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RESUMO

As enzimas do grupo oxiredutases apresentam potencial de aplicabilidade industrial
notadamente nas areas como biorremediagdo, industria alimenticia e na industria de celulose e papel.
Neste contexto, e considerando a biodiversidade fliingica da regido do Médio Solimdes ¢
imprescindivel avaliarmos o potencial enzimatico desses microrganismos. Poucos ou quase nenhum
estudo foi realizado neste sentido com fungos dessa regido, dai o interesse de avaliarmos o potencial
enzimatico dessa diversidade. Dentre as enzimas do grupo das oxiredutases (ligninoliticas) estdo
principalmente as lacases, ligninases, ¢ peroxidases as quais apresentam grande potencial de uso
industrial. Essas enzimas podem ser produzidas por fungos pertencentes a classes dos basidiomicetos,
um grupo que apresenta boa representatividade na regido. Para a realizacdo da presente pesquisa, a
coleta dos basidiocarpos foi realizada no més de marco de 2011, durante o periodo de verdo no
perimetro rural do municipio de Alvardes-AM. Para o isolamento fungico, utilizou-se o meio sintético
BDA, sendo retirados trés fragmentos fungicos de aproximadamente Smm de didmetro das bordas das
placas e transferidos para o meio de cultivo composto por 1000 ml de agua destilada estéril, 1g de
glicose e farinha da casca da Astrocaryum aculeatum meyer na concentragao 10g/L em erlenmeyer
com capacidade de 150 ml, os quais posteriormente foram incubadas em estufa BOD em condigio
estacionaria a temperatura de 30°C. A atividade de lacase da cepa Trametes lactinea foi na
concentracdo de 2% de farinha da casca do Astrocaryum aculeatum meyer e quantificadas nos
periodos de 03, 06 ¢ 09 dias. Para determinacdo das atividades da enzima foi utilizado o aparelho
espectrofotdmetro de absorbancia para leitura das amostras coletadas, para calcular a lacase , utilizou-
se a metodologia proposta por Ander e Eriksson (1976). O método consiste na oxidagdo do substrato
enzimatico de siringaldazina para sua forma de quinona que apresenta absor¢ao a 525 nm (eZ=65000
M-1 cm -1). A cepa Amazonica Tramets lactinea , expressou uma excelente cinética enzimatica no
terceiro dia, evidenciando assim a interagdo fonte de carbono e a cepa avaliada , ressalta-se entretanto

que sua maior atividade foi no nono dia obtendo um pico enzimatico de 33,7 U/L.
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ABSTRACT

The group enzymes oxiredutases have potential applicability especially in industrial areas such as
bioremediation, food industry and in the pulp and paper industry. In this context, and considering the
fungal biodiversity of the Middle Solimdes is essential to evaluate the enzymatic potential of these
microorganisms. Few or almost no study has been done in this connection with fungi that region,
hence the interest of evaluating the enzymatic potential of this diversity. Among the group of enzymes
oxiredutases (ligninolytic) are mainly laccases, ligninases and peroxidases which have great potential
for industrial use. These enzymes are produced by fungi belonging to the Basidiomycetes classes, a
group that exhibits good representativity in the region. For the realization of this research, the
collection of basidiocarps was held in March 2011, during the summer in a rural area of the
municipality of Alvardes-AM. For isolation fungal used the synthetic medium BDA being removed
fungal three fragments of approximately Smm diameter edges of the plates and transferred to culture
medium composed of 1000 ml of sterile distilled water, 1 g of glucose and peel flour Astrocaryum of
aculeatum meyer concentration 10g / L erlenmeyer with a capacity of 150 ml, which were
subsequently incubated in an environmental chamber in the stationary condition at a temperature of 30
° C. The laccase of Trametes lactinea strain was at a concentration of 2% flour bark Astrocaryum
aculeatum meyer and quantified in periods of 03, 06 and 09 days. To determine the activity of the
enzyme was used device spectrophotometer absorbance reading of samples to calculate the laccase, we

used the methodology proposed by Ander and Eriksson (1976). The method consists in the oxidation

of syringaldazin enzyme substrate to form quinone which has absorption at 525 nm (gX = 65,000 M-1
cm -1). The strain Amazon Tramets lactinea expressed an excellent enzyme kinetics on the third day,
thus underlining the interaction carbon source and assessed strain, it is noteworthy however that his

greatest activity was the ninth day getting an enzymatic peak of 33.7 U/ L.
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INTRODUCAO

O Brasil hda uma grande diversidade natural, devido a sua extensdo e a sua
heterogeneidade de ecossistemas e dentre os organismos mais conhecidos estdo plantas e os
animais, mas ha também uma grande variedade de protozoarios, fungos, bactérias, entre
outros. Na regido Amazonica o clima quente e umido ¢ favoravel a proliferacdao de linhagens
microbianas, especialmente os fungos que se reproduzem com grande eficiéncia neste habitat
e isso pode ser constatado pela grande diversidade de espécies encontradas nesta regido. Por
esta razao a regido Amazonica ainda abriga espécies desconhecidas de fungos com grande
potencial biotecnologico que podem ser aplicados de forma benéfica ao homem (PUTZKE &
PUTZKE, 2004).

Dentre os mais diversos microrganismos, encontram-se os fungos que desde a
antigiidade sdo utilizados como alimentos, devido ao sabor agradavel e as propriedades
nutricionais e medicinais sendo importantes agentes em diversos processos industriais, como
producdo de enzimas, vitaminas, antibidticos, polissacarideos, pigmentos, lipideos e
glicolipideos. E comprovado que estes organismos produzem um elevado niimero de
metabdlicos com atividades antitumoral, antiviral, antiinflamatoria, antitrombotica,
citostatica, hipoglicemia e antimicrobiana (PUTZKE, 2002). O basidiomiceto do género
Trametes ¢ provavelmente o mais ativamente investigado no filo Basidiomycota pelas
aplicacdes Dbiotecnologicas. A pesquisa estd direcionada para o género Trametes
principalmente pela sua utilizacdo na biorremedia¢do de solos. O género Trametes tem
aproximadamente 335 espécies (NYANHONGO et al, 2007).

Com a crescente demanda mundial por enzimas industriais e terapéuticas, os fungos
tém despertado a atencdo de véarias industrias biotecnologicas ligadas a diversos setores da
economia, pelo fato, de que as enzimas industriais s3o na sua maior parte, obtidas a partir de
microorganismos (SANT> ANNA JR., 2001). As enzimas estdo presentes em todas as células
vivas, onde exercem a fun¢do de catalisadores das reacdes que compdem as vias catabolicas e
anabolicas do metabolismo celular. Esses biocatalisadores sdo moléculas de proteinas e seu
poder catalitico estd associado a conformagao nativa, que depende de condigdes especificas de

pH, temperatura e forca i6nica do meio (MARTINEZ et al, 2005).

O crescente interesse a nivel mundial pelas enzimas fungicas deve-se ao fato do potencial de
usa-las em varias aplicagdes industriais € tem crescido a demanda por enzimas mais estaveis,

altamente ativas e especificas. Dados do Ministério do Desenvolvimento e Comércio Exterior



do Governo Federal mostra que o mercado de enzimas no Brasil, no ano de 2005, foi de US$
95,7 milhdes no total de importagdes, enquanto que as exportagdes foram de US$ 5,4 milhdes.
Este cendrio mostra que o mercado brasileiro ¢ essencialmente importador, indicando
desvantagens tecnologicas e estratégia em termos de producdo e uso das enzimas no Pais a
despeito de possuirmos um imenso depositario de diversidade fingica quase que totalmente
desconhecida que ¢ a Amazdnia. Neste contexto, temos possibilidades de pesquisar
alternativas de uso de novos microrganismos para producdo de enzimas com grande potencial
industrial, como ¢ o caso da manganés-peroxidase, lacase objeto do presente estudo. Esta
potencialidade industrial e biotecnoldgica, por si so6 justifica a presente pesquisa associada ao
fato de estarmos pesquisando esse potencial em fungo onde inexiste qualquer pesquisa nesse
sentido garantindo o ineditismo desta pesquisa. Busca-se também a formatacdo de obtencao
dessas enzimas, o que levaria a um processo de patente desse processo. Em fim, a presente
pesquisa objetiva, determinar a enzima produzida pela cepa Amazonica fungo Trametes
lactinea, que apresentou resultados promissores de crescimento frente ao teste de
Benvedamm, o que o credencia para estudo de produgdo e caracterizagdo do coquetel

enzimatico ligninolitico tendo em vista o potencial de uso industrial dessas enzimas.

MATERIAL E METODO

A Coleta dos basidiocarpos foi realizada no més de maio de 2011, durante o periodo
de verdo no perimetro rural do municipio de Alvaraes-AM. Estes foram coletados e
acondicionados em sacos de papel, previamente identificadas, registrados, anotados os
substratos e encaminhadas ao laboratério de Biologia do Centro de Estudos Superiores de
Tefé — CEST/Universidade do Estado do Amazonas — UEA, para entdo serem devidamente
isolados e recebidos as respectivas metodologias e codigos de identificacdao, sendo que uma
amostra foi enviada a colecdo de Fungos do Mestrado em Biotecnologia para identificacao

taxondmica.

PREPARO DO MEIO DE CULTURA

Utilizou-se o meio sintético BDA (Batata, Dextrose e Agar) Sintético, sendo 38g para
1.000 mL de 4gua 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. Posteriormente, o meio foi vertido em placas de Petri 90x15mm, dos
basidiocarpos coletados foi retirada a amostra de fungo (30 mm), utilizada para inoculacao, 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 sodio a 3%, logo apds
deixou-se o in6culo imerso por 2 minutos em agua destilada. Esses procedimentos foram
executados em ambiente estéril, (interior da cdmara de fluxo laminar adaptado) Bononi e

Trufem, (1985).

ISOLAMENTO DOS FUNGOS|

Apoés estes procedimentos as amostras inoculadas, seguindo a metodologia proposta por
Castro e Silva (1996), foram colocadas em placas de Petri 90x15mm com meio com BDA
(batata dextrose e agar), posteriormente lacradas com fita plastica do tipo Parafilm e
devidamente identificadas. As placas de Petri inoculadas foram incubadas em BOD (Baixa

Demanda de Oxigenio), a 30° C (x 2°C) para o crescimento micelial.

DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

PREPARO DO SUBSTRATO

As cascas do Astrocaryum aculeatum meyer, foram lavados, colocados em estufa elétrica a
40° para eliminag¢@o da umidade, em seguida triturados em liquidificador industrial e passados
em uma malha de 60 mesh. A farinha formada foi autoclavada a 1,5 atm a 121C° por 15 para
eliminacdo de possiveis microrganismos presentes na casca. A “farinha” produzida foi

utilizada como substrato de crescimento em meio liquido.

MEIO DE CULTIVO

Foram retiradas trés fragmentos fingicos de aproximadamente Smm de didmetro das bordas
das placas e transferidos para o meio de cultivo composto por 1000 ml de adgua destilada
estéril, 1g de glicose e farinha da casca da castanha na concentracdo 10g/L em erlenmeyer
com capacidade de 150 ml, os quais posteriormente foram incubadas em estufa BOD em
condig¢do estacionaria a temperatura de 30°C, sendo que os experimentos foram realizados em

triplicata.



ATIVIDADE ENZIMATICA

Foram determinadas as atividades de lacase dos fungos Trametes lactinea e na concentragao
de 2% de farinha da casca do Astrocaryum aculeatum meyer e testadas nos periodos de 03, 06
e 09 dias. Para determinacdo das atividades da enzima foi utilizado o aparelho

espectrofotometro de absorbancia para leitura das amostras coletadas.

ATIVIDADE DE LACASE

As aliquotas fingicas foram enviadas ao Laboratorio de Biorganica da Universidade
do Estado do Amazonas —UEA, Manaus sendo entregue a Professora MSc. Adriana da Silva
Nunes, para serem determinadas em espectrofotometro. A atividade da enzima lacase foi
determinada em um comprimento de onda de 525 nm, especifico para rea¢do de oxidacdo da
siringaldazina (SZKLARZ, et al. 2001). A metodologia utilizada foi segundo Ander e

Eriksson (1976). O método consiste em oxidacdo do substrato enzimatico de siringaldazina

para sua forma de quinona que apresenta absor¢do a 525 nm (£2=65000 M-1 c¢cm -1). De

acordo com a atividade enzimatica, uma unidade ativa de lacase corresponde a quantidade de
enzima necessaria para oxidar 1 umol de substrato por minuto. Para a determinacdo da
atividade lacase, utilizou-se 1 ml de caldo de cultivo filtrado, 0,95 ml de substancia tampao de
tartarato de sodio em pH 4,5, 1 ml de siringaldazina (solug¢do indutora, estoque, concentracao

de 5 mg/10 ml de etanol) e 1 ml de 4gua destilada.

RESULTADO E DISCUSSAO

As necessidades nutritivas dos micro-organismos sao basicamente as mesmas que as
de todos os seres vivos, que, para renovarem seu protoplasma e exercerem suas atividades,
exigem fontes de energia e fontes de carbono. Nas condi¢des artificiais do laboratério o
crescimento dos fungos é conseguido pela semeadura dos mesmos em meios de cultura, e
dada a variedade de tipos nutritivos, ¢ facil compreender que alguns meios de cultura sao
melhores para uns tipos de fungos, e ndo tao eficientes para outros. Isso nos mostra que para
se obter determinado produto do fungo, deve-se cultiva-lo no meio de cultura que lhe dé os
nutrientes necessarios para seu crescimento e produgdo dos metabolitos de interesse. Os
nossos resultados estdo de acordo com o relatado na literatura para os basidiomicetos
estudados, cujo melhor crescimento micelial ocorre de modo geral nesta faixa 4cida de pH 4 —

5 ( FONSECA, 2009);. Porém, esses dados estdo em desacordo com Fang e Zhong (2002)



que obtiveram o crescimento micelial maximo com o basidiomiceto Ganoderma lucidum em
pHs 6.0 — 6.5. E fundamental o estudo das condigdes de cultivo de espécies fungicas, porque
pode ocorrer incremento tanto da biomassa, quanto nos metabolitos secundérios importantes
em varias atividades biologicas dos fungos (NEPOMUCENA, 2010). Assim, foram
pesquisados neste trabalho alguns fatores que podem potencializar a produ¢do de enzimas
obtidas a partir da cepa Amazonica Trametes lactinea, tais como as condi¢des de crescimento,
residuo da casca do Astrocaryum aculeatum meyer que foram utilizadas como fonte
alternativa de carbono e ainda faixa de pH. Ressalta-se, entretanto que alguns elementos sdo
essenciais para o crescimento dos fungos. Carbono e nitrogénio sdo elementos essenciais no
crescimento micelial dos fungos e estdo diretamente relacionados a producdao de biomassa
destes microrganismos € secre¢do enzimatica. As quantidades de carbono e nitrogénio
necessarias mostram variagdes de acordo com a espécie e o meio estudado (GARCIA, 2006).
A atividade enzimatica foi calculada utilizando a metodologia proposta por Ander e Eriksson

(1976).

Atividade enzimatica = A ABS*10°

s RAT

onde:

&= coeficiente de absorcao de cada substrato, conforme dados da literatura;
A ABS= Absor¢ao final — Absorg¢ao inicial;
R= Volume em ml

At=tempo de reacdo em minutos.

Na presente pesquisa foi possivel realizar a determina¢do da cinética enzimatica da
enzima lacase obtida a partir da cepa do fungo Trametes lactinea sob a condi¢dao estacionaria
e 2% de suplemento de residuo, isso fermentados em faixa de pH pré-estabelecido. O
basidiomiceto Trametes lactinea produziu a enzima lacase apos o terceiro dia de atividade,
evidenciada um pico de 13,21 U/L da enzima, (figura 01), sendo que a presente enzima
continuou a ser secretada por todo o periodo pré-estabelecido de 09 dias de avaliacao, no
sexto dia de atividade este pico foi potencializado, assumindo um valor de 22,3 U/L, e ainda

na ultima leitura atingindo a cinética enzimatica de 33,7. (Figura 01). Nossos dados estdo de



acordo com a literatura que relata que muitos basidiomicetos produzem a lacase apds 2 ou 3
dias de crescimento e tém um tempo bastante variavel durante o qual a enzima continua a ser
produzida (GARCIA, 2006 ). No entanto a presente pesquisa merece algumas consideragdes,
como por exemplo: a faixa de pH, 6timo para basidiomicetos esta entre as faixas de 4 e 5,

portanto estes organismos tem preferéncia por meios acidos ( DAMASCENO 2009).
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Figura 01: Atividade Enzimatica de Lacase utilizando a cepa Amazonica Trametes lactinea a

partir do meio nutricional contendo o residuo da casca do Astrocaryum aculeatum meyer.

Nos ultimos anos tem ocorrido um interesse maior na utilizacdo eficiente de residuos
agroindustriais (PANDEY et al., 1992; ROSALES et al., 2002). Muitos bioprocessos tém sido
desenvolvidos baseados nesses materiais como substratos em bioprocessos para produgao de
enzimas isoladas, acidos organicos, etanol, cogumelos comestiveis, enzimas e metabolitos
secundarios biologicamente importantes (PANDEY et al., 1992; MASSADEH et al., 2001;
LAUFENBERG et al.,, 2003). Ressalta-se ainda que possivelmente a casca do tucuma
contenha 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 soluveis que puderam ser utilizadas para o crescimento
destes microrganismos (BUSWELL, 1991)

A partir do presente pesquisa foi possivel verificar a possibilidade do uso de residuos como
fonte de carbono para cepas Amazonicas na determinacdo de enzimas de interesse
biotecnoldgico. Apesar dos resultados favoraveis a pesquisa evidenciou algumas lacunas que
devem incrementadas para o entendimento melhor do processo, como por exemplo, usar

faixas de temperatura e pH diferentes, fontes de carbonos alternativas, ( residuos regionais) ,



¢ ainda vale ressaltar que o presente estudo foi realizado em fase estacionaria, por tanto

possivelmente este resultado seria ainda potencializado caso realizado em fase de agitacao,

isso, vislumbrando possibilidade de um produto final.

CONCLUSAO

A cepa Amazonica Tramets lactinea, expressou uma excelente cinética enzimatica a partir do

terceiro dia .

Houve uma intera¢do entre a Cepa Amazdnica Tramets lactinea e sua respectiva fonte de

carbono (Astrocaryum aculeatum meyer).

Seu melhor pico enzimatico foi no nono dia de atividade obtendo a média de 33,7 U/L.
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