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RESUMO

Os fungos basidiomicetos de degradagdo branca apresentam um
mecanismo enzimatico ndo especifico, que permite degradar ndo somente a
lignina, mas uma série de poluentes toxicos altamente recalcitrantes. Neste
trabalho, utilizou-se 0 Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725, considerado
fungo modelo de degradagdo branca e duas hinhagens flngicas (897 ¢ 898),
isoladas da Reserva Ecologica Juréia-Itatins, que embora ndio identificadas, sabe-
se que ndo pertencem ao grupo dos basidiomicetos. Os fungos foram crescidos
em diversas condigBes de cultivo (estaciondria, agitagdo, oxigenagao, adigio de
glicose e oxigenagdo com adigio de glicose), por 3, 7 e 10 dias, em meio
contendo 0,1 ou 0,5% de acido tdnico, acido lignossulfénico, alcool veratrilico ou
fenol como fontes de carbono. Apds a medida das atividades das enzimas
ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase, alcool veratrilico oxidase e
manganés peroxidase), os resultados revelaram que o melhor meio para produgio
enzimatica foi aquele contendo 0,5% de fonte de carbono em condigo
estacionaria sem oxigenagdo. A degradagfo dos compostos (4cido tanico, acido
lignossulfénico e fenol) contidos neste meio, foi determinada por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), chegando-se a conclusdo que a maior
porcentagem de degradagdo foi a do acido tinico pela hnhagem 898. A
porcentagem de redugio da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), quantidade
de oxigénio necessaria para oxidar quimicamente a matéria organica, também fo1
determinada e chegou-se a resultados semelhantes aos encontrados por CLAE.
Tanto o fungo 897 como o 898, apresentaram maiores atividades enzimaticas,

porcentagem de degradagdio e redugdo de DQO, que o fungo P. chrysosporium.

xi



ABSTRACT

The basidiomycetes white-rot fungi present a non-specific enzymatic
mechanism, which degrades not only lignin, but also various foxic poliutants. In
this work, the white-rot fungus Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725,
considered a model lignin degrading fungus, and fwo strains (897 and 898),
isolated from the Jureia-ltatins Ecological Reserve were used. These two strains
are not basidiomycetes. The fungi were grown under diverse conditions
(stationary, agitation, oxygenation, addition of glicose and oxygenation with
glucose addition), for 3, 7 and 10 days, in culture containing 0.1% or 0.5% of
tannic acid, lignosulfonic acid, veratryl alcohol and phenol as carbon sources.
After measuring ligninolytic activities (laccase, lignin peroxidase, manganese
peroxidase, veratryl alcohol oxidase and peroxidases), the results revealed that
the best medium was that containing 0.5% of the carbon source without agitation
or oxygenation. The degradation of compounds (tannic acid, lignosulfonic acid
and phenol) contained in this medium was determined by High Performance
Liquid Chromatography (HPLC), revealing that the greatest degradation was that
of tannic acid by strain 898. The percentage reduction of Chemical Oxygen
Demand (COD), was also determined, showing similar results to those obtained
by HPLC. Both fungus 897 and 898 showed higher enzymatic activities,
percentage degradation, and reduction of COD than the fungus Phanerochaete

chrysosporium.

xii



Introducéo

1 - INTRODUCAO

Recentemente, a aplicagdo de biotecnologia e de engenharia genética nos
campos da agricultura, da medicina ¢ de programas ambientais para o bem-
estar humano tem ganhado grande importdncia. Desde que os microrganismos
podem adaptar-se a diversas mudangas ambientais, pesquisadores tém

explorado a possibilidade do uso deles como instrumento para o controle da

poluigo ambiental.

A biorremediagiio, ou seja, o uso de microrganismos na degradagdo de
poluentes ambientais, é uma tecnologia em expansdo, uma vez que, com o
desenvolvimento industrial, a quantidade de efluentes, muitas vezes, toxicos,

carcinogénicos ¢ mutagénicos, descartados no meio ambiente € muito grande.

A industria de polpa e papel é uma das maiores fontes de poluigdo
ambiental, pois na fabricagio dos mesmos sdo usados componentes quimicos
para degradar o material lignocelulésico, principalmente a lignina, que ¢ de
dificil decomposigfio. Estes compostos sfio responsaveis por sérios problemas
ambientais, sendo que um dos mais importantes ¢ a forte coloragdo dos

efluentes, devido & eliminag#o da lignina e seus produtos.

A degradagio da lignina apresenta sérios problemas a nivel fisiologico ¢
enzimologico, sendo realizada pela acfo de vérias enzimas extracelulares gue
variam de um microrganismo para outro. Entre elas, pode-se citar as
fenoloxidases (mangands peroxidase, lignina peroxidase e lacase) denominadas

de ligninoliticas.
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A lignina pode ser degradada por vérios microrganismos, incluindo
fungos e bactérias. Os fungos sfo os principais e entre eles, os de degradagéo
branca sio os mais importantes, pois degradam completamente a lignina. Os
fungos de degradagfio branda e de degradagio marrom também degradam o
material lignocelulolitico, mas com menor intensidade, pois o sistema

ligninolitico destes fungos parece ndo estar completamente formado.

O sistema enzimatico nfo especifico e oxidativo dos fungos ligninoliticos
é capaz de degradar, além da lignina, poluentes aromaticos toxicos, incluindo
uma variedade de compostos fenolicos. Compostos fenélicos de baixo peso
molecular s30 encontrados em efluentes de diversas indlstrias, tais como, as de
azeite de oliva, cafeeira, quimica, farmacéutica, corantes, pesticidas, solventes,
destilarias de vinho e outras. Bstes efluentes sfio 4cidos, tém grande contetdo
orgdnico e podem causar considerdveis problemas ambientais. Além disso,
compostos fendlicos sdo téxicos tanto para organismos superiores como para
maioria dos microrganismos, sendo que pequenas quantidades em agua potavel
e em rios, podem causar problemas para a satide humana. Portanto, a eliminagéo
destes compostos é uma necessidade para a preservagiio da qualidade do meio

ambiente.

Em vista disto, atualmente, tem havido muito interesse em se conhecer o
sistema enzimatico de diferentes fungos ligninoliticos, uma vez que estes
possuem um grande potencial de aplicagdio tanto nos processos de bioconversio

como nos de biorremediacdo.
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

A lignocelulose € a principal fonte de biomassa e recursos renovaveis da
natureza. E constitufda por 3 classes de polimeros: celulose, hemicelulose e
lignina (BRODA, 1992). O uso de lignocelulose como fonte de combustivel, de
alimento e de fibra é de grande importancia econdmica (BRODA er al., 1996).
Entretanto, a maior dificuldade de sua degradagfio se deve a um de seus
componentes: lignina (BABITSKAYA, 1994), que depois da celulose, € o
segundo mais abundante grupo de polimeros na biosfera; portanto, a sua
biodegradagiio ocupa uma importante posi¢do no ciclo global do carbono
(EGGERT ef al., 1996). Os estudos de degradacfio da lignina tém grande
importancia devido as suas aplicacdes biotecnologicas, onde seu uso inclui
produgdio de ragdes, enzimas, produtos quimicos e matéria-prima para a

industria de papel e celulose (ARORA, 1995; EGGERT et al., 1996).

Os efluentes téxicos da indastria de papel e celulose, provenientes do
tratamento da polpa e da eliminagfio da lignina causam sérios problemas de
polui¢do ambiental, além da forte colora¢do e do cheiro desagradavel de seus

efluentes (MANZANARES et al., 1995).

A degradacfo completa da lignina, na natureza, ocorre como resultado
cooperativo de diferentes microrganismos. Entre eles, os fungos de degradagfo
branca s3o os mais importantes na deshgnificagdo e o Phanerochaete
chrysosporium tem atraido o grande interesse de varios pesquisadores, por ser
capaz de degradar completamente a lignina (EVANS er al, 1991;
SRINIVASAN et al., 1995; ARORA, 1995; AIKEN & LOGAN, 1996). Os

fungos de degradacio marrom e de degradacdo branda, também degradam a
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lignina, mas em um grau limitado devido a falta da completa formacio de seu

sistema enzimatico.

As linhagens ligninoliticas podem ser usadas na bioconversdo de
efluentes industriais, contribuindo para a diminuigfio da poluicdo ambiental
(BABITSKAYA, 1994; ARORA, 1995). Os fungos de degradagdo branca
apresentam um sistema enzimético néo especifico, tornando-os capazes de
metabolizar a lignina e seus subprodutos (MANZANARES ef g/, 1995), além
de uma série de poluentes ambientais, como compostos fenolicos e compostos
policiclicos aromaticos. A natureza irregular da lignina e o fato de poluentes
conterem subestruturas encontradas na mesma, tais como, fendis, bifenis e
diarilésteres, permite que o sistema enzimatico ndo especifico dos fungos
ligninoliticos possa degradar estes compostos (SAYADI & ELLOUZ, 1995;
MESTER er al., 1995; AIKEN & LOGAN, 1996; BOGAN ez al., 1996; KAY-
SHOEMAKE & WATWOQOO0D,1996).

A importincia de se estudar os fungos que degradam a lignina também se
deve ao fato de que eles sfio capazes de suportar altas concentragdes de
poluentes toxicos, ao contrdrio das bactérias, que sfo sensiveis, por exemplo,
aos compostos fendlicos de baixa massa molecular, como acido galico, cafeico
e cumarico (BORJA et al., 1993-a). Outra vantagem destes fungos ¢ que o seu
sistema de degradagdo néo ¢ induzido por um determinado poluente, mas pela
deficiéncia de nutrientes, principalmente, carbono e nitrogénio (BARR &

AUST, 1994).
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2.1. Lignina

A lignina é uma macromolécula que constitui 20 a 30% da madeira,
conferindo rigidez & estrutura da parede celular de giminospermas {madeiras

moles) e angiospermas {madeiras duras) (GOLD & ALIC, 1993).

A lignina é constituida de ligagbes de unidades de mondmeros de
fenilpropano nfio repetitivas, sintetizadas a partir de precursores fendlicos,
como os alcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico. A condensacgfio de
radicais livres provenientes desses precursores, iniciada pelas peroxidases da
parede celular da planta, resulta na formagfio de um polimero heterogéneo,
amorfo, opticamente inativo, hidrofobo, extremamente resistente ao ataque
microbiano e altamente ramificado, com uma massa molar que pode variar em
torno de 100.000 g/mol ou mais. Sua estrutura (mostrada na figura 1) apresenta
no minimo 12 tipos de ligacdes diferentes, tais como, aril éster e ligacio
carbono-carbono, ligadas ao niicleo aromatico, que ndo estiio sujeitas a hidrolise
enzimatica (JANSHEKAR & FIECHTER, 1983; GOLD & ALIC, 1993;
MONTIES, 1994).

A lignina se encontra no interior da parede celular, associada a
hemicelulose através de interacdes fisicas e ligacOes covalentes (JANSHEKAR
& FIECHTER, 1983). Essa associagdio sugere que o ataque inicial na parede
celular da madeira requer uma degradacfio enzimética que se inicia na
hemicelulose, e em seguida na lignina, pois a primeira restringe fisicamente o

acesso das enzimas que degradam a segunda (TUOR et al., 1995).
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Figura I: Férmula esquemdtica estrutural da lignina (DE JONG er al,
1994).

A lignina ndo pode ser utilizada como unica fonte de carbono e energia
para 08 microrganismos, consequentemente, sua degradagcdo somente ocorre
quando outros co-substratos (celulose e hemicelulose) estdo presentes. Muitos
fatores podem influenciar a degradagfio da lignina pelos fungos, como tensiio
de O, agitag@o das culturas, concentrages minerais (especialmente Mg* e

Ca™) e escolha do tampdo {DE JONG et al., 1994).
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2.2, Sistema Enzimatico Ligninolitico:

As enzimas lignoceluloliticas podem ser intra ou extracelulares e estdo
divididas em 2 categorias: hidroliticas e oxidativas. As enzimas hidroliticas
degradam celulose e hemicelulose e tém substratos especificos. Ao contrario, as
enzimas oxidativas sdo ndo-especificas e agem via mediadores ndo protéicos.
Enquanto a degradagio da celulose ocorre durante o metabolismo primdrio, a
mineralizaco da lignina até CO, e H,0, tem sido caracterizada no metabolismo
secundério, quando se esgota a fonte de carbono, nitrogénio ou enxofre . Sendo
assim, existem 2 sistemas de degradacdo de lignocelulose que funcionam em
diferentes tempos e sob diferentes condigdes (AKAMATSU & SHIMADA,
1996; BRODA ef al., 1996).

A degradagfio da lignina, mais especificamente, a regulacfio da produgdo
de enzimas ligninoliticas é um fendmeno complexo (HATAKKA, 1994). O
ataque fingico ao polimero de lignina ocorre através de varias enzimas
extracelulares, como peroxidases do tipo, lignina peroxidase (LiP), manganés
peroxidase (MnP), lacase e enzimas produtoras de H,O, (perdéxido de

hidrogénio) (FU et al., 1997; PEREZ et al., 1997).

2.2.1. Peroxidases

Fazem parte de um grupo de enzimas envolvidas na degradacdo da
lignina. No ciclo catalitico, o peroxido oxida o sitio ativo da enzima, que por

sua vez, oxida o substrato (AITKEN et al., 1989).

Os fungos ligninoliticos produzem 2 tipos especiais de peroxidases:

lignina peroxidase e manganés peroxidase.

7
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2.2.1.1. Lignina Peroxidase (LiP; EC 1.11.1.7)

Fsta enzima constitui 0 maior componente do sistema de degradagfio do
fungo P. chrysosporium (DE JONG et al., 1994). E uma glicoproteina que
contém Fe™ como grupo prostético, e requer H,0, para sua atividade catalitica

(HATAKKA, 1994; REDDY & D’SOUZA, 1994).

A LiP catalisa a oxidagio de vérios compostos aromaticos através da
remogdo de um elétron, com subsequente formagio de radicails catiénicos tipo
aril, os quais sdo decompostos espontancamente dando origem a uma variedade
de produtos finais (HATAKKA, 1994). A LiP oxida substratos fendlicos para
radicais fenoxilas e catalisa a clivagem oxidativa de §-O-4, Ca-CB e outras
ligagdes presentes na lignina ¢ em compostos modelos de lignina (PEREZ et al.,

1997).

Durante o ciclo catalitico da enzima, o Fe™ contido no grupamento heme
da LiP passa por 5 estados de oxidagdo (figura 2). O primeiro passo compreende
a oxidacdo do Fe (III) da enzima nativa para Fe (IV), gerando o composto L.
Através da redugdo do composto I, € formado o composto II, que ainda contém
Fe (IV). O agente redutor pode ser um substrato como alcool veratrilico ou
H,0O,. Finalmente, uma etapa de redugdo, via um elétron, retoma a enziima 4o seu
estado nativo, completando o ciclo catalitico. Na auséncia do substrato redutor o
composto 11 é oxidado para o composto 111, uma forma com limitada capacidade

catalitica (BARR & AUST, 1994; DE JONG et al., 1994).
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Figura 2: Ciclo catalitico da lignina peroxidase. RH representa o
substrato enzimatico na forma reduzida e Re representa o substrato na forma

oxidada (GOLD ef al., 1989).

Diferentemente da MnP e da lacase, a LiP é a tnica enzima com
capacidade de oxidar compostos ndo fendlicos metobolizados com alto
potencial oxi-reducdo (KERSTEN e al., 1990). A LiP catalisa reagdes em meio
fortemente acido (pH 2-3), sendo que nfo existe muita variagio no seu modo

de ac¢fo entre os diferentes fungos.
2.2.1.2. Peroxidase dependente de manganés (MnP; EC 1.11.1,7)
E uma glicoproteina com Fe™ como grupo prostético, sendo a principal

enzima envolvida no branqueamento de polpa kraft e na descoloragdo de

efluentes da indGstria papeleira (DE JONG ¢f al., 1994).
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A MnP ¢ cataliticamente dependente de HyO; e de Mn**, onde Mn(1l) é
oxidado para Mn(IIT), e comporta-se como um mediador de baixa massa molar
que pode se difundir para regiGes distantes na molécula de lignina e iniciar o
processo de oxidacfo. Esta enzima pode agir sobre os compostos modelos de
lignina, fenois simples e aminas, oxidando-os (SAYADI & ELLOUZ, 1995,
D’ANNIBALE ef al., 1996, EGGERT ef al., 1996; PEREZ et al., 1997).

H.0O, HO

. Composto I
Ye [HI \ / ., FelV=0[P']

g Mn HI
Mnli
A e
Mnll AH
Mn i1
AH

Composto 1l
FelV=0 A

Excesso
H0,

\.. H,0

Composto 111
Fe Il OF

Figura 3: Ciclo catalitico da manganés peroxidase. AH representa o

substrato enziméatico na forma reduzida e Ae representa o substrato na forma

oxidada (GOLD et al., 1989).
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Durante o ciclo catalitico da MnP, o Mn (II) atua como doador de
elétrons para gerar o composto II (figura 3). O mesmo Mn (II) participa da
conversdo do composto II na enzima nativa. Os ions Mn (III) gerados séo
estabilizados por quelac@io com 4cidos orgénicos, tais como, lactato, citrato ou
malonato. O Mn (III) quelado atua como mediador redox difusivel para catalisar
a oxidacdo, via um elétron, de compostos fendlicos, gerando radicais fenoxila.

Um excesso de H,0, dé origem ao composto III (DE JONG et al., 1994).

2.2.2. Lacase (Benzenodiol: oxigénio oxidoredutase, EC 1.10.3.2)

E uma fenoloxidase com larga especificidade de substratos, sendo uma
enzima produzida por quase todos os fungos de degradacfio branca (EVANS er
al., 1991; DE JONG et al., 1994;TUOR et al., 1995). A lacase utiliza o O, para
oxidar anéis fendlicos formando radicais fenoxilas. Sob certas condigGes, esta
enzima pode também oxidar compostos ndo fendlicos e clivar anéis fendlicos
contendo grupos volumosos (HATAKKA, 1994). Esta enzima estd envolvida na
degradacio da lignina e na destoxificacio de compostos fenolicos, bem como

na desclorificacio de compostos clorofendlicos (BARBOSA ef al., 1996).

Até recentemente, acreditava-se que o fungo Phanerochaete
chrysosporium nio produzia lacase, e consequentemente, esta enzima recebeu
pouca atencfio. Entretanto, estudos recentes, mostram que a lacase pode ser
muito importante na degradaciio da lignina e de compostos modelos de lignina
{SRINIVASAN et al., 1995; EGGERT et al, 1996) ¢ a incapacidade de
demonstrar a produgfo de lacase por P. chrysosporium se deveu ao uso de
condicBes de cultura ndo favoraveis a sua produgfio (SRINIVASAN er al,
1995).

i1
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2.2.3. Enzimas produtoras de H,O,

Fstas enzimas exercem importante papel na degradacio do material
lignocelulosico, pois duas enzimas ligninoliticas requerem H;O; como substrato:
LiP e MnP (ZHAO & JANSE, 1996). As oxidases sugeridas como possiveis
doadoras de H,O, durante o processo de degradagio da hignocelulose sdo:
glicose-1-oxidase, glicose-2-oxidase, glioxal oxidase, celobiose-oxidase, alcool
veratrilico oxidase, metanol oxidase, piranose-2-oxidase, acil-CoA-oxidase (DE
JONG et al., 1994; ZHAQ & JANSE, 1996). As principais enzimas produtoras
de H,O, sfo:

Glicose-1-oxidase (E.C. 1.1.3.4) e Glicose-2-oxidase (E.C. 1.1.3.10):

utilizam a glicose como doadora de elétrons na redugfio de O; para HO,. Estas
enzimas sdo intracelulares ¢ possuem diferentes especificidades de substratos

(ERIKSSON et al. , 19806).

Glioxal-oxidase (GLOX): enzima extracelular envolvida na degradaglo da

lignina (HATAKKA, 1994) e enire as produtoras de Hx0; € a que tem sido
estudada mais intensamente, por ser uma importante fonte de H,O, (ZHAO &
JANSE, 1996). A atividade catalitica desta enzima ¢ dependente de Cu (II) e os
substratos podem ser metabolitos fimgicos secundarios como glioxal e metil-
glioxal ou produtos de atividade lipninolitica como formaldeido (KERSTEN &
KIRK, 1987)

Alcool Veratrilico Oxidase (AVO): é outra enzima produtora de Hy,0,. As

isoenzimas da AVO sdo capazes de reduzir O, para H;O, e de oxidar dlcoois
aromaticos primarios para aldeidos. Esta enzima apresenta um alto grau de

especificidade de substrato (HATAKKA, 1994), mostrando atividade com

12
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dlcoois alifaticos com duplas liga¢Bes conjugadas e maior atividade com aril
alcoois ndo fendlicos. Aldeidos aromaticos sdo também oxidados pela enzima
para seus correspondentes dcidos, porém de forma muito lenta. (DE JONG et

al., 1994).

2.3. Microrganismos responsaveis pela degradaciio de compostos

lignocelulosicos:

As diferencas estruturais entre as enzimas indicam que as diferentes
espécies de fungos podem empregar diferentes maneiras de degradar lignina

(NERUD et al., 1991).

Os fungos responsdveis pela degradag@io da madeira estfio divididos em 3

classes, segundo SZKLARZ ez al. (1989):

- Fungos de decomposigéo branda: sfio ascomicetos e fungos imperfeitos
(deuteromicetos), que decompdem eficientemente a celulose, mas degradam a
lignina lenta e incompletamente;

- Fungos de decomposicfo parda: sfo basidiomicetos, que causam apenas
uma desmetilagdo da lignina, desorganizando a parede celular ¢ permitindo a
entrada de enzimas celuloliticas e hemiceluloliticas;

- Fungos de decomposicdo branca: também sdo basidiomicetos e

degradam completamente a lignina e a celulose.

Dentre as 3 classes, a mais importante é a dos fungos de decomposigido
branca. Estes fungos e seus sistemas ligninoliticos t&m grande aplicagfio na
biopolpacio e no biobranqueamento, bem como, na biorremediagdo de

poluentes aromaticos (MESTER, 1995).

13



Revisdo Bibliografica

Os fingos de degradagdo branca podem ser ainda divididos em 5 classes,

de acordo com a enzima que produzem (TUOR et al., 1995):

e Classe 1 - Produzem LiP, MnP ¢ lacase. Este grupo contém os melhores
fungos de degradagéio branca;,

¢ Classe 2 - Produzem MnP e lacase, ¢ ndo apresentam niveis detectaveis de
LiP. S#io fortes degradadores de lignna;

o Classe 3 - Produzem LiP e somente uma fenoloxidase: MnP ou lacase;

o Classe 4 - Secretam somente LiP sem fenoloxidases;

e Classe 5 - $30 funpos caracterizados incompletamente quanto a degradacfo da

lignina.

Fungos de degradagfio marrom ¢ branda decompdem a lignina com menos
intensidade, pois o sistema ligninolitico destes fungos ndo esta completamente
formado (ARORA, 1995). FERRAZ & DURAN (1995) demonstraram que
alguns ascomicetos degradam a madeira com a mesma intensidade do Trametes

versicolor.

BABITSKAYA (1994) comparou os fungos da classe basidiomicetos e 0s
da classe deuteromicetos, determinando a atividade das enzimas: lacase,
peroxidase, tirosinase, catalase, glicose oxidase, celulase ¢ xilanase. Ele observou
que os deuteromicetos produziam niveis relativamente baixos de atividades de
enzimas ligninoliticas, apesar da degradagio da lignina por estes fungos ter sido
bastante ativa, sugerindo que estes fungos deviam produzir outro tipo de enzima,

além das estudadas neste trabalho.

Tanto os fungos de degradagdo branca como os fungos de degradagdo

marrom, ufiizam HyO, no sistema de degradagfio da lignina. Nos fungos de

14
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degrada¢do marrom, a H,O, estd envolvida no ataque inicial da celulose,

enquanto que nos de degradacfo branca, a H,0, ¢ utilizada como co-substrato

pelas peroxidases produzidas por estes fungos (ZHAO & JANSE, 1996).

Bactérias também podem participar da degradagio da madeira, sendo que
estes microrganismos podem inibir ou promover sinergisticamente o
crescimento dos fungos que a degradam. A degradacfio da lignina por fungos
resulta na formacglo de substincias de baixa massa meolar, como 4cidos
carboxilicos aromaticos, os quais podem ser metabolizados pelas bactérias

{TUOR et al., 1993).

O principal fungo de degradacdo branca ¢ o P. chrysosporium, que tem
sido altamente  estudado por sua habilidade em degradar a lignina e uma
variedade de poluentes ambientais (BONNARME & JEFFRIES, 1990;
SRINIVASAN e al,, 1995; AIKEN & LOGAN, 1996). Outro fungo de
degradacio branca bastante eficiente é o Coriolus versicolor (Trametes
versicolor), que degrada simultaneamente a lignina, a celulose e a hemicelulose

(COLLINS & DOBSON, 1995).

O interesse pelo P. chrysosporium € recente. Em 1983, descobriu-se a
primeira enzima extracelular associada s reagles de degradagdo da lignina
(GLENN er al.,1983; TIEN & KIRK, 1983). Depois desta descoberta, observou-
se que estas enzimas, produzidas por estes fungos, também poderiam degradar
uma variedade de compostos aromaticos persistenies no meio ambiente

(AITKEN ef al., 1989).
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2.3.1. Phanerochaete chrysosporium

O P. chrysosporium produz as peroxidases (LiP e MnP), em boas
condi¢Ges de cultura, durante metabolismo secundario em resposta a falta de
nitrogénio, carbono ou enxofre (PEREZ ef al., 1997). As melhores condi¢des de
cultura para que o P. chrysosporium apresente uma alta producfo enzimatica
s#o: cultura estacionaria, meio enriquecido com oxigénio, baixa concentraco
de nitrogénio, fonte de carbono apropriada (em geral, glicose}, pH entre 4,0 ¢
4,5 e meio balanceado de nutrientes minerais (BONNARME & JEFFRIES,
1990; SRINIVASAN et al., 1995; ZHAO et al,, 1996). E interessante ressaltar
que este fungo ndo utiliza lignina como fonte de carbono para seu crescimento,

mas ele a degrada para obter a celulose que esta no interior da fibra da madeira

(CANCEL et al., 1993).

2.4. Utilizaciio de enzimas ¢/ou fungos ligninoliticos na biorremediacio

O sistema ligninolitico extracelular dos fungos de degradacfio branca tem
encontrado significantes aplicagdes na drea de biotecnologia, gragas ao sistema

enzimatico nfo especifico produzido pelos mesmos (COLLINS & DOBSON,
1995).

A indastria de polpa e papel é uma das maiores fontes de poluigdo
ambiental. Os processos de produgfio de papel utilizam agentes quimicos que
tdém como principal objetivo a eliminagdo da lignina. Entretanto, a
deslignificac@o resulta no aparecimento de mais de 300 compostos, muitas
vezes, tOxicos e persistentes no meio ambiente (LAMAR, 1992). Uma vez que,

os produtos de transformagfio da lignina sfo os maiores coniribuintes de cor
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destes efluentes, a descoloragfio por fungos ligninoliticos, principalmente
baseados nas linhagens de P. chrysosporium , tem sido bastante estudada

(MANZANARES ef al., 1995; BOGAN et al., 1996).

Além da descoloracio de efluentes, os fungos ligninoliticos e seus
sistemas enzimaticos podem ser utilizados na industria de papel e celulose, nas
fases de polpacdo e de branqueamento para fabricacdo do papel. A utilizagio
dos fungos nestas fases pode reduzir a utilizacfo de reagentes quimicos, como o
cloro, e consequentemente, diminuir a formag¢io de compostos téxicos

(ERIKSSON, 1990).

A complexibilidade das reagles quimicas do mecanismo enzimatico
existente nos fungos, com uma ampla variedade de oxidagSes e reducdes, torna
a estratégia de biorremediaco diferente das tecnologias ja existentes (BARR &

AUST, 1994).

A degradacfo de compostos policiclicos aromaticos, biopolimeros com
estrutura relacionada & lignina e/ou seus mondmeros por fungos ligninoliticos, €
devido, em parte, & atividade do sistema da LiP. As LiPs ndo sdo somente
importantes na biodegradagdo da lignina, mas também t&m uma aplicagfio
potencial na destoxificagdo de uma larga faixa de poluentes ambientais, tais
como, PCBs e dioxinas; na biopolpagio e na conversio de material
lignocelulolitico para combustiveis e outros compostos quimicos (AITKEN et

al., 1989; REDDY & D’SOUZA, 1994; TUOR ef al., 1995).

A MnP também estd envolvida na degradagdio de compostos aromaticos e
outros xenobidticos. Entretanto, certos compostos aromaticos néo sfo oxidaveis

por peroxidases. A lacase, produzida pelos fungos de degradagdo branca,
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também estd envolvida na degradacgfio destes compostos (FIELD er al., 1993). A

tabela 1 mostra alguns substratos degradados pelas enzimas ligninoliticas.

Tabela 1: Substratos xenobidticos e enzimas ligninoliticas produzidas por

fungos e purificadas (FIELD et al., 1993)

Enzima Compostos xenobidticos

LiP Clorofenol
Diclorofenol
Pentaclorofenol
Antraceno
Pireno
Benzopireno

Benzoantraceno

MnP Diclorofenol
Clorocatecol
Corantes poliméricos

Nitroaminotolueno

lacase Clorofenol
Diclorofenol
Pentaclorofenol
Cloroguaiacol

Clorocatecol

Compostos fenélicos arométicos sfio produtos comuns da degradagéo da
lignina, portanto, é esperado que as diferentes fenoloxidases reajam do mesmo
modo com os substratos fendlicos. LiP e MnP oxidam compostos fenodlicos

como alcool vanilico para aldeidos { DE JONG ef al., 1994).
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2.5. Compostos fendlicos e/ou modelos de lignina:

2.5.1. Acide tinico

Os tamnos sdo um grupo de compostos fendlicos poliméricos bastante
comuns em plantas. Os taninos sdo moléculas recalcitrantes e resistentes ao
ataque microbiano. De acordo com suas propriedades, sfo divididos em duas
categorias: hidrolisiveis e condensados, sendo estes mais resistentes ao ataque

microbiano que os primeiros (SAXENA et al., 1995).

O acido tinico ¢ um tipo de tanino hidrolisavel, composto de uma molécula
de carboidrato, geralmente, glicose, no qual acido galico ou acidos similares
estdo unidos por ligagSes ¢ésteres (SAXENA ef al, 1995). O acido tanico tem
sido utiizado ha muitos anos, como aditivo em aromas de bebidas e doces,
agente clarificador na fermentacdo e nas indastrias de vinho (ONODERA et al.,

1994).

ARCHAMBAULT et al. (1996) demonstraram gue o dcido tanico pode ser
degradado por enzimas produzidas pelo fungo de degradacfio branca Trametes

versicolor.

2.5.2. Acido Lignossulfénico

Os lignossulfonatos sfio produtos de efluentes de indastrias de papel
gerados durante o processo de branqueamento e polpagio. Estas soluges sdo
altamente coloridas (marrom escura) devido ao seu alto contetido de lignina. Os
lignossulfonatos contém larga concentragdo de carboidratos de madeira (como

glicose, xilose), nitrogénio e outros tragos minerais necessarios para o
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crescimento dos fungos, fazendo dos lignossulfonatos uma escolha logica como
alternativa de substrato para o desenvolvimento destes microrganismos (AIKEN

& LOGAN, 1996).

2.5.3. Aleool Veratrilico

Alcoois aril (veratril, anisil e anisil clorado) sfo metabolitos secundarios
comuns de fungos de degradacc branca. Os metabolitos secundarios sio
produzidos simultaneamente com as enzimas ligninoliticas, sendo que o aleool
veratrilico ¢ um indutor destas enzimas. A produgiio de metabélitos secundarios
depende da linhagem, do substrato e das condigdes de crescimento. Estes
compostos apresentam fungbes fisiolégicas junto com as enzimas extracelulares,
envolvidas na biodegradagio da lignina e sua concentragiio no fluido extracelular
¢ altamente regulada por enzimas intracelulares. Os papéis dos aril alcoois junto a
atividade ligninolitica sdo: indugfio das enzimas ligninoliticas, estabilizagio da
LiP, formagio de uma espécie de O, ativado e podem ainda agir como
mediadores na transferéncia de cargas e como substratos para enzimas produtoras
de HyO, (DE JONG ef al., 1994). Os aril 4lcoois poedem ser produzidos pelos
fungos na biossintese de carboidratos e na metilagio e subsequente redugio de

intermedidrios da degradagfo da lignina (DE JONG ef al., 1994).
O dlcool veratrilico ¢ oxidado pela LiP para uma espécie de radical, um

mtermedidrio, antes de se formar o veratraldeido, e a suva taxa de oxidagio

aumenta com a diminuigdo do pH (AITKEN ef al., 1989).
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2.5.4, Fenol

O fenol e seus homdlogos sdo moléculas arométicas formadas por um anel
benzénico contendo grupos hidroxila, metila, amidas ou sulfénicos (KUMARAN
& PARUCHURI, 1997). Ele pode ser um produto natural ou smtético com alto
grau de toxicidade tanto para organismos superiores como para matoria dos
microrganismos (TORNISIELO, 1996). A ingestdo continua de fenol, por um
periodo prolongado, provoca diarréia, urina escura ¢ danos na viso, em niveis de
concentragdo entre 10 ¢ 240 mg/L (KUMARAN & PARUCHURI, 1997). A
concentragdo letal de fenol no sangue € por volta de 4,7 a 130 mg/100 mL. Na
concentragdo de Sug/l, o fenol causa mau cheiro em aguas de rios e sdo
proibidos em dguas potéveis na concentragdo de 1pg/L. Portanto, a eliminagio do

fenol é uma necessidade para a preservagdo da qualidade do meio ambiente.

Compostos fenélicos sdo compostos biogénicos altamente distribuidos na
natureza, podendo ser provenientes do metabolismo secundério de plantas e da
decomposi¢do de lignina e de proteinas (CILLIERS & SINGLETON, 1989,
TORNISIELO, 1996; KUMARAN & PARUCHURIL 1997). Sua oxidagdo
promove o escurecimento de frutas e tem um papel importante no processamento
de sucos e vinhos, na transformagio e retirada de lignina de polpa de papel, nas

aguas contaminadas e na destoxificagdo de solos (XU, 1996).

Artificialmente, os compostos fendlicos sfo comumente encontrados em
efluentes derivados da conversdo de carvdio, do refinamento de petréleo, de
resina, de plasticos e de téxteis (LEE ef al., 1996) e em muitas outras inddstrias,
tais como, farmacéutica, petroquimica, cafeeira (AMBUJON & MANILAL,
1995), azeite de oliva, corantes, pesticidas, solventes (ABU-SALAH et ol , 1996;
BENITEZ et al., 1997). Algumas fontes industnais de fendis e compostos
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aromaticos sio mostradas na tabela 2.

Tabela 2: Fontes de fenol e compostos aromaticos relatados em efluentes

mdustriais (KUMARAN & PARUCHURI, 1997).

Fonte Compostos Aromaticos

Reﬁnag:ﬁodepetmieoHidrocarbonetosbenzenotolueno,n—octanos
n~decanos, naftalenos, bifenis, fenol, cianetos,
sulfetos, ambnia

Petroguimicos Nafialeno, heptanos, benzeno, butadieno,
alcoois C-4, fenol e resorcinol

Producdo de  quimicos m-amino fendis, resorcinol, dinitrofenol, p-

organicos basicos nitrofenol, anilina, clorobenzenol, tolueno,
trimtrofenol
Refinagao de carviio Fenol, catecol, o-, m-, p-cresdis, resorcinol,

hidroquinonas, hidrocarbonetos poliaromaticos,
piridinas, xileno, tolueno, acido benzdico

Farmacéuticos Toluenos, alcool benzililico, acido fenmlacético,
produtos clorados de benzeno, cloroférmio,
éter, alcool etilico

Derivados tdnicos Tanino, catequina, fenol, clorofenol, nitrofenol

Polpa ¢ Papel Lignina, vanilina, dcide vanilico, acido fertlico,
acido cmémico, dcido siringico, acido
benzdico, catecol, dlcool comiferilico, fenol e

clorofenol
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A degradagfo ou biotransformacio de compostos fendlicos em ambientes
aqudticos e terrestres ndo esta limitada a atividade de poucos microrganismos
versateis, ja que ocorre nas bactérias, nos fungos filamentosos, nas leveduras e

nas plantas superiores (SEMPLE & CAIN, 1996).

BORJA et al. (1992) utilizaram a levedura Geotricum candidum para
remover compostos fendlicos em efluentes de uma indistnia de dleo de oliva.
Estes sio grandes imbidores da atividade bacteriana ¢ wmn tratamento com esta
levedura fornece um efluente que posteriormente é degradado por tratamento
anaerdbico, podendo ser eliminado no meio ambiente. Em um outro trabalho,
BORIJA et al. (1993-b) usaram este mesmo tipo de tratamento com efluentes das

destilarias de vinhos e obtiveram resultados semelhantes.

Os fungos de degradagio branca séo capazes de degradar estes compostos
devido a atividade do sistema da LiP (KAY-SHOEMAKE & WATWOOD,
1996). Esta enzima catalisa a oxidacdo de varios compostos fendlicos, utilizando
peroxido de hidrogénio (AITKEN er al, 1989). As reagbes de oxidacglo,
hidroxilagio e polimerizagio de derivados de fenol sfo muito importantes na area
de produciio de compostos quimicos finos ou na prevengio de poluigdo de

efluentes aquosos (COURTEIX & BERGEL, 1995).

O fenol e seus compostos sio considerados produtos de dificil tratamento,
¢ as alternativas para recuperagdo de ambientes contaminados por essas
moléculas necessitam do desenvolvimento de tecnologias inovadoras, procurando

a eficiéneia e o baixo custo do processo (TORNISIELO, 1996).
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3-OBJETIVOS

Utiliza¢fio de microrganismos ligninoliticos, ja isolados no Laboratério

de Sistemaética e Fisiologia Microbiana, para:

*Estudo do sistema ligninolitico destes microrganismos quando crescidos
em meios de cultura contendo: acido tanico, acido lignossulfdnico, alcool
veratrilico, fenol e seus derivados, sob diferentes condi¢des de cultivo;

*Estudo da remocdo ou biodegradacio destes compostos fenolicos;

*Relacionar as atividades ligninoliticas desses fungos com a capacidade

de degradagio dos compostos em estudo.
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4 . MATERIAL E METODOS

4.1. Reagentes e Equipamentos

¢ Banho-maria, marca Eyela, modelo SB-650;

¢ Céamara de fluxo laminar, marca Veco;

¢ (entrifuga, marca Hitachi, modelo Himac CR21;

¢ Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia marca Shimadzu, modelo LC-6A
com detector ultravioleta modelo SPD-6A acoplado a integrador modelo CR-
4A e colunas cromatograficas Cosmosil, 15¢m x 4,6mm

» Espectrofotémetro marca Shidadzu, modelo UV - 1201;

e Espectrofotbmetro marca HACH, modelo DR/2010;

e Filtros para fase movel, marca Millipore;

¢ Incubadora, marca Tecnal, modelo TE~ 420;

e Reagentes grau para andlise;

¢ Reagentes grau cromatografico,

¢ Ultra purificador de 4dgua para uso em CLAE (Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia), marca Millli Q-Plus;
» Micropipetadores com volumes reguldveis, marca Gilson
» Equipamentos de uso comum de laboratdrio: balanga analitica, autoclave,

estufas, cAmaras de fluxo continuo, etc.

4.2, Microrganismos

Os fungos utilizados neste trabalho foram isolados de amostra de solos
provenientes das margens do Rio Una do Prelado, que € rico em 4cido hdmico,
possui pH entre 3,5 e 7,0 e localiza-se na Reserva Ecoldgica da Juréia-Itatins. O

interesse de se trabalhar com estes fungos deve-se ao fato de que o 4cido
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himico € um dos metabdlitos finais da degradacgfio do material lignocelulolitico,
portanto estes fungos s@o capazes de degradar a lignina. Estes fungos foram
1solados no Laboratério de Sistemética e Fisiologia Microbiana da Faculdade de
Engenharia de Alimentos - Unicamp, ndo foram identificados, mas nio
pertencem ao grupo dos basidiomicetos. Os fungos (4a, 480, 897, 898, 984 ¢
1051y foram escolhidos para inicio de trabalho por apresentarem atividade
ligninolitica no 3° dia de crescimento. O fungo P. chrysosporium (ATCC
24725) foi escolhido como padrdo, pois tem sido muito usado como
microrganismo modelo para estudo do sistema enzimdtico responsdvel pela

degradacao da lignina.

4.3. Meios de culfura

4.3.1. Meio de Manutencio

Os fungos foram inoculados em placas de Petri contendo meio PDA
(Potato Dextrose Agar) e incubados & temperatura de 30°C. O fungo P.
chrysosporium fot inoculado em placas de Petri contendo meio Extrato de Malte

e incubado a temperatura de 37°C. Apés crescimento, os fungos foram mantidos

em cimara fria a 16°C.
4.3.2. Meio de Producio Enzimatica
Composic¢éo inicial do meio para producio enzimética {por litro):
-0,5¢g de fosfato de amonia dibésico;

-(},8¢g de fosfato de potéssio monobasico;

-0,3g de fosfato de potéssio dibésico;
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-0,3g de sulfato de magnésio;
-4,0mg de sulfato de zinco;
-5,0mg de suifato de manganés;
-5,5mg de cloreto de célcio;
-0,2g de extrato de levedura,

-5g de fonte de carbono.

As fontes de carbono utilizadas para inicio de trabalho foram 4cido ténico

¢ acido lignossulfénico na concentragao de 0,5%.

O meio final para produgdo enzimética continha a seguinte composicio
por litro:

-0,5g de fosfato de amonia dibédsico;

-0,8¢g de fosfato de potassio monobasico;

-0,3g de sulfato de magnésio;

-4,0mg de sulfato de zinco;

-3,0mg de sulfato de manganés;

-0,1g de cloreto de célcio;

-0,2g de extrato de levedura;

-2,0mg de cloreto de cobalto;

-1,0mg de sulfato de ferro hexahidratado;

-fonte de carbono.

As fontes de carbono uatihizadas foram: 4cido tlnico, 4cido
lignossulfonico, dlcool veratrilico ¢ fenol. As concentragdes finais (m/v) das

fontes de carbono foram: 0,05%; 0,1% e 0,5%.
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Apés a esterilizacdo do meio, adicionou-se 0,5 ml. de tiamina, na
concentracdo de 10mg/L. A tiamina foi esterilizada em membrana de Millipore

(0,221im) e guardada em geladeira a 16°C.

4.4. Inoculo

As placas que apresentaram crescimento micelial total (apés 7 dias de
crescimento) foram utilizadas para retirada de in6culos. O procedimento para a
padronizaciio dos indculos constitui em se quadricular as placas, no tamanho de
1,0cm x 1,0cm. Cada quadrado de 1,0cm x 1,0cm foi inoculado em Erlenmeyers
contendo 10 mL de meio para producdio enzimdtica, tomando-se os devidos
cuidados na transferncia dos inéculos, evitando-se ao maximo que o dgar das
placas também fosse transferido, o que poderia ocasionar um crescimento
devido a nutrientes provenientes do meio sélido. Apds inoculagéo, os frascos

foram incubados nas suas respectivas temperaturas de crescimento.
4.5, Pré-selecio

4.5.1. Primeira etapa

Os fungos foram inoculados como descrito em 4.4, no meio inicial para
producdo enzimdtica com 4cido tinico ou dcido lignossulfonico, na
concentra¢io (m/v) de 0,5%, como fonte de carbono. Apds crescimento por 7

dias, foram medidas as atividades enziméticas como descritas no item 4.9 e

entdo selecionaram-se as methores linhagens.
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4.5.2. Segunda etapa

As linhagens selecionadas foram inoculadas e incubadas, no meio final
para producfo enzimética, em mais duas diferentes fontes de carbono (dlcool
veratrilico e fenol), nas concentracdes (m/v) de 0,05%, 0,1% e 0,5% ¢ sob duas

condigSes de cultivo:

*Estaciondria; apés inoculacfio, os fungos foram incubados por 3, 7 e 10
dias em suas respectivas temperaturas de crescimento. Apés crescimento em
fase estaciondria, utilizando-se a concentracio de 0,1% de fonte de carbono, foi

feito o cultivo com agitacio.

*Com agitacfo: ap0s inoculagiio os frascos Erlenmeyers foram colocados
sob agitacdo & velocidade de 100 rpm também por 3, 7 e 10 dias nas mesmas

temperaturas da fase estacionaria.

4.6. Selecao das melhores linhagens

Com os resultados obtidos nos experimentos descritos acima, escolheram-
se 0s melhores fungos e a melhor condigdo de crescimento para se estudar o
efeito da oxigenacfio na atividade enzimética. Para tanto, os frascos foram
oxigenados durante 1 minuto apés o 3° dia de crescimento. Para este
procedimento os tampdes de algoddo foram substituidos por tampdes de
borracha. Nestes tampdes, foram conectadas 2 agulhas, 1 para entrada de
oxigénio do cilindro e outra para saida de gases. Esta troca de gases foi

realizada durante 1min/10mi..

As atividades enzimaticas foram medidas no 7¢ ¢ 10 dias de crescimento.
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A vpartir desta fase, as concentracdes finais das fontes de carbono

utilizadas foram sempre 0,1% e 0,5% (m/v).

4.7. Efeito da adic@o de glicose

Fot utilizada a glicose como co-substrato para crescimento, adicionada ao
meio  para producio enzimatica na concentragio final de 0,5% (m/v). Os
fungos foram incubados em condi¢do estaciondria com ou sem oxigenacio e
nos 3% 7° ¢ 10° dias de crescimento, as amostras foram coletadas e medidas as

atividades enzimadticas.

4.8, Determinacio de massa seca

Para todas as condi¢fes foi feita a determinachAo da massa seca. Os
fungos, depois de incubados, foram filtrados através de 14 de vidro (a qual €
inerte e impossibilita a ligacfio inespecifica com enzimas presentes nos meios
liguidos) previamente pesada. As 1ds de vidro foram colocadas em estufa a
100°C por 24hs, pesadas e por diferenca de peso foi caleulada a massa seca

para cada fungo.
O liquido filtrado foi centrifugado em centrifuga, marca Hitachi, modelo

Himac CR21 e usado para determinacfo das atividades das enzimas

ligninoliticas.
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4.9, Atividade enzimatica

As atividades das seguintes enzimas foram determinadas a partir do

calculo da diferenca de absorbéncias, medidas em espectrofotSmetro:
4.9.1. Lacase

A atividade da lacase foi determinada utilizando-se a siringaldazina como
substrato enzimatico .Colocou-se numa cubeta 0,6ml do caldo filtrado, 0,2mL
de tampfio citrato-fosfato 0,5 molL'(pH 5,0), 0,1mL de dgua e 1,0 mL de
siringaldazina 0,1%. A reacdo iniciou-se com adigdo da siringaldazina e sua
oxidaglo foi acompanhada até a forma quinona no tempo inicial (0) e & 10

minutos a 523nm (HERRERA, 1995).
4.9.2. Peroxidases

As peroxidases foram determinadas da mesma maneira que lacase, mas na
presenca de H,O, Colocou-se 0,6mL do caldo filtrado, 0,2ml de tampdo
citrato-fosfato, 0,1mL de siringaldazina e 0,lmL de H,0; 2,0mmol L ' Medin-

se a atividade também a 525nm, mas a reacfo iniciou-se com adi¢io de HyO,.
4.9.3. Lignina Peroxidase (LiP)

A atividade da lignina peroxidase foi determinada pela oxidacdo do
dlcool veratrilico a aldefdo veratrilico(TIEN & KIRK, 1983)., A mistura da
reacdio continha 0,6ml. do caldo filtrado, 0,2ml. de uma solugdo de dlcool
veratrilico 0,2mmol.L" em tampdo tartarato de sédio 0,4molL" (pH 3,0). A
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reacdo iniciou-se com adigdo de HoO; ¢ determinou-se a absorbincia a 310nm

em O e apds 10 minutos.

4.9.4. Alcool Veratrilico Oxidase (AVO)

A atividade da AVO foi determinada quase que da mesma forma que para
LiP exceto porque omite-se a H;O, do meio de reagdo. Colocou-se 0,6mL do
caldo filtrado, 0,2mL de dlcool veratrilico em tampdo tartarato de sédio e 0,2mL

de dgua destilada. Mediu-se a atividade a 310nm.

4.9.5. Manganés Peroxidase (MnP)

A atividade da MnP foi determinada pela oxidacio do vermelho de fenol
(KUMAKARA et al., 1984). A mistura da reacdio contem 0,5ml. do caldo
filtrado, 0,1mL de lactato de sédio 0,25mol.L”’, 0.2mL de albumina bovina
0,5%, 0,05mL de MnSO4 2,0mmolL", 0,05mL de uma solugio de H,0,
2, 0mmol. L em tampdo succinato de sédio 0,2mol. L (pH 4.5) ¢ 0,ImL de
vermelho de fenol 0,1%. Determinou-se a absorbancia no tempo zero e apds 3
minutos, interrompeu-se a reacio pela adigdo de 0,04ml. de NaOH 20N e

determinou-se novamente a absorbancia a 610nm.
-Controle: colocou-se o caldo filtrado em banho-maria marca Eyela,

Modelo SB-650, por 30 minutos e depois adicionaram-se 0s reagentes e leu-se a

atividade da mesma forma.
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4.10. Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

E a quantidade de oxigénio necessiria para oxidar gquimicamente a

matéria orgénica.

A determinacfio foi feita utilizando-se o espectrofotbmetro DR/2010 da
HACH. Colocou-se 1ml das amostras em frascos HACH ( devidamente limpos
e com tampas apropriadas) previamente adicionados de: 0,04 a 0,05g de HgSO,,
2,.5ml de uma solucao de H,SO4 + AgSO,, 0.3ml de H,O destilada e 0,5ml de
K,Cr04. Para facilitar a leitura, 1ml de 4dgua destilada foi acrescentado a cada
frasco, que foram colocados em um reator, & temperatura constante de 140°C.
Ao fim de 2 horas nesta temperatura, os frascos foram retirados e a leitura foi

realizada em um comprimento de onda de 620nm.

Os valores de porcentagem de reducdo do DQO foram determinados
através da comparacio dos resultados, entre o controle e¢ as amostras,

encontrados a partir das medidas feitas no espectrofotﬁmetro.
4.11. Degradacio dos compostos fendlicos e/ou modelos de lignina

A degradacdo dos compostos fendlicos e/fou modelos de lignina foi
realizada por Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia (CLAE), nos mesmos
caldos usados para determinacfo da atividade enzimética, em um cromatografo
marca Shimadzu, utilizando-se colupa de fase reversa, Cosmosil C18, com
dimensdes de 15cm x 4,5mm. O volume da amostra injetado foi de 20pL. Como
fase movel foi utilizado um sistema isocritico de solventes, constituido por
dgua/metanol (70:30 v/v), a uma vazio de 0,5 ml/min. A detec¢do foi realizada

em detector ultravioleta, a 254nm.
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A degradacdo destes compostos foi determinada através da comparagio
da porcentagem em 4rea do controle com a porcentagem em drea das amostras.
O controle foi obtido, incubando-se os meios de cultura, sem indculo, nas

mesmas condi¢des das amostras.

4.11.1. Extracio do acido ténico

O 4cido tanico foi extrafdo tratando-se Sml do sobrenadante com 5 mL de
propanol (5%) em heptano, precipitando-o. As amostras foram centrifugadas,
evaporadas sob fluxo de nitrogénio, e entfo ressuspendidas em 5 mL da fase

movel (metanol/dgua, 30:70), baseado em GAATHON et al., 1989,

Apds este processo, as amostras foram microfiltradas em membranas

Millipore e injetadas no cromatdgrafo.

4.12. Degradacao de fendis

Para avaliar o grau de degradagfio de fenol foi utilizada também CLAE,
mas com as seguintes condi¢des cromatograficas: coluna Cosmosil CI8 fase
reversa, Sum, 15cm x 4,6mm; fase mével: acetato de amdnio (30mM, pH
5,0)/acetonitrila/metanol (56:34:10, v/v/v); vazdo: 0,8 a 1,0 mL/min; volume da

amostra injetada: 20L e deteccdio: UV, 280nm.

O célculo de degradag@o do fenol foi determinado através da comparacio
da porcentagem em drea do controle com a porcentagem em drea das amostras,
sendo o controle obtido através da incubac@o dos meios de cultura, sem inéculo,

nas mesma condicdes das amostras.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Pré-selecio dos microrganismos

5.1.1. Primeira etapa

No inicio deste trabalho, os fungos foram crescidos por 7 dias, em meio
contendo 4cido tanico ou acido lignossulfénico como fontes de carbono, na
concentragdo de 0,5% (m/v), sob condigio estaciondria, a uma temperatura de

30°C.

As medidas da atividade das enzimas lacase, peroxidase, lignmna
peroxidase, alcool veratrilico oxidase e manganés peroxidase, para os seis fungos
a serem selecionados, estio apresentadas nas figuras de 4 a 8 (resultados na

tabela 7, em apéndice).

LACASE

0,14+
0,124 | B4 dcido t3nico

o1
o8
006

& gcido
lignossulfénico

Atividade (/L)

0,044

002

4a 480 BO7 8983 = 1061

Fungos

Figura 4: Atividade enzimética de lacase de seis linhagens de fungos (4a, 480, 897, 898, 984
e 1051), apds 7 dias de crescimento sob condigdo estacionaria em meio contendo acido tanico
ou 4cido lignossulfonico como fontes de carbono.
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Todas as linhagens apresentaram baixa atividade de lacase, como mostra
a figura 4. As melhores linhagens produtoras de lacase foram 4a, 480, 897 ¢ 898
(0,09 a 0,12 U/L) e a melhor fonte de carbono para produgdo de lacase foi o
acido tinico. Todos os fungos apresentaram atividade méxima de 0,04 U/L

quando o acido lignossulfonice fol utilizado como fonte de carbono.

Apresenta-se na figura 5 a atividade de peroxidase, onde observa-se que as
linhagens 480 ¢ 897 apresentaram as methores atividades em meio 4cido tdnico
(0,51 ¢ 0,50 U/L respectivamente). A linhagem 4a apresentou uma atividade em
torno de 0,25 U/L e os demais fungos apresentaram uma atividade bastante baixa

nas duas fontes de carbono estudadas, ndo sendo superior a 0,09 U/L.

PEROXIDASE
& acido tAwico
=
=
-+
=
=
s
-% & scido
lignossulfonico

43 480 807 808 o84 1051

Fungos

Figura 5. Atividade da enzima peroxidase de seis linhagens de fungos (4a, 480, 897, 898,
984 e 1051), apos 7 dias de crescimento sob condiglio estacionaria em meio contendo acido
tanico ou 4cido lignossultonico come fontes de carbono.

Na figura 6 estfio apresentadas as atividades de LiP, onde observa-se que
todos os fungos produziram esta enzima no meio acido tinico, sendo a mator

produgdo a da linhagem 4a (~9,20 U/L). Em meio 4cido lignossulfGnico somente
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a linhagem 480 nfo apresentou atividade de LiP e as demais apresentaram

atividade entre 2,50 ¢ 4,20 U/L.

LIGNINA PEROXIDASE

-
]

B dcido tdnico

8 acido
lignossulfénico

Atividade (U/L}
B e MW R 3~ D

4a 480 87 858 284 {5t
Fungos

Figura 6: Atividade da enzima lignina peroxidase de seis linhagens de fingos (4a, 480, 897,
RO8, 984 ¢ 1051), apos 7 dias de crescimento sob condigio estacioniria em meio contendo
acido tdnico ou 4cido lignossulfonico como fontes de carbono.

ALCOOL VERATRILICO OXIDASE

g E Acido tAnico
=
=
=
s
=
2
< B icido
Hgnossulfénico
4a 480 87 855 a4 1051
Fangos

Figura 7: Atividade da enzima é&lcool veratrilico oxidase de seis linhagens de fingos (4a,
480, 897, 898, 984 e 1051), apds 7 dias de crescimento sob condigdo estacionaria em meto
contendo acido tinico ou acidoe lignossulfonico como fontes de carbono.
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A atividade de alcool veratrilico oxidase esta apresentada na figura 7. A
maior producdo desta enzima foi do fungo 1051 tanto em meio dcido tanico como
em acido lignossulfénico ( ~5,60 ¢ 4,60 respectivamente). Os fungos 480 ¢ 984
ndio apresentaram atividades de AVO em 4cido tinico e o fungo 4a em acido

lignossulfénico. Os valores das demais atividades enzimaticas estdo entre 2,00 ¢

4,50 U/L.
MANGANES PEROXIDASE
B dcido tinico
E
=
S
=
=
2
< & acido
Lignossulfénico
4a 480 897 898 584 1051
Fungas

Figura 8: Atividade da enzima manganés peroxidase de seis linhagens de fungos (4a, 480,
897, 898, 984 e 1051), apds 7 diss de crescimento sob condigiio estacionaria em melo
contendo acido tAnico ou acido lignossulfnico como fontes de carbono.

A enzima MnP foi produzida por poucas linhagens de fungos, como ¢
observado na figura 8. A maxima atividade desta enzima foi produzida pelo fungo
1051 em meio acido lignossulfénico como fonte de carbono (~6,70 U/L). Os
demais fungos apresentaram atividades em torno de 2,0 U/L, sendo que as

linhagens 480 ¢ 984 ndo apresentaram nenhuma atividade enzimatica.

Na figura 9 pode-se observar o crescimento fiingico através da massa seca

para cada fungo, De modo geral, o melhor crescimento foi em meio acido tanico.
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As linhagens com maior crescimento foram 4a, 480, 898, 984 em meio dcido

tanico e em acido lignossulfonico.

2 MASSA SECA
Go7
] 0,06- @ soido tAnico
-.H.; {},{_}5..
P
o
@ 9’04._
=
3
00
L)
< 0oz 8 fcido
hgnossulfénico
01

48 4503 87 ao8 984 1054
Fungos

Figura 9. Massa seca de seis linhagens de fungos (4a, 897 , 898, 984 ¢ 1051} apos 7 dias de
crescimento sob condigio estacionaria em meio contendo 4cido tinico ou cido lignossulfGnico
como fonte de carbono.

Ap6s a medida da atividade enzimatica e a determinagdo da massa seca, as

linhagens 897 ¢ 898 foram selecionadas para dar continuagéio ao trabalho.
5.1.2. Segumia ctapa
5.1.2.1. Condic¢ao Estacionaria

Nesta etapa estudou-se a melhor concentragdo (0,05%, 0,1% ou 0,5%),
para produgdo enzimdtica, dos meios de cultura contendo 4acido tdnico, &cido
lignossulfénico, alcool veratrilico ou fenol como fontes de carbono. A escolha da
concentragiio foi feita através da determinagdo da atividade das enzimas

ligninoliticas no 3% 7% ¢ 10° dias de crescimento. Os dados das atividades
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enzimaticas podem ser vistos nas tabelas de 8 a 12, em apéndice. O fungo

Phanerochaete chrysosporium (PC) foi utilizado a partir desta fase do trabalho.

5.1.2.1.1. Acido Tanico

Nas figuras 10, 11 e 12, observam-se as atividades ligninoliticas em meio

contendo acido thnico nas concentragles 0,05%; 0,1% ¢ 0,5%, respectivamente.

ACIDO TANICO

B 8 Lacase i

7
g 8 B Peroxidase
= 5 . .
g 4 J Lignina Peroxidase
8 (LiF)
E 3 13 Alcool Veratrilico
: 2 Oxidase (AVD)

1 @Mangaués

o Peroxidase (MnP}

Teg7 BG7 807 698 898 898 PC PC PC
@y (7Y (1) (3 Ty (10 & ) (10)

FUNGOS/DIAS

]

Figura 10: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
ilcool veratrilico oxidase e manganés peroxidase) de trés fungos (897, 898 e PC- P
chrysosporium) ap6s 3, 7 e 10 dias de crescimento em meio contendo 0,05% de acido tinico
como fonte de carbono.

De modo geral, na concentragfo de 0,05%, observa-se que a enzima AVO
foi produzida por quase todos os fungos e em todos os dias de crescimento,
sendo que as maiores atividades foram observadas para linhagem 897 (figura 10).
A maior atividade de LiP e MnP foi produzida pelo fungo 897 (~5,80 e 7,80
U/L), quando crescido por 7 dias. As atividades de lacase e peroxidase foram
muito baixas para todos os fungos e em todos os dias de crescimento, com

valores maximos de 1,00 U/L.
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ACIDO TANICO
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Figura 11: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
alcool veratrilico oxidase e manganés peroxidase) de trés fungos (897, 898 e PC- P.
chrysosportum) apés 3, 7 ¢ 10 dias de crescimento em meio contendo 0,1% de 4cido tinico
como fonte de carbono.

Na concentragfio de 0,1% de fonte de carbono (figura 11), houve maior
atividade das enzimas lacase e peroxidase do que na concentracio de 0,05%. A
maior atividade de LiP também foi produzida pela linhagem 897, quando crescida
por 7 dias, mas a maior atividade de MnP foi produzida pelo fungo 898 em 7 dias
de crescimento. A atividade de AVO ndo ¢ observada para os fungos em todos os

dias de crescimento, como na concentragfio de 0,05%.

Na concentragdo 0,5% as atividades de lacase (figura 12), peroxidase e
AVQ foram muito baixas para todos os fungos. As linhagens 897 e PC, quando
crescidas por 7 dias e as 898 e PC, quando crescidas por 10 dias, apresentaram
altas atividades de LiP (entre ~6,50 ¢ 11,00 U/L). A maxima atividade de MnP é
observada para os fungos 897 e 898, quando crescidos por 7 ¢ 10 dias, com
valores entre ~8,00 e 10,00 U/L.
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ACIDO TANICO
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Figura 12: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
slcool veratrilico oxidase e manganés peroxidase) de trés fungos (897, 898 e PC- P
chrysosporium) apos 3, 7 e 10 dias de crescimento em meio contendo 0,5% de acido tanico

como fonte de carbono. :

Fm meio contendo icido tdnico como fonte de carbono, as melhores
atividades de lacase e peroxidase foram produzidas quando os fungos cresceram
na concentragio de 0,1% e as melhores atividades de LiP ¢ MnP foram

observadas na concentragio de 0,5% de fonte de carbono.

SAXENA ef al(1995) trabalharam com degradagdo de 4cido tnico por
Aspergillus niger em diversas concentragdes de meio € observaram que a maior
porcentagem de degradagfio ocorreu quando a concentragio de acido tanico era
de 0,3%, o que esta de acordo com os resultados obtidos neste trabalho. De
acordo com estes mesmos autores, os compostos polifenélicos, como o 4cido
tinico, geralmente sio inibidores do crescimento microbiano, pois podem inativar
varias enzimas. Entretanto, estes compostos podem estimular o crescimento,

respiracio, fermentagdo e excregdo de aminoécidos.
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5.1.2.1.2. Acido Lignossulfénico

As figuras 13, 14 e 15 se referem a produgdo enzimatica quando os fungos
foram crescidos em meio contendo acido lignossulfénico nas concentragles de

0,05%, 0,1% ou 0,5%.

Na figura 13, nota-se que a maxima atividade de MnP (~3,80 U/L) foi
produzida pelo fungo 897, quando crescido por 7 dias. As enzimas lacase e
peroxidase foram produzidas em pequena quantidade por todos os fungos. O
fungo 897, depois de crescido por 3 e 10 dias ¢ o fungo 898, depois de crescido

por 10 dias, apresentaram as maiores atividades de LiP e AVO.

ACIDO LIGNOSSULFONICO

*1 B Lacase

35
g "y B Peroxidase
2 ;s
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Figura 13: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
dlcool veratrilico oxidase e manganés peroxidase) de trés fungos (897, 898 e PC- P.
chrysosporium) ap6s 3, 7 e 10 dias de crescimento em meio contendo 0,05% de 4cido
hgnossulfénice como fonte de carbono.

A atividade de lacase detectada em quase todos os fungos, quando

crescidos em meio com concentracdo de 0,1% de dcido lignossulfonico foi alta,
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visto que de modo geral, os niveis de atividade desta enzima ndo sdo superiores a
1,00 U/L (figura 14). A maxima atividade de LiP foi produzida pela linhagem
PC, no 10° dia de crescimento, ¢ de AVO pela linhagem 897, no 3° dia de
crescimento. Os niveis de atividade para enzima MnP e peroxidase foram baixos

para todos os fungos.

ACIDO LIGNOSSULFONICO

5+ B Lacase
45-
= 4 B Peroxidase
f‘;}ﬂ 35
B3 ElLignina
2 25- Peroxidase (LiP)
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Figura 14: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
alcool veratrilico oxidase ¢ manganés peroxidase) de trés fungos (897, 898 ¢ PC- F.
chrysosporium) apés 3, 7 e 10 dias de crescimento em meio contendo 0,1% de acido
lignossulfénico como fonte de carbono.

Pela figura 15, pode-se observar que as atividades das enzimas lacase ¢
peroxidase foram praticamente zero para todos os fungos e em todos os dias de
crescimento. A atividade de AVOQ foi méxima para linhagem 898, quando
crescida por 3 dias, mas as linhagens 897 ¢ PC, no 3° dia de crescimento, também
apresentaram boa atividade desta enzima. Os fungos 897 e PC, quando crescidos
por 7 dias, apresentaram a mais alta atividade de LiP. A MnP foi produzida
somente pelas linhagens 897 ¢ 898, no 7° dia de crescimento, mas com baixa

atividade.
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Figura 15: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,

dlcool veratrilice oxidase e mangands peroxidase) de trés fungos (897, 898 e PC- A

chrysosporium) apos 3, 7 e 10 dias de crescimento em meio contendo 0,5% de acido

lignossulfonico como fonte de carbono.

Pode-se observar que a melhor concentragio para produgfo enzimatica no
meio contendo scido lignossulfonico foi a de 0,1%. Na concentragio de 0,5%, os
fungos, de modo geral, ndo apresentaram atividade, mas quando produzidas, os

nivels foram altos.

As altas atividades na mais alta concentragio podem estar relacionadas
com a estrutura do dcido lignossulfdnico, wna vez que este € constituido apenas
por moléculas derivadas de lignina, as quais podem estar induzindo o sistema

hgninotitico.
5.1.2.1.3. Alcoo! Veratrilico

Nas figuras 16, 17 e 18 estdo apresentadas as atividades das

enzimas ligninoliticas, quando os fungos foram crescidos em meio contendo
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alcool veratrilico como fonte de carbono nas concentragSes de 0,05%, 0,1% e

0,5%.

Na figura 16, observa-se que a atividade de todas as enzimas foram barxas
para todos os fungos € em todos os dias de crescimento, ndo ultrapassando
valores de ~1,50 U/L. De uma maneira geral, as enzimas que apresentaram
maiores atividades foram lacase ¢ peroxidase, sendo produzidas por todos os
fungos. As enzimas LiP e AVO foram produzidas pelo fungo 898, em todos os
dias de crescimento. Os fungos 897, no 10° dia de crescimento e PC, no 3% dia
de crescimento, produziram baixas atividades destas enzimas. A enzima MnP s6

néo foi produzida pela linhagem 897 no 7° dia de crescimento.

ALCOOL VERATRILICO
1.6 B8 Lacase
1.4
2 40 B Peroxidase
e
FSI {1Lignina Peroxidase
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3y (7 (0 3 O (W & O (10
FUNGOS/DIAS

Figura 16; Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
alcool veratrilico oxidase e manganés peroxidase) de trés fungos (897, 898 e PC- P
chrysosporium) apds 3, 7 e 10 dias de crescimento em meio contendo 0,05% de élcool
veratrilico comeo fonte de carbono.

A atividade de lacase na concentragfio de 0,1% de alcool veratrilico como
fonte de carbono, foi alta para todos os fungos, com valores em torno de 2,50

U/L (figura 17). O fungo 898, gquando crescido por 3 dias ¢ ¢ fungo PC, quando
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crescido por 10 dias, produziram as mais altas atividades da enzima MnP (entre
2,00 a 2,70 U/AL). A mdxima atividade de peroxidase foi produzida pelas
linhagens 897, no 32 e 7° dias de crescimento, ¢ 898 e PC, no 7° dia de

crescimento. As enzimas LiP e AVO apresentaram atividades baixas para todos

os fungos.
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Figura 17: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
alcool veratrilico oxidase e manganés peroxidase) de trés fungos (897, 898 e PC- I
chrysosporium) apds 3, 7 ¢ 10 dias de crescimento em meio contendo 0,1% de &lecool

veratrilico como fonte de carbono.

Pela figura 18, observa-se que todos os fungos produziram baixa atividade
de quase todas as enzimas, quando crescidos em meio contendo alcool veratrilico
como fonte de carbono na concentragio de 0,5%. Somente as linhagens 897, no
72 dia de crescimento, e a PC, no 3° dia de crescimento, produziram alta atividade
de MnP (~7.30 e 4,80 U/L respectivamente) e o fungo PC, quando crescido por 7
dias, produziu atividade de AV (~3,80 U/L).
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Figura 18: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
alcool veratrilico oxidase ¢ manganés peroxidase) de trés fungos (897, 898 e PC- P
chrysosporinm) apds 3, 7 e 10 dias de crescimento em meio contendo 0,5% de alcool
veratrilico como fonte de carbono.

Observou-se que a melhor concentragio de dlcool veratrilico para
produgdio enzimética foi de 0,1%, sendo que somente a enzima MnP, de uma
maneira geral, apresentou methor atividade quando os fungos foram crescidos na
concentragdo de 0,5% de fonte de carbono. Na concentragao de 0,05% de alcool

veratrilico, a produciio enzimatica foi bastante baixa para todos 0s fingos.

A presenga de alcool veratrilico ¢ considerada um fator importante para
maior produgdio enzimatica dos fungos ligninoliticos (WU et al, 1996).
Observou-se aqui, que o lcool veratrilico como fonte de carbono ndo aumentou a
atividade das enzimas ligninoliticas, de uma maneira geral COLLINS &
DOBSON (1995) observaram em seu trabalho que o alcool veratrilico aumentava
3 atividade de LiP, mas nfio afetava os niveis de MnP. O élcool veratrilico tem a
capacidade de proteger a enzima LiP da inativagiio por HzO,, mas nfo funciona

como indutor para produgéio desta enzima (CANCEL ef al., 1993).
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5.1.2.1.4. Fenol

Observam-se, nas figuras 19, 20 ¢ 21, as atividades das enzimas lacase,
peroxidase, LiP, AVO e MnP, produzidas por fungos quando crescidos em meio

contendo 0.05%, 0,1% ¢ 0,5% de fenol como fonte de carbono.

Na figura 19, nota-se que, quando os fungos foram crescidos em 0,05% de
fenol ndo apresentaram atividade das enzimas LiP e AVO. As melhores
atividades foram da enzima MnP, sendo que os valores ficaram entre 2,50 ¢ 3,30
U/L. Todos os fungos produziram atividades de lacase e peroxidase entre valores

de 0,50 ¢ 1,50 U/L.
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Figura 19: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
alcool veratrilico oxidase e manganés perpxidase) de trés fungos (897, 898 e PC- ~
chrysosporium) apds 3, 7 e 10 dias de crescimento em meio contendo 0,05% de fenol como
fonte de carbono.

De maneira geral, todos os fungos apresentaram alta atividade de lacase,
com valores superiores a 2,00 U/L, quando cultivados em meio com 0,1% de

fenol (figura 20). As mais altas atividades de MnP foram produzidas pelos fungos
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897 e PC, quando crescidos por 7 dias (~2,80 e 1,30 U/L). Os valores de
peroxidase ficaram em torno de 1,00 ¢ 2,00 U/L para todos os fungos e em todos

os dias de crescimento. As atividades de LiP ou AVO, guando produzidas, foram

baixas para todos os fungos.
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Figura 20: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
alcool veratrilico oxidase e manganés peroxidase) de trés fungos (897, 898 e PC- P.
chrysosporium) apés 3, 7 e 10 dias de crescimento em meio contendo 0,1% de fenol como
fonte de carbono.

As méximas atividades de MnP, quando os fungos foram crescidos em
0,5% de fenol, foram produzidas pelas inhagens 898, no 7° dia de crescimento, e
PC, no 7° e 10 dias de crescimento (figura 21). As enzimas lacase e peroxidase
apresentaram valores entre 1,00 ¢ 2,00 U/L, ¢ as enzimas LiP e AVO nio foram

produzidas por nenhum fungo ¢ em nenhum dia de crescimento.
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Figura 21: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
alcool veratrilico oxidase e manganés peroxidase} de trés fungos (897, 898 ¢ PC- P
chrysosporium) apos 3, 7 e 10 dias de crescimento em meio contendo 0,5% de fenol como
fonte de carbono.

Para o meio contendo fenol como fonte de carbono, observa-se que os
fungos apresentaram valores de atividade enzimatica semelhantes nas
concentragdes de 0,05% e 0,1%. Na concentracio de 0,5% de fonte de carbono
somente algumas linhagens apresentaram altas atividades de MnP. As baixas
atividades enzimaticas encontradas para este meio, deve-se talvez a3 alta
toxicidade deste composto, impedindo o crescimento dos fungos e portanto, a

produgdo de enzimas por estes.

5,1.2.2. Condicdo sob Agitagio

Apos a produgdo das enzimas ligninoliticas em frés diferentes
concentragdes de fonte de carbono, utilizou-se a concentragdo de 0,1% para o

estudo do efeito da agitacfo sobre produgfio enzimatica. As figuras 22 a2 25 ¢ as

tabelas 13 e 14 ( em apéndice), mostram o resultados obtidos neste estudo.
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Na figura 22, observa-se a produgdo enzimatica de trés fungos em meio
contendo cido tinico, sob agitagdo. As atividades enzimaticas, de uma maneira
geral, foram baixas, destacando-se, porém, as atividades das enzimas [P e AVO,
A méaxima atividade de LiP foi produzida pelo fungo PC, quando crescido por 7
dias, seguida dos valores para os fungos PC, no 10° dia e 897, no 7° dia de
crescimento. A mais alta atividade de AVO também foi produzida pelo fungo PC,
quando crescido por um periode de 7 dias. Todos os fungos produziram baixas

attvidades de lacase ¢ peroxadase, em todos os dias de crescimento.
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Figura 22: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
aleool veratriico oxidase e manganés peroxidase) de trés fungos (897, 898 ¢ PC- P
chrysosporium) apos 3, 7 e 10 dias de crescimento em meio contendo dcido tanico como fonte

de carbono, sob agitagio.

Em meio contendo acido lignossulfénico, sob agitacdo, os fungos
produziram atividades semelhantes de lacase e peroxidase, em torno de 1,00 U/L
{(figura 23). Observa-se a maxima atividade de LiP para os fungos 897 ¢ PC
(~3,00 U/L), quando crescido por 3 dias e de AVO para os fungos 897, no 32 dia
de crescimento. Somente a linhagem 897, quando crescida por 10 dias,
apresentou wma alta atividade de MnP (~3,00 U/L), comparando-se com as

outras linhagens.
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Figura 23: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
alcool veratritico oxidase e manganés peroxidase) de trés fungos (897, 898 e PC- A
chrysosporium) apés 3, 7 e 10 dias de crescimento em meio contendo cido lignossulfonico

como fonte de carbono, sob agitagio.
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Figura 24: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
dlcool veratrilico oxidase e manganés peroxidase) de trés fungos (897, 898 e PC. 2.
chrysosporium) ap6s 3, 7 e 10 dias de crescimento em meio contendo alcool veratrilico como

fonte de carbono, sob agitagio.

Todos os fungos produziram lacase e peroxidase, em todos os dias de

crescimento (com valores entre 0,50 e 2,00 U/L), quando crescidos em meio
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contendo alcool veratrilico, sob agitagdo (figura 24). A maxima atividade de MnP
fo1 produzida por todos os fungos, no10® dia de crescimento e pelos fimgos 897 e
898, quando crescidos por 3 dias. A linhagem 897, no 3% ¢ 7% dias de crescimento
e os fungos 898 e PC, no 7° dia de crescimento produziram baixa atividade de

LiP e AVO ¢ os demais fungos ndo produziram esta enzima.

Na figura 25, observam-se as atividades das enzimas ligmnoliticas quando
os fungos foram crescidos em meio contendo fenol como fonte de carbono, sob
agitacdo. A maxima atividade de MnP foi produzida pelas linhagens 897, no 3°
dia de crescimento e 898, no 3° e 10° dias de crescimento. N3o foram
encontradas atividades de LiP e AVQ para a maioria dos fungos. As atividades

de lacase e peroxidase foram produzidas com valores entre 0,50 ¢ 2,00 U/L.
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Figura 25: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
alcool veratrilico oxidase e manganés peroxidase) de trés fungos (897, 898 ¢ PC- P
chrysosporium) apos 3, 7 e 10 dias de crescimento em meio contendo fenol como fonte de
carbono, sob agitagio.

Ao comparar-se as atividades higninoliticas produzidas pelos fungos em
condigdo estacionaria e sob agitagdo, na mesma concentragdo de fonte de
carbono, observa-se que os fingos produziram atividades enzimaticas
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semelhantes nas duas condigbes de cultivo, sendo que, algumas vezes,
apresentaram  maior atividade quando crescidos em condi¢do sob agitacio,
como o PC em meio contendo 4cido tanico. Segundo FAISON & KIRK (1985), a
atividade de ligninase era abolida por agitagio durante o crescimento das
culturas, que resultavam na formacfo de “pellets miceliais”. A atividade de
ligninase foi inativada nas culturas de P. chrysosporium sob condigdes de
agitagio em culturas liquidas (VENKATADRI & IRVINE, 1990). PELAEZ et al.
(1995), trabalhando com 68 linhagens de basidiomicetos, observaram que em
culturas sob agitagfio, a atividade de MnP foi menor para algumas das linhagens

testadas, entretanto, a atividade de LiP ndo foi detectada em nenhuma das

culturas estudadas.

5.2. Seleciio das Melhores Linhagens

5.2.1. Efeito da Oxigenacio

Nesta fase do trabalho, estudou-se o efeito da oxigenacfo sobre o
crescimento dos fungos e a produgdc das enzimas ligninoliticas por eles. Os
frascos foram oxigenados no 3% dia de crescimento dos fungos, em meio contendo
0,1% ou 0,5% de acido tanico, acido lignossulfénico, dlcool veratrilico ou fenol
como fontes de carbono. Segundo BAR-LEV & KIRK (1981), a adicfio de O,
durante a transigdo entre o metabolismo priméario ¢ secunddrio influencia
fortemente a atividade do sistema ligninolitico que estd se desenvolvendo,
provavelmente porque o O; imnduz a sintese de wma ou mals enzimas

ligninoliticas.

Os dados das atividades enzimaticas, quando os microrganismos foram

oxigenados estdo nas tabelas 15 ¢ 16, no apéndice.
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Na figura 26, observa-se que quando os fungos foram crescidos em meio
oxigenado contendo 0,1% de acido tanico, a tmica lmhagem que produzin as
cinco enzimas lignoliticas foi a 897 no 72 dia de crescimento, inclusive a
atividade méaxima de MnP (8,75 U/L). O fungo 898 produziu LiP, quando
crescido por 7 dias e os demais fungos produziram somente atividade das

enzimas lacase e peroxidase, com valores abaixo de 1,00 U/L.
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Figura 26: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
alcool veratrilico oxidase, manganés peroxidase), de 1rés linhagens de fungos (897, 898 e PC -
Phonerochaete chrysosporiun), apos 7 e 10 dias de crescimento, em meio com oxigenagio,
contendo 0,1% de acido tdmco como fonte de carbono.

Quando os fimgos foram crescidos em meio contendo 0,5% de acido
tAnico, com oxigenacdo, observou-se uma mator produgio de enzimas
hgnmoliticas (figura 27). A maxama atividade de MnP (7,80 U/L) foi produzida
pela linhagem 897 apods 10 dhas de crescimento. A atividade de LiP foi maior
apds 7 dias de crescimento em todos os fungos (5,50 a 6,50 U/L). As atividades
de lacase e peroxidase niio apresentaram valores maiores que 1,50 U/L. O fungo

897 produziu as melhores atividades de AVO, guando crescido por 7 e 10 dias.
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Figura 27: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
alcool veratrilico oxidase, manganés peroxidase), de trés linhagens de fungos (897, 898 e PC -
Phanerochaete chrysosporium), apds 7 ¢ 10 dias de crescimento, em meio com oxigenacfo,

contendo 0,5% de acido tinico como fonte de carbono.
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Figara 28: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase

b4

alcool veratrilico oxidase, manganés peroxidase), de trés linhagens de fungos (897, 898 ¢ PC -
Phanerochaete chrysosporiunt), apos 7 e 10 dias de crescimento, em meio com oxigenacio,
contendo 0,1% de acido lignossulfénico como fonte de carbono.
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Em meio contendo 0,1% de acido lignossulfbnico, nenhum dos fungos
estudado foi capaz de produzir a enzima LiP (figura 28). A maior atividade de
AVO (3,69 U/L) foi produzida pela linhagem 897, quando crescida por 7 dias,
sendo produzida pelas linhagens 898 e PC, também apés 7 dias de crescimento,
mas em menor atividade. O fungo PC, no 72 dia de crescimento, produziu a maior
atividade de peroxidase e 898, no 10° dia, a maior atividade de MnP. Os valores

da enzima lacase ficaram em torno de 0,50 U/L.
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Figura 29: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
alcool veratrilico oxidase, manganés peroxidase), de trés linhagens de fungos (897, 898 ¢ PC -
Phanerochaete chrysosporium), apds 7 e 10 dias de crescimento, et meio com oxigenagio,
contendo 0,5% de acido hgnossulfonico como fonte de carbono.

Na figura 29, observa-se a atividade enzimatica dos fungos crescidos em
0,5% de acaido hgnossulfénico, com oxigenagdo. A AVO fol a enzima que
apresentou maior produgdo pelas linhagens estudadas, com excecdo de PC, que
ndo produziu esta enzima. A maior atividade de LiP foi produzida pelo fungo
897, quando crescido por 7 dias (3,84 U/L). Esta enzima nio foi produzida pela

linhagem 898, apds 10 dias de crescimento e pela PC, apoés 7 e 10 dias de
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crescimento. As enzimas lacase e peroxidase apresentaram valores proximos a

1,00 U/L e a enzima MnP nio foi produzida por nenhum fungo.
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Figura 30: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
aleool veratrilico oxidase, manganés peroxidase), de trés linhagens de fungos (897, 898 e PC -
Phanerochaete chrysosporium), apos 7 ¢ 10 dias de crescimento, em meio com oxigenacio,
contendo 0,1% de dlcool veratrilico como fonte de carbono.

Na figura 30, observa-se que quando os fungos foram crescidos em meio
contendo 0,1% de dlcool veratrilico, com oxigenacfo, as atividades enzimaticas
foram produzidas em pequena quantidade, sendo que nenhuma enzima apresentou
atividade superior a 2,00 U/L. Os fungos 897 e 898, apés 10 dias de crescimento,
produziram as maiores atividades de lacase (~1,80 U/L). As maiores atividades
de peroxidase foram produzidas pelos fungos 898 ¢ PC, quando crescidos por 10

dias (~1,60 U/L).

Na figura 31, estd apresentada a atividade ligninolitica produzida pelos
fungos, quando crescidos em meio oxigenado, contendo 0,5% de alcool
veratrilico. Os fungos 897 ¢ 898, apds 7 dias de crescimento ¢ PC, quando

crescido por 10 dias, produziram as maiores atividades de MnP (~4,30 U/L). As
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enzimas lacase e peroxidase foram produzidas por todos os fungos, apresentando

valores entre 0,50 e 1,50 U/L. As enzimas AVO e LiP ndo foram produzidas por

nenhum fungo.
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Figura 31: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
alcool veratrilico oxidase, manganés peroxidase), de trés linhagens de fungos (897, 898 ¢ PC -
Phanerochaete chrysosporium), apds 7 e 10 dias crescimento, em meio com oxigenacdo,
contendo 0,5% de alcool verairilico como fonte de carbono,

Quando os fungos foram crescidos em meio contendo 0,1% de fenol, com
oxigenagdo, a enzima lacase foi produzida em maior quantidade, com valores
entre 1,0 e 1,6 U/L (figura 32). A atividade de peroxidase foi produzida em maior
quantidade pelas linhagens 897, quando crescidas por 7 ¢ 10 dias ¢ 898, apos 7
dias de crescimento. Os fungos ndo produziram ou apresentaram baixos valores

das demais enzimas.
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Figura 32: Auvidade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, hignina peroxidase,
aleool veratrilico oxidase, manganés peroxidase), de trés linhagens de fungos (897, 898 e PC -
Phanerochaete chrysosporium), apds 7 e 10 dias de crescimento, em meio com oxigenagio,
contendo §,1% de fenol como fonte de carbono.
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Figura 33: Atividade das enzimas ligninoliticas {lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
atcool veratrilico oxidase, manganés peroxidase), de trés linhagens de fungos (897, 898 e PC -
Phanerochaete chrysosporium), apds 7 e 10 dias de crescimento, em meio com oxigenagio,
contendo 0,5% de fenol como fonte de carbono.

Os fungos produziram a enzima lacase em maior atividade (1,00 a 2,30

U/L), quando crescidos em meio contendo 0,5% de fenol (figura 33). A atividade
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de MnP s6 for produzida pelos fungos apds 7 dias de crescimento. A atividade de
peroxidase for produzida pelos fungos estudados, em todos os dias de
crescimento (0,50 a 1,50 U/L). A enzima LiP ndo foi produzida por nenhum

fungo e a AVO foi produzida em pequena quantidade.

Observando-se todos os resultados, nota-se que ndo existe uma enzima que
¢ produzida com atividade superior, isto &, uma enzima pode ser produzida em
mator ou menor atividade pelo mesmo fango, dependendo da concentragdo ¢ da
fonte de carbono utilizada. Mas, na concentragdo de 0,5% a producfo enzimética

¢ mator quando comparada a concentragio de 0,1%.

Comparando-se esses dados com os obtidos na condicdo estacionaria sem
oxigenagdo, observou-se também que a oxigenacdo nfo aumentou a producgfo
enzimatica, ao contrario do que é observado na literatura, onde a presenca de O,
aumenta consideravelmente a atividade de MnP e LiP (WU et ¢l., 1996, ZHAQO
et al., 1996; FAISON & KIRK, 1985).

5.2.2. Efeito da adiciio de glicose

Os fungos foram crescidos em meio contendo 0,1 ou 0,5% de acido tdnico,
acido lignossulfénico, dlcool veratrilico ou fenol, adicionando-se 0,5% de glicose
como outra fonte de carbono, nas condigdes sem ¢ com oxigenacdo. Os dados

estao apresentados nas tabelas de 17 a 21, no apéndice.

5.2.2.1. Sem Oxigenagéo

Na figura 34, observa-se que a atividade maxima de AVO (2,33 U/L) foi

produzida pela linhagem 897, apds 10 dias de crescimento, em meio com 0,1%
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de 4cido tanico. Os demais fungos ndo produziram esta enzima. Todos os fungos
produziram as enzimas lacase e peroxidase, com valores proximos a 1,00 U/L. A

enzima LiP s6 foi produzida pelas linhagens 897 e PC, no 3° dia de crescimento.
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Figura 34: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
alcool veratrilico oxidase, manganés peroxidase), de trés linhagens de fungos (897, 898 e PC -
Phanerochaete chrysosporium), apds 3, 7 e 10 dias de crescimento, em meio contendo 0,1%
de acido ténico como fonte de carbono, na condicio sem oxigenacio com adiglo de glicose.

Os fungos crescidos em meio contendo glicose e 0,5% de acido tlmico,
produziram uma alta atividade enzimatica (figura 35). A maior atividade de LiP
foi produzida pela linhagem 897, quando crescida por 3 dias (14,50 U/L). O
fungo PC, quando crescido por 3 e 10 dias, produziu as maiores atividades de
AVO, respectivamente 12,71 e 10,79 U/L, e quando creseido por 7 dias a maior
atividade de MnP (13,0 U/L). As enzimas lacase e peroxidase foram produzidas

em baixas concentragdes por todos os fungos.
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Figura 35: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
ilcool veratrilico oxidase, manganés peroxidase), de trés linhagens de fungos (897, 898 ¢ PC -
Phanerochaete chrysosporium), apos 3, 7 e 10 dias de crescimento, em meio contendo 0,5%
de acido tanico como fonte de carbono, na condigio sem oxigenacio com adigdo de glicose.

ACIDO LIGNOSSULFONICO
+ @ Lacase
- 35
o3 B Peroxidase
=
= 25
CH DI Lignina
8 s Peroxidase (LiP}
E ' N Alcool Veratrilico
2 . Oxidase (AVO)
'0 » 8 B Manganés
807 @97 807 808 898 898 PC PC PC Peroxidase (MnP)
_ (3) 7 B O e @ I (0
FUNGOS/DIAS

Figura 36: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
lcool veratrilica oxidase, manganés peroxidase), de trés linhagens de fungos (897, 898 ¢ PC -
Phanerochaete chrysosporium), apés 3, 7 ¢ 10 dias de crescimento, em meio contendo 0,1%
de 4cido lignossulfdnico como fonte de carbono, na condigio sem oxigenacdo com adigio de
glicose.

Em meio contendo 0,1% de acido lignossulfonico ( figura 36), as naiores
atividades de MnP foram produzidas pelos fungos 897, no 3° dia de crescimento

e PC, no 7¢ e 10° dias de crescimento (2,00 a 3,50 U/L). As linhagens que
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produziram atividade mais alta de AVO foram 897, no 7° e 10° dias de
crescimento e PC, quando crescido por 7 dias. As enzimas lacase e peroxidase
apresentaram valores préximos para todos os fungos ¢ a enzima LiP ndo foi

produzida por nenhum deles.

Fm meio contendo 0,5% de 4cido Hgnossulfonico, os fungos 898 e PC,
guando crescidos por um periodo de 10 dias, produziram alta atividade de LiP,
respectivamente 21,50 ¢ 13,74 U/L (figura 37). As demais enzimas foram
produzidas com valores entre 1,00 e 3,00 U/L, por todos os fungos e em todos os

dias de crescimento.
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Figura 37: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
alcool veratrilico oxidase, manganés peroxidase), de trés linhagens de fungos (897, 898 e PC -
Phanerochaete chrysosporium), ap0s 3, 7 e 10 dias de crescimento, em meio contendo 0,5%
de acido lignossulfonico como fonte de carbono, na condi¢io sem oxigenagdo com adigio de

ghcose.

Na figura 38, observa-se que os fungos 897 e 898, apds 7dias de
crescimento e PC, apds 10 dias de crescimento produziram as matores atividades

de MnP. Somente algumas linhagens produziram LiP e AVO, mas apresentaram
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baixas atividades. As enzimas lacase e peroxidase foram produzidas com valores

entre 0,50 ¢ 1,50 U/L.
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Figura 38: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina
peroxidase, alcool veratrilico oxidase, manganés peroxidase), de trés linhagens de fungos (897,
898 e PC - Phanerochaete chrysosporiumy), apos 3, 7 e 10 dias de crescimento, em meio
contendo 0,1% de aleool veratrilico como fonte de carbono, na condicdo sem oxigenagio com

adigfo de glicose,
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Figura 39: Afividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
alcool veratrilico oxidase, manganés peroxidase), de trés linhagens de fungos (897, 898 e PC -
Phaperochaete chrysosporium), apds 3, 7 e 10 dias de crescimento, em meio contendo 0,5%
de alcool veratrilico como fonte de carbono, na condi¢iio sem oxigenaciio com adicio de

glicose.
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A enzimma lacase apresentou alta atividade para todos os fungos,
aproximadamente 2,00 U/L (figura 39), quando crescidos em meio contendo
0,5% de alcool veratrilico. A mais alta atividade de peroxidase foi produzida pelo
fungo PC, apds 3 dias de crescimento, e de AVO, pela linhagem 897, apos 10
dias de crescimento. Somente a linhagem 898 produziu a enzima LiP, mas com
baixa atividade. Os fungos 897, no 10° dia e PC, no 3% dia de crescimento
produziram as mais altas atividades de MoP (~2,00 U/L), entretanto, as linhagens
897 ¢ 898, no 7° dia e o fungo PC, no 10®* dia de crescimento também

produziram atividade desta enzima,
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Figura 40: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
alcool veratrilico oxidase, manganés peroxidase), de trés linhagens de fungos {897, 898 ¢ PC -
Phanerochaete chrysosporium),apos 3, 7 ¢ 10 dias de crescimento, em meio contendo 0,1% de
fenol como fonte de carbono, na condigfio sem oxigenagio com adigio de glicose.

As enzimas AVQO e LiP foram produzidas pelos fungos com atividades
bastante baixas, no 3% e 10° dias de crescimento em meio contendo 0,1% de fenol
como fonte de carbono (figura 40). As enzimas lacase e peroxidase apresentaram
atividades em torno de 1,00 U/L para todos os fungos, ¢ a maxima atividade de

MnP foi produzida pela linhagem 897, apds 3 dias de crescimento (2,60 U/L),
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mas também apresentou atividade nas hinhagens 897, no 10° dia, 898, no 3%¢ 10°

dias, e PC, no 10° dia de crescimento.

A maior atividade de AVO foi produzida pela linhagem PC, apds 10 dias
de crescimento (5,82 U/L), em meio contendo 0,5% de fenol (figura 41). A
atividade de lacase for produzida por todos os fungos com valores entre 1,00 ¢
2,00 U/L. Os fungos produziram em baixa concentragdo ou ndo produziram as

demais enzimas.
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Figura 41: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
alcool veratrilico oxidase, manganés peroxidase), de trés hnhagens de fungos (897, 898 ¢ PC -
Phanerochaete chrysosporium), apos 3, 7 e 10 dias de crescimento, em meio contendo 0,5%
de fenol como fonte de carbono, na condicio sem oxigenacic com adicfo de glicose.

Observa-se que quando os fungos foram crescidos em meio contendo
ghcose, a produgdo enzimdtica nfo aumentou muito, comparada com 0 mesmo
meio sem glicose. Mas algumas enzimas foram produzidas em altas atividades,
como por exemplo, LiP, AVO ¢ MnP em &cido thnico ¢ LiP em acido
lignossulfonico, em presenca de 0,5% de glicose, ao contrario do que acontece
quando a glicose nfo é adicionada ac meto. De acordo com SAXENA ef al.

(1995}, os taninos sfio degradados rapidamente na presenca de outra substincia

o8



Resultados e Discussio

metabolizavel, como glicose. O efeito da presenca de uma fonte de carbono
alternativa, mais facilmente metabolizavel, na degradaciio de efluenies toxicos é
de grande importincia pratica. Quando uma fonte de carbono alternativa esta
presente no meio, podem ocorrer interagdes entre as fontes de carbono toxicas e
ndo toxicas, faciltando a degradagdo dos compostos toxicos pelos

microrganismos (ROZICH & COLVIN, 1985).

Segundo LIVERNOCHE er al. (1983), a adi¢do de sacarose, aumenta
significantemente a descoloracdo de efluentes kraft. Em seu experimento, outras
fontes de carbono também foram usadas, como xilose, glicose, glicerol e etanol.
Apés um dia de crescimento, a glicose apresentou-se mais eficiente que as
demais fontes de carbono, mas apds 4 dias, todas apresentaram valores

semelhantes de descoloragio dos efluentes.
5.2.2.2. Com oxigenagio

Os fungos, crescidos em meio contendo 0,1 ou 0,5% de acido tanico, acido
hgnossultdnico, alcool veratrilico ou fenol como fontes de carbono além da
adicfio de 0,5% de glicose, foram oxigenados no 3° dia de crescimento. Os dados

estAo nas tabelas 20 e 21, em apéndice.

Na figura 42, observa-se que a mais alta atividade de MnP foi produzida
pelo fungo 898, guando crescido por um periodo de 10 dias em meio contendo
0,1% de acido ténico. O fungo 897, apds 7 dias de crescimento, produziu a mais
alta atividade de AVO. As enzimas lacase e peroxidase foram produzidas por
todos os fungos, com valores entre 1,00 e 2,00 U/L ¢ a LiP, quando produzida,

foi em pequena quantidade.
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Figura 42: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
alcool veratrilico oxidase, manganés peroxidase), de trés linhagens de fungos (897, 898 ¢ PC -
Phanerochaete chrysosporium), por 7 e 10 dias, em meio contendo 0,1% de acido ténico
como fonte de carbono, na condigdo com oxigenaclo e com adigio de glicose.
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Figura 43: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
alcool veratrilico oxidase, manganés peroxidase), de trés linhagens de fungos (897, 898 ¢ PC -
Phanerochaete chrysosporium), por 7 e 10 dias, em meio contendo 0,5% de acido tinico
como fonte de carbono, na condigdo com oxigenagio ¢ com adigio de glicose.

O fungo PC, no 7° dia de crescimento produziu a maior atividade de AVQO

(7,95 U/L), seguida pelos fungos 898, no 7° dia e 897, no 7% e 10° dias de
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crescimento (figura 43), em meio contendo 0,5% de acido tdmico. A maior
atividade de LiP foi produzida pelas linhagens 897 ¢ 898, no 10° dia de
crescimento (4,69 ¢ 7,29 U/L). O fungo PC, quando crescido por 7 dias, produziu
a mator atividade de MnP. As demais enzimas quando produzidas apresentaram

atividades muto baixas.
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Figura 44: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
alcool veratrilico oxidase, manganés peroxidase), de trés hnhagens de fungos (897, 898 e PC -
Phanerochaete chrysosporiwm), por 7 e 10 dias, em meio contendo 0,1% de acido
hignossulfonico como fonte de carbono, na condigdio com oxigenaciio e com adigio de glicose,

Quando crescidos em meio contendo 0,1% de acido lignossulfénico, os
fungos que produziram as maiores atividades de MnP foram 897 e PC, apds 7
dias de crescimento (7,71 ¢ 10,58 U/L), conforme mostra a figura 44. As enzimas
lacase e peroxidase apresentaram atividades proximas a 2,00 U/L. Os fungos
897, no 7° dia e 898, no 10° dia de crescimento, produziram as mais altas

atividades de AVO. Nenhum fungo produziu a enzima LiP.

Na figura 45, observa-se o crescunento dos fungos em meio contendo

0,5% de acido lignossulfonico. A enzima produzida em maior atividade foi a
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AVO (valores entre 8,0 e 16,0), ndo sendo produzida somente pela linhagem 897,
apos 10 dias de crescimento. A MnP ndo foi produzida pelo fungo 897 e as

demais enzimas por nenhum fungo.
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Figura 45:; Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
alcool veratrilico oxidase, manganés peroxidase), de trés linhagens de fungos (897, 898 ¢ PC -
Phanerochaete chrysosporium), por 7 e 10 dias, em meio contende 0,5% de acido
lignossulfénico como fonte de carbono, na condigdo com oxigenagdo e com adigio de glicose.

A maior atividade enzimatica quando os fungos foram crescidos em 0,1%
de alcool veratrilico foi da enzima MnP (8,07 U/L), observado na figura 46, As
enzimas lacase ¢ peroxidase apresentaram atividade maxima de 2,00 U/L. A LiP
foi produzida com baixa atividade pelos fungos 897 ¢ 898, no 7° dia de

crescimento € a AVQ néo foi produzida por nenhum fumgo.
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Figura 46: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
aleool veratrilico oxidase, manganés peroxidase), de trés linhagens de fungos (897, 898 e PC -
Phanerochaete chrysosporium), por 7 e 10 dias, em meio contendo 0,1% de alcool veratrilico
como fonte de carbono, na condigio com oxigenagio ¢ com adigio de glicose,
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Figura 47: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
dlcool veratrilico oxidase, manganés peroxidase), de trés linhagens de fungos (897, 898 ¢ PC -
Phemerochaete chrysosporium), por 7 e 10 dias, em meio contendo 0,5% de alcool veratrilico
como fonte de carbono, na condigdo com oxigenacgio ¢ com adigdo de glicose.

Na figura 47, observa-se que a afividade enzimatica em meio contendo
0,5% de alcool veratrilico foi menor, pois nenhum fungo produziu atividade

superior a 2,50 U/L. A maior atividade foi da MnP, produzida pelos fungos 897,
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no 72 dia, 898, no 102 dia e PC, no 7° e 10* dias de crescimento (2,00 a 2,50
U/L). A enzima lacase apresentou a mesma produgdo para todas as hnhagens
{(~1,00 U/L) e AVO foi produzida somente pela 897. As enzimas peroxidase ¢

LiP apresentaram atividades muito baixas.
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Figura 48: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
alcool veratrilico oxidase, mangands peroxidase), de trés linhagens de fungos (897, 898 e PC -
Phanerochaete chrysosporium), por 7 e 10 dias, em meio contendo 0,1% de fenol como fonte
de carbono, na condicio com oxigenagio e com adigdo de glicose.

Quando os fungos foram crescidos em 0,1% de fenol, somente a enzima
MnP foi produzida com maior atividade pelos fungos 897 ¢ 898, no 7% dia de
crescimento, com valores 3,99 e 2,33 U/L (figura 48). As demais enzimas nfo
apresentaram valores superiores a 1,00 U/L. O fungo 898, quando crescido por

10 dias, produziu somente uma baixa atividade de LiP.

O fungo PC, quando crescido por 7 dias, produziu alta atividade de MaP,
proxima a 9,64 U/L (figura 49). A enzima lacase foi produzida por todos 0s
fungos com valores entre 1,00 ¢ 2,00 U/L. As demais enzimas apresentaram

baixas atividades para todos os fungos.
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Figura 49: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
4lcool veratrilico oxidase, manganés peroxidase), de trés linhagens de fungos (897, 898 ¢ PC -
Phanerochaete chrysosporium), potr 7 ¢ 10 dias, em meio contendo 0,5% de fenol como fonte
de carbono, na condigio com oxigenagdo ¢ com adicio de glicose.

De modo geral, observa-se que quando 0s fungos foram oxigenados, 0
aumento da concentragio da fonte de carbono aumenta a atividade enzimatica,
com excecdo do alcool veratrilico, onde a atividade foi maior na concentragdo de
0,1%. As enzimas foram produzidas em major quantidade quando os fungos
foram crescidos na condigdo sem oxigenacdo. Algumas linhagens produziram

somente a enzima MnP, em maior atividade na condigdo com oxigenacio.

Depois de comparada a atividade enzimatica em todas condigdes de
crescimento, a melhor condigiio para as linhagens ligninoliticas foi considerada a
concentragio de 0,5% de fonte de carbono, sem agitagiio & sem oxigenacgio. Esta
concentragdo foi a escolhida para dar continuidade ao trabalbo, utilizando-se a

condigdo sem e com adigdo de glicose.
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5.2.3. Massa seca das linhagens selecionadas

Nas figuras 50 e 51, estdo apresentados os valores de massa seca, quando

os fungos foram crescidos em meio contendo 0,5% de fonte de carbono, sem ¢

com adi¢fio de glicose.

Na figura 50, observa-se a massa seca dos fungos crescidés sem adigdo de
glicose. Os fimgos 897 e 898 apresentaram maior crescimento entre os 3% e 7°
dias enquanto que o PC apresentou melhor crescimento a partir do 7° dia,
sugerinde que sob esta condigdo o PC necessita de um mator tempo de adaptagio
e utilizac8o das fontes de carbono. O fenol ¢ o alcool veratrilico foram as

melhores fontes de carbono para crescimento dos fungos 897 ¢ 898, enquanto que

para o PC fot o acido tanico.

MASSA SECA ( sem glicose)

0,06
] Tdoido tinico
0_05.,
o
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Figura 50: Massa seca de trés linhagens de fungos (897, 898 e PC - Phanerochaete
chrysosporium), determinada apés 3, 7 ¢ 10 dias de crescimento, em meio contendo 0,5% de
acido ténico, dcido lignossulfnico, alcool veratrilico ou fenol como fontes de carbono,
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Figura 51; Massa seca de trés linhagens de fungos (897, 898 ¢ PC - Phanerochaete
ehrysosporium), determinada apos 3, 7 ¢ 10 dias de crescimento, em meio contendo 0,5% de
4cido thnico, acido lignossulfdnico, dleool veratrilico ou fenol como fontes de carbono, com

adicio de glicose.

Na figura 51, observa-se que os fungos apresentaram maior crescimento
em meio com adigio de glicose. De uma maneira geral, os fungos cresceram
methor em meio contendo acido tanico como fonte de carbono, segmidos pelo
acido lignossulfénico, alcool veratrilico e fenol. Entre as linhagens néo houve
muita diferenga quamto & massa seca produzida nos diferentes tempos de
crescimento, que foi semelhante em todas as linhagens a partir do 3° dia. Isso
sugere que a adigo de glicose tem um efeito positivo na adaptago das linhagens,

o qual foi mais acentuado para o PC.

5.3. Determinacio de DQO

Os valores apresentados na tabela 3, representam a porcentagem de DQO
dos fungos 897, 898 ¢ PC, quando crescidos em meio contendo actdo tanico,
acido lignossulfonico, alcool veratrilico ou fenol como fontes de carbono. Em
meio contendo acido tanico sem adigdio de glicose, a porcentagem de redugdo de

DQO & maior no 3° dia de crescimento e, com adigfo de glicose, ¢ maior quando
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quando os fungos foram cresecidos por 7 dias, com excecfo da linhagem 897. Em
meio contendo acido lignossulfdnico, as porcentagens de redugio de DQO
também foram maiores, com adicio de glicose apos 7 dias de crescimento, sendo
que a linhagem 897 apresentou os melhores valores. Os mesmos resultados
também foram observados para o alcool veratrilico e o fenol, 1sto €, a adigfo de

glicose aumentou a porcentagem de redugfio de DQO pelos fungos utilizados

neste trabalho.

O fungo que apresentou os melhores valores de redugdo de DQO em todos
0s meios, com excecdio do dlcool veratrilico, for o 898. Este microrganismo
apresentou as mais altas porcentagens de redugdo, guando crescido em meto
contendo acido tanico e fenol, com adi¢do de glicose, apds 7 dias de crescimento

(67,37 € 55,89%).

Tabela 3: Valores da % de reducio de DQO das linhagens 897, 898 ¢ PC,
crescidas em meto contendo 0,5% de dcido tanico, dcido lignossulfénico, alcool
veratrilico ou fenol como fontes de carbono, por 3 e 7 dias, sem e com adiglo de

0,5% de glicose ao meio de cultura.

Metos T T L L AV AV F F
Amostras/ { (/G | (/Y] (5/G) | (/G ] (5/G) | (¢/G) § (5/G) | (¢/ )
Dias
8§97-3 28,14 1 3142} 0,00 | 0,00 0,00 9,49 0,00 | 0,00
898-3 48,14 | 2832} 2134 | 143 (3,00 3,73 0,00 | 0,00
PC-3 23051 000 ] 000 [ 2724) 000 | 6883 | 1344 | 0,00
897-7 0,00 | 000 § 0,00 | 59,76 | 4889 | 6939 | 0,00 | 11,58
8087 }2864 |6737] 000 | 41,42 ) 000 | 4489 | 1921 | 55.89
PC-7 0,00 114631 064 | 1562 § 000 | 9940 § 1,78 | 4878

T = dcido tinico; L = dcido lignossulfonico; AV = dleool veratrilico, F = fenol, s/G = sem glicose; &/G = com
glicose;, PC = Phanerochaete chrvsosporium.
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Em meio contendo dlcool veratrilico como fonte de carbono, o melhor
fungo for o P. chrysosporium, quando se adicionou ghcose ac meio. Os
resultados estdo de acordo com a literatura (FAISON & KIRK, 1985; CANCEL
et al., 1993; COLLINS & DOBSON, 1995; ZHAO et al., 1996, WU er al,,
1996), pois a glicose e o alcool veratrilico funcionam como indutores para o

sistema enzimatico deste fungo, contribuindo para o aumento da porcentagem de

redugio do DQO.
5.4. Degradacio de compostos fenodlicos e/ou modelos de lignina

A degradacdo de acido tanico e acido lignossulfonico estfo nas tabelas 4 e
5, respectivamente. A degradacio de alcool veratrilico ndo foi determinada, pois
este composto fot usado somente para conhecimento de seu poder indutor sobre

os microrganismos estudados.

Na tabela 4, observam-se os resultados obtidos nos cromatogramas,
quando os fungos foram crescidos em meio contendo acido tAnico, sem ou com
adigdo de glicose. De uma maneira geral, as melhores porcentagens de
degradagdo do 4cido tanico, foram observadas quando os fungos foram crescidos
em meio sem adiglo de glicose. Os resultados obtidos podem estar ocorrendo
porque os fungos utilizam primeiro a glicose ¢ depois a fonte de carbono (acido
tanico) e, portanto, sna degradagfo diminmn. O fungo que melhor degradou o
dcido tanico foi o 898, tanto no 3% como no 7¢ dia de crescimento, no meio sem

glicose.
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Tabela 4: Area dos picos e porcentagem de dcido tinico degradado,
obtidas através dos cromatogramas das amostras inoculadas com as linhagens
897, 898 ¢ PC, crescidas em meio contendo acido tanico como fonte de carbono,

durante 3 e 7 dias, sem e com adigdo de 0,5% de glicose ao meio de cultura.

Linhagem Area  %de dcido Linhagem  Area % de acido

tinico tanico
degradado degradado
3 dias (sem glicose) 3 dias (com glicose)
controle 179763 -- confrole 86179 -
897 175775 2,22 897 60536 37,05
898 51505 71,35 898 84045 12,62
PC 220221 0,00 - PC 96075 0,11
7 dias (sem glicose) 7 dias {(com glicose)
controle 117451 - controle 115549 -~
897 68639 41,56 897 74134 3584
898 58906 72,79 898 66628 42,38
PC 114985 2,09 PC 108794 5,85

Na figura 32, observam-se 0s cromatogramas do controle e das amostras
contendo 4cido tinico, sem adi¢Bo de glicose, cultivadas com o fungo 898, por
um periodo de 3 e 7 dias, a 30°C. Nos cromatogramas B e¢ C observa-se o
aparecumento de um segundo pico com tempo de retencido de 2 minutos, 4 medida
que o &cido tanico € degradado. Provavelmente este pico refere-se a um

composto de degradacio do acido tAnico.
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Tabela 5. Area dos picos ¢ porcentagens de 4cido lignossulfnico
degradado, obtidas através dos cromatogramas das amostras inoculadas com as
linhagens 897, 898 ¢ PC, crescidas em meio contendo 4cido lignossulfénico como
fonte de carbono, durante 3 e 7 dias, sem e com adigdo de 0,5% de glicose ao

meio de cultura.

Linhagem Area  %dedcido Linhagem  Area % de 4cido

lignos. lignos.
degradado degradado
3 dias (sem glicose) 3 dias (com glicose)
570263 - 570263 -
conirole 834032 - controle 834032 -
522347 - 522347 -
486587 14,73 1028189 0,00
897 923291 0,00 897 1769022 0,00
590531 0,00 1870758 (0,00
272615 51,25 389873 31,63
898 858932 0,00 898 230795 72.32
548774 0,00 831352 0,00
325861 42,86 836154 0,00
PC 1028647 0,00 PC 2650722 0,00
628788 0,00 -- 0,00
7 dias (sem glicose) 7 dias {com glicose)
355511 - 836154 -
controle 1008516 - controle 2650722 s
470485 --
319516 10,12 247453 70,40
897 1012784 0,00 897 324138 87,77
638586 0,60
223313 34,18 159709 80,89
898 914478 9,32 898 213699 91,93
682816 0,00
625529 0,00 954332 0,00

PC 1890738 0,00 PC 1334851 49,64

—— ———
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Figura 33 Cromatogramas dos caldos coletados do controle e da amostra 898
cultivados em meio contendo 4cido lignossulfonico, a 30°C. Condicdes
cromatograficas: cohnma Cosmosil C18, fase reversa, comprimento de onda 254
nm. A = controle; B = 898, apés 3 dias de crescimento, em meio sem adi¢do de

ghicose; C = 898, apds 3 dias de crescimento, em meio com adicdo de glicose; D

= 898, apds 7 dias de crescimento, em meio com adigdo de glicose.
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Na tabela 5, observam-se os resultados, quando os fungos foram crescidos
em meio contendo acido lignossulfbnico como fonte de carbono. O acido
lignossulfonico por ser um composto heterogéneo, formado por substancias de
diferentes pesos moleculares, apresentou trés picos com diferentes tempos de
retengdo, os quais sdo decorrentes de sua variada composi¢do. Estes picos
caracteristicos foram usados para analisar as degradagdes produzidas pelas
linhagens aqui estudadas. A degradagfo deste composto foi pequena no melo sem
adiciio de glicose. Entretanto, com adigdo de glicose, a degradagio do acido

lignossulfénico foi grande, principalmente no 7° dia de crescimento pela linhagem

898.

Na figura 53, observam-se os cromatogramas da amostra 898, cultivada em
meio contendo acido lignossulfonico, sem glicose, apds 3 dias de crescimento e

com glicose apds 3 e 7 dias.

5.5, Degradacio de Fendis

Na tabela 6, observa-se a porcentagem de degradagdo de fenol pelos

fungos, quando crescidos por 3 e 7 dias, em meio sem ou com adigao de glicose.

A degradacdo destes compostos foi maior quando se adicionou glicose ao
meio de cultura, ao contrario dos resultados obtidos para o é4cido tanico. Os
melhores resultados foram obtidos no 3° dia de crescimento para hinhagens 897 ¢

PC (34 ¢ 37%) e no 72 dia de crescimento para linhagem 898 (36%).
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Tabela 6: Area dos picos e porcentagem de fenol degradado, obtidas
através dos cromatogramas das amostras inoculadas com as linhagens 897, 898 ¢
PC, crescidas em meio contendo fenol como fonte de carbono, durante 3 ¢ 7 dias,

sem e com adiciio de 0,5% de glicose ao meio de cultura.

Linhagem Area % de fenol Linhagem  Area % de fenol

degradado degradado
3 dias (sem glicose) 3 dias (com glicose)
controle 325664 -- controle 275969 -
897 357723 0,00 897 181166 34,35
898 511163 0,00 898 248878 9,82
PC 449406 0,00 PC 174122 36,91
7 dias (sem glicose) 7 dias {com ghicose)
controle 223936 -~ confrole 249064 -
897 153035 31,66 897 386806 0,00
898 211293 5,64 898 161822 35,03
PC 397649 0,00 PC 334510 0,00

PO = Phanerochaete chrysosporium

5.6. Discussfio Final

De acordo com os tesultados obtidos neste trabalho, todos os fungos
apresentaram grande variagdo de produgfo enzimatica de acordo com a fonte de
carbono e as condicdes de cultivo. As linhagens 897 e 898 (fungos
deuteromicetos) apresentaram melhores valores de atividade enzimatica que o
Phanerochaete chrysosporium, considerado o principal fungo de degradagdo
branca. Este fungo tem sido utilizado na maioria dos trabathos feitos para clucidar
os efeitos dos pardmetros de cultivo na atividade ligninolitica de fungos de
degradagiio branca (BONNARME & JEFFRIES, 1 990; SRINIVASAN et dal,
1995. AIKEN et al., 1996). Grandes diferencas entre os fungos basidiomicetos
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de degradagdo branca, com relagdo a habilidade de transformagdo e
mineralizagio de poluentes aromadticos, tém sido reportadas (BOGAN &

LAMAR, 1996).

Na literatura estdio relatadas condigdes que correspondem a maxima
produgio de enzimas implicadas na degradagio da lignina e/ou xenobidticos com
estruturas relacionadas 2 lignina ou seus derivados. Variagbes mtergenéricas ¢
intragenéricas assim como entre diferentes linhagens de P. chrysosporiunt,
decorrentes  de variacBes nas condigbes de crescimento (aeragdio, agitagio,
imobilizacdo), pH e tampdes, presenga de indutores (por exemplo, alcool
veratrillico), diferentes concentragbes de fomtes de carbono e nitrogénio ¢ de
Mn(Il) tém sido observadas (WAYTT & BRODA, 1995, WU er al., 1996;
FAISON & KIRK, 1985; VENKATADRI & IRVINE, 1990; ZHAO ef o,
1996).

A variacio de degradacio de compostos arométicos € conseqiéncia da
diferenca na enzimologia de vérias espécies e da diferenga no crescimento e
respostas de produgfio enzimatica de vérios fungos para diferentes meios de
cultura. LiP, MnP e lacase sfio produzidas por fungos de degradacdc branca,
embora a enzima especifica de diferentes espécies responsaveis pela degradagio

de diferentes compostos sejam bastante variaveis (BOGAN & LAMAR, 1996).

Os fungos aqui estudados, de uma maneira geral, produziram maior
quantidade de enzimas em meio estacionario, sem oxigenagdo, 0 que para uma
aplicagdo industrial ¢ vantajoso, pois a agitagdo e oxigenagdo aumentam o custo

do tratamento de efluentes.
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Estes fungos, principalmente o 898, quando crescidos em meio contendo
0,5% de 4cido tanico, por 3 ¢ 7 dias, a 30°C, conseguiram degradar uma grande
quantidade deste composto. Isto é interessante, pois este composto ¢ de dificil
degradacdo (SAXENA er al, 1995), ¢ ¢ encontrado em muitos efluentes

industriais.

Altos valores de DQO sdo encontrados nos efluentes da inddstria de papel
e celulose e nas industrias de azeite de oliva e destilarias de vinho. Dos fungos
estudados, o 898 reduziu bastante a DQO dos meios contendo fenol ou dcido
tanico como fonte de carbono, com adigdo de glicose, sugerindo que este fungo

pode ser usado para tal finalidade.

Devido as aplicagdes dos fungos ligninoliticos, estes tém sido estudados
cada vez mais em processos de biorremediacdo, destoxificagfo de solos e dguas
contaminadas, descoloragio de efluentes. Os resultados obtidos neste trabatho
mostram que os fungos em estudo apresentaram resultados que tornam
mnteressante a continuagdo do estudo para posterior uso destes em tratamentos de
efluentes, principalmente tinicos, pois as linhagens 897 ¢ 898 foram capazes de
degradar o 4cido tinico, composto toxico encontrado em grande parte dos

efluentes mdustrias.
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6

- CONCLUSAO

Quanto maior a concentracdo da fonte de carbono usada, maior foi a produciio
enzimatica, 1sto é, na concentragio de 0,5%, os fungos produziram uma maior

atrvidade higninolitica do que nas concentragdes de 0,1 e 0,05%,

Ao adicionar-se glicose ac meto de cultura, as linhagens produziram uma

maior atividade enzimética do que quando em meio sem adicio de glicose.

A condigdo com agitacdo diminum a producfo enzimatica, quando comparada
com a condigdo estacionaria, utilizando-se a mesma concentracdo de fonte de

carbono.

Quando as culturas foram oxigenadas, a produgdo enzimatica diminuiu tanto na

concentracio de 0,1% como na de 0,5% de fonte de carbono.

O melhor meio para produgfo enzimatica foi aquele contendo acido tdnico. Foi
o composto mais degradado pelos fungos e com maior valor de reducgio de

DQO.

De uma maneira geral, as enzimas produzidas em maior atividade foram AVO
e LiP, alcangando valores de 16 a 25 U/L, quando crescidas em meio com

adigdo de glicose, sem oxigenagio.

Das linhagens estudadas, a melhor foi 898, apresentando as mais altas taxas
de degradagio dos compostos e redugdo do valor de DQO. A hinhagem 897,
apesar de produzir alta atividade enzimatica, apresentou redugdo de DQO

menor que a 898, nas mesmas condigdes de crescimento. O fingo P.
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chrysosporium, quando crescido nas mesmas condigdes que as oufras duas
linhagens, produziu uma menor quantidade de enzimas que as lmhagens 897 ¢
898. Ele também apresentou uma menor degradacdo dos compostos que oS

ouiros dois,

Concluiu-se finalmente que, a methor condi¢do para o crescimento dos fungos
e para a produgfio enzimatica, foi a estaciondria, sem oxigenacgfo, com adi¢do
de 0,5% de glicose ¢ na concentragdo de 0,5% de fonte de carbono (4cido

tanico, acido lignossulfbnico, alcool veratrilico e fenol).
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8 - APENDICE

Tabela 7. Atividade das enzimas lacase, peroxidase, lignina peroxidase,
alcool veratrilico oxidase e manganés peroxidase de seis linhagens de fungos
(4a, 480, 897, 898, 984 e 1051), crescidos por 7 dias, em duas diferentes fontes

de carbono {dcido tanico e dcido lignossulfonico), sob condigdo estaciondria.

Fungos/ Atividade Enzimética (U/L)

Meios Lacase Peroxidase LiP AVO MnP
4a-T 006 0,26 0,22 3,05 1,66
480 -T G,14 G,51 5,99 0,00 0,00
897 -T 0,12 0,50 3,03 3,26 1.08
898 -T 0,07 0,01 243 32,58 161
Q84 -T 0,06 0,06 3,13 0,00 (3,00
i051-T 0,01 0,01 5,05 5,64 0,00
43 -1, .01 0,09 2,34 0,00 0,00
480- L 0,02 0,01 0,00 2,70 0,00
897 - L. 0,01 0,03 2,83 2,17 0,00
898 - L. 0,04 0,05 4,13 4.62 0,18
984 - L. 0,00 0,03 3,18 3,05 (0,00
1051 - L. (3,01 (.09 348 4,58 6,68

T = acido tAnico; L = dcido lignossulfbaico

Tabela 8: Atividade das enzimas lacase e peroxidase de trés linhagens de
fungos (897, 898, 1051 e PC - Phanerochaete chrysosporium) crescidos por 3,

7 e 10 dias, em diferentes fontes de carbono na concentracao de 0,05%.

Atividade Enzimatica (U/L)
Fungos/ Lacase Peroxidase
Meios 3 7 10 3 7 10
897-T 0,41 11 0,52 0,71 0,48 0,71
898-T 0,64 0,32 0,i2 1,14 041 041
PC-T 0,34 0,77 0,57 3,65 0,71 2,50
897-L 0,39 4,20 0,235 0,91 0,24 0,37
§98-1L. 0,49 0,25 0,33 0,26 0,25 0,36
PC-L 8,52 {,08 0,64 0,96 0,21 0,49
897-AV 6,73 0,81 L1 0,64 1,21 0,84
898-AV 1,02 0,39 0,15 1,33 0,530 6,13
PC-AV 1,52 1,19 0,94 1,17 3,39 0,52
837-F 0,83 1,35 0,76 1,25 1,27 0,76
gR8-F 1,07 0,23 0,13 1,37 0,34 0,26
PC-F 1,41 1,04 0,72 0,87 0,75 0,51

T = dcido tAnico; L = dcido lignossulfdnico; AV = dleool veratrilico; F = fenol.
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Tabela 9: Atividade de LiP, AVO, MnP de trés linhagens de fungos (897,

898, 1051 e PC - P. chrysosporium)crescidos por 3, 7 e 10 dias, em diferentes

fontes de carbono na concentragio de 0,05%.

Atividade Enzimatica (/1)

Fungos LiP AVO MnP
3 7 10 3 7 10 3 7 10
897-T 2,22 5,86 2,83 4,01 585 6,06 0,36 7,89 0,00
R98-T 0,00 3.08 0,00 371 248 1,89 0,00 2,60 0,05
PC-T 0,08 0,00 247 1,77 0,60 5,05 (3,00 0,60 0,00
897-L 2,25 1,21 2,80 2,86 1,03 2.1 0,13 3,90 0,00
ROE-L 0,00 0,00 2,74 0,13 0,13 2,19 2,06 2,00 022
PC-L 0,00 0,16 0,37 €,00 0,00 (3,00 0,63 8,00 0,34
897-AV 0,00 0,02 0,01 0,00 0,09 0,00 1,12 0,00 1,48
BGE-AV 1.24 0.47 0,22 0,18 0,28 0,17 0,22 0,27 0,58
PC-AV 0,04 (3,00 0,00 0,03 3,00 0,00 0,54 1,21 0,40
897.F 0,01 000 | o000 | o000 | o002 0,00 0,00 1,97 | 000
BUB-F 0,00 0,18 0,04 6,00 0,18 0,66 1,97 0,04 1,88
PC-F 4,00 0,00 0,02 0,00 0,01 0,13 3,00 247 0,05

T = 4cido thnico: L = dcido lignossulfénico; AV = dlcool veratrilico; F= fenol.

Tabela 10: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, LiP,

AVO, MnP) apés 3 dias de crescimento, em diferentes meios (dcido tanico,

4cido lignossulfonico, dlcool veratrilico, fenol) na concentracao de 0,1% e 0,5%

de fonte de carbono, sem oxigenagio.

Atividade Enzimdtica apds 3 dias de crescimento
Fungos/ Concentracio 0,1% Concentracdo 0,5%

Keios Lacase | Peroxid LiP AVO MnP | Lacase | Peroxid LiP AVO MnnP
397-T 0,74 0,59 231 2,35 0,00 0,05 0,03 3,00 1,35 0,00
868-T 1,14 0,26 1,52 2,81 0,37 0,21 0,37 0,00 0.00 4,00
PC-T 0,57 3,26 0,00 {3,235 8,12 815 { 0,00 0,00 0,00 3,534
897-L 1,17 0,67 2,60 2,61 6,30 6,00 0,18 0,78 9,32 0,60
398-L 1,22 0,50 278 0,94 0,10 0,52 0,33 0,00 15,92 0,09
PC-L 0,88 .36 0,00 (},08 0,09 0,21 0.23 2,18 6,17 0,00

897-AV 2,17 152 0,08 0,23 0,00 0,87 1,03 0,00 6,00 0,72

BO8-AV 1,86 G,74 0,79 0.88 2,36 0,92 0,85 0,00 0,60 0,94

PC-AV 2,27 4,72 0,02 0,06 0,00 0,99 0,98 G,00 0,00 4,80
897-F 2,08 1,78 0,06 0,11 0,00 1,63 1,81 0,00 0,00 0,99
BO8-F 1,92 0,39 0,18 0,24 0,96 1,49 1,21 0,00 0,04 6,00
PC-F 2,09 1,78 0,01 0,08 0,00 1,63 1,39 0,00 (3,00 0,00

T = 4cido thnico; L = dcido lignossulfénico; AY = icool veratrilico: F = fenol.
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Tabela 11: Atividade das enzimas ligninoliticas {lacase, peroxidase, LiP,
AVO, MnP) apés 7 dias de crescimento, em diferentes metos {(dcido tlnico,
4cido lignossulfonico, dlcool veratrilico, fenol) na concentracao de 0,1% e 0,5%

de fonte de carbono, sem oxigenagdo.

Atividade Enzimética apés 7 dias de crescimento
Fungos/ Concentragiio 0,1% Concentracio 0,5%

Meios Lacase | Peroxid LiP AYVO MnP Lacase | Peroxid LiP AVE MnP
867-T 0,83 a.97 4,89 2,48 0,00 0,08 0,43 6,88 2,09 7,62
898-T 1,27 1,25 374 3,61 2,96 0,31 0,32 0,33 1.98 8.7
PC-T 0,51 0,45 1,13 0,00 0,00 0,00 0,04 6,51 0,00 .00
BO7-L 0,67 063 1,29 1,54 0,45 0,03 0,20 11,25 0,22 4,79
#98-L it4 0,96 2.47 0,97 0,00 0,03 0,33 2,48 0,86 1,52
PC-L 0,82 0,89 0,00 0,00 1,23 0,13 0,20 8,53 6,00 0.00

§07-AV 1,78 1,35 0,41 0,11 1,062 0,73 0,68 0,49 6,08 7,29

898-AV 1,84 1,84 1,13 0,54 0,78 0,64 3,69 0,00 0,00 215

PC-AV 2,07 1,69 0,02 0,00 (.63 0,53 0,67 0,00 3144 0,00
897-F 1,42 1,62 0,01 0,03 289 1,14 1,07 0,00 0,00 0,72
895-F 2,18 1,60 6,00 0,00 0,00 0,99 1,13 0,00 0,07 2,56
PC-F 141 0,37 0,00 0,13 1,23 1,i0 1,13 3,00 0,00 3,43

T = 4eido tAnico; L = scido lignossulfdaico; AV = dlcool veratrilico; F = fenol.

Tabela 12: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, LiP,
AVO, MnP) apos 10 dias de crescimento, em diferentes meios (dcido ténico,
scido lignossulfénico, dlcool veratrilico, fenol) na concentragio de 0,1% e 0,5%

de fonte de carbono, sem oxigenagao.

Atividade Fnzimdtica ap6s 10 dias de crescimento
Fungos/ Concentraciio 0,1% Concentracio 0,5%

Meios Lacase | Peroxid LiP AVO MnP | Lacase | Peroxid LiP AVO MnP
897-T 0,69 0,64 1,58 4,00 6,00 0,30 0,18 0,78 0,00 6,59
898-T 0,96 Q0,89 0,60 0,00 0,60 044 0,37 10,77 0,60 9,24
PC-T 0,23 0,59 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 9,32 0,06 0,00
897-L 0,30 4,36 0,00 0,00 0,49 0,10 0,48 0,00 0,00 0,00
R98-L 0,28 0,24 0,00 0,00 0,49 0,22 0,45 0,00 0,00 0,00
PC-L (.47 0,72 4,63 0,00 0,60 0,20 0,00 0,00 0,00 0,00

R97-AV 1,55 4,50 0,65 0,00 0,45 1,54 1,02 1,36 2,1 242

BOB-AV (3,96 1.10 0,28 0,01 0,00 1,96 1,59 0,06 0,00 2,15

PC-AV 1,38 0,82 €,32 0,06 2,60 1,72 0,00 0,64 8,00 0,72
B97J-F 1,22 1,02 0,00 0,02 0,60 1,74 1.08 3,00 4,00 0,22
B98-F 0,81 0,71 0,00 0,00 0,36 1,77 0,98 6,12 0,00 0,0¢
PC-E 1,07 1,21 0,08 0,00 0,00 1,58 1,24 0,00 0,00 5,25

T = cido tanico; L. = doido lignossulfdnice; AV = dlcool veratrilice; F = fenol.
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Tabela 13: Atividade das enzimas LiP, AVO, MnP de trés linhagens de

fungos (897, 898, 1051 e PC- Phanerochaete chrysosoporium) crescidos por 3,

7 e 10 dias, em diferentes fontes de carbono (dcido ténico, &cido

lignossulfénico, dlcool veratrilico, fenol), sob agitacdo.

Atividade Enzimdtica com agitaco (U/L)

Fungos LiP AVQO MnP
3 7 10 3 7 10 3 7 i
897-T 3,13 5.2 0,00 3,10 3.64 242 4,00 0,00 6,00
898-T 0,00 0,00 0,00 0,00 0,67 0,60 0,00 0,00 0,00
PC-T 2,62 1,28 5,64 3,70 5,03 0,00 0,00 3,05 0,00
8971 2.8% 8,00 0,00 3,78 0,09 0,48 0,09 0,00 2,36
898-L 0,00 0,00 0,67 6,00 0,00 0,00 0,31 0,81 0,00
PC-L 2,96 0,00 1,13 0,00 0,00 4,00 0,04 3,00 4,76
897-AV 0,99 0.13 4,02 0,76 6,20 0,03 2,08 0,00 an
BG8-AV 6,00 6,07 0,00 0,03 6,00 0,06 2,91 6,00 2,33
PC-AV §,00 0,20 0,00 0,00 0,00 0,04 0,00 0,00 2,42
897-F 0,00 0,02 0,03 6,00 0,02 0,02 1,97 0,00 0,00
898-F G,04 0,00 6,00 0,00 0,00 0,14 3,05 6,00 1,97
PC-F 6,02 0,00 0,60 (0,09 6,00 0,00 (3,00 0,00 0,00

T = 4cido tinice; L = 4cido lignossulfénico; AV = dcool veratrilico; F = fenol.

Tabela 14: Atividade das enzimas lacase e peroxidase de irés linhagens

de fungos (897, 898, 1051, PC- Phanerochaete criysosporium jcrescidos por 3,

7 e 10 dias, em diferentes fontes de carbono ( dcido tanmico, dcido

lignossulfonico, dlcool veratrilico, fenol), sob agitacao.

Atividade Enzimdtica com Agitacdo (U/L)

Fungos Lacase Peroxidase
3 7 10 3 7 10
897-T 0,31 0,24 0,07 8,15 0,30 0,58
898-T 0,47 0,20 0,63 0,58 0,50 (.98
PC-T 0,26 0,70 0,43 0,26 0,84 0,64
897-L 0,50 0,94 0,31 1,00 0,94 0,47
R98-L 1,02 0,81 8,32 1,33 0,70 0,55
PC.L 0,73 1,08 6,13 1,067 1,09 0,63
R97-AYV 0,80 1,36 1,64 1,38 1,59 0,95
BOB-AV L3 6,99 1,70 1,12 1,50 0,99
PC-AV (.90 1,26 1,26 1,03 1,17 0,55
897-F 0,72 0,44 1,00 1,13 1,00 1,32
898-F 0,85 0,65 1,40 1,61 0,57 1,33
PC-F 0,41 0,27 1,25 0,73 0,58 0,94

T = 4cido tAnico; L = dcido lignossulfénico; AV = dlcool veratrilico; F = fenol,

1
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Tabela 15: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, LiP,
AVO, MnP) apés 7 dias de crescimento, em diferentes meios {acido tanico,
4cido lignossulfénico, dlcool veratrilico, fenol) na concentragio de 0,1% ¢ 0,5%

de fonte de carbono, na condi¢fo com oxigenacio.

Atividade Enzimadtica apés 7 dias de crescimento

Fungos/ Concentragiio 0,1% Concentracdo 0,5%

Meios Lacase | Peroxid LiP AVO MnP Lacase | Peroxid Lip AVO MaP
R97-T 0,65 0,79 3,16 1,03 8,74 1,01 0,69 5,51 4,18 0,00
898-T 0,74 0,89 348 4,00 6,00 0,29 157 6,29 0,97 1,17
PC-T 8,70 0,72 6,00 0,00 0,00 0,08 (0,13 5,39 8,00 0,00
BO7-L. 0,53 0,60 0,60 3,69 0,00 0,86 0,99 3,84 4723 0,06
B98-L 0,42 0,65 0,00 1,80 0,00 1,08 (5,94 2,18 512 0,00
PC-L 0,71 1,37 0,00 1,67 0,00 0,98 0,89 0,00 (1,00 0,60
E07-AV 0,98 0,62 6,00 0,02 0.81 0,31 0,64 0,05 0,00 4,26
B98-AV 0,68 0,88 0,34 0,01 4,00 0,65 1,12 0,00 0,00 4,30
PC-AV 1,13 1,10 0,00 0,00 0,00 091 1,47 0,00 0,00 0,45
B97-F 1,58 1,05 0,00 0,00 0,00 1,81 0,60 0,00 0,05 1,75
ROR-F 1,58 1,25 0,00 0,00 0,00 1,67 0,82 0,60 0,12 0,76
PC-F 1,34 0,06 4,00 0,00 0,00 1,58 0,80 0,00 0,00 £,58

T = 4cido tinico; L = aeido gnossulfdnico; AV = dlcool veratritico; F = fenol.

Tabela 16: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, LiP,
AVO, MoP) apds 10 dias de crescimento, em diferentes meios (Acido ténico,
4cido lignossulfonico, dlcool veratrilico, fenol) na concentragio de 0,1% ¢ 0,5%

de fonte de carbono, na condicdo com oxigenagao.

Atividade Enzimdtica apds 10 dias de crescimento
Fungos/ Concentracdo 0,1% Concentraciio 0,5%

Meios | Lacase | Peroxid | LiP AVO MnP | Lacase | Peroxid LiP AVO MnP
897-T 0,75 1,13 0.00 6,00 0,00 0,11 0,31 0,00 3,28 7.80
§98-T 0,78 0,72 0,00 0,00 0,60 1,19 0,79 0,31 0,00 1,34
PC-T 0.91 0,77 0,00 0,00 0,00 0,33 0,14 0,00 0,00 2,68
897-L 0,59 0,72 0,00 0,00 0,00 0,56 0,98 3,16 6,82 0,04
298-L 0,51 0,72 0,00 0,20 1,07 0,93 0,75 0,00 2,01 0,00
PC-L 0.9t (1,93 0,00 0,00 0,34 £,86 1,19 (4,00 0,00 0,00

#O7-AV 1,75 1,07 0,00 0,00 0,00 1,08 1,40 6,02 0,05 0,00

ROZ-AV 1.80 1,48 0,72 0.01 0,00 0,91 1,40 0,10 0,18 0,67

PC-AV 1,60 1,49 (78 8,06 0,58 1,05 1,30 0,00 0,16 4,08
897-F 1,32 1,43 6,00 0,00 0,00 118 1.46 3,00 0,08 0,00
898-F 1.36 0,40 0,60 0,12 0,00 2,12 1,58 0,00 0,19 0,00
PC-F 0,90 0,53 0,02 0,00 0,31 0,95 1,43 0,00 0,00 3,00

T = 4cido tanico; L = Acido lignossulfonico; AV = dlcool veratrifico; F = fenol.
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Tabela 17: Atividade das enzimas ligninolfticas (lacase, peroxidase, LiP,
AVO, MnP) apds 3 dias de crescimento, em diferentes meios (dcido thnico,
scido lignossulfonico, dicool veratrilico, fenol) na concentragio de 0,1% e 0,5%

de fonte de carbono, na condig¢io sem oxigenacio e com adi¢do de glicose.

Atividade Enzimética apés 3 dias de crescimento
Fungos/ Concentracio 0,1% Concentracéo 0,5%

Meios Lacase | Peroxid Lip AVQO Mn?P Lacase Peroxid LiP AVO MnP
897-T 0,00 0,30 1,43 0,12 0,00 0,54 6,63 14,50 547 0,60
RUR-T 0,18 0,55 0,16 0,11 0,60 0,38 0,97 6,63 5,11 0,00
PC-T 0,30 0,56 0,64 0,00 0,00 0,31 0,49 3,56 12,71 3,00
897-L 0,34 0,57 0,00 0,06 3,54 0.50 0,31 2,88 0,06 03,06
gO8-L. 0,53 0,43 6,00 (0,00 0,00 0,65 6,76 0,00 0,00 6,00
PC-L. 0,73 (3,85 0,00 8,00 (3,00 1,64 1,28 4,00 0,00 0,00

807-AV 086 0,46 0,60 0,05 0,00 1,70 0,60 (.00 0,60 0,60

89B-AV 0,79 0,58 0,00 0,00 0,60 2,03 195 0,00 0,00 0,00

PC-AV 0,68 0,81 (0,14 0,00 0,00 1,83 2,74 0,00 0,06 1,79
897-F 0,49 1,06 0,04 0,00 2,60 0,91 i,18 0,55 6,33 1,70
898-F 0,71 0,99 6,00 0,03 1,93 1,67 0,75 041 0,42 0,09
PC-F 0,94 0,92 0,60 0,04 0,00 1,89 0,88 0,21 0,23 0,00

T = dcido tinico: L = dcido lignossulfdnico; AV = dlcool veratrilico; F = fenol.

Tabela 18: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, LiP,
AVO, MnP) ap6s 7 dias de crescimento, em diferentes meios (4cido tanico,
4cido lignossulfénico, dlcool veratrilico, fenol) na concentragdo de 0,1% e 0,5%

de fonte de carbono, na condicio sem oxigenacio e com adi¢cdo de glicose.

Atividade Enzimética apds 7 dias de crescimento
Fungos/ Concentracéo 0,1% Concentracio 0,5%

Meios Lacase | Pegoxid L AVO MnP Lacase | Peroxid LiP AVO MaP
897-T 0,24 0,87 0,00 0,00 0,00 0,45 0,76 4,14 297 51
898-T 1,01 0,97 0,00 6,00 8,00 0,63 0,89 4,00 0,53 8,00
PC-T .85 0,89 4,00 6,00 0,00 8,45 0,49 (0,00 0,00 13,00
897-L 0,39 0.60 0,00 3.89 0,00 0,62 0,69 2,86 2,63 0,60
BOR-L G346 6,65 0,00 1,05 0,00 0,63 0,45 6,00 0,58 0,09
PC-L 1,08 1,22 0,00 244 1,93 0,92 0,90 0,00 8,26 (.63

897-AV Qi1 0,26 0,02 6,00 3,23 2,10 0,88 0,01 0.03 1,21

8OR-AV 0.44 0,87 6,05 0,02 3,36 1,93 0.96 0,18 0,00 1,30

PC-AVY 0,93 0,81 0,00 0,01 0,72 2,24 0,72 0,00 0,00 0,60
BO7.F 0,87 0,74 0,60 0,60 0,00 1,41 1.05 0,00 0,01 04,00
B98-F 0,94 0,56 0,00 0,60 0,00 145 0,10 (3,00 0.06 0,18
PC-F 0,00 0,87 0,60 0,00 0,13 1,55 0,81 0,00 0.00 6,00

T = deide thnico: L = cido lignossulfénico, AV = dlcool veratrilico; F = fenol.
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Tabela 19: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, LiP,
AVO, MnP) apds 10 dias de crescimento, em diferentes meios (4cido ténico,
4cido lignossulfonico, dlcool veratrilico, fenol) na concentragio de 0,1% e 0,5%

de fonte de carbono, na condicdo sem oxigenagfo e com adigio de glicose.

Atividade Enzimatica apos 10 dias de crescimento

Fungos/ Conceniraciio 0,1% Concentracio 0,5%

Meios Lacase { Peroxid Lip AVQO MnP Lacase | Peroxid LiP AVD Mnp
B97-T 0,50 .82 3,00 2,33 0,31 0.87 043 1,59 6,17 G,0G
808-T 0,72 0.69 0,00 0,60 0,60 1,02 0,58 2,97 3,44 0,00
PC-T 0,92 0,89 0,00 0,60 0,00 0,09 (0,03 1,36 10,78 8,00
897-L 043 1,17 0,00 2,69 0,40 0,16 0,54 0,66 0,78 6,00
R9E-L 0,76 0,90 0,00 0,00 0,00 0,20 0,51 21,50 1,38 0,00
PC-L 143 1,49 0,00 0,00 2,24 0,52 3,72 13,74 (3,00 0,80
897-AV 081 1,19 0,00 0,05 0,90 1,81 1,42 0,60 2,79 2,02
808-AV 0,87 1,28 0,04 0,07 0,00 1,82 1,33 0,64 1,11 0,00
PC-AV 1,01 1,13 3,00 0,00 2,38 201 1,26 0,00 0,18 (3,29
897-F 0,95 3,81 6,00 0,60 1,30 1,54 0,01 0,00 0,00 6,00
898-F 0,26 .58 0,12 0,02 0,72 j A 1,54 0,00 0,00 0,00
PC-F 1,13 0,63 0,06 0,00 (.51 1,96 0,51 0,19 5,82 0,60

T = 4cido thnico: L = dcido lignossulfénico; AV = dlcool veratrilico; F = fenol.

Tabela 20: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, LiP,
AVO, MnP) apés 7 dias de crescimento, em diferentes meios (dcido tlnico,
dcido lignossulfénico, dlcool veratrilico, fenol) na concentracio de 0,1% ¢ 0,5%

de fonte de carbono, na condicdo com oxigenacio e com adigio de glicose.

Atividade Enzimaética ap6s 7 dias de crescimento
Fungos/ Concentracio 0,1% Concentracio 0,5%

Meios Lacase | Peroxid LiP AVQO MnP | Lacase | Peroxid LiP AVO Mn¥
897.T 1,57 1,23 0,00 3,68 0,00 0,35 0,13 0,00 3,06 0,00
898-T 1,82 1,17 0,00 0,05 0,00 0,13 0,42 i,18 6,00 0,60
PC-T 0,81 0,89 0,00 1.57 0,00 0,02 1,16 (3,00 7,95 3,05
897-L 1,60 1,11 0,00 3,80 1.7 0,26 0,12 0,00 1.56 0,27
89%-L 0,93 0,98 0,00 0,00 0,00 0,08 (4,61 4,00 7,89 2,1
PC-L 1,83 1,33 0,00 0,61 10,58 0,44 0,07 0,00 £,03 3,18

8O07-AV 2,32 1,39 0,27 0,00 2,38 0,88 0,14 0,19 1,83 1,84

BOB-AV 1,47 0.64 6,13 0,00 0,04 0,85 0,06 0,01 0,00 0,81

PC-AV 1,99 1,37 0,60 0,00 8,07 0,83 3,19 0,00 0,00 2,42
B97-F 0,36 0,18 0,60 0,00 399 BN 0,06 8,00 0,17 0,06
898-F 0,25 0,38 0,00 0,00 2,33 0,95 0,16 G,05 0,00 0,13
PC-F 1,06 0,44 0,10 0,00 {,94 0,72 0,07 (3,00 0,00 9,64

T = 4cido tAnico: L = &cide lignossulibnico; AV = dlcool veratrilico; ¥ = fenol,
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Tabela 21: Atividade das enzimas ligninoliticas (lacase, peroxidase, LiP,
AVO, MnP) apds 10 dias de crescimento, em diferentes meios (dcido thnico,
cido lignossulfénico, dlcool veratrilico, fenol) na concentracfo de 0,1% e 0,5%

de fonte de carbono, na condi¢cdo com oxigenaclo e com adicio de glicose.

Atividade Enzimatica ap6s 10 dias de crescimento
Fungos/ Concentragio 0,1% Concentracdo 0,5%

Meios Lacase | Peroxid LiP AVO MnP Lacase § Peroxid LiP AVO MnP
807-T 143 1,21 6,35 0,00 0,00 0,12 0,60 4.69 2,88 0,00
£98-7T 1 1,89 1,20 0,87 0,00 11,74 0,19 0,01 7,29 0,00 0,00
PC-T 1,49 0,83 0,61 0,00 0,00 0,603 0,00 0,00 0,36 (.54
897-1. 2,25 1,49 § 0,00 0,00 0,40 0,45 0,55 0,10 0,00 0,38
808-L 1,73 1,06 0,00 2,32 0,00 0,24 0,11 0,29 982 n
PC-1L 2,21 1,27 0,00 0,00 0,00 0,37 0,30 0,00 15,97 £.90

BYT-AY 0,00 0,22 0,03 0,00 1,03 0,79 0,30 0,00 0,82 5,006

898-AV 4,74 0,37 0,00 0,00 0,63 0,82 4,34 0,27 0,00 2,06

PC-AV 1,66 0,91 0,00 0,00 2,56 (1,85 0,35 0,14 0,00 1,75
B97.F 0,47 4,31 011 0,00 0,81 0,83 0,34 0,00 0,20 0,80
808-F 4,00 0,00 3,03 0,00 0,00 0,581 0,29 0,04 0,04 0,72
PC-F 1,07 0,63 (0,04 0,11 0,00 0,87 0,25 3,00 0,00 0,00

T = dcido thnico; L = dcido Hgnossulfénico, AV = dlcool veratrilico, F = fenol.
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