é imprescindivel otimizar estes processos, como

por exemplo diferentes fontes de carbono; faixa de pH e temperatura.
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