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RESUMO

Pesquisas estdo sendo desenvolvidas utilizando enzimas em varias aplicagdes industriais especialmente com
fungos. A Laccase ¢ uma polifenol oxidase agindo sobre um dador de hidrogénio , podendo ainda atuar em uma
ampla gama de substratos, uma caracteristica que direciona seu trabalho em biodegradacdo de compostos
recalcitrantes. Por tanto, dada relevancia a pesquisa de buscou alternativas para a produg@o e caracterizacao de
enzimas de interesse indutrial utilizando fungos basidiomicetos, com o objetivo de avaliar a potencial produgdo de
enzimas que degradem HPAs (hidrocarboneto policiclico aromaticos). Apos a bioprospecgao por meio do teste de
Bavendamm , credenciou a espécie Trametes cubensis para o teste de tolerancia a HPAs. Nos testestes de tolerancia
a espécie de T.cubensis demontrou-se eficienciente em todas as concentracdes de pireno avaliadas. Na
determinagdo de lacase obtivemos 12.000 U / L em meio Com (HPAs) pireno, o que revela uma alternativa

promissora para os Produtos Petroliferos de biodegradagao.
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ABSTRACT

Research is being carried out using enzymes in various industrial applications, especially with fungi. Laccase is a
polyphenol oxidase acting on a hydrogen donor, and it can also act on a wide range of substrates, a characteristic
that directs its work in biodegradation of recalcitrant compounds. Therefore, given the relevance of the search for
alternatives for the production and characterization of enzymes of industrial interest using basidiomycete fungi,
with the objective of evaluating the potential production of enzymes that degrade PAHs (aromatic polycyclic
hydrocarbons). After bioprospecting using the Bavendamm test, he accredited the species Trametes cubensis for
the HPA tolerance test. In the tolerance tests, the 7. cubensis species proved to be efficient in all evaluated pyrene
concentrations. In the determination of laccase, we obtained 12,000 U / L in Com medium (HPAs) pyrene, which
reveals a promising alternative for biodegradation Petroleum Products.

Keywords: Bioremediation, fungi, laccase.
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INTRODUCAO

A biorremedia¢do entende-se pelo uso de microrganismos, que possam quebrar compostos organicos
visando utiliza-los como fonte de alimento (BERNOTH et al., 2000). Os produtos oriundos desta degradagéo séo
tipicamente CO? e H,O. O processo de biorremediagao de solos compreende a utilizagdo da tecnologia na camada
abaixo da lamina aparente (subsuperficie), incluindo zona vazodica situada acima do lengol freatico.

Nesta categoria de aplicacdo da biorremediacdo varios microrganismos, dentre eles fungos, bem como
nutrientes, tais como fosforo ou nitrogénio, podem ser empregados para implementar o processo de biodegradacao
(PINEDO-RIVILLA et al. 2009).

Neste caso, 0 processo resume-se na aplicagdo de fungos que utilizam os contaminantes organicos do sitio
como fonte de alimento. Uma vez comprovada a capacidade oxidativa de uma determinada cepa, ou ainda a
combinagdo de varias cepas, deve-se adotar modelo de estudo para verificagdo do potencial de
adaptacdo/competi¢do com a microbiota nativa, comparando-se os resultados e a cinética obtida. Ha um
reconhecimento crescente de que as enzimas podem ser usadas em muitos processos de biorremediagdo, como o
tratamento de poluentes (OLIVEIRA, 2005).

O potencial de aplicagdo de enzimas ligninoliticas tém 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 enzimatico, em comparagdo com os tratamentos convencionais incluem: aplicagdo dos
materiais recalcitrantes; a operacdo em altas e baixas concentragdes 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 e ESPOSITO, 2000).

As pesquisas mais recentes destacam as 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
(ACEVEDO et al., 2011; BETTS, 2012; LI et al., 2014; ZHANG et al., 2015). Na busca por alternativas para a
produgdo e caracterizagdo das enzimas € que o presente projeto vislumbrou utilizar cepas Amazonicas de fungos
basidiomicetos, com o objetivo de avaliar o potencial biotecnoldgicos para producdo de enzimas de interesse

Industrial, evidenciando assim o conhecimento da biodiversidade Amazonica.

MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi desenvolvida na Universidade do Estado da Amazonas (UEA), no Municipio de
Manaus-AM, no Laboratério do Mestrado em Biotecnologia — MBT/UEA. Coletas dos basidiocarpos foram
realizadas durante o més de novembro de 2014, no perimetro da Escola Estadual Maria da Luz Calderaro situada
na Cidade de Manaus —Amazonas. Utilizou-se o meio sintético BDA (dgar batata dextrose), sendo 10 g para 450
ml de 4gua destilada, posteriormente o meio foi auto-clavado ,juntamente com 50 mL de agua destilada, ap6s o
prévio resfriamento em torno de 30 =+ 5C°, foi acrescido 2,5 de 4cido géalico em condigdes assépticas.

Ap0s o resfriamento do meio de cultura, o contetido do erlenmeyer 125 mL (acido gélico), foi associado
ao de erlenmeyer 500 mL, apds a homogeneizacdo, o meio foi vertido em placas de Petri 90 x 15 mm,dos
basidiocarpos coletados retirou-se da cada exemplar a ser avaliado um fragmento de aproximadamente (30 mm),
para a inoculagdo, o qual passou por um procedimento de assepsia, segundo a metodologia proposta por Bononi e
Trufem, (1985) e Cornelis, (1987). Apds estes procedimentos as amostras foram inoculadas, seguindo a

metodologia proposta por Castro e Silva (1996), separando cada exemplar fungico a ser avaliado em placas de
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Petri 90 x 15 mm em triplicatas. As placas de Petri, foram repicadas e incubadas em BOD a 30 £ 2°C por um
periodo de 72 horas para avaliar o potencial das cepas quanto a produgdo de halos indicadores de enzimas

oxidativas.
Teste de Tolerdncia a (HPAs)

No teste de tolerancia, utilizou-se pireno e fenantreno e na proporcao 1:1, em trés concentragdes, sendo
240, 780 e 2.040 Ug/mL, respectivamente, sendo inoculados em placas de Petri 90 x 15mm separadamente e para
o grupo controle sem a presenca do (HPAs). A atividade foi mensurada um periodo total de 240 h, sendo mensurada

diariamente.
Fermentagdo Submersa (FSm)

A produgdo de lacase por fermentagdo submersa foi conduzida em frascos de Erlenmeyer (250 mL)
contendo 100 mL de solugédo nutritiva de meio malte a 2% e acrescido trés discos (5 mm) com micélio do fungo
Trametes cubensis, apds 72 h a inoculag@o, foram adicionado separadamente nos Erlenmeyer pireno e fenentreno
e uma associagdo de pireno + fenantreno 1:1 respectivamente, para o grupo controle procedeu-se da mesma forma
descrita a cima com meio malte a 2%, porém sem o contaminante. Os frascos foram mantidos por 15 dias a 30°C,
na auséncia de luz, com agitag@o de 180 rpm, sendo retirado a cada 5 dias e filtrada em papel filtro Whatman n°1
e, em seguida, centrifugada a 4000 g, 4°C por 30 minutos. O sobrenadante foi utilizado na determinagdo da

atividade enzimatica de lacase.

RESULTADOS

Das dez linhagens coletadas, cinco apresentam atividade enzimatica para fenol-oxidases (Perenniporia
martia, Lentinus crinitus, Dantronia brunneoleuca, Popyporus sp e Trametis cubensis). Por meio do teste de
Bavendamm, foi obtido os melhores resultados para Polyporus sp ¢ Trametes cubensis (Figura 1) média dos halos
de 15 mm e 16 mm em 72h de atividade respectivamente. As espécies P. martia, L. crinitus ¢ D. brunneoleuca

obtiveram discreta atividade.
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Figura 1. Média das formagdes dos halos (mm), em 72h de atividades.

Quanto a média dos halos formados, 7. cubensis apresentou a maior média, ja quanto ao coeficiente de

variagdo os dois maiores foram D. brunneoleuca e T. cubensis (Tabela 1).
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Tabela 1. Estatistica descritiva do tamanho dos halos formados.

P. martia L. crinitus D. brunneoleuca T cubensis Polyporus sp
Média (2,23 cm) (5,30 cm) (4,84 cm) (9,19 cm) (6,30 cm)
Variéncia 0.75 6,98 10,96 32,05 7,34
Ccv 38,7% 49,95% 68,36% 61,6% 43,1%-

*CV: Coeficiente de variagao.

Evidenciando-se que o didmetro do halo produzido por 7. cubensis € maior estatisticamente somente em
relagdo a P. martia, ao nivel de significancia de 99 % sendo, por outro lado, estaticamente igual em relagdo aos

outros fungos testados ao mesmo nivel de probabilidade estatistica (Tabela 2).

Tabela 2. Teste de Tukey para diferengas significativas entre as médias dos halos ao nivel de 99% de significancia.

P. martia L. D. brunneoleuca T cubensis Polyporus sp
(2,23 cm)  Crinitus (4,84 cm) (9.19 cm) (6,30 cm)
(5,30 cm)
P. martia - - - P<0,01 -
L. crinitus - - - - -
D. - - - - -
brunneoleuca
T. cubensis - - - - -

De acordo com os dados obtidos (Tabela 1), que indicaram a possibilidade do T. cubensis de produzir
enzimas oxirredutases passamos para a segunda etapa do projeto, onde foi analisada a tolerancia do mesmo em

(HPAs), pireno e fenantreno.
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Figura 2: Tolerancia do Fungo T.cubensis no ( HPAs) Pireno em diferentes concentracdes no periodo de 240h de

atividades.
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No tratamento utilizando o contaminante Pireno (Figura 2), este evidenciou uma promissora tolerancia
ao mesmo, pois obteve um crescimento micelial préoximo ao grupo controle e a partir do nono dia de atividade

atingindo a totalidade da placa 90mm, evidenciando o seu potencial biotecnogico frente ao contaminante.
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Figura 03: Influéncia de (HPAs) na produg¢ao de lacase por fungo Amazonico T.cubensis.

Os resultados de producdo enzimatica sugerem que, na presenca do HPA pireno, pode ter havido indugao
da produgdo das enzimas ligninoliticas, uma vez que foi observada uma maior atividade destas enzimas em
comparag¢do aos experimentos (Figura 3). Onde obteve um resultado promissor com 12.000 U/L aproximadamente
nos 15 dias de atividade, ressalta-se ainda uma producao de lacase substancial frente ao fenantreno, resultado este
em discordancia com o teste de tolerancia em placas aplicado no item a cima, isso possivelmente esta relacionado
pois o primeiro passo dos fungos no metabolismo de HPAs ¢ a oxidag@o do anel aromatico catalizada pela enzima

mono-oxigenase do sistema CYP para producdo de um 6xido de areno.

DISCUSSAO

De modo geral, os resultados obtidos na presente pesquisa indicaram possiveis microrganismos
produtores de enzimas fenol-oxidases, como por exemplo P. martia, L. crinitus e D. brunneoleuca que obtiveram
uma discreta atividade para o grupo das enzimas oxidativas, isso possivelmente estd relacionado com seus
metabolitos, como enzimas e polissacarideos, resultados semelhantes aos encontrados em outros grupos de
microorganismos por LEE et al (2014), como exemplo as espécies Peniophora cinerea e Pseudochaete tabacina.

Nossos resultados estdo em concordancia com Valle et al. (2014) que encontraram resultados semelhantes
na determinagdo da enzima lacase com Lentinus crinitus. Isso possivelmente estd relacionado com a atividade
enzimatica que ¢ diretamente influenciada pelo pH do ensaio, e cada enzima apresenta sua maior atividade em seu
pH 6timo. Outro aspecto importante que deve ser bem considerado é o tempo de cultivo do fungo, que pode alterar
outras variaveis presentes no meio de cultura, como por exemplo, a umidade, que por sua vez pode afetar
significativamente a produ¢@o enzimatica do microrganismo em estudo. Resultado este em concordancia com a
literatura consultada. Jong et al. (1992), isolaram e quantificaram a atividade peroxidativa de linhagens de
Trametes, revelando a habilidade em produzir lacase e manganés peroxidase, corroborando com os resultados
obtidos nesta pesquisa. O género Trametes apresentou melhor haloindicativo para fenol- oxidase o que corrobora
com estudos anteriores onde tem sido investigado por suas aplicacdes biotecnologicas por suas atividades
enzimaticas como: lacase e manganés peroxidase (KUHAD & SINGH, 2007; JONG et al., 1992). Trametes sp. foi
o melhor produtor de amilases e celulases de acordo com Souza et al. (2008).

Diversos fatores influenciam a produgo de fenol-oxidases e consequentemente a formagao de produtos.
Pode-se destacar entre outros: a composicdo do meio de crescimento, tempo de cultivo, pH, razdo carbono:

nitrogénio, temperatura, natureza quimica do substrato, luminosidade e aeragdo (IKEHATA et al., 2004).
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As fenoloxidases sdo produzidas principalmente por Basidiomycetes da podriddo branca, sendo também
detectada em fungos da podriddo marrom (DURAN e ESPOSITO, 2000).

Em termos de valores absolutos o maior didmetro do halo foi produzido por 7. cubensis, enquanto que
o fungo P. martia apresentou o menor valor para didmetro do halo. Os outros fungos apresentaram valores similares
para esse parametro.

Ressalta-se que na presenga de enzimas ligninoliticas, fungos de degradag@o branca podem oxidar HPAs
gerando radicais livres hidroxila pela doa¢do de um elétron, que oxida o anel aromatico (BAMFORTH e
SINGLETON, 2005). Esta reagdo gera quinonas ¢ acidos em vez de dihidrodiois. No caso destes fungos,
geralmente quinonas sdo acumuladas como produtos da degradacdo de HPAs. Sabe-se que as enzimas ligninoliticas,
como as Lacases, podem somente clivar o anel aromatico, sem induzir a mineralizagdo do HPA (CERNIGLIA,
1997).

A literatura vem apresentando o potencial de diversos fungos filamentosos na degradagdo de HPAs de
baixo e alto peso molecular. A maioria dos fungos degradadores de HPAs e demais poluentes ambientais pertencem
aos Filos Basidiomicota ¢ Ascomicota seguido pelo sub-filo Mucoromicotina. Dentre os diversos filos que
apresentam representantes com tal caracteristica, Basidiomicota detém 34% de fungos com habilidades em
degradacgao de poluentes recalcitrantes (HARMS et al., 2011). Outro ponto que merece nossas consideragdes € que
na presenga de enzimas ligninoliticas, fungos de degradagdo branca podem oxidar HPAs gerando radicais livres
hidroxila pela doag@o de um elétron, que oxida o anel aromatico (BAMFORTH e SINGLETON 2005). Esta reagao
gera quinonas ¢ acidos em vez de dihidrodiois. No caso destes fungos, geralmente quinonas sdo acumuladas como
produtos da degradagdo de HPAs. Sabe-se que as enzimas ligninoliticas, como as Lacases, podem somente clivar
o anel aromatico, sem induzir a mineralizagdo do HPA (CERNIGLIA, 1997).

CONCLUSAO

Das dez cepas Amazodnicas avaliadas, cinco apresentaram halos indicativos para enzimas fenol oxidases,
evidenciando assim um possivel produtor destas enzimas de interesse na Biorremediagdo Cabe ressaltar que os
maiores halos foram obtidos com a espécie Polyporus sp e Trametes cubensis. Entretanto a maior atividade, foi
evidenciada para a espécie Trametes cubensis, com média de halos em 72h de atividades del4 e 16 mm,
respectivamente. Nos testes de tolerancia a espécie 7. cubensis mostrou-se eficiente na formagao de halos frente
ao HPAs Pireno em todas as concentragoes Avaliadas 240,780 e 2040 Ug/mL.

Ressalta-se ainda o poténcial biotecnologico desta cepa Amazdnica para a Producdo de Lacase, pois
obteve uma média de 12.000 U/L, o que revela uma promissora potencialidade de produgdo.Apesar do resultado
favoravel ¢ imprescindivel otimizar estes processos, como por exemplo diferentes fontes de carbono; faixa de pH

e ainda determinar outras enzimas, avaliar a biodegradagdo em espectrometria de massa, e purificagdo da enzima.
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