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RESUMO

O sistema ligninolitico produzido por fungos apresenta grande interesse
nos dias de hoje, por possuir diferentes aplicagdes, com minima agressividade
ambiental. As enzimas ligninoliticas podem ser utilizadas para o tratamento de
residuos lignocelulésicos, biopolpagdo, tratamento de efluentes, etc., além de
poderem degradar uma variedade de poluentes organicos. No presente trabalho
foi realizado o estudo do sistema ligninolitico de cinco linhagens de fungos,
capazes de produzir enzimas que participam da degradagdo da lignina, em
diferentes condigdes de oxigenagdo. A selegdo dos microrganismos foi efetivada
a partir dos resultados de produgio enzimatica de dez linhagens iniciais,
crescidas em meio contendo papel de filtro como fonte de carbono, sob condi¢des
aerobica com agitagdo, aerobica sem agitagdo e sob condigdo microaerofilica. Os
resultados de produgdo de enzimas celuloliticas pelas linhagens iniciais também
foram levados em consideragdo na sele¢do. Quatro linhagens de fungos
filamentosos LHS5 (deuteromiceto), 20 (deuteromiceto), Q10 (7richocladium
canadense), H2 (basidiomiceto), ¢ uma linhagem de levedura LD (Geotrichum
sp) foram selecionadas. Apés a sele¢do os cinco microrganismos foram
cultivados sob condig¢do de baixa oxigenagfio em seis diferentes meios de cultura
contendo como fontes de carbono: alcool veratrilico (0,4 mM); acido
lignosulfonico (0,5%); éacido lignosulfonico dialisado (0,5%); xilana (0,5%);
serragem (0,5%) e bagago de cana (0,5%). Os resultados de produgdo das
enzimas lignina peroxidase (LiP), manganés peroxidase (MnP), lacase,
peroxidases e alcool veratrilico oxidase (AVO) revelaram que em meios contendo
alcool veratrilico, xilana, serragem e bagago de cana, houve melhor producgio da
enzima MnP, enquanto que para os meios onde o acido lignosulfénico e o acido

lignosulfénico dialisado foram utilizados como fontes de carbono, a melhor
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produgdo foi para as enzimas LiP e AVO. Os microrganismos cultivados sob
condi¢do aerdbica com agitagdo em meios contendo papel de filtro, serragem e
bagago de cana apresentaram, de maneira geral, melhor produgdo de MnP. Os
microrganismos também foram crescidos nesses trés meios, primeiramente sob
condigdio de agitagdo sendo posteriormente colocados sob condigdo
microaerofilica, onde foi observado um aumento de produgdo das enzimas LiP e
AVO. A verificagdo da degradagdo do acido lignosulfonico utilizado como
substrato, e da presenga de etanol nos caldos enzimaticos obtidos dos
microrganismos crescidos em serragem e em bagago de cana, foram monitorados
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Os cromatogramas dos
caldos de cultivo apresentaram melhores resultados de degradagdo para o 4cido
lignosulfonico dialisado do que para o 4cido lignosulfnico ndo dialisado. A
detec¢do do etanol nos sobrenadantes das culturas variou com a fonte de
carbono, serragem ou bagasso de cana, e com as condi¢gdes de crescimento

utilizadas.



SUMMARY

The ligninolytic system produced by fungi is currently of great interest
because it has many environmental applications. Ligninolytic enzymes can be
used for the treatment lignocellulosic wastes, biopulping, effluent treatment, etc.,
and one able to degrade a variety of organic pollutants. In the present work a
study was made of the ligninolytic system of five fungal strains, capable of
producing enzymes that participate in lignin degradation, under different
conditions of oxygenation. The screening of microorganisms was made
considering the results of enzymatic production in ten strains, grown in a medium
containing ground Whatman n° 1 paper as the carbon source, under aerobic
conditions with or without shaking and also under microaerophilic conditions.
The production of celullolytic enzymes by the initial strains were also considered
in the screening. Four strains of filamentous fungi LHS (deuteromycete), 20
(deuteromycete), Q10 (Irichocladium canadense), H2 (basidiomycete) and one
yeast strain LD (Geotrichum sp) were selected. These five MICTroorganisms were
grown under low oxygenation conditions in six different culture media containing
as carbon sources: veratryl alcohol (0,4mM); lignosulfonic acid (0,5%); dialised
lignosulfonic acid (0,5%); xylan (0,5%); sawdust (0,5%) and sugar-cane bagasse
(0,5%). The production of the enzymes lignin peroxidase (LiP); manganese
peroxidase (MnP); laccase; peroxidases and veratryl alcohol oxidase (VAO)
revealed that in media containing veratryl alcohol, xylan, sawdust and sugar-cane
bagasse, there was a better production of MnP, while in media where the
lignosulfonic acid and dialysed lignosulfonic acid were used as carbon sources,
the greatest production was of LiP and VAO. The microorganisms that were
grown on ground Whatman n°1 paper, sawdust and sugar-cane bagasse under

shaking showed better production, in general, of MnP. The strains were also
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grown in these media primarily under shaking conditions, subsequently being
under microaerophylic conditions, where an increase in the production of the
enzymes LiP and VAO was observed. The demonstration of lignosulfonic acid
degradation and the presence of ethanol in the enzymatic supernatant of the
microorganisms grown in sawdust and in sugar-cane bagasse, were monitored by
HPLC. Dialysis of the lignosulfonic acid resulted in higher degradation levels
after growth of the fungi, whem compared to the non-dialysed one. The ethanol
appearence in the cultures broth varied with the carbon sources sawdust or sugar-

cane bagasse and also with the growth conditions used.



1. INTRODUCAO

A grande quantidade de material lignocelulésico que ¢ produzida
anualmente tem intensificado consideravelmente o interesse pelo estudo de sua
utilizagdo como fonte renovavel de energia e de sua degradagdo ambiental. Cerca
de 95% da biomassa basica da Terra é composta por materiais lignocelulésicos,
sendo aproximadamente 50% constituido por celulose, 30% por hemicelulose e

25% por lignina.

A maior fragdo que compde a biomassa lignocelulésica é a celulose,
constituida por aproximadamente 14.000 unidades de glicose unidas por ligagdes
glicosidicas B-1,4, formando um polimero linear com estrutura estabilizada por
pontes de hidrogénio. As pontes de hidrogénio intramoleculares formam as
regides cristalinas que representam cerca de 85% das fibrilas, os 15% restantes

sdo formados por regides amorfas, onde as pontes de hidrogénio estdo ausentes.

A hemicelulose ¢ um polissacarideo composto por pentoses,
principalmente do tipo xilose e arabinose; hexoses do tipo glicose, manose e
galactose; 4cidos urGnicos; e outros aglcares menores. O polimero de
hemicelulose encontra-se na parede celular vegetal associado com a celulose em

tecidos lignificados.

A lignina € um polimero tridimensional, de estrutura complexa, presente na
parede celular de células vegetais, fornecendo rigidez e protegendo a célula
contra  ataques  microbiolégicos. Apresenta-se ligada quimicamente a

hemicelulose formando uma matriz encrustada nas microfibrilas de celulose.



A degradagdo biologica da lignina é uma das etapas mais importantes do
ciclo do carbono. Muitos microrganismos possuem habilidade de degradar a
lignina em diferentes graus e metabolizar compostos intermediarios de baixo peso
molecular, entretanto sdo poucos os capazes de degrada-la extensivamente, sendo
os mais conhecidos e estudados os fungos de decomposigdo branca, dentre eles o

basidiomiceto Phanerochaete chrysosporium.

O processo de degradagdo da lignina por fungos é oxidativo, envolvendo
provavelmente enzimas como as lignina peroxidase (LiP), manganés peroxidase
(MnP), lacase e enzimas produtoras de H,O,. As concentragdes de nitrogénio,
carbono e oxigénio podem afetar a fisiologia da degrada¢do, bem como as

condigdes de cultivo como temperatura, pH e umidade.

As enzimas ligninoliticas produzidas por microrganismos apresentam um
grande potencial aplicativo, podendo ser utilizadas para o tratamento de
efluentes, tratamento biologico de material lignocelulésico, biopolpagdo, etc.,

podendo também degradar um grande numero de poluentes organicos.

Atualmente, muitos progressos relacionados com o mecanismo de
degradagdo da lignina foram alcangados, mas existem ainda muitas duvidas
relativas ao sistema ligninolitico produzido por microrganismos. O presente
trabalho tem como objetivo a selegdo de fungos capazes de degradar a lignina sob

diferentes condi¢des de oxigenagio e o estudo de seus sistemas enzimaticos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 LIGNINA

A lignina é um caracteristico constituinte cimentante localizado entre as
paredes celulares de tecidos vegetais. Ela nfo representa um composto definido e
uniforme, mas ¢ uma forma coletiva de substincias que possuem propriedades
quimicas muito semelhantes, mas com pesos moleculares diferentes. O peso
molecular da lignina pode variar em torno de 100.000 Da ou mais. Uma
consideravel parte da atividade fotossintética nas plantas ¢é empregada na
conversdo do dioxido de carbono atmosférico em lignina. A lignina constitui
cerca de 40% da energia solar estocada nas plantas, desempenhando um

importante papel no ciclo do carbono. (Janshekar e Fiechter, 1983).

O polimero de lignina desempenha intimeras fungdes essencias para a vida
das plantas (Janshekar e Fiechter, 1983), fornecendo um suporte mecanico,
servindo como uma barreira contra o ataque microbioldgico ¢ agindo como um

selo impermeavel a dgua nos vasos xilema de plantas vasculares (Eriksson,
1991).

A lignificagdo € uma resposta comum das plantas para infecgdes ou
ferimentos (Grisebach, 1981). O processo de restabelecimento de ferimentos
envolve a lignificagdo e a suberizagdo da superficie celular, que esta associado ao

aumento de resisténcia a infecgdes.

Os materiais lignoceluldsicos formados por celulose, hemicelulose e

lignina, compreendem cerca de 95% da biomassa basica da Terra. A composi¢io



desses trés biopolimeros varia de acordo com a fonte. Em madeiras coniferas a
celulose representa cerca de 40-50%, a hemicelulose 20-30% ¢ a lignina 25-35%;
o bagago de cana compreende aproximadamente 40% de celulose, 30% de
hemicelulose € 20% de lignina; o papel jornal contém 50% de celulose, 20% de

hemicelulose e 30% de lignina (Janshekar e Fiechter, 1983).

2.1.1. Estrutura da Lignina

A lignina é composta por moléculas poliméricas altamente ramificadas
consistindo de unidades monoméricas basicas de fenilpropano unidas por
diferentes tipos de ligagdes (Janshekar e Fiechter, 1983). Biossinteticamente ela é
formada a partir de trés tipos de alcoois precursores: alcool p-hidroxinamil
(cumarilico), o qual origina unidades p-hidroxifendlicas no polimero; alcool 4-
hidroxi-3-metoxicinamil (coniferilico), responsavel pela formagdo de unidades
guaiacdis; e dlcool 3,5-dimetoxi-4-hidroxicinamil (sinapilico), formador de
unidades siring6is (Kirk e Farrell, 1987). Os nicleos aromaticos ou subunidades
fenilpropano que constituem a lignina, estdo associados por ligagdes estaveis
principalmente do tipo B-O-4 aril-éter, a-O-4 aril-éter e B-5 aril carbono
(Higuchi, 1990). A proporgdo relativa dos trés alcoois precursores varia de
acordo com a espécie de planta, com os tecidos das plantas e com a localizagdo
da lignina dentro da parede celular (Janshekar e Fiechter, 1983). Na Figura 1 esta

representada a formula esquematica da lignina e de seus alcoois precursores.

O maior problema no estudo da quimica da lignina esta relacionado com a
impossibilidade do isolamento da lignina no seu estado nativo (ou inalterado). As
representagles estruturais da lignina tém sido feitas através de andlises de

preparagdes de derivados soltveis de lignina, tais como lignina de madeira moida



extraida com dioxano, e ligninas Kraft (Adler, 1977; Glasser e Glasser, 1981; Lai
e Sarkanen, 1971; Nimz, 1974). Devido as suas similaridades com as ligninas
dehidrogenativamente polimerizadas (DHP), as quais sdo obtidas via
polimerizagdo ao acaso de monoligndis in vitro, tem-se geralmente assumido que
as ligninas existem no tecido das plantas como ligag¢des poliméricas desordenadas

(Lewis € Yamamoto, 1990).
Em termos de propriedades fisicas a lignina é um polimero amorfo que nio

possui cristalinidade. A maneira com a qual ocorre a sua polimeriza¢do torna a

molécula de lignina opticamente inativa (Janshekar e Fiechter, 1983).
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FIGURA 1. Representagdo esquematica de uma lignina de madeira mole ¢ de

seus alcoois precursores (direita), (Adler, 1977).



2.2. BIODEGRADACAO DA LIGNINA POR FUNGOS

2.2.1. Fungos Degradadores de Madeira

Baseado apenas no tipo de decomposi¢do que causam os fungos
degradadores de madeira sdo divididos em trés classes: fungos de decomposi¢do

branca, fungos de decomposigio parda e fungos de decomposigédo branda.

Os fungos de decomposi¢do branca, pertencentes a classe dos
basidiomicetos e alguns ascomicetos, degradam preferencialmente a lignina da
madeira de maneira mais rapida e extensiva do que outros grupos de
microrganismos. Eles invadem o lumem das células vegetais, onde secretam
enzimas que irdo degradar a lignina e outros componentes. O fungo de
decomposi¢do branca Phanerochaete chrysosporium tem sido utilizado
extensivamente como um modelo de organismo para o estudo fisioldgico da

biodegradagio da lignina (Kirk e Farrell, 1987).

Os basidiomicetos que causam decomposi¢do parda podem decompor a
lignina parcialmente. A habilidade desses fungos em degradar o polimero de
lignina parece ser limitada (Kirk e Farrell, 1987). Alguns fungos de
decomposi¢io parda degradam compostos modelo de lignina diméricos, mas
formam produtos muito diferentes do que os produzidos pelos fungos de

decomposi¢do branca (Enoki e Takahashi, 1983; Enoki et al., 1985).

A decomposi¢do branda da madeira causada por varias espécies de

ascomicetos e fungos imperfeitos ndo envolve a degradagdo, mas sim algunas



modificagbes na lignina, tendo como preferéncia a degradacdo dos

polissacarideos celulose e hemicelulose (Kirk, 1984; Kirk e Cowling, 1984).

2.2.2. Fisiologia da Biodegradagdo da Lignina

Estudos realizados na década de 70 demonstraram que parametros
nutricionais e culturais sio importantes para a degradagdo da lignina por P.
chrysosporium (Kirk e Farrell, 1987). A lignina ¢ degradada por esse
microrganismo durante o seu metabolismo secundario, em resposta a deplegdo de

nitrogénio, carbono ou enxofre (Gold e Alic, 1993).

P. chrysosporium é capaz de metabolizar preparagdes de lignina apenas
quando uma fonte alternativa de carbono esta presente (Leatham, 1986; Ulmer et
al., 1983), portanto a degradagdo da lignina depende da presenga de um co-
substrato rapidamente metabolizavel, como por exemplo a glicose (Buswell e
Odier, 1987; Kirk e Farrell, 1987; De Jong et al., 1994). Alguns estudos tém
confirmado observagdes anteriores de que a celulose € a hemicelulose, ou
carboidratos adicionados, sdo sempre metabolizados junto com a lignina em
materiais lignocelulosicos (Kirk e Farrell, 1987; Valmaseda et al., 1991; Akin et
al., 1993).

Dill e Kraepelin (1986) concluiram que a quantidade extremamente baixa
de nitrogénio da madeira seria a primeira causa para a delignificagdo. Baixos
niveis de nitrogénio tém demonstrado estimular a degradagdo da lignina por
diferentes fungos de decomposi¢do branca, embora altas concentragdes desse
nutriente seja estimuladora da degradagdo polissacaridica, ou seja, celulose €

hemicelulose (Fenn e Kirk, 1981; Kirk et al., 1978; Reid, 1983; Erwin et al,,
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1993). Entretanto, a degradagio da lignina por muitos fungos de decomposi¢ido
branca ndo € aparentemente estimulada pela himitagdo do nutriente nitrogénio
(Buswell e Odier, 1987; Kirk e Farrell, 1987; Périé e Gold, 1991; Boyle et al,,
1992; Erwin et al., 1993; Buswell et al., 1995).

A lignina parece ser relativamente inerte e recalcitrante a decomposigdo
microbiana em ambientes anaerobicos (Hackett et al., 1977; Zeikus, 1980). Em
geral, estudos tém demonstrado que a melhor atividade ligninolitica em culturas
agitadas esta associada a altas concentragdes de oxigénio (100%) (Kirk et al.,
1978; Reid e Seifert, 1982; Yu e Eriksson, 1985), entretanto, as concentragdes de
oxigénio dentro dos troncos de arvores sdo extremamente baixas (Jensen, 1969).
Recentemente foi reportado na literatura (Durrant et al., 1995) o isolamento sob
condigdo anaerdbica de dois fungos celuloliticos, capazes de degradar compostos
derivados de lignina, como o 4cido lignosulfénico, em condi¢gdo de baixa

oxigenagao.

2.2.3. Enzimas Ligninoliticas Produzidas por Fungos

O fungo Phanerochaete chrysosporium tem sido usado como um sistema
modelo para o estudo da biodegradagio da lignina, existindo numerosos artigos
sobre a fisiologia, bioquimica, quimica e genética desse sistema. Entretanto ele
ndo é o unico fungo que tem capacidade de degradadar a lignina, ndo sendo o
tinico, portanto, a possuir um sistema enzimatico degradador de lignina (Orth et
al., 1993). O processo pelo qual o fungo degrada a lignina é oxidativo,
envolvendo enzimas como as lignina peroxidase (LiP), manganés peroxidase
(MnP), lacase e enzimas produtoras de HO, (Eriksson et al., 1990; Evans, 1985;
Faison e Kirk, 1985; Kirk e Farrell, 1987).



A) Peroxidases

Assim como a lacase, as peroxidases sdo responsaveis pela oxidagdo de
compostos fenolicos. O ferro contido na enzima é oxidado na presenga de
peroxido de hidrogénio, formando um composto de alta capacidade oxidativa.
Esse composto sofre redugdo via transferéncia de um elétron, oxidando fenois ou
aminas aromaticas, os quais atuam como doadores de elétron. Os produtos que
resultam da oxidagdo de compostos fenolicos podem sofrer polimerizagdo

espontanea e formar complexos.

Al) Lignina Peroxidase (L1iP)

Essa enzima foi descoberta em 1983 por dois grupos de pesquisadores que,
trabalhando com Phanerochaete chrysosporium, conseguiram isolar uma enzima
extracelular dependente de H,O,, responsavel pela catalise de reagdes capazes de
despolimerizar parcialmente a lignina (Gold et al., 1983; Kirk e Tien, 1983; Tien
e Kirk, 1983). A LiP é uma glicoproteina que contém 1 mol de Fe
protoporfirinico IX, por mol de enzima (Gold et al., 1989; Kirk et al., 1986;
Leisola et al., 1987; Renganathan et al., 1985).

As ligninases, uma classe de isoenzimas, apresentam ponto isoelétrico
variando de 3,3 a 4,7 e massa molecular de 38.000 a 43.000 Da (Reddy e
D’Souza, 1994).

A LiP catalisa a oxidagdo de compostos modelo de lignina
preferencialmente ndo fendlicos, podendo oxidar também compostos fenolicos,

através de uma simples reagdo inicial de remog¢do de um elétron do nucleo



10

aromatico, produzindo radicais cations arila os quais, através de reagdes ndo
enzimaticas, dardo origem a uma série de produtos finais, resultando no
rompimento do polimero (Gold e Alic, 1993; Hammel et al., 1985; Kersten et al.,
1985).

O Fe contido no grupo heme passa por 5 estados de 6xido-redugdo durante

o ciclo catalitico normal da enzima, podendo originar trés tipos de compostos

(Figura 2).
ENZIMA NATIVA COMPOSTO 1
H,0, H,O O
Oe 3+ \ / . @e 4+
Re RH
RH Re
0] O
| I
et / \ > e
EXCESSO H,O
H202
COMPOSTO II COMPOSTO 111

FIGURA 2. Ciclo catalitico da lignina peroxidase (LiP)
RH = substrato da enzima na forma reduzida

Re = forma radicalar oxidada (Gold et al. 1989).
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O composto I ¢ produto da reagdo primaria da enzima com H,O,, onde o
Fe (III) da enzima nativa é oxidado a Fe (IV). A redugdo desse composto, via
transferéncia de um elétron, resulta na formag¢do do composto II, que pode ser
reduzido também pela transferéncia de um elétron, retornando a enzima ao seu
estado nativo, ou podera formar o composto III, se for oxidado pelo HO, na
auséncia de um substrato redutor. O composto III é uma forma enzimatica com
capacidade catalitica limitada e pode ser rapidamente inativado pelo excesso de
H,0, (Gold e Alic, 1993; Schoemaker et al., 1994; Barr € Aust, 1994; De Jong et
al., 1994; Cai e Tien, 1993).

Muitos fungos de decomposi¢do branca sdo produtores de LiP. Recentes
estudos tém reportado que esta enzima também estd presente nos fungos de

decomposigio parda (Dey et al., 1994).

A2) Manganés Peroxidase (MnP)

A atividade de MnP foi descoberta por Kuwahara et al. (1984) no meio
extracelular de crescimento de culturas ligninoliticas de P. chrysosporium. A
MnP também ¢é uma glicoproteina contendo como grupo prostético Fe
protoporfirinico IX, dependente de H,O, e ions Mn (II), sendo produzida junto

com a LiP durante o metabolismo secundario (Buswell e Odier, 1987).

As isoenzimas MnP apresentam ponto isoelétrico variando entre 4,2 a 4,9 ¢
massa molecular de 45.000 a 47.000 Da (Gold e Alic, 1993). A MnP ¢
responsavel pela catalise da oxidagdo de uma variedade de fenois, aminas e

corantes (Glenn e Gold, 1985; Paszcynski, et. al., 1986; Glenn et al., 1986).



12

O ciclo catalitico da MnP ¢é semelhante ao da LiP, envolvendo a formagao
de trés compostos. Como demonstrado na Figura 3, o composto I é formado
através da oxidagdo do Fe (III) para Fe (IV) na presenga de H,O,. A redugdo
desse composto, via transferéncia de um elétron, formara o composto II, que por
sua vez podera transformar-se em enzima nativa tendo como participagdo ions
Mn (II), ou formar o composto III em excesso de H,O,. Os ions Mn (II) atuam
como doadores de elétron e os ions Mn (III) sdo estabilizados por quelagéo,
atuando como mediador redox na formagdo de radicais fenoxila (Wariishi et. al.,

1989, 1992; Aitken e Irvine, 1990; De Jong et al., 1994).

H202 H,0O
Composto [
Fe 111 , FelV=0[P"]

Mn III
Mn 1I
Mn I
Mn III

Composto 11
AH FelV=0

Excesso
HzOz

\' H,0

v

Composto 11T
FeIll OF

FIGURA 3. Ciclo catalitico da manganés peroxidase (MnP)
AH= substrato da enzima
A = forma radicalar oxidada (Gold et al. 1989).
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B) Lacase

Esta enzima é uma polifenoloxidase que contém em geral 4 atomos de
cobre no seu sitio ativo por molécula, a qual utiliza oxigénio molecular como
oxidante (Eriksson et al., 1990), oxidando fenois e polifendis através da remogao
de um elétron, com a formagdo de radicais fendxi. Esses radicais podem ser
convertidos em quinonas através de uma segunda catalise ou de reagdes nao
enzimaticas espontaneas (Higuchi, 1990; Ishihara, 1980; Reinhammar, 1984;
Thurston, 1994).

A lacase fingica aparentemente pode polimerizar, despolimerizar e
desmetilar compostos fenolicos in vitro (Mayer, 1987; Bourbonnais e Paice,
1990; Kersten et al., 1990; Lundquist e Kriterssom, 1985). Entretanto, a fungéo
fisiologica dessa enzima ndo foi esclarecida e seu papel na biodegradagdo da

lignina ainda ¢ incerto (Hatakka, 1994).

A lacase extracelular ¢é tipicamente produzida pelos fungos de
decomposi¢do branca (Hatakka, 1994). Alguns ascomicetos, basidiomicetos e
deuteromicetos foram reportados como fungos produtores de lacase (Mayer,
1987; Bollag e Leonowicz, 1984). Recentemente duas isoenzimas (L1 e L2)
isoladas do fungo de decomposi¢do branca Ceriporiopsis subvermispora
caracterizadas como lacase foram purificadas. L1 e L2 apresentaram ponto
isoelétrico de 3.4 ¢ 4,8 ¢ massa molecular de 71.000 Da e 68.000 Da,
respectivamente (Fukushima e Kirk, 1995).
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C) Alcool Veratrilico Oxidase (AVO)

Em adigdo as peroxidases e lacase, os fungos de decomposig¢do branca
produzem uma variedade de oxidases capazes de gerar H,O,. A produgdo dessas
enzimas deve estar relacionada provavelmente com a utilizagdo do H,O, por
peroxidases extracelulares durante a degradagdo da lignina. Estas oxidases

incluem entre outras a alcool veratrilico oxidase (Gold e Alic, 1993).

A enzima alcool veratrilico oxidase é uma aril alcool oxidase que cataliza a
oxidagdo de alcoois insaturados aos seus aldeidos correspondentes, com a
redugdo de O, a HyO,. Esta enzima tem sido identificada em culturas que estdo
em estagio de crescimento avangado, quando a via metabodlica secundana ¢

presumivelmente iniciada (Marzullo et al., 1995).

Estudos anteriores demonstraram que esta enzima ¢ capaz de reduzir
quinondides ou radicais gerados durante a degradagdo da lignina pela atuagdo
principalmente da lacase (Marzullo et al., 1995). Portanto, a enzima AVO além
de produzir H,O, utilizado pelas peroxidases, deve estar relacionada com a
prevengdo da polimerizagdo de derivados de baixos pesos moleculares durante a

degradagdo da lignina.

2.3. SISTEMA ENZIMATICO LIGNINOLITICO PRODUZIDO SOB
CONDICAO DE BAIXA OXIGENACAO

Em geral, muitos estudos tém mostrado que a melhor atividade ligninolitica

obtida em culturas de fungos submetidas a agitagdo, estd associada com altas
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concentragdes de oxigénio (Kirk et al., 1978; Reid e Seifert, 1982; Yu e Erksson,
1985). Entretanto, as concentragdes de oxigénio dentro dos troncos das arvores
s30 extremamente baixas (Jensen, 1969), e a decomposi¢do de troncos caidos em
florestas chuvosas é efetivada em ambiente de baixa oxigenagdo (Blanchette,
1991). Uma vez que os fungos aparentemente ndo possuem sistemas capazes de
tolerar baixas concentragdes de oxigénio (Highley, et al., 1983), algum
mecanismo desconhecido deve ser operativo na liberagdo do oxigénio necessario

para as reagdes oxidativas envolvidas na degradagdo da lignina (Blanchette,
1991).

Fungos individuais podem sofrer adaptagdes durante o processo de
crescimento, responsaveis pela tolerancia de algumas condigdes extremas. Poucas
espécies fungicas, incluindo algumas leveduras, sdo capazes de realizar um
crescimento somatico em tensdes relativamente baixas de oxigénio (Ainsworth e

Sussman, 1968).

Buswell e Hatfield (1938) foram pioneiros no estudo da decomposi¢do de
compostos aromaticos simples por processos microbianos anaerébicos. Eles
demonstraram que uma variedade de substratos incluindo benzoato, acido
cinamico, fenol e 4cido siringico podem ser fermentados a metano por uma

mistura de culturas presentes no lodo de tratamento de esgotos.

Embora existam poucas publicagdes sobre a degradagdo da lignina por
bactérias sob condigdo anaerdbica, evidéncias da degradagdo, principalmente por
bactérias sulfidrogénicas e metanogénicas, de alguns compostos derivados de
lignina, como por exemplo o acido fenilico, podem ser encontradas (Healy et al.,

1980).
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Recentemente, duas linhagens distintas de microrganismos fermentadores
de celulose, o fungo Trichocladium canadense (Q10) e o basidiomiceto (H2),
foram isoladas de amostras de solo sob condigdo anaerdbica. As duas linhagens
demonstraram capacidade de degradagdo de compostos derivados de lignina,
como o acido lignosulfénico, sugerindo a habilidade de decomposigdo da lignina
ndo apenas sob condi¢do aerdbica mas também sob condigdo microaerofilica, ou

seja, em baixas concentragdes de oxigénio (Durrant et al., 1995; Durrant, 1996).

2.4. DEGRADACAO DA LIGNINA POR FUNGOS ANAEROBICOS.

Os fungos anaerobicos degradadores de fibras vegetais fazem parte da
populagdo de microrganismos que habitam o rimen de animais. Existem trés
grupos de fungos que podem ser encontrados no ramen de herbivoros: o primeiro
grupo inclui os anaerobicos facultativos e aerdbicos, considerados como
transitorios por ndo conseguirem crescer sob a condigdo anaerdbica do ambiente
do rimem; o segundo grupo consiste de duas espécies que parasitam protozoarios
ciliados; e o terceiro grupo, o dos fungos zoospodricos anaerobicos obrigatorios,

que sdo saprofitas de material vegetal (Wubah et al., 1993).

Alguns aspectos biologicos e o papel desses organismos na degradagdo de
fibras vegetais tém sido extensivamente examinados (Akin ¢ Rigsby, 1987, Akin,
et al., 1988; Orpin, 1975; Orpin, 1977; Orpin, 1988; Trinci et a;., 1988, Webb ¢
Theodorou, 1988; Bauchop, 1989), sugerindo a degradagdo da lignina em

ambientes andxicos.

Estudos realizados anteriormente indicaram que alguns fungos

anaerobicos, isolados de rimen de mamiferos herbivoros, sdo capazes de
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colonizar e degradar a lignina contida na parede celular de células vegetais com
maior eficiéncia do que as bactérias e os protozoarios (Akin, 1987; Akin e
Bonerman, 1990; Akin et al., 1988; Akin e Rigsby, 1987; Teunissen € Op den
Camp, 1993). Os rizéides do talo vegetativo fungico podem penetrar no tecido
vegetal com melhor eficiéncia, conferindo um acesso ao material que seria

inviavel para os outros tipos de microrganismos (Wubah et al., 1993).

Uma importante caracteristica dos fungos pertencentes ao rumen € a
capacidade de degradagdo da lignina contida na parede celular das células
vegetais. Wubah et al., 1993 relatou que os zobsporos de muitas espécies de
fungos colonizam preferencialmente tecidos que contém lignina, estabelecendo
colonias que se localizam principalmente no esclerénquima e nas células do

xilema.

Os filamentos fingicos frequentemente atravessam toda a parede das
células lignificadas (Akin et al., 1989). Pequenas quantidades de compostos
fenolicos derivados da parede celular vegetal podem ser solubilizados por alguns

desses microrganismos (Orpin, 1983).

O sistema enzimatico produzido pelos fungos habitantes do intestino de
animais herbivoros, responsavel pela degradagdo de compostos fenolicos
contidos na parede celular de vegetais, foi relacionado a algumas esterases,

como as feruloil e p-cumaroil esterases (Wubah et al., 1993).
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2.5. ALGUMAS APLICACOES DAS ENZIMAS LIGNINOLITICAS

A habilidade de degradagdo da lignina por microorganismos tem sido
utilizada em muitas aplicagdes e projetos industriais. A transformagédo biologica
desse polimero possui grande potencialidade, podendo ser utilizada em muitos

processos ¢ produtos proveitosos com minima agressividade ambiental.

As primeiras areas de aplicagdo biotecnologica associada com a utilizagdo
de materiais lignoceluldsicos estdo relacionadas com as industrias de polpa e

papel e com a agricultura.

Durante o processo de polpagdo e branqueamento, o tratamento da polpa
com fungos ligninoliticos de decomposi¢do branca pode ser beneficiado através
da diminui¢do do gasto energético dos processos termomecanicos convencionais,
da reducdio da quantidade de agentes oxidantes clorados, pela incorporagdo desse

sistema no branqueamento; e da remogdo da coloragdo do efluente gerado

(Kuhad e Singh, 1993).

Uma importante area de aplicagdo de enzimas degradadoras de lignina
produzida por microrganismos ¢ o uso na biorremediagdo tendo em vista a
descontaminagio de solos e aguas poluidas. Recentes estudos tém demonstrado a
habilidade do fungo P. chrysosporium de degradar hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos como o naftaleno, fluoranteno e benzo[a]pireno (Bogan ¢ Lamar,
1996). O fungo P. chrysosporium possui a capacidade de oxidar varios
xenobidticos recalcitrantes, como muitos corantes sintéticos. Compostos
clorofendlicos também podem ser detoxificados pela utilizagdo de enzimas

ligninoliticas (Bollag et al., 1988).
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Através de processos biotecnologicos e quimicos uma variedade de
produtos fendlicos como fenois, xilendis, catecois, guaiacdis, siring6is € vanilina
podem ser produzidos pela fragmentagdo e conversdo da lignina (Janshekar e

Fiechter, 1983).

Em alguns processos de utilizagdo de materiais lignoceluldsicos, como por
exemplo a produgdio de ragdo animal e a produgdo de etanol, a lignina funciona
como uma barreira, visto que essa macromolécula apresenta-se envolvendo a
por¢do polissacaridica desses materiais. Portanto, a utilizagdo de enzimas
ligninoliticas produzidas por microrganismos pode ser aplicada com a finalidade
de remover a lignina, deixando a celulose e a hemicelulose expostas e prontas

para serem utilizadas.

2.5.1. Produgdo de Etanol a Partir de Material Lignocelulésico

A produgdo de etanol a partir de hidrolisados lignocelulésicos de materiais
tais como residuos agricolas, residuos solidos municipais € residuos de
processamentos industriais, tem sido sugerida como sendo um processo
alternativo de renovagdo de combustivel com propriedades ambientais favoraveis

(Buttler et al., 1994).

O processo ¢ baseado na hidrolise dos polimeros de celulose e
hemicelulose contidos na biomassa lignocelulosica para formar moléculas

individuais de agucares, as quais podem ser fermentadas em etanol (Wyman,

1994).



20

Alguns fungos filamentosos capazes de fermentar agucares em etanol
foram reportados: Fusarium sp;, Mucor sp, Rhizopus sp, Monolia sp e
Neurospora crasa (Ueng e Gong, 1982; Rao et al., 1983; Olsson ¢ Hahn-
Hagerdal, 1996);

A lignina apresenta-se envolvendo os polimeros de celulose e
hemicelulose, representando cerca de aproximadamente 20% da biomassa
lignocelulosica. Devido a sua estrutura, quando hidrolisada, nfo pode gerar
moléculas capazes de serem fermentadas em etanol, funcionando como uma
barreira para o processo. Portanto, a remogdo da lignina ¢ uma etapa importante

para a efetivagio da transformagdo da biomassa lignocelulésica em etanol.

A primeira etapa do processo de produgdo de etanol € o pre-tratamento,
responsavel pelo abaixamento da cristalinidade da celulose ¢ pela remogdo da
lignina. Os tratamentos mais utilizados sdo os fisicos (moagem, tratamento com
vapor, desfibrilamento), quimicos (hidrolise acida, inchamento com alcali, uso de
solventes) e o tratamento que envolve alta pressdo e alta temperatura,
denominado de "Steam Explosion". As desvantagens desses processos sao
principalmente o alto custo, a toxicidade e a corrosdo (quimicos) ¢ a degradagio

de alguns agucares (Steam Explosion).

A aplicagio de enzimas ligninoliticas com a finalidade de remover a lignina
envolvida na porgdo polissacaridica do material lignocelulosico pode ser uma
alternativa para o pré-tratamento, possuindo baixo custo, ndo apresentando
problema de corrosdo e ndo inibindo o crescimento de microrganismos por nio

apresentar toxicidade.
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Os fungos celuloliticos, Trichocladium canadense (cepa Ql0) e o
basidiomiceto (cepa H2), isolados anaerobicamente, demonstraram capacidade de
produzir etanol a partir de residuos lignoceluldsicos. Essas duas linhagens
também foram capazes de produzir enzimas envolvidas na degradagdo da lignina,
apresentando um bom crescimento em compostos derivados de lignina sob

diferentes condigdes de oxigenagdo (Durrant, 1996).



22

3. OBJETIVOS

O estudo do sistema ligninolitico produzido por fungos ainda apresenta
muitas duvidas sobre o mecanismo de agdo enzimatica e sobre as condigOes
requeridas por esses organismos para que seja efetivada a degradagdo da lignina

tanto in vivo quanto in vitro.

Esse estudo teve como objetivos:
e Estudar a produgdo das enzimas LiP, MnP, lacase, peroxidases € AVO de dez
linhagens de fungos cultivadas sob condigdo de baixa oxigenagdo e condigdo
de oxigenagdio com e sem agitagdo, em meio contendo papel de filtro, para

posterior selegdo das melhores linhagens.

e Determinar as atividades do sistema enzimatico de cinco linhagens de fungos
selecionadas (descrito acima), crescidas em diferentes meios contendo como
fonte de carbono: acido lignosulfonico, 4cido lignosulfonico dialisado, alcool
veratrilico, xilana, serragem e bagago de cana, cultivadas sob condig¢do de

baixa oxigenag3o.

o Verificar a degradagio do 4cido lignosulfonico causada pelos fungos
selecionados, apos crescimento sob condigdo microaerofilica, utilizando-se

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

e Verificar a capacidade fermentativa das linhagens selecionadas apos
crescimento em meio contendo serragem e em meio contendo bagago de cana,
cultivadas em condigdes variadas de oxigenagao e relacionar com as atividades

ligninoliticas produzidas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Reagentes e Equipamentos

« Banho-maria, marca Eyela, modelo SB-650

« Centrifuga, marca Hitachi, modelo himac CR21

« Colunas Cromatograficas ZORBAX C18 e SUPELCOGEL C610H

« Compressor, marca Millipore

. Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia modelo LC-6A com detector
ultravioleta modelo SPD-6A acoplado a integrador modelo CR-4A, marca
Shimadzu

« Espectrofotdmetro UV 1201, marca Shimadzu

« Filtros para Fase Movel, marca Millipore

. Frascos de vidro cor Ambar, didmetro interno 2.0 cm, 5.0 cm de altura com
tampa plastica

« Peneira GRAN UTEST, abertura em mm (1.19)

« Reagentes grau para analise

« Reagentes grau cromatografico

« Ultra purificador de agua para uso em CLAE, marca Milli Q Plus

« Vortex, modelo Genil-2

« Micropipetadores com volumes regulaveis, marca Gilson

. Equipamentos de uso comum em laboratério: balanga analitica, autoclave,

estufas, camara de fluxo comtinuo, etc.
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4.2. Microrganismos

Nesse estudo foram utilizadas dez linhagens de fungos isoladas de
amostras de solos provenientes de diferentes regides. As linhagens Q10
(Irichocladium canadense) e H2 (basidiomiceto) foram isoladas conforme
descrito por Durrant et al. (1995); FOR, linhagem de Fusarium oxysporum foi
obtida no Departamento de Microbiologia da Universidade de Massachusetts em
Amberst; a levedura LD (Geotrichum sp) foi isolada e identificada em nosso
laboratério (Carvalho e Durrant, 1995) e as demais linhagens, LH5 e 20
(deuteromicetos), 30, 5, D7 ¢ L71 (néo identificadas), foram isoladas de amostras

de solo coletadas na regido de Campinas.

4.3. Meios de Cultura

4.3.1. Meio de Manutengdo
As culturas foram mantidas, em tubos de ensaio e em placas de Petri, em
meio agar GYP (2% de glicose, 1% de extrato de peptona, 0,5% de extrato de

levedura e 1% de agar) em camara fria a 16°C.

4.3.2. Meio de Crescimento

As linhagens foram crescidas em meio liquido basico contendo por litro:
1,0 g de KH,POy; 0,54g de NH,CIL; 0,3 g de CaCl,; 1,0 g de NH,CONH,; 1,0 g
de C;HzCINO,S.H,O (L-cisteina HCI); 1 mL de solugdo de resazurina (0,1%);
1mL de solugdo de minerais e 0,5 mL de solugdo de vitaminas, previamente
preparadas e filtradas em membrana Millipore (0,2 um). Ao meio basico foi
adicionado 0,5% de papel de filtro previamente moido em moinho de bolas. O pH

do meio foi ajustado para 5,8-6,0.
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Solu¢do de minerais (em 1litro): 0,22 g de (NH4),C4H4Og; 0,66 g de
MnSO;H,0; 0,15 g de Fey(SOy);; 0,10 g de CoSO4.7H,O; 0,10 g de
ZIISO4.7H20; 0,64 g de CUQ_SO4.5H20 c 0,10 g de KA](SO4)212H20

Solugdo de vitaminas (em 1 litro): 2 mg de biotina; 2 mg de 4cido fdlico; 5
mg de tiamina HCI; 5 mg de riboflavina; 10 mg de piridoxina HCI; 0,10 mg de
cianocobalamina; 5 mg de 4cido nicotinico; 5 mg de DL-célcio pantotenato e 5,0

mg de acido tidtico.

4.4. Inoculo

Para cada 50 mL de meio (Erlenmeyer) foram inoculados trés quadrados de
agar-micélio (1,0 x 1,0 cm) e em cada 30 mL de meio (tubos de ensaio grandes)

um quadrado de agar-micélio (1,5 x 1,5 cm).

4.5. Condigoes de Cultivo

Os fungos foram cultivados a 30°C sob condi¢do aerdbica com agitagdo de
150 rpm (em Erlenmeyers de 100 mL contendo 50 mL de meio), € sem agitagdo
(em Erlenmeyers de 100 mL contendo 50 mL de meio e em tubos de ensaio
grandes (2,5 x 20 cm), contendo 30 mL de meio); e sob condi¢do microaerofilica
(em tubos grandes contendo 30 mL de meio). Para a manutengdo da
microaerofilia os tubos inoculados foram colocados em jarras hermeticamente

fechadas contendo placas Microaerobac (PROBAC).
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4.6. Obtengdo das Enzimas

Apbs 7, 15, 22 e 30 dias de cultivo sob as condigdes aerobica sem agitagdo
e microaerofilica as linhagens foram centrifugadas por 15 min. a 9000 rpm a uma
temperatura de 5°C, e os sobrenadantes foram utilizados para as determinagdes
das atividades enzimaticas. Em condi¢do aerdbica com agitagdo de 150 rpm as

coletas foram feitas apds 4, 6 € 10 dias de crescimento.

4.7. Determinag¢des Enzimaticas

As determinagdes das enzimas LiP, MnP, lacase, peroxidases ¢ AVO foram
realizadas conforme descrito abaixo. Todas as atividades foram expressas em

UL/L (u moles produto/min.L). Os calculos foram feitos utilizando-se a féormula:

4
£ ¢ 10° = UIL Onde
Rxt >

A = absorbéancia
E = € (do produto formado)
R = quantidade de caldo enzimatico (mL)

t = tempo de reagdo (minutos)

4.7.1. Lignina Peroxidase (LiP)

A atividade LiP foi determinada pela oxidagdo do alcool veratrilico (€ =
9.300 Mem™). A reagdo contém uma mistura de 0,6 mL de caldo centrifugado,
0,2 mL de H,0, 2,0 mM e 0,2 mL de alcool veratrilico 2,0 mM em tampao
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tartarato de sodio 0,4 M (pH 3,0). Apés 10 min de reagdo a formagdo do aldeido

veratrilico foi determinada lendo-se a absorbancia a 310 nm (Tien e Kirk, 1984).

4.7.2. Alcool Veratrilico Oxidase (AVO)

A determinagdo da atividade AVO foi realizada da mesma maneira que
para a atividade de LiP exceto que o H,O, foi substituido do meio de reagdo por

H,O destilada.

4.7 3. Manganés Peroxidase (MnP)

A atividade de MnP foi determinada pela oxidagdo do vermelho de fenol (e
=4.460 M'cm™). A mistura da reagdo contém 0,5 mL de caldo centrifugado, 0,2
mL de albumina bovina 0,5%, 0,1 mL de lactato de sédio 0,25 M, 0,05 mL de
MnSO; 2,0 mM e 0,05 mL de uma solugdo de HO, 2,0 mM em tampao
succinato de sédio 0,2 M (pH 4,5). Apos 5 min a 30°C a reagdo foi interrompida
pela adi¢do de 0,40 mL de NaOH 2,0 N. A leitura da absorbancia foi efetivada a
610 nm (Kuwahara et al, 1984).

4.7.4. Lacase

A determinagdo da atividade lacase foi efetivada utilizando-se siringaldazine
como substrato. A oxidagdo da siringaldazine (¢ = 65.000 M'cm™) foi
determinada pela rea¢do de uma mistura contendo 0,6 mL de caldo centrifugado,
0,2 mL de tamp&o citrato-fosfato 0,05 M (pH 5,0) e 0,1 mL de H,O destilada. A
leitura da absorbincia a 525 nm foi efetivada ap6s 10 min de reagdo a

temperatura ambiente (Szklark et al., 1989, modificado).
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4.7.5. Peroxidases

Para as peroxidases a determinagdo foi feita da mesma forma que para
lacase, exceto que 0,1 mL de H,O, foi introduzido no meio de reagdo no lugar da

H,0 destilada (Szklark et al, 1989).

4.8. Microrganismos Selecionados

Apés a analise dos resultados das atividades enzimaticas das dez linhagens
em todas as condi¢des de estudo propostas, cinco fungos foram selecionados € os
seus sistemas enzimaticos ligninoliticos foram estudados utilizando-se meios de

crescimento mais complexos, contendo diferentes fontes de carbono.

4.8.1. Meios de Cultura

As cinco linhagens de fungos selecionadas foram cultivadas sob condig¢do
microaerofilica em seis diferentes meios de cultura, contendo por litro meio
basico e as seguintes fontes de carbono: acido lignosulfonico (0,5%); acido
lignosulfénico dialisado (0,5%); 4lcool veratrilico (0,04 mM); xilana
(0,5%);bagago de cana (0,5%) e serragem (0,5%).

As linhagens selecionadas também foram cultivadas em meios contendo
papel de filtro moido, serragem e bagag¢o de cana na concentragdo de 0,5% (p/v)

sob condi¢do de agitagdo e posterior condigdo microaerofilica.
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O meio basico utilizado foi 0 mesmo descrito no item 4.3.2. com as
seguintes modificagdes: retirada do composto NH,CONH, e substituigdo do
composto NH4CI pelo composto (NH,),HPO,.

O acido lignosulfénico foi dialisado contra agua destilada, em membrana
de celofane, por 48 hs. A serragem utilizada continha uma mistura das madeiras
cedrinho, peroba e pinheiro. O bagago de cana foi previamente moido em um
moinho de martelo. Tanto a serragem quanto o bagago de cana foram peneirados
para padronizagdo do tamanho das particulas em peneira GRAN UTEST

contendo abertura de 1,19 mm.

4.8.2. Condigdes de Cultivo

As linhagens selecionadas foram cultivadas nos diferentes meios  sob
condi¢do microaerofilica, em Erlenmeyer de 100 mL contendo 50 mL de meio.
Para os meios contendo como fonte de carbono serragem, bagago de cana e
papel de filtro, as linhagens foram cultivadas sob agitagdo por um periodo de seis
dias, sendo posteriormentre colocadas sob condi¢do de baixa oxigenagdo por

mais quatorze dias.

4.8.3. Inoculo

A quantidade de inéculo foi a mesma utilizada para as dez linhagens
testadas, ou seja, trés quadrados de agar micélio (1,0 x 1,0 cm) foram inoculados

em cada Erlenmeyer contendo 50 mL de meio.
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4.8.4. Obten¢do das Enzimas

Apos o periodo de crescimento de 20 e 35 dias sob condig¢do
microaerofilica e de 6 dias sob agitagio seguidos por mais 14 dias sob condi¢do
microaerofilica, os caldos enzimaticos foram coletados filtrando-se 0 meio em 13
de vidro, ¢ mantidos em freezer para posteriores verificagdes de atividade
enzimatica, degradagdo do 4cido lignosulfénico dialisado e nio dialisado, e

produgdo de etanol.

4.8.5. Determinagdes Enzimaticas

As determinagdes enzimaticas de LiP, MnP, lacase, peroxidase e AVO
foram realizadas para os seis diferentes meios cultivados, apds 20 e 35 dias de
crescimento a 30°C, de acordo com o item 4.7. Para os meios contendo serragem,
bagago de cana e papel de filtro as atividades também foram determinadas apos
crescimento dos microrganismos sob condi¢do de agitagdo por 6 dias e posterior

crescimento por mais 14 dias sob condigdo microaerofilica.

4.8.6. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os meios contendo acido lignosulfénico dialisado e acido lignosulfonico
nao dialisado foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) para verificagdo da degradagio desses compostos. O equipamento
utilizado foi o cromatografo e integrador da marca Shimadzu, modelo LC-6A

com detector ultravioleta no comprimento de onda de 254 nm nas seguintes



condigdes: fase movel metanol/agua (50:50), com fluxo de 0,5 mL/min; coluna

ZORBAX C18, utilizada a temperatura ambiente; e volume injetado de 20 pl.

A presenga de etanol nos caldos enzimaticos foi verificada também por
CLAE utilizando-se cromatografo e integrador Shimadzu, modelo LC-6A com
detector ultravioleta no comprimento de onda de 210 nm nas seguintes condigdes:
fase movel H3;PO; 0,1%, com fluxo de 0.5 mL/min; fase estacionaria
poliestirenodivinilbenzeno, coluna supelcogel C610H, utilizada a temperatura

ambiente; e 0 volume injetado de 20 ulL.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Sele¢do dos Microrganismos

Das dez linhagens utilizadas nesse estudo, cinco foram selecionadas de
acordo com a produgdo enzimatica apos 7, 15, 22 e 30 dias de crescimento sob
condigdes aerdbica sem agitagdo e microaerofilica, e apos 4, 6 e 10 dias de
crescimento sob condi¢do aerdbica com agitagdo, a uma temperatura de 30° C,

em meio contendo papel de filtro como fonte de carbono.

A selegdo foi efetivada a partir da analise dos resultados de produgdo das
enzimas ligninoliticas, lignina peroxidase (LiP), manganés peroxidase (MnP),
lacase, peroxidases e alcool veratrilico oxidase (AVO); e também da analise da
produgdo das enzimas celuloliticas carboximetilcelulase, avicelase, xilanase e -

glicosidase, sendo estas ultimas realizadas por Pavarina (1996).

Os microrganismos selecionados foram: o fungo deuteromiceto Q10
(Trichocladium canadense), o basidiomiceto H,. os fungos deuteromicetos,

linhagens 20 e LHs; e a levedura LD (Geotrichum sp).

5.1.2. Produgdo de Enzimas Ligninoliticas

Os caldos enzimaticos das dez linhagens de fungos, crescidas em meio
contendo papel de filtro, sob condigdes aerobica com e sem agitagdo, €
microaerofilica, foram utilizados para a determinagdo enzimatica. Os valores das

atividades enzimaticas estdo apresentados nas Tabelas 5 a 13, em apéndice.
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De uma maneira geral, em meio contendo papel de filtro como fonte de
carbono, houve uma maior produgio da enzima MnP, seguida pela produgdo de
lacase, peroxidases e LiP. A enzima AVO foi produzida em niveis baixos pelas

dez linhagens em todas as condigdes estudadas.

5.1.2.1. Produg¢do de Manganés Peroxidase (MnP)

A maxima atividade de MnP, 34 UI/L, (Figura 4) foi produzida pela
levedura LD (Geotrichum sp), quando cultivada apos um periodo de 22 dias de
crescimento em Erlenmeyer, em condigdo aerdbica sem agitagdao (A (E) 22D).
Também sob essa condi¢do, os fungos Q10 (7richocladium canadense) e L71
(ndo identificado) apresentaram maximas atividades de MnP, aproximadamente
18 UI/L, quando crescidos em tubos de ensaio apds um periodo de 22 dias (A (T)
22 D) e 7 dias, respectivamente (A (T) 7 D).

Em condi¢do aerdbica com agitagdo a maxima atividade de MnP foi
produzida em geral com 10 dias de crescimento (AG (E) 10 D), sendo as
melhores atividades de aproximadamente 11 UI/L produzida pela linhagen 20 e

6,5 UI/L produzida pela linhagem LHS5.

Também pode-se observar na Figura 4 a produgdo de MnP em condigdo
microaerofilica, onde os fungos 20 (~10 UI/L) e FOR (~9 UI/L) produziram
maximas atividades, seguidos pela levedura LD (~5 UI/L), quando cultivados por
7 dias (M (T) 7 D).



5.1.2.2. Produgdo de lacase

A enzima lacase foi produzida pelas dez linhagens estudadas nas trés
condigdes propostas, como demonstrado na Figura 5. As linhagens Q10
(Trichocladium canadense) e LH5 (deuteromiceto) foram as melhores produtoras
de lacase, sendo a maxima produgdo (~1,4 UI/L) obtida pela linhagem Q10
quando cultivada em Erlenmeyer sob agitagdo a 150 rpm por 6 dias (AG (E) 6
D). Essa mesma linhagem também mostrou a melhor atividade de lacase sob

condig¢do microaerofilica (~1,2 UI/L), apos 7 dias de crescimento (M (T) 7 D).

Em condigdo aerobica sem agitagdo as linhagens 5 (ndo identificada) e H2
(basidiomiceto) produziram maxima atividade de lacase (~1,2 UVL) e (~1.0
UI/L), quando cultivadas respectivamente em tubo (A (T) 30 D) e em Erlenmeyer
(A (E) 30 D) por 30 dias.

5.1.2.3. Produgdo de Lignina Peroxidase (LiP)

Na Figura 6 estdo representadas as atividades de LiP, onde pode-se
observar que poucas linhagens produziram esta enzima e em apenas algumas das
condigdes estudadas. De uma maneira geral a melhor condigéo de produgdo foi a
de incumagio em Erlenmeyer com agitagdo a 150 rpm por 10 dias (AG (E) 10 D)
onde houve produgdo de LiP pelas linhagens Q10 (7richocladium canadense),
LHS5 (deuteromiceto), LD (Geotrichum sp), 20 (deuteromiceto), FOR (Fusarium

oxysporum) e L71 (ndo identificada).

A maxima atividade (~1,2 UI/L) foi produzida pelo fungo FOR (Fusarium

oxysporum) quando cultivado em Erlenmeyer por 22 dias sob condigao aerdbica
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sem agitagdo (A (E) 22 D). Em condigdo de baixa oxigenagdo a produgao de LiP
foi praticamente ausente, sendo produzida apenas em niveis muitos baixos pelos
microrganismos LD (Geotrichum sp), 20 (deuteromiceto), FOR (Fusarium

oxysporum), 30 (ndo identificado) e H2 (basidiomiceto).

5.1.2.4. Produgdo de Peroxidases

A produgido de peroxidases esta demonstrada na Figura 7, onde podemos
observar que as linhagens fingicas LH5 (basidiomiceto), FOR (Fusarium
oxysporum), 30 (ndo identificada), H2 (bsidiomiceto) e D7 (ndo identifidada)
produziram atividade enzimatica em quase todas as condi¢des estudadas. Em
geral, os melhores resultados foram obtidos em condig¢do microaerofilica, com a
maxima atividade produzida pelo basidiomiceto H2 (~1,3 UI/L) quando cultivado

por 30 dias (M (T) 30 D).

5.1.2.5. Produgdo de Alcool Veratrilico Oxidase (AVO)

A produgdo desta enzima esta representada pela Figura 8. As linhagens
produziram AVO em poucas condigdes € em niveis muito baixos. A levedura LD
(Geotrichum sp) produziu a maxima atividade (~0,5 UI/L) quando cultivada sob

condigdo aerébica, em Erlenmeyer, por 15 dias (A (E) 15 D).
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5.2. Produgdo de Enzimas Ligninoliticas em Diferentes Substratos

As cinco linhagens selecionadas Q10 (7richocladium canadense), H2
(basidiomiceto), LH5 (deuteromiceto), 20 (deuteromiceto) e LD (Geotrichum sp)
foram cultivadas em seis diferentes fontes de carbono (alcool veratrilico, acido
lignosulfonico, 4cido lignosulfonico dialisado, xilana, serragem e bagago de

cana), sob condigdo microaerofilica por um periodo de 20 e 35 dias, a 30°C.

Nas Figuras 9 a 14 estdo representados os graficos relacionados com a
produgao das enzimas ligninoliticas (LiP, MnP, lacase, AVO e peroxidases) para
cada um dos seis diferentes substratos utilizados. Os valores das atividades

enzimaticas estdo apresentados em apéndice na Tabela 14.

5.2.1. Alcool Veratrilico (AV)

Na Figura 9 estdo representadas as atividades das enzimas ligninoliticas
LiP, MnP, lacase, AVO e peroxidases, das cinco linhagens de fungos
selecionadas, crescidas em meio liquido contendo alcool veratrilico (0,4 mM)
como fonte de carbono, durante um periodo de 20 e 35 dias, sob condigao

microaerofilica, a uma temperatura de 30°C.

A enzima manganés peroxidase foi a mais produzida em meio contendo
alcool veratrilico, sendo o restante das enzimas, quando presentes, obtidas em
niveis menores do que 1,0 UI/L. Todas as cinco linhagens testadas produziram
MnP, e os melhores resultados foram obtidos com 20 dias de crescimento. A
levedura LD (Geotrichum sp) produziu a maxima atividade de MnP, que foi de

aproximadamente 14 UI/L.
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FIGURA 9. Atividade enzimatica ligninolitica das linhagens selecionadas
LH5 (deuteromiceto); H2 (basidiomiceto); LD (Geotrichum sp);
20 (deuteromiceto) e Q10 (7richocladium canadense); crescidas
por 20 e 35 dias em meio contendo como fonte de carbono alcool
veratrilico, sob condigio microaerofilica, a 30°C.

O alcool veratrilico tem sido associado com a prote¢do da enzima LiP,
impedindo a sua desativagdo e, podendo funcionar também como um possivel
doador de elétron para este sistema enzimatico. Os resultados obtidos com 0s
microrganismos crescidos em meio contendo o substrato alcool veratrilico
revelaram que a LiP esteve ausente em todas as culturas para ambos os dias de
determinagdo enzimatica, o que sugere a ineficiéncia desse composto como
indutor da produgdo enzimatica, a qual pode estar relacionada com a baixa

concentra¢do utilizada (0,4 mM).

5.2.2. Acido Lignosulfonico

A produgdo de enzimas ligninoliticas em meio liquido, cultivado sob

condigdo microaerofilica, por 20 e 35 dias a 30°C, contendo como fonte de
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carbono 4cido lignosulfonico (0,5%) pode ser observada na Figura 10.
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FIGURA 10. Atividade enzimatica ligninolitica das linhagens selecionadas

LH5 (deuteromiceto); H2 (basidiomiceto); LD (Geotrichum sp);,
20 (deuteromiceto) e QIO (Trichocladium canadense);,
crescidas por 20 e 35 dias em meio contendo como fonte de
carbono acido lignosulfonico, sob condi¢do microaerofilica, a
30°C.

Para esse substrato, de uma maneira geral, as enzimas LiP ¢ AVO foram

produzidas em maiores quantidades por quase todas as linhagens, sendo as

maximas atividades produzidas pelos fungos LH5 (deuteromiceto), onde

podemos observar a maior produgdo de LiP (18 UI/L); e pelo basidiomiceto H2,
que foi o melhor produtor de AVO (~11 UIL). A enzima MnP também foi

produzida nessas condigdes pela maioria das linhagens testadas, mas em menores

quantidades. A maxima atividade de MnP foi obtida pelo basidiomiceto H2 (~ 4

UI/L), quando cultivado por um periodo de 35 dias.

A enzima AVO pode ser observada em todas as linhagens produtoras

principalmente de LiP e de MnP. Este resultado é indicativo de que esta enzima
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provavelmente esteja atuando em conjunto com as LiP ¢ MnP, ou seja, que ela

esteja produzindo o H,O, necessario para o sistema enzimatico das peroxidases.

A produgdo de maiores atividades ligninoliticas pelos fungos selecionados
apOs crescimento nesse substrato quando comparada com a produgdo das demais
fontes de carbono utilizadas (papel de filtro, xilana, serragem e bagago de cana),
pode estar relacionada com a estrutura desse composto, visto que o acido
lignosulfonico ¢ constituido apenas por moléculas derivadas de lignina,
sulfonadas, com diferentes pesos moleculares, € pode estar promovendo um

efeito de indugdo do sistema enzimatico.

5.2.3. Acido Lignosulfonico (dialisado)

Para o meio contendo acido lignosulfonico dialisado, os resultados de
producdo de enzimas ligninoliticas sob condi¢do microaerofilica, foram maiores

quando comparados com os outros tipos de substratos estudados.

Em meio contendo acido lignosulfonico dialisado como fonte de carbono, a
producdo de enzimas ligninoliticas foi semelhante a do meio contendo &cido
lignosulfonico ndo dialisado havendo, de uma maneira geral, aumento de
produgdo das enzimas LiP, AVO e MnP, como pode ser observado na Figura 11.
O aumento na atividade das enzimas LiP, AVO e MnP, deve estar relacionada
com os pesos moleculares das moléculas retidas na membrana de celofane
durante a dialise, sugerindo uma melhor produgdo enzimatica na presenca de

moléculas com maiores pesos moleculares.
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As enzimas LiP, AVO e MnP foram produzidas por todas as cinco
linhagens estudadas, tanto em 20 dias quanto em 35 dias. O microrganismo LH5
(deuteromiceto) foi o maior produtor de LiP (~13 UI/L) e os microrganismos LH5
e 20 (deuteromiceto) foram os melhores produtores de AVO (12 UI/L). O fungo
Q10 (Trichocladium canadense) apresentou a maxima atividade de MnP, cerca

de 11 UI/L.

ACIDO LIGNOSULFONICO (dialisado)
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FIGURA 11. Atividade enzimatica ligninolitica das Inihagens selecionadas
LHS5 (deuteromiceto); H2 (basidiomiceto); LD (Geotrichum sp);
20 (deuteromiceto) e Q10  (Trichocladium canadense);
crescidas por 20 e 35 dias em meio contendo como fonte de
carbono  acido lignosulfonico  dialisado, sob  condigdo
microaerofilica, a 30°C.

A presenga da enzima AVO pode ser observada em quase todas as culturas
juntamente com a produgdo de LiP ¢ MnP, com excegao para o microrganismo
LD (Geotrichum sp). O mesmo resultado de produgdo de AVO foi obtido para o

meio contendo acido lignosulfénico ndo dialisado (Figura 10).
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5.2.4. Xilana

Na Figura 12 esta representada a produgdo das enzimas ligninoliticas
pelas linhagens fingicas selecionadas, crescidas em meio contendo xilana como

fonte de carbono, por um periodo de 20 e 35 dias, a 30°C, sob condigdo

microaerofilica.
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FIGURA 12. Atividade enzimatica ligninolitica das linhagens selecionadas
LHS5 (deuteromiceto); H2 (basidiomiceto); LD (Geotrichum sp);,
20 (deuteromiceto) e QIO (Trichocladium canadense),
crescidas por 20 e 35 dias sob condigdo microaerofilica, em
meio contendo xilana como fonte de carbono, a 30°C.

Os resultados obtidos demonstram que poucas linhagens foram capazes de
produzir enzimas ligninoliticas quando crescidas em substrato xilana. A linhagem
20 foi a melhor produtora de MnP (~7,5 UI/L) e a tnica produtora de LiP (3
UI/L). As linhagens LHS (deuteromiceto), 20 (deuteromiceto) € Q10
(Irichocladium canadense) produziram lacase em quantidades aproximadas de

1 UI/L, quando cultivadas por 20 dias.
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A baixa atividade das enzimas envolvidas na degradagao da lignina,
produzida pela maioria das linhagens selecionadas, quando crescidas em meio
contendo xilana como fonte de carbono, sugere que esse substrato, por ser
hemicelulésico, ndo seja indutor da produgdo dessas enzimas para as linhagens
estudadas, com excegdo da linhagem 20, que produziu quantidades razoaveis de

MnP (~7,5 UI/L) e LiP (3,0 UI/L), quando crescida por 20 dias.

5.2.5. Serragem

A Figura 13 representa o grafico de produgio das enzimas LiP, MnP,
lacase, AVO e peroxidases para as linhagens selecionadas, cultivadas por 20 e 35

dias. em meio contendo serragem, sob condigdo de baixa oxigenagdo, a 30°C.

Para o meio contendo serragem, apesar dos valores das produgdes
enzimaticas ndo terem sido muito altos quando comparados com 0S Outros
substratos, houve produgdo das cinco enzimas ligninoliticas estudadas, em quase
todas as linhagens, com excegdo do microrganismo Q10 (7richocladium
canadense). A enzima MnP foi a melhor produzida nesse meio, sendo a maxima
atividade (~4,5 UI/L) produzida pela linhagem do basidiomiceto H2. As enzimas

LiP, lacase, AVO e peroxidases foram produzidas em quantidades menores que 1

UI/L.

A menor produgdo das enzimas ligninoliticas para esse substrato pode estar
associada a forma triturada na qual o material lignocelulésico se apresenta,
havendo naturalmente uma maior exposi¢do dos polissacarideos celulose e

hemicelulose, os quais sdo substratos mais facilmente metabolizaveis.
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FIGURA 13. Atividade enzimatica ligninolitica das linhagens selecionadas
LH5 (deuteromiceto); H2 (basidiomiceto); LD (Geotrichum sp);
20 (deuteromiceto) e Q10  (Trichocladium canadense);
crescidas por 20 e 35 dias sob condigdo microaerofilica, em
meio contendo serragem como fonte de carbono, a 30°C.

5.2.6. Bagacgo de cana

Para o meio contendo como fonte de carbono bagago de cana, a produgdo
enzimatica ligninolitica foi menor quando comparada com a do meio contendo
serragem, como pode ser observado na Figura 14. Os resultados obtidos para a
enzima MnP foram, de uma maneira geral, inferiores, exceto para o
microrganismo Q10 (7richocladium canadense) que apresentou atividade

méxima para essa enzima, produzindo aproximadamente 7 UI/L.

Da mesma maneira que para o substrato serragem, a forma triturada na
qual esse substrato foi utilizado pode estar relacionada com a baixa produgdo
enzimatica, bem como a presenga de alguma contaminagdo no substrato, como

por exemplo a glicose, que poderia estar presente como contaminante do bagago
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de cana sendo, portanto, consumida como fonte de carbono alternativa para o

crescimento dos microrganismos, regulando a produgdo das enzimas

ligninoliticas.
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FIGURA 14. Atividade enzimatica ligninolitica das linhagens selecionadas
LH5 (deuteromiceto); H2 (basidiomiceto); LD (Geotrichum sp);
20 (deuteromiceto) e Q10  (Trichocladium canadense);
crescidas por 20 e 35 dias sob condigdo microaerofilica, em meio
contendo bagago de cana como fonte de carbono, a 30°C.

53. Produgio de Enzimas Ligninoliticas Sob Condig¢des Variadas de
Oxigenagao.

Apos a produgdo das enzimas ligninoliticas em seis diferentes tipos de
substratos (item 5.2.), as cinco linhagens selecionadas foram cultivadas em meio
contendo papel filtro, serragem e bagago de cana na concentragao de 0,5% (p/v),
a 30°C, sob condigio aerdbica com agitagdo e sob posterior condig¢do

microaerofilica.
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As determinagdes enzimaticas (LiP, MnP, lacase, peroxidases € AVO)
foram feitas apos 6 dias de crescimento sob condicdo aerébica seguida por 14
dias de crescimento sob condigdo microaerofilica. Os valores das atividades
enzimaticas apos 6 e 20 dias de incubagdo estao representados na Tabela 15, em

apéndice, e nas Figura 15A ¢ B.

A enzima MnP foi a melhor produzida apos 6 dias de crescimento sob
agitagao (Figura 15A), em todos os trés meios estudados. A atividade méaxima de
MnP, aproximadamente 11 UI/L, foi produzida pelo fungo deuteromiceto Q10
(Trichocladium canadense), quando crescido em meio contendo bagago de cana
como fonte de carbono. Essa enzima foi produzida em menores quantidades pelas

linhagens, quando cultivadas em meio contendo papel de filtro moido.

Os valores méaximos de atividade de MnP apos crescimento por 6 dias sob
condicio de agitagdo, para alguns microrganismos, como os fungos 20
(deuteromiceto) e FOR (Fusarium oxysporium), foram proximos aos resultados
obtidos por essas mesmas linhagens apos crescimento por 7 dias apenas sob

condi¢do microaerofilica, os quais podem ser observados na Figura 3.

A produgio da enzima lacase sob agita¢ao (6 dias) foi melhor em meio
contendo papel de filtro. A méaxima atividade de lacase, aproximadamente 1,5
UL, foi produzida pelos microrganismos LH5 (deuteromiceto) e QIO
(Trichocladium canadense). A linhagem Q10 também foi a produtora da maxima
atividade de LiP, que foi de aproximadamente 1,25 ULL, em meio contendo
bagago de cana. As enzimas peroxidases e AVO, quando presentes,

demonstraram atividades com valores iguais ou inferiores 1 UI/L.
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FIGURA 15. Atividade enzimatica ligninolitica das linhagens selecionadas
LH5 (deuteromiceto); H2 (basidiomiceto); LD (Geotrichum sp),
20 (deuteromiceto) € Q10  (Trichocladium canadense);,
crescidas em meio contendo como fonte de carbono papel de
filtro (PF), serragem (S) € bagago de cana (B) a 30°C, sob
condigdes: (A) aerobica com agitagdo de 150 rpm, por um
periodo de 6 dias e (B) aerébica com agitagdo (6 dias) mais
microaerofilica (14 dias), por um periodo de 20 dias.
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Apesar das atividades das enzimas ligninoliticas terem sido baixas em
condigfio de agitaggio por 6 dias e microaerofilica por mais 14 dias (Figura 15B),
de maneira geral, houve um aumento da produgdo de LiP e AVO, e diminuigdo da
produgio de MnP, apés a mudanga de condicdio de crescimento dos
microrganismos de agitagdo para microaerofilica. A enzima LiP apresentou
melhor atividade, sendo produzida principalmente em meio contendo como fonte
de carbono papel de filtro e serragem. O fungo deuteromiceto LH5 foi produtor
da maior atividade de LiP, produzindo cerca de 1,7 UL em meio contendo papel
de filtro. A maxima atividade de AVO foi de aproximadamente 2,25 UI/L,

produzida pelo basidiomiceto H2.

Os valores das atividades enziméticas ligninoliticas obtidos apés o
crescimento dos microrganismos por 20 dias (6 dias sob condi¢do de agitagdo
mais 14 dias sob condi¢do microaerofilica), em meio contendo serragem ou
bagaco de cana foram, de uma maneira geral, inferiores aos valores das
atividades enzimaticas produzidas durante o mesmo periodo de crescimento (20
dias) nesses substratos apenas sob condi¢do microaerofilica (Figuras 13 e 14).
Algunas enzimas apresentaram melhores resultados de atividade apdés o
crescimento dos microrganismos sob condigdo de agitagdo mais condigdo
microaerofilica, como é o caso da LiP produzida em serragem ¢ em bagago de
cana pela linhagem LH5 (deuteromiceto) € da AVO produzida pela linhagem do

fungo H2 (basidiomiceto) em meio contendo bagago de cana.

Para o meio contendo papel de filtro, a produg@o enzimatica apos 22 dias
de crescimento sob condigdo microaerofilica para as cinco linhagens selecionadas
(Figuras 4 a 8) também foi, de maneira geral, superior aos resultados de atividade
enzimatica sob condi¢do combinada de agitagdo mais microaerofilica, com

excecdo da enzima LiP produzida pelas linhagens H2 (basidiomiceto), 20
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(deuteromiceto) € Q10 (Trichocladium canadense) apenas apds a mudanga de

condi¢io de oxigenagdo de aerada para microaerdbica (Figura 15B).

5.5. Degradagio do Acido Lignosulfonico

Os caldos enzimaticos obtidos dos fungos LHS (deuteromiceto), H2
(basidiomiceto), LD (Geotrichum sp), 20 (deuteromiceto) € Q10 (Trichocladium
canadense) ap6s o crescimento durante um periodo de 20 e 35 dias a 30°C, sob
condi¢gio microaerofilica, em meio contendo acido lignosulfonico e acido
lignosulfénico dialisado, foram utilizados para verificagdo da degradagdo desses
substratos através da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
conforme descrito no item 4.8.5. Os padrdes e as amostras analisadas foram

diluidas em proporgdo de 1:1.

A degradagio desses compostos foi determinada através da comparagdo da
porcentagem em area do padrdo com a porcentagem em area das amostras,

demonstradas na Tabela 1 € na Tabela 2.

O tempo de retengio do padrio do acido lignosulfonico foi de 3,047
minutos e a porcentagem em area foi de 503985 enquanto que o padrdo do acido
lignosulfonico dialisado apresentou tempo de retengdo do padrdo de 2,887

minutos e porcentagem em area de 695394,

Os resultados apresentados na Tabela 1 demonstram que apenas o
cromatograma referente a amostra da linhagem Q10 (Trichocladium canadense),
cultivada por 35 dias, obteve porcentagem em area (451505) menor do que a
obtida com o controle (503985). A diminuigdo da 4rea também pode ser

observada no cromatograma relativo a linhagem Q10, representado na Figura 16.
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Tabela 1. Tempo de retengdo (t.R.) e porcentagem em area do padrdo e das
amostras de meio contendo acido lignosulfonico cultivado com as
linhagens selecionadas durante o periodo de 20 e 35 dias.

FUNGOS DIAS t. R. AREA (%)
LHS5 20 3,01 536235
H2 20 3,078 601721
LD 20 3,072 533988
20 20 3,017 542980
Q10 20 N.D. N.D.
LH5 35 3,004 565400
H2 35 3,03 586250
LD 35 3,038 561619
20 35 3,024 599901
Q10 35 3,086 451507

PADRAO 3,047 503985

Fungos: LH5 (deuteromiceto), H2 (basidiomiceto), LD (Geotrichum sp),
20 (deuteromiceto) e Q10 (Trichocladium canadense).
N.D.: ndo determinado

A analise dos resultados dos cromatogramas obtidos dos caldos de cultivo
das amostras dos fungos selecionados, crescidos por 20 ¢ 35 dias, em meio
contendo como fonte de carbono acido lignosulfonico dialisado (Tabela 2),
demonstra que apenas a linhagem da levedura LD (Geotrichum sp) quando
cultivada por 35 dias, apresentou porcentagem em area (928032) superior a do

controle (695394).

A diminui¢do da porcentagem em area para quase todas as amostras
crescidas em meio contendo acido lignosulfonico dialisado, sugerindo uma
melhor degradagio desse composto, pode estar relacionada com a melhor
produgdo das enzimas ligninoliticas nesse substrato, que pode ser verificada na

Figura 11.
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Tabela 2. Tempo de retengdo (t.R.) e porcentagem em area do padrdo e das
amostras de meio contendo 4c. lignosulfénico dialisado cultivado com
as linhagens selecionadas durante o periodo de 20 e 35 dias.

FUNGOS DIAS t. R. AREA (%)
LH5 20 2,863 627527
H2 20 2,905 640830
LD 20 2,898 669644
20 20 2,894 668480
Q10 20 2,896 661138
LH5 35 2,885 646574
H2 35 2,945 625720
LD 35 2,925 928032
20 35 2,928 651316
Q10 35 2,861 634704
PADRAO 2,887 695394

Fungos: LH5 (deuteromiceto), H2 (basidiomiceto), LD (Geotrichum sp),
20 (deuteromiceto) e Q10 (Trichocladium canadense).

Os melhores resultados relacionados com a diminui¢do da porcentagem em
area das amostras em relagdo ao controle (695394), foram obtidos para os fungos
basidiomiceto H2, crescido por 35 dias (625720), deuteromiceto LHS, crescido
por 20 dias (627520) e para o fungo Q10 (Trichocladium canadense), quando
cultivado por 35 dias (634704).

A anialise da produgdo enzimatica em meio contendo acido lignosulfonico
dialisado (Figura 11), revela bons niveis de atividade das enzimas LiP, MnP e
AVO para as linhagens H2 (basidiomiceto), LH5 (deuteromiceto) e QI0
(Trichocladium canadense), as quais obtiveram melhores resultados relacionados
com a diminui¢do da porcentagem em area. Na Figura 17 estdo representados os
cromatogramas das amostras de meio contendo acido lignosulfonico dialisado

cultivado com as linhagens H2 (basidiomiceto), LH5 (deuteromiceto) ¢ Q10
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(Trichocladium canadense), bem como o cromatograma do acido lignosulfonico

dialisado em meio liquido basico (padréo).

20,3]111 ;.:

——— 3 Q86

-

441

2.441

I: Pico referente a componente do meio de cultura.

II: Pico referente ao acido lignosulfonico.

III: Pico referente a componente do meio de cultura.

FIGURA 16. (A) Cromatograma do padréo; (B) Cromatograma referente a
linhagem Q10  (Irichocladium canadense) cultivada por 35

dias a 30°C, sob condigdo de baixa oxigenag¢ao.
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FIGURA 17. (A) Cromatograma do padrdo; Cromatograma das amostras dos
caldos de cultivo dos fungos crescidos em meio contendo acido
lignosulfonico dialisado, sob condig¢do microaerofilica, a 30°C: (B)
linhagem do basidiomiceto H2 crescida por 35 dias; (C) linhagem
do deuteromiceto LH5 crescido por 20 dias; (D) linhagem do
fungo Q10 (Trichocladium canadense) crescido durante o periodo
de 20 dias.
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5.5. Produgdo de Etanol

Os caldos enzimaticos das cinco linhagens de fungos selecionadas, LH5
(deuteromiceto), H2 (basidiomiceto), LD (Geotrichum sp), 20 (deuteromiceto) e
Q10 (Trichocladium canadense), crescidas em material lignocelulosico (serragem
e bagaco de cana), a uma temperatura de 30°C, durante um periodo total de 13
dias sob condigdo aerébica com agitag@o (6 dias) mais microaerofilica (7 dias), €
35 dias sob condi¢do microaerofilica; foram utilizados para determinagdo da
produgdo de etanol atraves da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia,

conforme relatado no item 4.8.5.

A presenga do etanol nos caldos enzimaticos foi determinada em conjunto
com Pavarina (1997), através da comparagao do tempo de retengdo do padréo
com o tempo de retengdo das amostras. O padriio de etanol utilizado apresentou

tempo de retengdo de 24,49 minutos.

Nas Tabelas 3 € 4 esta demonstrada a produgéo de etanol pelas linhagens
selecionadas crescidas respectivamente em meio contendo serragem e em meio

contendo bagaco de cana, nas diferentes condi¢des estudadas.

Em meio contendo serragem como fonte de carbono (Tabela 3) o etanol foi
detectado nos cromatogramas obtidos dos caldos de cultivo das linhagens LH5
(deuteromiceto); LD (Geotrichum sp); 20 (deuteromiceto) € Q10 (Trichocladium
canadense), quando crescidas por 6 dias sob condi¢do de agitagdo e por mais 7
dias sob condigdo microaerofilica, € da linhagem da levedura LD (Geotrichum

sp) quando cultivada por 35 dias sob condi¢do microaerofilica.
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Tabela 3. Produgdo de etanol pelas linhagens selecionadas crescidas em meio
contendo serragem como fonte de carbono, por 13 dias sob condigdo
de agitagdo mais condigdo microaerofilica e por 35 dias sob condigdo

microaerofilica.
FUNGO CONDICAO DIAS ETANOL
LHS5 AG/M 13 D
H2 AGM 13 —
LD AGM 13 D
20 AG/M 13 D
Q10 AGM 13 D
LHS5 M 35 —
H2 M 35 -
LD M 35 D
20 M 35 —
Q10* M 35 —

Fungos: LH5 (deuteromiceto), H2 (basidiomiceto), LD (Geotrichum sp), 20
(deuteromiceto) e Q10 (7 richocladium canadense).

AG/M: condigio aerébica com agitagdo mais condi¢io microaerofilica

M: condigdo microaerofilica

D: detectado

Q10*: amostra nao analisada.

Em meio contendo bagago de cana como fonte de carbono (Tabela 4), o
etanol foi detectado apenas nos cromatogramas dos caldos de cultivo dos
microrganismos  LHS (deuteromiceto), LD (Geotrichum  sp), € 20
(deuteromiceto), quando crescidos primeiramente sob condigdo de agitagdo e

posteriormente sob condi¢do microaerofilica durante um periodo de 13 dias.
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Tabela 4. Produgdo de etanol pelas linhagens selecionadas crescidas em meio
contendo bagaco de cana como fonte de carbono, por 13 dias sob
condigdo aerdbica com agitagdo mais condi¢dio microaerofolica e por
35 dias sob condigdo microaerofilica.

FUNGO CONDICAO DIAS ETANOL
LH5 AGM 13 D
H2 AGM 13 —
LD AGM 13 D
20 AGM 13 D
Q10 AGM 13 —
LH5 M 35 —
H2 M 35 —
LD M 35 —
20 M 35 —
Q10* M 35 —

Fungos: LHS (deuteromiceto), H2 (basidiomiceto), LD (Geotrichum sp), 20
(deuteromiceto) e Q10 (7' richocladium canadense).

AG/M: condigdo aerobica com agitagdo mais condig¢do microaerofilica

M: condigdo microaerofilica

D: detectado

Q10*: amostra nio analisada.

Os resultados de produgdo enzimatica sob condigdo microaerofilica para o
meio contendo serragem (Figura 13) e para o meio contendo bagago de cana
(Figura 14), demonstram que, de uma maneira geral, as enzimas ligninoliticas
foram mais produzidas em meio contendo serragem. Esses resultados sugerem
uma possivel influéncia dessas enzimas na produgdo do etanol, visto que em meio
contendo serragem o etanol foi detectado nos cados de crescimento de um maior
numero de microrganismos quando comparado com 0 meio contendo bagago de

cana.
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5.6. Consideragdes Finais

Os resultados de produgdo das enzimas que participam do sistema de
degradagdo da lignina para as diferentes classes de microrganismos utilizados
nesse estudo LH5 (deuteromiceto), H2 (basidiomiceto), LD (Geotrichum sp), 20
(deuteromiceto) ¢ Q10 (Trichocladium canadense), revelaram que os fungos
imperfeitos LH5, 20 e Q10, bem como a levedura LD, foram capazes de produzir
essas enzimas em quantidades superiores as produzidas pelo basidiomiceto H2
em algumas condi¢des de cultivo. Até aonde temos conhecimento ainda néo foi
descrito na literatura leveduras com capacidade de produzir enzimas

ligninoliticas, como as LiP, MnP, lacases, peroxidases € AVO.

Apesar da baixa concentragéo de atividade enzimatica ligninolitica obtida,
as cinco linhagens fingicas selecionadas foram capazes de produzir enzimas em
variadas condi¢bes de oxigenagao, apresentando em alguns casos atividade
enzimatica apos crescimento do microrganismo sob condigéo de baixa
oxigenagdo semelhante a produgdo apos o crescimento sob oxigenagao, uma vez

que a degradagdo da lignina ¢ conhecida como um processo altamente oxidativo.

A capacidade de produgdo de enzimas ligninoliticas sob condigdes
aerébica e microaeofilica pode conferir ao microrganismo vantagens para a sua
sobrevida em seu meio natural, proporcionando a este uma maior versatilidade
em relagdo aos estritamente aerobicos ou anaerobicos. A produgdo de enzimas
do sistema ligninolitico sob condi¢do microaerofilica, indica a possibilidade de
degradagdo da lignina ndo apenas sob condigdo aerébica mas tambeém sob
condigdo de baixa concentragdo de oxigénio, ampliando assim as possibilidades

de aplicagiio desses microrganismos e/ou enzimas
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6. CONCLUSOES

e A produgdo de enzimas em condigdes variadas de oxigenagao pode conferir ao
microrganismo vantagens para a Sua sobrevida em comparagdo aos
estritamentes aerdbios ou anaerobios. As dez linhagens fingicas iniciais,
utilizadas nesse estudo, foram capazes de produzir enzimas ligninoliticas em
condigdo aerobica com € sem agitacdo, e em condigdo microaerofilica, quando
crescidas em substrato celulosico (papel de filtro). Os melhores resultados
foram obtidos com as linhagens Q10 (Trichocladium canadense), LH5
(deuteromiceto), LD (Geotrichum  sp), 20 (deuteromiceto) e H2
(basidiomiceto). A manganés peroxidase (MnP), de uma maneira geral, foi a
enzima produzida em maior quantidade em meio contendo papel de filtro,

seguida pela produgio das enzimas lacase e lignina peroxidase (LiP).

e A produgdo de enzimas ligninoliticas para os seis tipos de substratos utilizados
como fonte de carbono, sob condigdo de baixa oxigenagdo, apresentou-se de
maneira diferenciada. Em meios contendo alcool veratrilico, xilana, serragem €
bagago de cana, houve melhor produgdo da enzima MnP. Para os meios
contendo acido lignosulfonico e acido lignosulfonico dialisado, as enzimas LiP
e alcool veratrilico oxidase (AVO) apresentaram, de maneira geral, melhores
atividades. Tanto lacase quanto peroxidases foram produzidas em baixos niveis

pelas cinco linhagens, para todos os seis diferentes substratos estudados.

e Os meios contendo como fonte de carbono papel de filtro, serragem ¢ bagago
de cana, cultivados por 6 dias sob condi¢do aerébica com agitagdo,
apresentaram melhores atividades para a enzima MnP, sendo a maxima
atividade de lacase em meio contendo papel de filtro ¢ de LiP em meio

contendo bagago de cana.
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e De maneira geral, foi obtido um aumento de produgdo das enzimas
ligninoliticas LiP ¢ AVO quando Os microrganismos foram cultivados em
meios contendo papel de filtro, serragem e bagago de cana, ap6s a mudanga de
condi¢io de crescimento de agitagdo para microaerofilica; o que ndo foi
observado para a enzima MnP, que apresentou diminui¢do da atividade sob

essas condigdes.

e Em meios onde o 4cido lignosulfonico foi utilizado como fonte de carbono, as
linhagens apresentaram melhores resultados de produgdo enzimatica quando
esse substrato foi dialisado. Observou-se através de CLAE que um maior
namero de linhagens foi capaz de degradar o 4cido lignosulfonico do meio

quando este era previamente dialisado.

e Com relagdo a capacidade de fermentagdo do material lignocelulosico
(serragem e bagaco de cana) os resultados foram melhores em meio contendo
serragem onde o etanol foi detectado em um maior nimero de caldos de cultivo
analisados. A produgdo de enzimas ligninoliticas também foi melhor para esse
substrato, sugerindo a influéncia dessas enzimas na degradagdo e posterior

fermentagao.

e Os fungos imperfeitos ¢ a levedura utilizados nesse estudo, além de serem
celuloliticos apresentaram potencial ligninolitico em diferentes condigdes de
oxigenagdo, sugerindo que a macromolécula de lignina possa ser degradada
também por outros tipos de fungos que ndo sejam basidiomicetos € sob

condigio de baixa oxigenagao.
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Valores das atividades enzimaticas
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Tabela 5. Atividade de MnP e de LiP das dez linhagens de fungos iniciais cres-
cidas por 7, 15, 22 e 30 dias a 30°C, em meio contendo papel de filtro,

sob condi¢do aerdbica sem agitagéo.

MnP (UL/L) LiP (UT/L)
Fungo 7 dias 15 dias 22 dias 30 dias 7 dias 15 dias 22 dias 30 dias
QI0-T 13.8 0,22 17.8 0 0 0 0 0
LH5-T 0.44 1,3 0 2.8 1] 0 0.18 0.035
LD-T 843 2748 17,7 3.67 0 0 0 ]
20-T 0 ] 0 0,27 0,05 0,035 0.053 0
FOR-T 0 49 6.4 3.5 i} 0 0 0
30-T 0 515 25 0 0 0 0,35
5T ] 33 11,07 0 0,009 U] 0
H2-T 4,7 0 3.2 0 0 0 ]
D7-T - 4,0 2.15 0 1,65 0 0 0 0
L71-T 18.3 0 0 0,35 0 0 0 0
QI0-E 6.14 6.14 0 2,06 0 0 0,23 0
LH5-E 4.97 228 11,6 87 ] 0,358 ] 0
LD-E 0 14.17 334 6.63 0,017 0,053 0 0,017
20-E 0 0,58 ) 1.07 0,035 0 0,44 0
FOR-E 0 0 12,1 0,27 0.035 0.018 1,15 0,062
30-E 0 ] 6.8 0 0 ] ] 0,17
5-E 47 ] 38 14.0 a 0 ] 0,026
H2-E 7.3 0 0 13,18 0 0,009 0 0,08
D7-E 15,5 0 0 ] 0 ] 0 ]
L71-E 18.4 0 55 0,53 0 0 0 0

T = tubo de ensaio; E = Erlenmeyer
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Tabela 6. Atividade de lacase e peroxidases das dez linhagens de fungos niciais
crescidas por 7, 15,22 ¢ 30 dias a 30° C, em meio contendo papel de
filtro, sob condigdo aerdbica sem agitagdo.

LACASE (UI/L) PEROXIDASES (UI/L)
Fungo 7 dias 15 dias 22 dias 30 dias 7 dias 15 dias 22 dias 30 dias
Q10-T 0,035 0,064 0,032 0,85 0,075 0,003 0,016 0,12
LH5-T 0,06 0,012 0,034 0,28 0,043 0 0,033 0,2
LD-T 0,488 0,014 0 0,1 0,114 0,01 0 0
20-T 0,1 0 0,007 0,1 0,016 0,01 0 0,01
FOR-T 0,003 0 0,033 0,07 0,1 0 0 0
30-T 0,006 0 0,029 0,09 0 0,046 0,36 0,45
5-T 0,07 0 0 1,2 0 0,016 0 0,4
H2-T 0,14 0 0 0 0,01 0 0,43 0,05
D7-T 0,06 0,15 0,09 0 0 0 0 0
L71-T 0 0,088 0,48 0,5 0 0,023 0,09 0,24
QI0-E 0,096 0 0,032 1,01 0,13 0 0,055 0,05
LHS-E 0 0,078 0 0,5 0,034 0,006 0 1,0
LD-E 0,016 0 0,035 0 0 0,05 0,01 0
20-E 0,12 0 0,018 0,065 0,11 0 0,023 0,23
FOR-E 0,137 0 0 0,3 0 0,082 0,02 0,42
30-E 0,14 0 0,27 0,25 0,078 0 0,8 0,46
5-E 0,032 0,03 0,22 0,15 0,035 0,027 0,42 0,26
H2-E 0,075 0,07 0,16 1,028 0,021 0 0 0,05
D7-E 0 0 0,52 0 0,038 0 0,61 0,53
L71-E 0,11 0 0,45 0 0 0,22 0,038 0,32

T = tubo de ensaio; E = Erlenmeyer
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Tabela 7. Atividade de AVO das dez linhagens de fungos iniciais crescidas por
7, 15, 22 e 30 dias a 30°C, em meio contendo papel de filtro, sob
condi¢do aerdbica sem agitagdo.

AVO (UI/L)
Fungo 7 dias 15 dias 22 dias 30 dias
Q10-T 0 0 0 0
LH5-T 0 0 0 0
LD-T 0 0 0,036 0
20-T 0 0 0,027 0
FOR-T 0 0 0,08 0
30-T 0 0 0 0,009
5-T 0 0 0 0
H2-T 0 0 0 0
D7-T 0 0 0 0
L71-T 0 0 0 0
QIl0-E 0 0,044 0 0
LH5-E 0,026 0 0 0
LD-E 0 0,5 0,027 0,11
20-E 0 0,018 0,09 0,018
FOR-E 0 0,035 0,018 0,026
30-E 0 0 0,018 0,045
5-E 0,07 0,035 0 0
H2-E 0 0,116 0 0
D7-E 0 0 0 0
L71-E 0 0 0 0

T = tubo de ensaio; E = Erlenmeyer
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Tabela 8. Atividade de MnP e de LiP das dez linhagens de fungos iniciais cres-
cidas por 4, 6 ¢ 10 dias a 30°C, em meio contendo papel de filtro, sob
condig¢do aerdbica com agitagao.

MnP (UI/L) LiP (UI'L)
Fungo 4 dias 6 dias 10 dias 4 dias 6 dias 10 dias
QI10-E 5,7 2,15 6,1 0 0 0,18
LHS-E 1,12 2,1 6,4 0 0 0,11
LD-E 2,5 1,9 3,0 0 0 0
20-E 3,85 2,1 10,5 0 0,017 0
FOR-E 3,25 1,03 3,3 0 0 0,18
30-E 0,9 3,2 0 0 0 0
5-E 0 0 2.3 0 0 0
H2-E 0,54 0 0 0,08 0 0
D7-E 2,1 3,5 0 0,045 0 0
L71-E 0 0.5 2,8 0 0 0

E = Erlenmeyer

Tabela 9. Atividade de lacase e peroxidases das dez linhagens de fungos iniciais
crescidas por 4,6, ¢ 10 diasa30°C, em meio contendo papel de
filtro, sob condigo aerobica com agitagdo.

LACASE (UL/L) PEROXIDASES (UI/L)
Fungo 4dias 6 dias 10 dias 4 dias 6 dias 10 dias
Q10-E 0,6 1,4 1,3 0 0,04 0
LHS-E 0,65 1,25 0,8 0,7 0,21 0,63
LD-E 0,13 0,2 0,11 0 0,023 0,11
20-E 0,47 0,74 0,61 0 0,014 0,4
FOR-E 0,53 0,3 0,017 0,55 0,3 0,61
30-E 0,24 0,2 0,3 0,17 0,85 0
5-E 0,43 0,5 0,67 0,09 0,27 0,5
H2-E 0,012 0,25 0,28 0 0,6 0,31
D7-E 0,07 0 0 0,13 0 0,58
L71-E 0,63 0,63 0,24 0,012 0,38 0,12

E = Erlenmeyer
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Tabela 10. Atividade de AVO das dez linhagens de fungos iniciais crescidas por
4, 6, ¢ 10 dias a 30°C, em meio contendo papel de filtro sob condi-
¢d0 aerdbica com agitagdo.

AVO (UI/L)
Fungo 4 dias 6 dias 10 dias
Q10-T 0 0 0,18
LH5-T 0 0 0,11
LD-T 0 0 0
20-T 0 0,017 0
FOR-T 0 0 0,18
30-T 0 0 0
5-T 0 0 0
H2-T 0,08 0 0
D7-T 0,045 0 0
L71-T 0 0 0

T = tubo de ensaio

Tabela 11. Atividade de MnP e de LiP das dez linhagens de fungos iniciais
crescidas por 7, 15, 22 e 30 dias a 30°C, em meio contendo papel de
filtro, sob condi¢do microaerofilica.

MnP (UI/L) LiP (UI/L)

Fungo 7 dias 15 dias 22 dias 30 dias 7 dias 15 dias 22 dias 30 dias
Q10-T 0 1,88 0 0 0 0 0 0
LH5-T 0.6 2,6 0,62 3,99 0 0 0 0
LD-T 43 0,5 4,17 0,18 0 0,009 0 0
20-T 9,8 0 0 0 0 0,044 0 0
FOR-T 88 0 2,73 2,73 0 0,071 0,09 0
30-T 1,6 0,53 2,6 2,6 0,045 0 0 0
5-T 1,55 0 0 0 0 0 0 0

H2-T 2,25 1,56 1,12 0 0 0 0 0,035
D7-T 1,03 0,76 0,13 0,13 0 0 0 0
L71-T 3,1 0 0,27 0,27 0 0 0 0

T = tubo de ensaio
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Tabela 12. Atividade de lacase e peroxidases das dez linhagens de fungos iniciais
crescidas por 7, 15, 22 e 30 dias a 30° C, em meio contendo pa-

pel de filtro, sob condigdo microaerofilica.

LACASE (UI/L) PEROXIDASES (UI/L)
Fungo 7 dias 15 dias 22 dias 30 dias 7 dias 15 dias 22 dias 30 dias
QI10-T 1,2 0,06 0,72 0 0 0,3 0 0,12
LH5-T 0 0,018 0,83 0,22 0,02 0,015 0,89 0,87
LD-T 0,01 0,005 0 0,33 0,05 0,025 0,25 0,2
20-T 0 0,018 1,0 0 0,1 0,045 0,06 0
FOR-T 0 0 1,0 0 0,025 0,33 0,4 0,76
30-T 0,62 0,4 0,09 0,25 0,35 0,34 0 0,26
5-T 0,42 0 0.4 0 0,05 0 0 0,012
H2-T 0 0,4 0,58 0,09 0,28 0,3 0,19 1,32
D7-T 0,51 0,17 0 0,04 0 0,14 0,2 0,76
L71-T 0,45 0 0,58 0 0,08 0,46 0 0,04

T = tubo de ensaio

Tabela 13. Atividade de AVO das dez linhagens de fungos iniciais crescidas por
7, 15,22 e 30 dias a 30° C, em meio contendo papel de filtro sob

condi¢do microaerofilica.

AVO (UI'L)

Fungo 7 dias 15 dias 22 dias 30 dias
QI10-T 0 0 0 0
LHS-T 0 0 0 0
LD-T 0 0 0 0
20-T 0 0,018 0 0
FORT 0,1 0,027 0 0
30-T 0 0 0 0
5-T 0 0 0 0
H2-T 0 0 0 0
D7-T 0 0 0 0
L71-T 0 0 0 0

T = tubo de ensaio
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Tabela 14. Atividade de LiP, MnP, lacase, peroxidases ¢ AVO das cinco
linhagens selecionadas crescidas em Erlenmeyer, por 20 ¢ 35 dias
a 30° C, em diferentes meios, sob condigdo microaerofilica.

Atividade apés 20 dias (UI/L) Atividade apos 35 dias (UI/L)
Fungo LiP MnP Lacase Peroxid AVO LiP MnP  Lacase Peroxid AVO
LHS-A 0 44 0 0,08 0 0 6,0 0,14 0,13 0,08
H2-A 0 92 0,44 0 0 0 1.8 0,16 0,38 0
LD-A 0 13,3 0,48 0 0 0,009 0 0,46 0,33 0
20-A 0 1,2 0,4 0,14 0 0 2,0 0,47 0,003 0
Q10-A 0 9,37 0 0 0 0 2,0 0 0 0,018
LH5B | 178 0,27 0,53 0,022 3,06 14.7 1,61 0,046 0 6,5
H2-B 0,08 0 0.4 0,39 4,18 2,9 3.4 0,098 0,027 10,5
LD-B 0,37 1,25 0,38 0,21 2,44 2,6 0,76 0,24 0,24 4,7
20-B 3,47 2,7 0,16 0,18 4,15 0 0,18 0,29 0,032 0
Ql10-B 0 0 0 0 0 8,13 2,8 0,07 0,03 2,2
LH5-C 13,2 6,0 0 0,077 8,8 1,93 3,54 0 0,016 12,0
H2-C 1,66 0 0,35 0 2,8 2,6 2,55 0,11 0 84
LD-C 2,8 1,3 0,36 0,15 0 4,6 2,73 0,16 0 4,0
20-C 5,0 0,67 0,016 4,13 12,2 0 1,07 0,6 0,32 413
Qlo-C | 0,36 11,2 0 0,73 8,51 2,36 0,67 0,12 0 10,8
LHS5-D 0 1.8 1,12 0,085 0 0 0 0,54 0 0
H2-D 0 0 0,037 0 0 0 0 0,75 0 0
LD-D 0 0 0 0,009 0 0 1,34 0,062 0 0
20-D 3,0 7.44 1,0 0 0 0 0,062 0 0 0
Q10-D 0 0,9 0,9 0 0 0 4,88 0 0 0
LH5-E | 0,77 1,48 0,37 0,2 0,66 0,33 3,54 0,49 0 0,43
H2-E 0,197 44 0,25 0,4 0,24 0,25 3,31 0,065 0 0
LD-E 0,86 2,24 0,28 0,4 0,81 0,11 3,18 0,25 0,095 0,3
20-E 0,09 0 0,46 0,14 0,035 0,14 3,58 0,25 0,29 0,06
Q10-E 0 0 0,125 0,74 0 0,02 0 0,03 0,018 0
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Tabela 14. continuagdo

LH5-F
H2-F
LD-F
20-F
Q10-F

0 0,085 024 066 0018 0 0 0,07 0 0
0 0 033 0,74 1,03 0 0 0 0,1 0.06
0,06 34 0,025 0 0 0,06 1,2 0,21 0 0,22
0 1,35 0 0,17 0 0,37 1.3 0,18 0 0
0 717 0,09 0 0 0,35 1.8 0,022 0 0,014

A = alcool veratrilico, B = acido lignosulfonico; C = acido lignosulfénico dialisado; D =
xilana; E = serragem; F = bagago de cana.

Tabela 15. Atividade de LiP, MnP, lacase, peroxidases ¢ AVO, das cinco

linhagens selecionadas, crescidas em Erlenmeyer por 6 dias a 30°C,
em diferentes meios sob condig¢do aerdbica com agitagdo; € cres-
cidas por 20 dias sob condigdo aerdbica com agitagdo (6 dias) mais
condigio microaerofilica (14 dias).

Condigio aerobica com agitacio (UI/L) Condigio aerobica com agitagdo ¢
microaerofilica (U/L)
Fungo LiP MnP  Lacase Peroxid AVO LiP MnP  Lacase Peroxid AVO
LHS5-S 0 0 0,06 0 0 1,469 0 0 0 0
H2-S 0 4,48 0 0,248 0 0 0,22 0 0 0
LD-S 0 2,96 0 0 0 0 078 0006 0054 0,304
20-S 0 1,97 0,233 0,233 0 0 0 0,003 0 0,017
Q10-S 0 3,27 0 0,357 0 0,157 0 0 0 0
LH5-B 0 0,134 0 0,366 0 0,609 0 0,09 0,074 0,25
H2-B 0,976 3,58 0,242 0 0,18 0 0 0,035 0 2,22
LD-B 0 2,017 0,194 0,267 1,0 0 0 0 0 0
20-B 0 0 0 0,312 0,026 0 0 0,08 0,012 0
Q10-B | 1,236 1098 0 0,101 0 0 0 0033 0,09 0,089
LHS5-P 0 2,15 1,43 0,21 0 0 0 0,057 0,08 0
H2-P 0 0 0,25 0,6 0 1,7 0 0 0 0
LD-P 0 2,47 0,21 0,028 0 0 0 0 0 0
20-PF | 0,0005 2,1 0,746 0,014 0,018 1,54 0 0,044 0 0
Q10-P 0 2,15 1,41 0,04 0 1,22 0 0 0 0,295

S = serragem; B = bagago de cana, P = papel de filtro.




