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RESUMO

No presente trabalho estudou-se a produgdo de extratos com atividade fenoloxidasica
(FOx) pelo fungo termofilo Thermoascus aurantiacus. Foram determinadas as melhores
condi¢oes de cultivo para produgio da atividade FOx em meio liquido. A adigio de substratos
polissacaridicos induziu altos teores de atividade, quando comparado com cultura contendo
somente glicose. Farelo de trigo foi o melhor substrato, e em concentragdo de 1,5% (m/v)
induziu niveis entre 1 a 2 Ul/mL de atividade. O tipo e tamanho do intculo afetaram
significativamente a producao de atividade, porém a agitac@o e a oxigenagio das culturas nio
tiveram efeitos significativos. Um pH inicial do meio de cultura entre 6 e 8 favoreceu a
produgdo de atividade FOx.

Quando substratos polissacaridicos foram adicionados & cultura, diversas atividades
enziméaticas relacionadas a degradag@o de lignina, em menor ou maior grau, foram detectadas:
lacase, peroxidase, manganés-peroxidase, celobiose-quinona oxidoreductase e alcool
veratrilico-oxidase. Nas mesmas condigdes ndo foi detectada atividade lignina-peroxidase.

Apbs estabelecer as melhores condigdes para produgdo de atividade FOx pelo
T.aurantiacus, foram produzidos extratos com alta atividade para estudos de caracterizagdo
cinética. A atividade FOx presente no extrato bruto apresentou caracteristicas semelhantes as
fenoloxidases do tipo lacase. O extrato bruto oxidou uma variedade de substratos tipicos de
fenoloxidases, na auséncia de H-2O». As maiores atividades foram alcangadas com é&cido
2 2azino-bis-(3 etil benzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS), 2,6-dimetdxifenol (2,6-DMF) e o-
dianisidina. Azida sédica e acido tioglicolico foram os mais potentes imbidores da reacio de
oxidaciio catalizada pelo extrato bruto, ambos tipicos inibidores de oxidases que contém metal.
O pH 6timo da reag@o de oxidagdo de o-dianisidina foi de 2,8, porém a estabilidade neste pH
foi rapidamente perdida apos 5 horas de incubagdo. A temperatura otima de reacdo foi
observada entre 70 e B80CC, e a estabilidade térmica do extrato bruto foi extremamente
elevada, conservando mais de 50% da atividade ap6s 5 horas de incubagio a 1009C. Todas as
caracteristicas apresentadas pelo extrato bruto foram semelhantes as da maioria das
fenoloxidases de tipo lacase, exceto a elevada temperatura Stima e termoestabilidade, nunca
descritas para fenoloxidases de fungos mesodfilos ou terméfilos.

Na intengdo de desvendar a natureza responsavel pela atividade FOx, procedeu-se a
purificacdo de uma fragio contendo tal atividade, a partir das culturas de 7.auranfiacus. O
trabalho teve que ser redirecionado devido ao inesperado resultado desta etapa, uma vez que a
fragio com atividade FOx atravessou uma membrana de ultrafiltraciio de 1,0 kDa e eluin de
uma coluna de Sephadex G-10 em um volume correspondente a uma massa molecular < 700
Da. Este resultado, junto com a elevada estabilidade térmica, descartou a possibilidade da
existéncia de uma lacase ou alguma outra enzima, como responsavel pela atividade FOx.

A fracao com alta atividade FOx (fragdo FOx}, parcialmente purificada por Sephadex G-
10, foi caracterizada quanto as propriedades cinéticas e estruturais. As propriedades de pH e
temperatura Otimos de atividade e estabilidade, foram semelhantes as do extrato bruto. A
fragdo FOx oxidou os mesmos substratos que o extrato bruto, porém com maiores
velocidades. Somente o efeito de inibidores foi diferente, observando-se uma diminui¢do do
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A suspeita da presenca de um sideréforo (complexante de Fe de baixa massa molecular),
responsavel pela atividade FOx, presente no extrato bruto e na fracio, levou a procura destes
compostos nas culturas de Z.aurantiacus, utilizando o reagente universal Chromo azurol S
(CAS). Através deste método foi possivel confirmar a producio de sideroforos pelo fungo, em
meio solido e liquido, sendo que em meio liquido a méxima produgdo de atividade FOx
coincidiu com uma minima reagdo CAS. Porém, apesar dos resultados positivos em meio de
cultura, a fragdo FOx ndo reagiu com CAS.

A caracterizaco estrutural da fracio FOx revelou uma estrutura tipo hidroxamato com
uma massa molecular aproximada de 530 Da, aparentemente sem aminoacidos, e com alguns
metais (Ca, Mg, Fe) participando desta estrutura.

Todos os resultados de caracterizagdo estrutural sugeriram que o composto responsavel
pela atividade FOx, era um sideroforo pertencente a classe dos hidroxamatos. Estes resultados
e outros preliminares, sugerem um mecanismo de agfo para a fragio FOx, onde o Fe presente
na fracdio seria 0 responsavel pelo potencial de oxidaglio de diversos substratos. Resultados
preliminares indicam também que o Fe participante na reagio de oxidagdo de o-dianisidina €
Fe (II). Assim, parece que a fragio FOx complexa Fe (III) e, posteriormente, quando
necessario esse Fe (I11) seria reduzido para Fe (II) pela propna fragio.

Visando a aplicago biotecnologica dos extratos com alta atividade FOx de
T.aurantiacus, estes foram utilizados no tratamento de uma polpa Kraft de Eucalipto ¢ de um
efluente. resultante do processo Kraft. Os extratos ativos mostraram-se eficientes no
tratamento das polpas, obtendo-se 39% de deslignifica¢do apds 60 minutos a4 50°C e pH 3.0,
porém nestas condigdes uma redugdo da viscosidade foi observada. A adi¢do de ABTS, como
um mediador redox, ndo aumentou a eficiéncia de deslignificagdo observada na sua auséncia.
Os efluentes, apos 72 horas de tratamento com o extrato ativo de Taurantiacus, 3 25°C ¢ pH
4.0, apresentaram 60 a 70% de redugio de fenois, dependendo das condi¢des de incubagio.
Sob condi¢des estacionarias, obteve-se 67% de despolimerizagio e 5% de mineralizago das
cloroligninas de elevada massa molecular. Ao mesmo tempo, sob condigdes agitadas obteve-se
47% de mineralizagdo. A reduciic da cor variou de 61 a 35%, sob condi¢cdes agitadas ou
estacionarias, respectivamente.



SUMMARY

This work 1nvolves the phenoloxidase activity (POx) production by the thermophilic
fungus Thermoascus aurantiacus. The best conditions for POx activity production in liquid
culture were determined. The addition of lignocellulosic and polyssacharides substrates to
culture induced high level POx activity. The best substrate was the wheat bran which induced
between 1-2 UI/ml., when utilized in concentration of 1.5% (w/v). The type and size of
inoculum influenced the activity production, however the agitation and oxygenation of cultures
did not affect it significantly. The nitial pH between 6-8 supported the higher POx activity
production.

Different enzymatic activities related to lignin degradation such as laccase, peroxidase,
Mn-peroxidase, cellobiose-quinone oxidoreductase and veratryl alcohol oxidase, but no lignin-
peroxidase, were detected in the cultures containing polyssacharides substrates.

After the best conditions to POx activity production by I auramntiacus were established,
crude extracts with high POx activity were utilized in the kinetic characterization. The POx
activity showed similar characteristics to phenoloxidases laccase type. The crude extracts
oxidized various typical substrates of phenoloxidases, in the absence of HpO». The higher
activities were produced with ABTS, 2,6-DMP and o-dianisidine. Typical inhibitors of
oxidases containing metal, such as sodic azide and thioglycollic acid, were the most potent
inhibitors of POx activity. The optimal pH for o-dianisidina oxidation was 2.8, but in this pH
the stability was rapidly lost after 5 hours of incubation. The optimal temperature was found
between 70 and 80°C, and the crude extract showed an high thermostability, keeping more
than 50% of activity after 5 hours of incubation at 100°C. All the characteristics of the crude
extract were similar to phenoloxidases laccase type, except the high optimal temperature and
thermostability, never report for phenoloxidases of mesophilic and thermophilic fungi.

To elucidate the responsible nature for POx activity, the purification of an active fraction
from T.aurantiacus was conducted. The unexpected results of the purfication stage redirected
this study. Because of that fraction with POx activity crossed over a 1 kDa ultrafiltration
membrane, eluted from Sephadex G-10 column in a elution volume correponding with
molecular mass of < 700 Da, as well as presented high thermostability. The possibility of a
laccase or some other enzyme to be responsible by POx activity was excluded.

The kinetic and structural properties of the fraction partially purified by Sephadex G-10
with high POx activity, were studied. The properties of optimum pH and temperature for
activity and stability were similar to those of the crude extract. The POx fraction oxidized the
same substrates than the crude extract, but with higher rates. Uniike of the crude extract a
decrease of inhibition was observed with POx fraction.

The presence of a siderophore type compound (low-molecular mass Fe chelators)
responsible by POx activity in the crude extracts as well in the partially purified fraction was
then considered, and led to search for these compounds in the 7.aurantiacus cultures, using
the universal CAS reactive. Through this method the siderophore production by the fungus, in
solid and liquid medium, was confirmed. The maximum production of POx activity in liquid
medium coincided with a minimum CAS reaction. However, in spite of the positive results in
culture medium, the POx fraction partially purified was not reactive with CAS.



The structural characterization of partially purified POx fraction revealed a structure
hydroxamate type with approximate molecular mass of 530 Da, apparently lacking aminoacids,
and some metals (Ca, Mg, Fe) present in the structure.

Thus, the existence of a siderophore hydroxamate type, responsible by POx activity, was
suggested through of structural characterization. With these results an mechanism of substrate
oxidation by POx frraction was proposed, in which Fe would be responsible by the oxidation of
different substrates. Preliminary results showed that Fe is involved in the o-dianisidina
oxidation as Fe(Il). Apparently, the fraction possessed the ability to both chelate Fe(Ill) and
reduce it to Fe(Il), when necessary.

The extracts with high POx activity from T.aurantiacus were used in biotechnological
processes such as treatment of Eucalyptus Krafi pulps and effluent result of Kraft process.
The active extracts showed efficience on pulp biobleaching, with a 39% deslignification after
60 minutes at 509C and pH 3, however a viscosity reduction also was observed. The ABTS
addrtion, as a redox mediator, it not increase the deslignification. After 72 hours of treatment
with active extracts at 259C and pH 4, the effluents showed between 60-70% phenol
reduction, depending of incubation conditions. Under static conditions a 67%
despolimenization and a 5% mineralization of chlorolignins high-molecular mass were
observed. Under agitation conditions a 47% mineralization was observed. A colour reduction
effluent of 61 or 35% was obtained under agitation or static conditions, respectively.
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1.- INTRODUCAO

O esgotamento progressivo das fontes de energia tradicionais junto com a acelerada
elevacio de seus custos, foram os responsaveis pelo grande interesse voltado nos ultimos anos
a procura de fontes alternativas de energia. Por outro lado, a crescente preocupagio com os
problemas de contaminacio ambiental, aumentam o interesse pela utilizagio de fontes
energeticas menos agressivas para os ecossistemas. Desta forma, a obtengio de energia a partir
de materiais lignoceluldsicos, constituintes principais da biomassa terrestre, parece reunir essas
caracterisiticas. Sob este ponto de vista, o Brasil representa um dos paises com maior
potencial em fontes energéticas altemativas e praticamente inesgotaveis, devido & abundéancia
de biomassa na forma de materiais lignocelulosicos (madeira e residuos agro-industriais em
geral).

Dentre os materiais lignocelulosicos, a madeira representa a mais importante fonte
renovavel para obtencgio de energia e variados produtos de interesse industrial. A utilizagdo
e/ou conversio de madeira através de sistemas biologicos, resulta em um processo
potencialmente promissor ¢ de minima agressividade ambiental Porém, a eficicia dos
processos biotecnologicos aplicados a utilizagio de madeira, depende principalmente da
compreensdo dos mecanismos de degradagio e/ou transformagiio de lignina, que ¢ um dos
polimeros mais complexos dentro da matriz lignocelulosica da parede da célula vegetal.
Devido a sua complexidade estrutural, a lignina ¢é altamente recalcitrante 3 acfio de
MICrOTZanismos € SEeus sistemas enzimaticos, e sua presenga na matriz lignocelulédsica dificulta
a utilizagdo microbiana dos polissacarideos celulose e hemicelulose. Um grupo de
microrganismos de especial interesse biotecnologico € o dos fungos que degradam madeira,
principalmente aqueles que atuam seletivamente sobre a lignina. Devido a sua capacidade
ligninolitica, estes fungos possuem um elevado potencial para serem utilizados em processos
como biopoipagdo de madeira, deslignificag@o de polpas celuldsicas, tratamento de efluentes e
bioremediacio se solos, entre outros.

Embora grandes avangos a respeito dos mecanismos de degradagio dos componentes da
madeira tenham sido alcancados, inimeras questdes sobre a degradagio de madeira in vivo
ainda permanecem sem resposta. O isolamento, purificagio e caracterizacdo das enzimas
fingicas que participam da degradagio e/ou transformagic de ligninas sintéticas ou de
compostos modelo de lignina, contribuem para a compreensio de alguns mecanismos, porém
ndo conseguem explicar o processo de degradagdo como um todo. Atualmente, ha uma
crescente necessidade pela procura de novas espécies fiingicas ou sistemas enzimaticos ou nio
enzimaticos, de natureza ligninolitica, que permitam aumentar o conhecimento acumulado a
respeito da degradacgédo de madeira.

Foi dentro deste contexto que os objetivos do presente trabalho centraram-se no estudo
do sistema higninolitico do fungo terméfilo Thermoascus aurantiacus, nunca antes descrito na
literatura para esta especie filngica. Uma fragio, responsavel pela alta atividade FOx observada
em cultura liquida e induzida com farelo de trigo, foi parcialmente purificada e posteriormente
caracterizada. Atraves da caracterizag@o cinética e estrutural, algumas hipoteses mecanisticas
sdo propostas. Al€m disto, o potencial biotecnoldgico dos extratos ativos de 7.aurantiacus
aplicados a deslignificagio de polpas Kraft e ao tratamento de efluentes industriais, foi
avaliado.



2.- REVISAO DA LITERATURA

2.1.- MADEIRA : COMPONENTES ESTRUTURAIS E BIODEGRADACAO
2.1.1.- Componentes Estruturais

A madeira ¢ uma das fontes mais abundantes de fibra vegetal na superficie terrestre e
constitui uma das principais fontes de matéria-prima para fabricagio de pastas celuldsicas e
papel.

A madeira € um copolimero constituido principalmente de celulose, hemicelulose e
lignina, com pequenas quantidades de substincias extrativeis e minerais. A celulose, um
polimero linear formado por subunidades de glicose, representa o maior componente em massa
seca da madeira, constituindo 30 a 40% da parede celular dos tecidos lenhosos. Na parede da
célula vegetal, a celulose forma léminas nas quais as microfibrilas estdo paralelamente
organizadas e encaixadas numa matriz de hemicelulose ¢ lignina (BEGUIN ¢ AUBERT, 1994),
As hemiceluloses, heteropolimeros altamente ramificados, constituem 20 a 30% da madeira, e
sdo representadas principalmente por xilanas ¢ glucomananas (JEFFRIES, 1990; COUGHLAN
e HAZLEWOOD, 1993). A lignina, que age como um agente permanente de ligacio entre as
células conferindo rigidez a estrutura da parede da célula vegetal, constitui 20 a 35% da
madeira. Na parede celular a lignina esta associada 4 hemicelulose atraves de interacdes fisicas
e ligagdes covalentes formando uma matriz ou complexo polissacarideo-lignina (FENGEL e
WEGENER, 1984).

As substdncias extratdveis cumprem fun¢des fundamentais de protecio e sdo as
responsaveis por certas caracteristicas do aspecto da madeira, como cor e cheiro, e da
resisténcia ao atague por microrganismos. Estas substincias podem ser extraidas da madeira
sem alterar a estrutura da parede celular (GRAY ¢ PARHMAN, 1982; D'ALMEIDA, 1988).

O teor, a propor¢do € as vezes a composi¢do quimica dos diferentes componentes da
madeira variam segundo a espécie. As madeiras podem ser classificadas, segundo o tipo de
fibra vegetal, em dois grandes grupos, as madeiras duras ou "hardwood" e as madeiras moles
ou "softwood". As madeiras duras sio provenientes de arvores do grupo das folhosas
(eucaliptos, bétula, nogueira, etc.) e as moles de arvores do grupo das coniferas (pinus, cedro,
cipreste, etc.) (FENGEL e WEGENER, 1984).

A lignina € uma macromolécula altamente complexa e ramificada, gerada através de uma
polimeriza¢io desidrogenativa iniciada enzimaticamente, a partir de dlcoois hidroxi-cinamilicos
(p-cumarilico, coniferilico e sinapilico). A copolimerizagéo radicalar destes alcoois produz uma
macromolécula heterogénea com diferentes tipos de ligagdes entre as unidades que constituem
a estrutura, de elevada massa molecular, opticamente inativa e altamente polidispersa. Os
nucleos aromaticos ou subunidades fenilpropano que constituem a lignina, estio associados
por ligagdes estaveis, principalmente do tipo $-O-4 aril-éter, a-O-4 aril-éter e B-5 aril-
carbono. O tipo e as propor¢des relativas dos alcoois precursores presentes na lignina variam
de acordo com a espé€cie de madeira (duras ou moles) (HIGUCHI, 1990 e 1993). Na Figura 1
esta indicada uma representagio esquematica de lignina e de seus alcoois precursores.



laldn el

HC=0 [CHLOH
=0 [cr;0H]
HC
it CHyO
CH [ S——

CHy0 CHOH
0——CH
7 HOCH,
HCOH 1
He
H,COH HEOH cHpon M ,
o ot /@ HOCIH HES, o2
HCI CHy0” T 00Ky OERyHIOH
@ OCH,
HOCH; HOH2C ¢hHy0
2, R
HC—0 HC-OH CHyOH
HC
CH,OH H,COH (7. i
CHy0 P2 2777 CHy0 tn
CH Hgv ? =
{
HCOH €20 R¥R
@ ton T
CH0 a OCH,
oH oHfo-c} R,;=R,=H alcoo! para-camarilico

R,=0CH; , Ry=H #lcool coniferilico
R;=R,=0CH; alcool sinapilico

FIGURA 1: Representagio Esquematica de uma Lignina de Madeira Mole ("softwood”), de
acordo com ADLER (1977). Os alcoois precursores também sdo representados nesta figura
(direita).



Na parede da célula vegetal os componentes estruturais principais, celulose, hemicelulose
e lignina, organizam-se em propor¢des variadas dependendo da espécie de madeira. Desde a
porgio mais exierna da parede celular até o limen da célula encontram-se uma camada fina ou
lamela média (LM), a parede primaria (P) e a parede secundaria com suas camadas 81, Sz e
S3 (ou T). A maior concentragio de celulose ¢ observada na camada Sp e, organizada em
microfibrilas, ¢ rodeada de hemicelulose. A lignina distribui-se através da parede celular,
porém concentra-se na lamela média (LM) (<40% lignina total), e nas diferentes camadas da
parede secundaria (70-80%). A hemicelulose dispde-se em uma matriz com a lignina, através
da formagio de ligagdes covalentes do tipo éter e ester, e esta matriz cerca as microfibrilas de
celulose (Figura 2) (FENGEL e WEGENER, 1984).

Lignina-Hemicelulose

Hemicelulose

FIGURA 2: Estrutura da Parede da Célula Vegetal mostrando as diferentes camadas
(esquerda) e a distribui¢io dos diferentes componentes dentro da parede (direita). LM: lamela
média; P: parede priméria; S: parede secundaria com suas camadas 81, Sp ¢ T,

2.1.2.- Biodegradaciio de Madeira

A madeira pode ser atacada na natureza por uma variedade de organismos entre os quais
sobressaem-se fungos e bactérias. A degradacdo de madeira por bactérias € um processo
limitado devido em parte a falta de movimentagdo destas sobre ou dentro da célula vegetal, e
devido também que grande parte das enzimas produzidas por estas € intracelular, o que
restringe o processo de degradagdo dos componentes macromoleculares da parede celular
(FENGEL ¢ WEGENER, 1984; ERIKSSON, 1990; SCHMIDT e LIESE, 1994).

Ao contrario das bactérias, os fungos possuem como principal caracteristica a
capacidade de colonizagio e penetragio rapida e eficiente na madeira devido a organizagdo de



suas hifas. As hifas s8o filamentos celulares que ao se agruparem constituem o micélio fingico,
e no caso dos fungos que degradam efetivamente a madeira, atravessam a parede celular
podendo alcangar © limen, onde através da secreg@o de enzimas e/ou alguns outros compostos
de baixa massa molecular comega o processo de decomposigio dos componentes da parede da
célula vegetal. Diferentes tipos de fungos darfo origem a diferentes tipos de decomposigéo da
madeira (ERIKSSON, 1981, FENGEL e WEGENER, 1984). De acordo com a morfologia da
decomposi¢do provocada na madeira, os fungos podem se dividir em trés grandes grupos:
fungos de decomposi¢io branca ou "white rot-fungi”, eficientes degradadores de lignina;
fungos de decomposigio parda ou "brown rot-fungi” e fungos de decomposi¢io branda ou
"soft rot-fungi", que degradam preferencialmente os polissacarideos da madeira (ERIKSSON,
1981; BLANCHETTE, 1991).

Grande parte dos fungos de decomposicio branca pertence a classe dos
Basidiomicetos, porém existem alguns pertencentes a classe dos Ascomicetos, € sdo 0s mais
eficientes degradadores de lignina, podendo mineralizar a macromolécula até¢ CO» e HpO.
Dentro deste grupo devem se diferenciar os fungos que degradam polissacarideos e lignina
com igual eficiéncia daqueles que degradam preferencialmente lignina (BLANCHETTE, 1991,
BLANCHETTE er afii., 1992). O fungo mais extensivamente estudado como representante
deste grupo é o basidiomiceto Phanerochaete chrysosporium, produtor de altos niveis de
enzimas ligninoliticas e eficiente na degradacao de lignina em madeira .

Os mecanismos de colonizago, invasdo do lomen das células e secrecio de enzimas que
degradam a lignina e os polissacarideos da madeira, sdo conhecidos em parte devido a estudos
por microscopia eletrénica (DANIEL et alii., 1989; BARRASA et alii., 1992; DANIEL, 1994;
SREBOTNIK e MESSNER, 1994). A degradagdo fingica da parede da célula vegetal
geralmente extende-se desde o lumen da célula, atravessando as diferentes camadas da parede
até alcancar a lamela media. Os estudos de microscopia eletrénica revelaram que o processo
de decomposi¢do da parede celular pode ocorrer sem o contato direto da hifa com a célula,
sugerindo a participagdo de sistemas enzimaticos e/ou ndo-enziméticos extracelulares, embora
o mecanismo atraveés do qual isto ocorre ndo € ainda bem compreendido. O transporte das
enzimas hgnoceluloliticas até o substrato (parede celular) pode estar relacionado com a
camada de glucana que rodeia a hifa fingica e cria um microambiente favoravel as enzimas € a
ocorréncia de diferentes reacdes (EVANS et afii., 1991, RUEL ef alii., 1994). Atualmente
existe muita controvérsia se, devido ao seu tamanho, as enzimas lignoceluloliticas conseguem
penetrar na parede da célula vegetal para agirem diretamente sobre os diferentes componentes,
ou se a decomposi¢do € iniciada por agentes ndo-enzimaticos de baixa massa molecular, que
podem difundir faciimente através da parede (EVANS ef alii,, 1991, 1994; JOSELEAU et
alii., 1994).

Os fungos de decomposicio parda pertencem a classe dos Basidiomicetos e atuam
principalmente sobre os polissacarideos celulose e hemicelulose, sem degradagio, porém com
algumas modificagdes na lignina. Embora sem despolimerizagio de lignina, as modificagdes na
macromolécula fazem com que fique mais susceptivel a posteriores tratamentos quimicos ou
microbianos (FENGEL e WEGENER, 1984; JIN et alii., 1990).

O mecanismo de modificag@o de lignina por estes fungos nio é bem compreendido, uma
vez que nio secretam enzimas ligninoliticas. Porém, ha evidencias que indicam a produgio de
pequenos agentes capazes de difundir pelas camadas S3 e S7, onde sdo observadas
inicialmente as mudancas morfologicas. Entre tais agentes nf#o-enziméticos destacam-se 0s



sideroforos (compostos complexantes de Fe) (JELLISON er alii.,, 1991), acido oxalico
(SHIMADA et alii., 1994), glicopeptideos (TANAKA er alii., 1993; HIRANO et alii, 1995)

e radicais hidroxila (OH-) (WOOD, 1994). Os radicais OH-, provavelmente produzidos através
da reacdo de Fenton, seriam os responsaveis pelas modificagdes observadas na lignina. Devido
a seu enorme poder oxidativo os radicais OH- sfo capazes de despolimerizar celulose e atacar
as unidades fendlicas e nfo-fendlicas de lignina (BACKA et alii., 1992; WOOD, 1994).

"~ Os fungos de decomposicio branda pertencem a classe dos Ascomicetos e
Deuteromicetos ou fungos Imperfeitos, e o termo utilizado para classifica-los deve-se ao fato
deles produzirem umm amolecimento nas camadas superficiais da parede da célula vegetal,
formando cavidades tipicas na camada S (KIRK ¢ FARRELL, 1987, BLANCHETTE, 1991).

Os fungos de decomposigio branda degradam preferencialmente os polissacarideos da
madeira, porém, tarmbém podem provocar algumas pequenas transformagbes na lignina. Os
estudos sobre a participagiio de sistemas enzimaticos ou nfo-enzimaticos na degradacio de
madeira por este grupo de fungos sio escassos e niio existem detathes explicando o
amolecimento caracteristico observado na madeira. A presenca destes fungos € mais comum
em madeiras duras do que em moles, provavelmente pela diferenca estrutural de ambas as
ligninas (ERIKSSOIN, 1981; FENGEL ¢ WEGENER, 1984).

2.1.3.- Fisiologia da Biodegradacio de Madeira

A biodegradacio de madeira na natureza envolve a agdo simultinea de diversos
microrganismos tais como fungos, bactérias e parasitas. A sequéncia de colonizagio e o
desenvolvimento do processo de decomposi¢io dependem da estrutura e composi¢do quimica
das diferentes madeiras. Isto constitul um dos principais fatores ecologicos que determinam o
processo de biodegradagdo (LEVY, 1987, BLANCHETTE, 1991).

Enquanto os processos de degradagdo de celulose e hemicelulose sdo de natureza
hidrolitica e ocorrem com relativa facilidade, a degradagio de lignina representa um processo
oxidativo complexo, ndo especifico e estritamente dependente das condigdes do meio de
cultura de um microrganismo. Estudos conduzidos com P.chrysosporium rtevelaram que
diversos pardmetros do meio de cultura afetaram a degradagdo de lignina pelo fungo (KIRK e
FARRELL, 1987, LINKO, 1992).

Durante a degradag@o de lignina na madeira os fungos precisam de uma fonte de carbono
adicional, facilmente assimilavel, devido & incapacidade de utilizar lignina como substrato de
crescimento. A fonte de carbono adicional é também necessaria para sintese das enzimas
ligninoliticas e outros efetores como alcool veratrilico ¢ H207. Os fungos que participam no
processo de degradac@o de madeira, embora sejam organismos aerobicos estio adaptados a
relativamente baixas tensGes de oxigénio na madeira. A necessidade de um nivel apropriado de
oxigénio para a degradagdo de lignina na madeira varia muito entre as diferentes espécies de
fungos que degradarm madeira (HATAKKA e UUSI-RAUVA, 1983; BLANCHETTE, 1991;
RIOS ¢ EYZAGUTIRRE, 1992). Muitas vezes a agitagio das culturas além de aumentar a
oxigenagio do meio, promove a formacio de "pellets” que permanecem submersos, afetando
com isto a produg@o enzimatica e consequentemente a capacidade degradativa (KIRK e
FARRELL, 1987).



O pH do meio de cultura também afeta a degradac¢do da lignina na madeira. Dependendo
da espécie de madeira o pH varia entre 4-6, que € consistente com o pH 6timo observado para
o crescimento de diversos fungos ligninoliticos e com os pHs de estabilidade e atividade
catalitica 6timas das enzimas ligninoliticas. Porém, o pH 6timo para mineralizagio da lignina
varia grandemente de uma espécie filngica para outra (BOYLE et alii., 1992).

A madeira ¢ um substrato relativamente pobre quanto ao conteudo de nitrogénio, assim
este nutriente desempenha um papel limitante para o crescimento e metabolismo fingicos. A
adigdo de nitrogénio em substratos lignocelulosicos como madeira, geralmente estimula a
degradacdo e consumo de carboidratos, afetando a seletividade da deslignificagio (KEYSER
et alii., 1978; KIRK e FARRELL, 1987, HATAKKA et alii., 1987, BECHTOLD et alii |
1993).

2.2.- BIODEGRADACAO DE LIGNINA POR FUNGOS
2.2.1.~ Sistemas Enzimaticos Fungicos Relacionados a Degradaciio de Lignina

O processo de degradagiio de um substrato lignocelulosico como a madeira ocorre pela
acdo combinada de uma variedade de sistemas enzimaticos e alguns agentes nio-enzimaticos
de baixa massa molecular, recentemente descritos na literatura, produzidos extracelularmente
por fungos. Através destes sistemas, os fungos degradam os componentes insoliveis da
madeira, transformando-os em componentes menores e solliveis, os quais podem ser
incorporados no metabolismo do microrganismo (FENGEL ¢ WEGENER, 1984; ERIKSSON,
1990).

Dois sistemas enzimaticos maiores, mecanisticamente diferentes, participam da
degradaciio dos componentes maiores da madeira por fungos, um ¢é do tipo hidrolitico ¢ o
outro do tipo oxidativo. Enquanto as celulases e hemicelulases atuam provocando quebras nos
polissacarideos, as enzimas ligninoliticas degradam e as vezes mineralizam lignina. O
mecanismo de acfio das glicanoidrolases ocorre a nivel de complexo enzima-substrato,
enquanto que para as enzimas oxidativas ocorre via mediadores ndo-proteicos. Outra diferenga
entre ambos os sisternas enzimaticos € que, enquanto as glicanoidrolases possuem uma estreita
faixa de especificidade pelo substrato, as enzimas ligninoliticas apresentam uma ampla faixa de
especificidade (JOSELEAU et alii., 1994). Progressos recentes na identificagiio bioguimica
das enzimas secretadas por fungos que decompfem madeira, indicam que existe alguma
correlaciio entre a natureza das enzimas secretadas e o tipo de degradagdo observada na
madeira (RUEL ef afii., 1994).

A complexidade estrutural da lignina requer a presenca de um sistema altamente
diversificado de enzimas ligninoliticas, enzimas produtoras de HpO- e enzimas de natureza
redutora. O papel de cada enzima atuando individualmente € irrelevante no processo global de
degradagdo de lignina, portanto a biodegradagiio deriva de uma combinagio de processos de
oxido-reducgio.



2.2..1.1.- Enzimas Ligninoﬂiiticas

Grande parte dos estudos bioquimicos sobre a degradagfio de lignina in vifro utiliza
como sistema modelo o fungo de decomposicio branca P. chrysosporium. Porém, embora este
fungo produza lignina-peroxidase e peroxidase dependente de manganés, ele nio produz
fenoloxidases do tipo lacase, resultando em um modelo incompleto, o que impede esclarecer o
papel desempenhado por esta Gltima enzima no processo de lignindlise.

O conhecimento a respeito do mecanismo de degradagio de lignina deriva,
principalmente, da utilizagdo de enzimas purificadas atuando sobre compostos modelo de
lignina ou derivados sintéticos de lignina in vitro. Assim, a extrapolagio dos resultados obtidos
nessas condi¢des a agdo das enzimas sobre a lignina in vivo, é motivo de controvérsia (LEWIS
e YAMAMOTO, 1990; EVANS et alii., 1994).

i) Lacases (Benzenediol:oxigénio oxidoredutase, EC 1.10.3.2)

A lacase ¢ uma polifenoloxidase produzida por diversos fungos, plantas e bactérias
(GIVAUDAN et alii, 1993; THURSTON, 1994; FAURE ef alii, 1995). A enzima ¢ uma
glicoproteina, que contém cobre no seu sitio ativo e cataliza a redu¢io de Oy para 4dgua, com
simultinea oxidag@o de substratos fendlicos. Em geral, as lacases contém 4 atomos de cobre
por molécula de enzima, embora existam enzimas com 2, 3 ou 6 atomos de cobre
(THURSTON, 1994; AGOSTINELLI et alii_, 1995).

As lacases sd30 produzidas pela maioria dos fungos basidiomicetos de decomposicao
branca, tais como {rameles versicolor, Phlebia radiata, Pycnoporus cinnabarinus, Pleurotus
sp., etc., exceto pelo eficiente representante deste grupo, o P.chrysosporium. Diversos
ascomicetos e alguns deuteromicetos, como 7Trichoderma sp., também produzem lacases
(BOLLAG ¢ LEONOWICZ, 1984; ASSAVANIG et alii., 1992).

A produgido de lacases depende das condigdes da cultura de um microrganismo, € podem
ser produzidas em forma constitutiva ou induzida, extra ou intracelularmente, sendo que as
formas induzidas em geral possuem maior atividade (RIGLING e VAN ALFEN, 1993;
FUKUSHIMA e KIRK, 1995; SLOMCZYNSKI ef afii., 1995, BUSWELL et alii., 1995).

A especificidade pelos substratos, varia dependendo da origem da lacase, assim, lacases
de diferentes fungos oxidam diferentes substratos, com diferentes velocidades de reacio.
Através da preferéncia pelo substrato € dificil diferenciar entre as lacases e as tirosinases
(monofenol monooxigenases), pertencentes também ao grupo das fenoloxidases ctipricas.
Entre os substratos doadores de eletrons para lacases encontram-se polifendis, fendis metoxi-
substituidos {(mono e di-), diaminas e uma série de outros substratos, porém tirosina, substrato
de tirosinase, ndo € oxidada por estas enzimas (REINHAMMAR, 1984; THURSTON, 1994).

A catélise de substratos fenolicos e compostos modelo de lignina por lacase ocorre via
transferéncia de um elétron, e conduz a gerag¢@o de radicais fenoxila (REINHAMMAR, 1984;
HIGUCHI, 1990, 1993). Os radicais assim formados podem ser convertidos em quinonas
através de uma segunda etapa catalizada pela enzima ou através de reagdes niio-enzimaticas
espontdneas de desproporcionamento. As quinonas e os radicais livres geram produtos
amorfos insoluveis através de reagdes de polimerizagio (Figura 3) (ISHIHARA, 1980;
REINHAMMAR, 1984; THURSTON, 1994). O pH otimo da reagio de oxidagdo por lacases
varia grandemente e depende do substrato em estudo e da origem da enzima. Existem muitas



lacases que apresentam um pH otimo em regides acidas (pH 2,5-3,5) e algumas poucas
apresentam uma 6tima atividade em meios mais neutros (pH 6-7) (BOLLAG e LEONOWICZ,
1984; RIGLING € VAN ALFEN, 1993).
As lacases podem oxidar compostos com um potencial de ionizagdo relativamente baixo
(E%2 < 0,81 V vs eletrodo de calomelano). Compostos nio-fendlicos também podem ser
oxidados por lacases desde que utilizado um mediador de oxido-redugio. Assim, as lacases
podem oxidar compostos como alcool veratrilico, substrato de lignina-peroxidase e outros
compostos modelo de lignina ndo-fendlicos, na presenga de ABTS, substrato sintético de
lacase (BOURBONNALIS e PAICE, 1990; MUHEIM et alii., 1992).

L
02 + 4 acase + 2H20
Ox
OH 6 0 0
Sl Sy |-
. <,
1

2 (Cuz“‘)-L:;icase + Fenol — 2 (Cu')-Lacase + Radical (I) + 2H*
2 (Cu*)-Lacase + % O + 2H* — 2 (Cu2*)-Lacase + H,O

FIGURA 3: Representagdo de uma reago tipica catalisada por uma Lacase. A enzima oxida,
via transferéncia de um elétron, o fenol para formar o radical fenoxila.

Embora a lacase possa atuar, direta ou indiretamente, sobre uma proporgo significativa
da estrutura de lignina, principalmente as unidades fenoélicas, o papel exato destas enzimas na
degradagdo de lignina € controvertido. Estudos in vitro utilizando lacase purificada mostram
que a reagio de polimerizagio de lignina € um evento predominante (THURSTON, 1994;
MILSTEIN ef alii., 1994). Um outro papel € proposto para lacases durante o processo de
degradacdo de lignina. A enzima participaria na prote¢io do micélio fiingico contra as
numerosas espécies altamente reativas e toxicas, geradas da atividade de outras enzimas



oxidativas. A lacase atuaria reduzindo a toxicidade através de reagdes de polimerizacdo,
evitando a chegada destas espécies 4 hifa fingica (BOLLAG et alii., 1988; BOLLAG, 1992
THURSTON, 1994).

KAWAI e colaboradores (1988 ab) mostraram que lacases catalizam a quebra de
cadeias laterais Co-Cp € a abertura de anéis arométicos de compostos modelo de lignina,
confirmando com isto a capacidade de degradac@o e despolimerizagio da lignina, Em presenga
de ABTS a lacase € também capaz de desmetilar e deslignificar polpa Kraft de madeiras duras
(BOURBONNAIS e PAICE, 1992). Embora a lacase possa degradar clorofendis (ROY-
ARCAND e ARCHIBALD, 1991; BOLLAG, 1992), geralmente produz repolimerizagio de
ligninas macromoleculares como lignosulfonatos (LEONOWICZ et alii., 1985). A lacase de
Lversicolor é capaz de produzir Mn (III) a partir de Mn (II) e um substrato fenélico,
lembrando desta forma a atividade catalitica de peroxidase dependente de manganés
(ARCHIBALD e ROY, 1992).

ii) Lignina-peroxidase (LiP; EC 1.11.1.7)

Em 1983, dois grupos de pesquisadores, trabalhando em forma independente, isolaram
uma peroxidase extracelular de P.chrysosporium, que degradava lignina de madeira até
produtos de baixa mnassa molecular, e que oxidava alcool veratrilico para aldeido veratrilico
(TIEN ¢ KIRK, 1983; GLENN e alii., 1983). Esta enzima € uma glicoproteina que contém Fe
protoporfirinico IX como grupo prostético; ¢ dependente de HpO7 para sua atividade e seu
ciclo catalitico ¢ o mesmo da peroxidase de raiz forte (HRP). A maioria dos estudos sobre
produgdo, regulagdo a nivel molecular, purificagio, caracterizacio cinética, e mecanismos de
a¢do de LiP tem sido feita com P.chrysosporium. Miltiplas isoenzimas ja foram isoladas desse
fungo, sendo que sua produgio ¢ regulada geneticamente em condigbes limitantes de
nitrogénio e carbono (LINKO, 1992; REDDY e D’SOUZA, 1994). A produgdo de LiP por
P.chrysosporium ocorre durante o metabolismo secundario, em resposta a ambientes pobres
em nitrogénio e carbono. Sob condigdes de excesso destes dois nutrientes ocorre uma
completa repressdo na sintese de LiP e MnP (REDDY, 1993).

A LiP ¢ produzida por grande parte dos fungos de decomposigio branca tais como:
P.radiata, Phlebia tremellosa, T.versicolor ¢ Bjerkandera adusta. DEY e colaboradores
(1994) relataram a presenca desta enzima no fungo de decomposi¢io parda Polyporus
ostreiformis. A LiP também foi detectada e purificada apartir de culturas do ascomiceto
Chrysonilia sitophilce (DURAN er alii., 1987, FERRER et alii., 1992). Este fungo mostrou-se
bastante eficiente na degradagio de madeira mole, lignosulfonatos e compostos modelos de
lignina (FERRAZ e alii., 1991; RODRIGUEZ e DURAN, 1991; NOGUEIRA e alii., 1992).

Durante o ciclo catalitico o Fe contido no grupamento heme da LiP passa por 5 estados
de oxido-reducdo. O primeiro passo compreende a oxidagio do Fe (Iil) da enzima nativa para
Fe (1V), pela agdo do HyO», gerando o composto L, tipo radical catidnico da LiP. Através da
redugiio do composto I, via transferéncia de um elétron, é formado o composto II, que ainda
contém Fe (IV). O agente redutor pode ser um substrato como o alcool veratrilico ou o H>05.
Finalmente, uma etapa de redugdo via um elétron retorna a enzima a seu estado nativo,
completando o ciclo catalitico. Na auséncia do substrato redutor o composto II é oxidado pelo
HpOy para o composto HI, uma forma da LiP com limitada capacidade catalitica, que na
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presenca de excesso de HpO» € rapidamente inativado (Figura 4) (SCHOEMAKER et alii.,
1994; BARR ¢ AUST, 1994; DE JONG et alii., 1994; CAl e TIEN, 1993).

A LiP na presenca de HpO9 cataliza a oxidagio, via um elétron, de uma variedade de
compostos aromaticos relacionados com lignina (fendlicos e nio-fendlicos), resultando na
formagdo de radicais catidnicos arila. Posteriormente, através de uma série de reagdes nio-
enzimaticas os radicais dio origem 2 uma variedade de produtos finais (HIGUCHI, 1990,
REDDY e D’SOUZA, 1994). Entre as reag0Oes catalisadas através deste mecanismo estdo a
oxidagiio de dlcoois benzilicos, quebra da ligagdo Cqy-Cp , oxidagio do Cg hidroxilico para
carbonila, abertura de anéis aromaticos, acoplamento radicalar de compostos fenolicos, etc.
(HIGUCHL, 1990, 1993). VAZQUEZ-DUHALT e colaboradores (1995) demonstraram que
apos uma meodificag@o quimica da LiP, esta € capaz de catalizar a oxida¢3io de compostos
nitrogenados, do tipo pirrolina, em solvente orgénico.

Diferentemente de outras peroxidases (MnP e HRP) e lacases, LiP € a Unica enzima com
capacidade de oxidar compostos ndo-fendlicos metoxilados de alto potencial redox (E¥2= 1,5
V), mostrando com isto que a forma cataliticamente ativa da enzima possui um potencial redox
extremamente alto (KERSTEN ef alii., 1990; CAI e TIEN, 1993). A LiP catalisa reagdes
oxidativas em meios fortemente acidos (pH 2-3), sem variagdes muito grandes enire as
enzimas de diferentes fungos (CAI e TIEN, 1993).

ENZIMA NATIVA COMPOSTO 1

H202

H O
CF“"M N Gleﬁ.

COMPOSTO IL COMPOSTO IIL

FIGURA 4: Ciclo catalitico da Lignina-peroxidase. RH representa o substrato enzimatico na
sua forma reduzida e R+ representa a forma radicalar oxidada (GOLD et afii., 1989).
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O ilcool veratrilico, um metabolito produzido por P.chrysosporium e por outros fungos
de decomposigio branca sob condigdes ligninoliticas, desempenha um papel importante no
ciclo catalitico da L.iP. Este, atua como redutor da enzima e aparentemente a protege da
inativagido por excesso de HpO2 (TIEN e KIRK, 1983, WARIISHI e GOLD, 1990). A
oxidagio de alcool weratrilico para aldeido veratrilico pela LiP, na presenca de HyO9, é a
reagio mais utilizada como método de determinagio da atividade catalitica da enzima (TIEN e
KIRK, 1983; KIRK ef alii., 1986).

Apesar do elevado potencial redox da LiP, estudos in vitro mostraram que uma
polimerizagdo da lignina acontece pela agdo da enzima, colocando em duvida o seu exato
desempenho in vivo (HAEMMERLI et alii., 1986). Porém, diversos fatos apontam a
importancia da LiP na degradagio de lignina e xenobidticos por fungos de decomposi¢io
branca. LiP pode despolimerizar lignina quando presente em solugdes diluidas (HAMMEL e
MOEN, 1991), oxidar e despolimerizar diversos dimeros e oligdmeros relacionados com
lignina in virro (HIGUCHI, 1993), e catalizar a produgio de espécies ativas de oxigénio
(BARR et alii., 1992).

iii) Peroxidase Dependente de Manganés (MnP, EC 1.11.1.7)

Esta enzima foi isolada pela primeira vez de culturas extracelulares de P.chrysosporium
(KUWAHARA ef alii., 1984). A maioria das propriedades estruturais da MnP é semelhante as
de LiP. A MnP ¢ uma glicoproteina com Fe protoporfirinico IX como grupo prostético,
dependente de HpO9 para sua atividade e com um ciclo catalitico semelhante ao de LiP
(GLLENN ¢ GOLD, 1985; PASZCYNSKI ef afii., 1985). A enzima é produzida em forma
simultinea com LiP, durante o metabolismo secundario e é regulada pelas concentragdes de
carbono e nitrogénio no meio de cultura (BUSWELL e ODIER, 1987). Estudos recentes
mostram que a concentra¢do de ions Mn (II) também pode regular a produgiio das duas
peroxidases de P.chrysosporium (BONNARME e JEFFRIES, 1990).

As MnP sdo produzidas por uma série de fungos de decomposicdo branca como
T.versicolor, P.radiata, Pleurotus ostreatus, Lentinula edodes, Panus tigrinus, entre outros.

MnP ¢ cataliticamente dependente de HpO2 e ions Mn(ll), ¢ a-cetoacidos que
estabilizam sua atividade oxidativa. O ciclo catalitico da MnP ¢ semelhante de LiP e HRP, com
formacdo dos compostos L, I e HI. Um excesso de HyO» d4 origem ao composto HI, porém
a concentragio requerida ¢ maior que aquela que conduz ao composto IH de LiP.
Diferentemente ao ciclo catalitico da LiP, o Mn (If) atua como doador de elétrons para gerar o
composto II da MnP. Alguns compostos fenodlicos e ferricianeto também podem atuar como
doadores. O mesmo Mn (II) participa da conversio do composto II na enzima nativa. Os fons
Mn(11l) gerados sdo estabilizados via quelag@o com acidos orginicos tais como lactato, citrato
ou malonato. O Mn (HI) quelado atua como mediador redox difusivel para catalizar a
oxidagio via um eletron de compostos fendlicos, gerando radicais fenoxila. Posteriormente,
algumas reagdes ndo-enzimaticas, semethantes aquelas geradas pelo sistema lacase/Op, sio
observadas (Figura 5) (WARISHI ef alii., 1989, 1992; AITKEN ¢ IRVINE, 1990;: DE JONG
et alii., 1994). As MnP participam de reagdes de despolimerizagiio de ligninas sintéticas
(WARIISHI et alii., 1991) e degradagdo de cloroligninas de alta massa molecular (LACKNER
et alii., 1991), desmetilagdo e deslignificagio de polpa Kraft (PAICE er alii, 1993),




descoloragio de eﬂﬁentes do tipo Kraft (MICHEL et alii., 1991), e como um mediador na
etapa inicial da degradacgio de higninas de alta massa molecular (PEREZ e JEFFRIES, 1992).

H>0, H,0
N A Composto I
Fell L
AH Fel : O(P*)
A.
Mn Mnfll
M
A nQ Composto I Mn[I
Fell = O AH
AH Excesso?’
H20;
Hao
Composto 111
FeIE 027

FIGURA 5: Ciclo catalitico da Manganés-Peroxidase. AH representa o substrato enzimético
na sua forma reduzida e A+ representa a forma radicalar oxidada (GOLD ef alii., 1989).

2.2.1.2.- Enzimas Produtoras de HyO7

Os fungos de decomposigéo branca produzem H202 quando crescem em madeira, as
vezes extracelularmente. Dentre os mecanismos de produgio de HpOs destacam-se a
participacdo de uma série de enzimas oxidativas. Por sua vez, 0 H2O2 produzido ¢ utilizado
por uma série de peroxidases fingicas extracelulares.

As primeiras enzimas produtoras de HpO; a serem caracterizadas em culturas de
P.chrysosporium foram a Glicose-1-Oxidase e a Glicose-2-Oxidase, que utilizam glicose como
doador de elétrons na redugdo de O para H2O7 . Estas enzimas sfo intracelulares e possuem
diferentes especificidades pelo substrato (KELLEY ¢ REDDY, 1986; ERIKSSON et alii.,
1986). Uma vez que os aglcares oxidados sio abundantes na madeira, postula-se que as
glicose oxidases participam do metabolismo dos fungos que degradam madeira (EVANS et
alii., 1991). Além das glicose oxidases outras enzimas intracelulares tais como Piranose-2-
Oxidase, Metanol Oxidase e Acil-CoA Oxidase, podem participar na geragio de HoO» (DE
JONG et alii., 1994). '
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Outra enzima produtora de H2O2 isolada de P.chrysosporium é a Glioxal Oxidase
(GLOX). Esta enzima € produzida extracelularmente durante o metabohsmo secundario do
fungo. A atividade catalitica da GLOX ¢ dependente de Cu (II) e os substratos podem ser
metabolitos filngicos secundarios como glioxal e metilglioxal (KERSTEN ¢ KIRK, 1987) ou
produtos de atividade ligninolitica como formaldeido (ANDER ¢ ERIKSSON, 1985). GL.OX ¢
produzida simultaneamente com LiP em culturas de P.chrysosporium, sob condigbes
ligninoliticas, principalmente sob alta tensio de oxigénio (KERSTEN ¢ KIRK, 1987).

A Aril-dlcool Oxidase (AAQ) € outra enzima extracelular pertencente ao grupo das
produtoras de HpO2, produzida por diversos fungos de decomposigio branca tais como
B.adusta, P.sajor-caju, P.ostreatus , P.eryngii, T.versicolor, e outros { DE JONG et alii,
1994). AAO oxida alcoois aromaticos para aldeidos e reduz Op para H2O2. O élcool
veratrilico ¢ um substrato tipico desta enzima. Aldeidos aromaticos sdo também oxidados pela
enzima para seus corsrespondentes acidos, porém de forma muito lenta (DE JONG et alii.,
1994; GUILLEN et alii., 1994; MARZULLO ef alii., 1995). MnP, descrita anteriormente,
também pode ser incluida neste grupo de enzimas, devido ao fato de que ela gera HyOp
quando catalisa a oxidacio de NAD(P)H (ASADA et alii., 1986).

2.2.1.3.- Enzimas Redutoras

Os fungos de decomposig¢io branca utilizam diversas enzimas hidroliticas na degradacio
de celulose e enzimas de natureza oxidativa na degradagio de lignina. Porém, existem enzimas
capazes de atuar na degradagdo de ambos os componentes da madeira, interligando as vias
metabolicas. Entre estas enzimas encontram-se celobiose-quinona oxidoredutase (CBQ) e
celobiose desidrogenase (CDH) (ANDER, 1994). Estas enzimas oxidam celobiose,
celodextrinas e alguns outros sacarideos, porém ndo oxidam glicose, e reduzem diversos
aceptores de elétrons incluindo quinonas, radicais catidnicos e fenoxila, Fe (III) complexado,
citocromo ¢, composto H de LiP, MnP e HRP e oxigénio (ANDER ez alii, 1993,
HENRIKSSON et alii., 1993, 1995).

A CBQ, descoberta em culturas de T versicolor e P.chrysosporium, contém FAD como
grupo prostético e € induzida por produtos de degradago de celulose. Esta enzima catalisa a
reducdo de o- e p-quinonas com simultinea oxidagdo de celobiose para celobiono-8-lactona. A
CBQ inibe a polimerizacio de guaiacol em reagdes catalizadas por lacase (WESTERMARK ¢
ERIKSSON, 1974a,b).

A CBQ ndo participa diretamente na degradagio de lignina, porém previne a
polimerizagdo de fendis e o acumulo de quinonas toxicas resultantes da a¢o das fenoloxidases
(lacases e peroxidases), desta forma facilita a degradagio de lignina por redugdo do potencial
inibitério das quinonas (WESTERMARK e ERIKSSON, 1974a; ANDER, 1994).
Recentemente, ANDER e colaboradores (1990) mostraram que 2 enzima € capaz de impedir a
repolimerizaggo de lignina Kraft gerada por LiP, e pode interagir com lacase, MnP, HRP e LiP
para regular sua atividade catalitica. Estes autores observaram também que a CBQ é capaz de
inibir a oxidagio do alcool veratrilico por LiP (ANDER e ERIKSSON, 1977, ANDER, 1994).

A CDH foi isolada de culturas de P.chrysosporium (AYERS et alii., 1978), porém
também € produzida por diversos fungos celuloliticos e por um fungo de decomposi¢do parda
(ANDER, 1994). A enzima contém FAD e Heme como grupos prostéticos. Esta enzima pode
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dar origem a CBQ pela agéo de proteases in vitro (WOOD e WOOD, 1992) ou por proteases

de P.chrysosporium (HABU et alii., 1993).

A CDH reduz Fe (I1I) para Fe (II) e € provavel que na presenga de HrO» sejam gerados
radicais hidroxila, via reacdo de Fenton. Postenormente, os radicais hidroxila atuariam sobre
celulose e hignina (ANDER, 1994, WOOD, 1994; HYDE ¢ WOOD, 1995). HENRIKSSON e
colaboradores (1995) relataram a degradacio de carboximetiicelulose, xilana e lignina sintética
pelo sistema CDH na presenca de Fe (111), com celobiose como doador de elétrons. Os autores
sugerem que a degradagio dos trés componentes deve acontecer através de reacio de Fenton.

A Figura 6 mostra um esquema hipotético das vias integradas de degradacio de lignina e
de polissacarideos da madeira, por um fungo de decomposigio branca (ERIKSSON, 1990).
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FIGURA 6: Esquema hipotético representando as vias metabolicas integradas durante a
degradagio de um substrato lignocelulosico como madeira, por um fungo de decomposigio

branca (ERIKSSON, 1990).



2.2.2.- Agentes Fuangicos de Baixa Massa Molecular Relacionados & Degradacio de
Madeira

Diversos estudos bioquimicos utilizando compostos modelo de lignina ou ligninas
modificadas e sisternas enzimaticos isolados, t€m falhado ao tentar explicar os mecanismos do
processo de degradacgio de lignina na madeira in vivo. Apesar dos avangos na purificacéo,
caracterizagdo e estudos mecanisticos das principais enzimas relacionadas 4 degradacio de
lignina, o papel exato que as lacases, LiPs e MnPs desempenham na ligninolise nfo foi ainda
completamente esclarecido. Existem fungos capazes de degradar efetivamente os componentes
da madeira, porém incapazes de produzir uma ou todas as trés enzimas mencionadas, como os
fungos de degradag@o parda, por exemplo. Da mesma forma, existem outros fungos que
mesmo produzindo estas enzimas sio incapazes de provocar qualquer mudanga na estrutura da
madeira, apos um periodo de tratamento. Por outro lado, ainda ndo foi possivel relacionar a
perda dos componentes da madeira, durante o ataque fingico, com a bateria de enzimas
produzidas por um determinado fungo no decorrer do processo, sugerindo que outros sistemas
ndo enziméaticos devem estar envolvidos na degradagio (DANIEL ef alii., 1989; EVANS ef
alii., 1991, 1994; JOSELEAU et alii., 1994; HAMMEL et alii., 1995).

Dentro deste contexto, a microscopia eletrdnica representa uma ferramenta muito util no
estudo dos aspectos estruturais da biodegradacdo de madeira in situ. Diversas técnicas de
microscopia tem permitido observar a localizacdo das enzimas lignoceluloliticas durante os

16

diferentes estigios da degradago fungica da madeira (DANIEL et alii,, 1989, 1990; EVANS

et alii., 1991, DANIEL; 1994).

A estrutura altamente organizada da matriz lignocelulosica na parede da célula vegetal,
constitui uma barreira impermeavel a diversos microrganismos e seus sistemas enzimaticos,
enquanto que resulta facilmente permeavel a agua e outros pequenos agentes, de baixa massa
molecular (COWLING, 1975). Com base nestas informagdes, um crescente interesse voltou-se
para a teoria dos mediadores de baixa massa molecular, os quais poderiam penetrar nos poros
da parede celular e iniciar a degradacio de lignina ou celulose longe da hifa fiungica
(HARVEY et alii., 1986). Posteriormente, apds os componentes lignocelulosicos da parede
ficarem mais expostos, o processo de degradagio seria continuado pela aciio enziméatica de
celulases, hemicelulases e fenoloxidases.

EVANS e colaboradores (1991, 1994), utilizaram técnicas de imunocitoquimica para
mostrar por microscopia eletronica a localizagdo das enzimas que degradam os componentes
da madeira, durante os diferentes estagios de evolugdo do processo. Os resultados do estudo
mostraram que LiP e lacase nfo estabelecem contato com a parede da célula a menos que o
processo de decomposicao ja esteja relativamente avangado. Da mesma forma, endoglicanases
e celobioidrolase somente se ligam &s fibrilas de celulose se suas extremidades estio expostas.
Com estes resultados 0s autores postulam a hipdtese de que nenhuma das enzimas, celulases,
lacases ou LiP, iniciariam o processo de degradagio da madeira, uma vez que estas ndo foram
localizadas na parede celular nos estagios iniciais da decomposigdo. Os iniciadores do processo
provaveimente sdo moléculas pequenas que podem difundir desde a hifa e penetrar através dos
poros da matriz lignoceluldsica. Assim, € proposto que os radicais livres de HyO5 iniciariam a
quebra de celulose, € o radical catiénico do lcool veratrilico seria o responsavel pelo inicio da
degradagio da lignina (Figura 7).
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FIGURA 7: Distribui¢do das enzimas lignoceluloliticas e dos potenciais agentes de baixa
massa molecular durante a degradacio da matriz lignocelulosica da madeira por um fungo de
decomposicio branca. Os agentes de baixa massa molecular, oxalato, radical catibnico do
alcoo! veratrilico (AV-1) e outras espécies radicalares, sdo secretados pela hifa fungica,
localizada no lumen da célula vegetal, e difundem através da parede celular (EVANS et alii.,
1994).

Através de técnicas de exclusido de solutos e microscopia eletronica foi possivel provar a
incapacidade de grandes moléculas, tais como enzimas, penetrarem nos poros da matriz
lignocelulosica da madeira no inicio da degradacfio por fungos de decomposi¢io parda.
Durante o decorrer do processo 0s poros da matriz v3o aumentando lentamente de tamanho.
Porém, mesmo assim o tamanho destes, tanto em madeira intata quanto degradada, ndo supera
os 3,8 nm de diametro, 0 qual permite a enirada de moléculas com uma massa molecular
menor de 6.000 Da (FLUORNOY ef afii., 1991, SREBOTNIK ¢ MESSNER, 1991).

Todos estes antecedentes, e muitos outros existentes na literatura, reforgam a hipotese
de que a degradagfo da matriz lignocelulosica da madeira nio é resultado somente da
atividade enzimatica, principalmente nos estagios iniciais, mas também o resultado da agdo de
diversos agentes ndo-enzimaticos, de baixa massa molecular. A degradago n3o enzimatica é
provavelmente de muaior significincia para os fungos de decomposigio parda, uma vez que
estes provocam uma despolimerizagdo muito rapida e eficiente da matriz lignocelulosica, que
em um estagio inicial atinge a camada S, da parede, degradando-a extensamente, enquanto a
camada S3, adjacente & hifa fingica permanece intata. Embora a degradagio por estes fungos
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seja extensa, ndo € acompanhada de uma perda de peso significativa da madeira (KIM e alii.,
1991).

Entre os agentes de baixa massa molecular até agora identificados e relacionados a
degradag3o dos componentes da parede celular na madeira, por fungos de decomposigio
branca e parda, estdo : o oxalato, o alcool veratrilico, 0 manganés, o sistema Fe (I1))H»O~
(reagio de Fenton), os sideroforos e os glicopeptideos.

i)} Oxalato

O oxalato € produzido extracelularmente e em grandes quantidades, por fungos de
decomposi¢do parda, porém nio ¢ encontrado em culturas extracelulares de fungos de
decomposigio branca. A auséncia de oxalato nas culturas destes ultimos fungos estd
relacionada com a presenca da oxalato-decarboxilase, uma enzima intracelular, que degrada o
oxalato (SCHMIDT ef alii., 1981; EVANS ef alii., 1994, SHIMADA et alii., 1994).

Diversas funcgdes desempenhadas pelo oxalato podem estar relacionadas com a
degradacdo de celulose e lignina na madeira, por fungos de decomposigdo parda. O oxalato
atua como complexante de cations tais como Ca (II), Fe (IT) e NH4 " presentes no ambiente,
constituindo um mecanismo de detoxificagdo. A remogio do Ca (II) da parede da célula
vegetal pode provocar um aumento no tamanho dos poros da parede, facilitando com isto a
entrada de grandes moléculas tais como enzimas. Porém, acredita-se que o papel principal do
oxalato seja a redugio de Fe (1H), presente na madeira, para Fe (II), o qual pode participar da
reagdo de despolimerizagio de celulose através do sistema Fe (I[HyOn, via reagio de
Fenton. Uma quebra hidrolitica por catalise icida de celulose e hemicelulose também pode
ocorrer, apds a queda do pH do meio, devida a produgio de oxalato durante a decomposigio
fungica da madeira (SCHMIDT ef alii,, 1981; EVANS et alii,, 1994; SHIMADA et alii.,
1994).

Os sistemas ligninoliticos LiP ¢ MnP, porém nio lacase, na presenca de alcool veratrilico
¢ Mn, participam na decomposi¢éo de oxalato. Ao mesmo tempo, o oxalato é capaz de inibir,
nao-competitivamente, tanto LiP quanto MnP (SHIMADA et alii., 1994, GOODWIN et alii.,
1994).

A produgio de oxalato no fungo de decomposicdo parda, Tyromyces palustris, e nos
fungos de decomposig¢do branca, P.chrysosporium e C.versicolor, é controlada pelas enzimas
oxaloacetolase e ghoxilato oxidase (AKAMATSU et alii., 1992, 1993, SHIMADA et alii.,
1994; AKAMATSU e SHIMADA, 1995). A produgdo de oxalato € HyO parecem ser dois
eventos interligados, no fungo de decomposigio parda Poria placenta (RITSCHKOFF et alii.,
1995).

ii) Alcool Veratrilico .

O éalcool veratrilico pode estar envolvido em rea¢des de despolimerizagio de lignina,
como um mediador de transferéncia de carga, através de seu radical catidnico (AV-T)
(HARVEY et alii., 1986). Porém, este papel tém sido bastante questionado (SHIMADA ef
alii., 1994; DE JONG ef alii., 1994). O élcool veratrilico pode participar também na reducdo
de oxigénio, gerando diversas espécies ativadas, que participam na degradacio dos
componentes da madeira (DE JONG et alii., 1994).

O alcool veratrilico, sob a forma de radical catibnico, pode difundir através da hifa
fingica e alcangar a parede da célula vegetal, onde devido a seu tamanho difundiria com
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facilidade até a matriz lignocelulésica. Porém, acredita-se que devido & curta meia vida deste e
de outras espécies radicalares, o papel desempenhado ndo seria relevante (EVANS ez alii.,
1994).

iit) Manganés

A capacidade oxidativa e difusivel do Mn (Ili), fazem dele um otimo sistema para
participar no ataque inicial da parede da célula vegetal. Através de microscopia eletronica foi
possivel demonstrar as significativas modificagdes produzidas em polpas e madeira pelos
complexos Mn (I1I)-4cidos orgnicos. Porém, parece que os complexos de Mn (1) possuem
uma atividade oxidativa especifica e restrita & lignina e seus produtos de degradacio, sendo
incapazes de atuar diretamente sobre os polissacarideos (ARCHIBALD e ROY, 1992;
WARIISHI ez alii., 1992; JOSELEAU et alii., 1994).

iv) Sistema Fe (I1)/H>0»
Quando o Fe (II) reage com HyO-, ha formacio de radicais hidroxila (OH-) via reago
de Fenton:

Fe (II) + Hy0, — Fe (II[) + OH- + OH-

Os radicais hidroxila sio os mais potentes agentes oxidantes dos sistemas biologicos. O
papel do sistema Fe (II)/H,0- sobre a quebra de celulose foi demonstrado ha muitos anos
(HALLIWELL, 1965), e desde entdo numerosos estudos em relagdo ao papel deste sistema na
degradacéo biologica de substratos lignocelulosicos foram conduzidos (KOENIGS, 1974,
MURMANIS e7 alii., 1988).

A produgdo de radicais hidroxila, através de Fenton, é um evento muito importante em
fungos de decomposi¢io parda; em fungos de decomposigdo branca estes radicais podem ser
formados através de reagdes secundarias durante a degradac@io de lignina (BACKA et alii.,
1992, 1993; WOOD, 1994). As vias de formagdo do sistema Fenton por fungos de
decomposi¢do branca incluem a decomposiciio do complexo Fe (I)-oxalato, originando Fe
(I1), a geracdo de superdxido pela agfio indireta de LiP, e por agdo de CDH (WOOD, 1994).

v) Sideroforos

O ion Fe, um elemento essencial no crescimento da maioria dos microrganismos, existe
na natureza predominantemente como Fe (11I), insoliivel e ndo disponivel para sua assimilagio
por parte dos microrganismos. Para solubilizar e retirar o Fe (III) e outros metais de transico,
alguns fungos e bactérias sintetizam e secretam compostos quelantes extracelulares, com uma
alta afintdade pelo metal ¢ de baixa massa molecular (300-1.000 Da), denominados
sider6foros. Além de produzir os sideroforos, os microrganismos devem desenvolver sistemas
que permitam o transporte destes compostos complexados com Fe (1II); com este objetivo os
microrganismos sintetizam recepiores proteicos especificos localizados na membrana celular
(NEILANDS, 1984, 1993; HIDER, 1984, WINKELMANN, 1992).

Estruturalmente, € possivel diferenciar dois grandes grupos de sideroforos, os do tipo
catecolato ¢ os do tipo hidroxamato. As estruturas dos sideroforos produzidos por diferentes
microrganismos $&0 muito variadas, podendo apresentar, além do grupo funcional
caracteristico, um ou mais aminoacidos, ou as vezes algum cromoforo. Nesta estrutura, o Fe
(I1I) ¢ complexado principalmente através dos atomos de oxigénio, formando um complexo de
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coordenagdo terrnodinamicamente estavel. QOutros tipos de estruturas encontradas em
sideroforos sio hidroxamato-catecolato, o-hidroxicarboxilatos (derivados de citrato) e
oxazolinas (NEILANDS, 1984; HIDER, 1984; WINKELMANN, 1986, 1992). Na Figura 8,
aparecem as estruturas dos sideroforos mais representativos do grupo dos hidroxamatos
(ferricromo) e dos catecolatos (enteroquelina). Na figura também € mostrada a estrutura do
sideroforo tipo hidroxamato, desferrioxamina B, produzido comercialmente sob o nome de
Desferal. ‘
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FIGURA 8: Estrutura de sideroforos representativos do grupo dos hidroxamatos (ferricromo)
(A), do grupo dos catecolatos (enteroguelina) (B), € o sideroforo comercial do tipo
hidroxamato, desferrioxamina B ou Desferal (C)

Grande parte dos estudos com sideroforos esta relacionada a mecanismos de captacdo de
Fe, transporte até o interior da célula microbiana, regulagdo molecular da produgio, etc.,
principalmente em bactérias e fungos patogenos de plantas e animais, onde estes sideroforos
representam o agente de patogenicidade ou fator de viruléncia (PAYNE, 1988; MARTINEZ
et alii , 1990; WOOLDRIDGE e WILLIAMS, 1993).
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A condi¢io essencial que regula a biossintese dos sideroforos por microrganismos é um
ambiente pobre em Fe. Muitos microrganismos somente secretam os complexantes quando a
concentragio de Fe no ambiente € < 1,0 uyM. Porém, o mecanismo de regulagio da biossintese
nio ¢ ainda completamente conhecido (BAGG e NEILANDS, 1987).

A degrada¢do da matriz lignoceluldsica da madeira é um processo dependente da
geracio de espécies radicalares. Dentro deste processo o Fe desempenha um papel muito
importante, tanto na degradacio por fungos de decomposi¢iio branca quanto parda. O Fe
forma parte das peroxidases produzidas por fungos de decomposi¢io branca, que estdo
envolvidas na degradagio da madeira, e em fungos de decomposi¢io parda participa do
sistema que gera radicais hidroxila via reagiio de Fenton. Portanto, ambos os grupos de fungos
devem manter um controle rigoroso de seus niveis de Fe, através da produgdo de compostos
complexantes de tipo sideroforos (FEKETE et alii, 1989a). Os sideroforos possuem
capacidade de catalisar reagdes de oxtdo-redugdo, dependendo do pH, devido & presenca de
metal na molécula (HIDER, 1984). Assim, através da formagio de complexos com Mn ou Fe
podem participar de reagdes de despolimerizagio da matriz lignoceluldsica, permitindo o
aumento do tamanho dos poros.

Até o presente momento, poucos estudos relacionam a produgfo destes complexantes
com o processo de degradaciio de madeira ou de outros substratos lignocelulosicos. As teorias
surgidas recentemente sobre a participagio de agentes de baixa massa molecular na
degradacio de madeira, apenas sugerem a participacio dos sideroforos no processo
(DANIEL, 1994). Porém, EVANS e colaboradores (1991, 1994), que propdem um esquema
para participacio dos agentes de baixa massa molecular (Figura 7), nfo incluem os sideréforos
nos modelos por eles propostos.

FEKETE e colaboradores (1989a), estudaram a produgéio de sideroforos por alguns
fungos de decomposico branca e parda. Os autores utilizaram duas téenicas rapidas e simples
de detecgdo, como © ensaio com © reagente universal para sideroforos CAS e eletroforese em
papel. As 10 cepas estudadas reagiram positivamente com CAS em meio sélido e liquido, e 9
das 10 produziram compostos fluorescentes (tipo catecolato) na eletroforese. A adigdo de
concentracdes muito altas de Fe reprimiu a produgio de sideroforos. Estes resultados sdo os
primeiros na literatura que mostram a produgio de sideroforos pelos conhecidos e eficientes
fungos ligninoliticos, P.chrysosporium e C.versicolor.

JELLISON e colaboradores {(1990), isolaram um sideroforo produzido pelo fungo de
decomposicio parda G.frabeum, quando crescia em meio liquido e em cavacos de madeira. O
sideroforo pareceu ser de tipo catecolato, e era extraido com solventes orginicos do meio de
cultura. Os autores utilizaram uma fragdo parcialmente purificada do sideroforo no tratamento
de polpa ndo branqueada, e observaram que apos 30 minutos de incubagdo era possivel
apreciar (visualmente) uma descoloragio da polpa.

Posteriormente, os sideroforos produzidos por G.trabeum foram detectados em madeira
infestada pelo fungo, através de técnicas de imunocitoquimica e microscopia eletrénica. Os
resultados revelaram a presenca dos complexantes na camada de glucana que reveste
externamente a hifa fingica. Nos estagios iniciais da degradaciio, os sideroforos apareceram
em maior quantidade nas regides proximas da hifa, onde a degradacio da parede celular é
evidente, porém ndo foram observados na lamela média (JELLISON et alfii., 1991). Segundo
o0s autores, este € 0 primeiro estudo que mostra a localiza¢dio in sifu de siderdforos sobre a
madeira infestada por um fungo de decomposicio parda.
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O sideroforo tipo catecolato de G.trabeum é capaz de catalizar a reagdo de oxidagio de
acido 2-ceto-4-tiornetil butirico (KTBA). A reagio de oxidagio ocorre via transferéncia de um
elétron, depende da concentragio do sideroforo, ocorre com maior velocidade em meio acido
(pH 3,0), e € estimulada pela adigdo de Fe (II) e Mn (II), sendo o efeito de Fe (IIl) muito
maior que o de Mn (II) (CHANDHOKE et alii., 1992).

Recentemente, GOODELL e colaboradores (1995) isolaram 15 compostos de tipo
catecolato da cultura de G.frabeum. Estes compostos mostraram capacidade de complexar Fe
(111), produzir radicais hidroxila em presenca de H>O», e catalizar as reagdes de oxidagdo via
transferéncia de um elétron, da mesma forma como acontece com as enzimas hgninoliticas.
Alguns dos 15 compostos mostraram capacidade de reduzir o Fe (III) para Fe (II), adsorvé-lo
e desta forma estabiliza-io. A reagio de redugfio era mais rapida em pH 2,0 do que em meios
mais basicos, sendo que acima de pH 7,0 nfo havia redugio. Os autores postulam uma
hipotese para o ciclo redox dos compostos, que se inicia com a liberagio do complexante pela
hifa fiingica dentro do lumen da célula vegetal, onde o meio é fortemente acido. O sideroforo,
a seguir, complexa o Fe (IIl) presente na madeira, e o reduz para Fe (II). Em meio acido, o Fe
sob a forma de Fe (Il) ¢ altamente estavel, e assim € transportado pelo siderdforo até as
camadas da parede celular. Dentro da parede o pH mais alto pode propiciar um ambiente onde
o Fe (II) complexado ¢ facilmente disponivel para reagir com o HyO» presente, gerando
radicais OH-, que iniciam as reagdes de despolimerizacgdo (Figura 9).
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FIGURA 9. Mecanismo proposto para a degradacfio de madeira pelo fungo de decomposigio

parda G.frabeum, através da produgiio de radicais livres (OH-), gerados pelo sistema
sideroforo-Fe(Il), na parede da célula vegetal (GOODELL et alii., 1995).
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vi) Glicopeptideos

Em 1989, ENOKI e colaboradores tentaram relacionaram a degradaciio de madeira com
a produglo de oxidases que catalizam reagdes de oxidagio via transferéncia de um elétron, em
fungos de decomposigdo parda. Relacionaram também a produgio de etileno a partir de
KTBA, com a degradagio de lignina, celulose e madeira. Uma fragiio parcialmente purificada,
que os autores denorinaram de proteina extracelular, obtida dos diferentes fungos em estudo,
oxidava KTBA na presenca de HpOp. A fragio oxidou também NADH, com produgio de

HyOp, via radicais superoxianion (02-") em presenca de O,. A fragio mostrou pouca
atividade fenoloxidasica, nas condi¢des onde a méaxima oxidacio de KTBA era observada. Em
G.trabeum, um dos fungos em estudo, a atividade de oxidagiio era induzida por ghicose,
celulose e madeira, porém ndo por lignina.

Em um trabalho posterior, os autores isolaram as proteinas extracelulares mencionadas
anteriormente, a partir de culturas de G.trabeum e T palusiris (ENOKI et alii., 1990). Os
compostos parcialmente purificados foram caracterizados como glicopeptideos, de baixa
massa molecular {1.600-2.000 Da), que contém Fe (II). Os glicopeptideos oxidam KTBA, via
transferéncia de um elétron na presenga de HyO9. O Fe (11} presente no glicopeptideo pode
ser oxidado para Fe (IL) por HyOs. Os autores postulam uma hipotese para degradagio de
madeira por estes compostos. No estagio inicial da degradagio de madeira por fungos de
decomposicio parda, a hifa presente no lumen da célula vegetal excreta os glicopeptideos que
se combinam com © Fe (II) presente na madeira. Na camada S» os glicopeptideos catalizam a
oxidacio de doadores de elétrons produzindo as espécies O+~ e Hy0-, em presen¢a de Op. O
H>O7 € reduzido para OH- pelo Fe (lI) do glicopeptideo, que se oxida para Fe (1II). As
espécies Op~, HpOp e OH- geradas, podem iniciar a degradagio de celulose e lignina na
matriz lignocelulosica da madeira (Figura 10).

Doador de Elétrons . + . _
NADH NAD+ m ) . h(lﬁlﬁ? ‘ WCDC--Felll) WCDC--Fe(111)
> Holy > «0H
HCBC--Fe (1 l ) C--Fe( In
¥CDC--Fe(llD) Degradag:ﬁo Begra(-la.g:io
Inicial Inicial
~-=-Fe(ll)
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FIGURA 10: Mecanismo proposto para a formagio de espécies radicalares dentro do lumen
da célula vegetal, pelos glicopeptideos (WCDC) produzidos durante a degradacio de madeira
por um fungo de decomposigio parda (ENOKI ef alii., 1990).

Os mesmos glicopeptideos, apresentando idénticas propriedades, foram isolados do
fungo de decomposigio branca Irpex lacteus (TANAKA et alii., 1991, 1993) e do fungo de

decomposi¢io parda 7 palustris (HIRANO et alii., 1995). O glicopeptideo de I lacteus foi
mais abundante extracelularmente em culturas contendo madeira do que em culturas com
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glicose como fonte de carbono. A atividade de oxidagdo de KTBA foi correlacionada a
atividade de degradag¢ao de madeira, porém ndo com a atividade fenoloxidasica observada nas
culturas do fungo (T ANAKA et alii., 1993). O glicopeptideo de 7.palustris contém 0,12% de
Fe (1I), 13% de proteina e 22% de carboidratos, e possui uma massa molecular estimada entre
1.500-5.000 Da. O mecanismo de catalise de KTBA ¢ idéntico ao dos outros glicopeptideos.
Este composto também mostrou capacidade de reduzir Fe (1II) para Fe (II) e adsorver
fortemente o Fe (1I) (HIRANO et alii., 1995).

Curiosamente, embora trabalhando com a mesma cepa do fungo G.trabeum os grupos de
ENOKI e GOODELL, descrevem compostos com mecanismos redox semelhantes, com
idénticas propriedades redutoras de Fe (III), porém estruturalmente diferentes. Enquanto
GOODELL e colaboradores descrevem os compostos como sideroforos do tipo catecolato,
com uma massa molecular de aproximadamente 1.000 Da e que reagem fortemente com CAS,
ENOKI ¢ colaboradores, afirmam que o composto ¢ um glicopeptideo com uma massa
molecular pouco maior e nio mencionam se estes reagem com CAS. A caracteriza¢io dos
compostos feita por GOODELL e colaboradores é muito mais precisa, uma vez que estes
utilizaram cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para separar os diferentes
sideroforos. Diferentemente, ENOKI e colaboradores, somente utilizaram coluna de Sephadex
G-50 e G-25 para separar uma fragio que oxida KTBA, e que pode estar constituida de mais
de um composto de baixa massa molecular.

2.3.- APLICACAO BIOTECNOLOGICA DE FUNGOS LIGNINOLITICOS E SEUS
SISTEMAS ENZIMATICOS

O grande potencial de aplicagdo biotecnologica dos fungos ligninoliticos, deriva das
propriedades de sews sistemas enzimaticos, e a indlstria de celulose e papel representa
atualmente o principal alvo desta aplicagio.

O processo de obtengiio de pastas celulosicas e fabricagdo de papel, é um dos
responsaveis pela maior carga poluente que atinge os ecossistemas, na forma de efluentes ou
residuos solidos, altamente toxicos, € muitas vezes mutagénicos, persistentes e/ou
bioacumulativos (ERIKSSON, 1990; MEHTA e GUPTA, 1991; ONYSKO, 1993).

A utilizagio de fungos ligninoliticos ou seus sistemas enzimaticos, objetiva reduzir os
requerimentos energeticos ¢ o consumo de reagentes quimicos, durante os diferentes estagios
desde a obtengio das pastas celuldsicas a partir da madeira, até a obtengdo da polpa
branqueada. Assim, os fungos ligninoliticos podem ser principalmente aplicados na
biopolpagio das madeiras, branqueamento das polpas, modificacio da superficie da fibra de
polpas mecénicas, descoloragio de efluentes, bioremediacio de solos contaminados e
bioconversdo de lignina para subprodutos quimicos. A eficiéncia destes processos estd
diretamente relacionada com a capacidade do fungo degradar lignina (MEHTA e GUPTA,
1991; ONYSKO, 1993).

Como discutido anteriormente, o processo de degradacdo de madeira ou lignina é o
resultado da a¢io combinada de sistemas enzimaticos e nfo enziméaticos por parte dos fungos.
Desta forma a utiliza¢io dos fungos ou seus extratos enzimaticos ligninoliticos, deve ser mais
eficiente do que as enzimas atuando isoladamente. Ao mesmo tempo, a primeira alternativa,
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utilizando o sistema biologico completo, resulta economicamente mais atraente que utilizar
enzimas purificadas (ZIMMERMANN, 1589; ERIKSSON, 1990}

Existem ainda outras possibilidades de aplicagio biotecnologica dos fungos
ligninoliticos, tais como deslignificacdo parcial para aumentar a digestibilidade de substratos
lignocelulosicos e a deslignificaglio parcial como pré-tratamento para sacarificagdo enzimatica
(HATAKKA et alii., 1989, ERIKSSON, 1990}).

O primeiro estagio na obtengdo de pastas celuldsicas € a remogio da lignina da madeira
para obter as fibras de celulose. Durante o processo denominado de polpagiio (Kraft ou
sulfito), as fibras de celulose sdo separadas dos outros componentes da madeira por
solubilizagio quimica. O tratamento de cavacos de madeira com fungos ligninoliticos
(biopolpagdo) prévio & polpagdo quimica ou ao tratamento termomec@nico, pode reduzir
significativamente as demandas energéticas e a utilizagio de reagentes quimicos, ao mesmo
tempo que polpas de melhor quahdade sdo obtidas (ZIMMERMANN, 1989, ERIKSSON,
1990; MEHTA e GUPTA, 1991; AKHTU er alii., 1992).

Posterior 4 polpacdo, um processo de branqueamento € necessario para remover a
lignina residual condensada sobre as polpas, responsavel pela cor marrom das mesmas. No
branqueamento das polpas, grandes quantidades de cloro sdo utilizados, resultando na
liberagio de compostos organoclorados (cloroligninas), altamente toxicos. A utilizagio de
fungos tais como F. chrysosporium e T.versicolor, e outros eficientes fungos de decomposigio
branca, ou seus sistemas enzimaticos ligninoliticos, na remog¢3o da lignina residual das polpa
nido branqueadas (biobranqueamento), contribui para a reducgdio da utilizagio de cloro, e
consequentemente para a formagdo de compostos organoclorados (METHA e GUPTA, 1991,
ONYSKO, 1993).

O processo global de fabricagio de papel libera grandes quantidades de composots
contaminantes sob a forma de efluentes, altamente toxicos e coloridos. A cor dos efluentes €
devida a lignina e seus derivados, que também sio responsaveis pelo cheiro desagradavel
destes. Os efluentes contém, além de lignina e derivados, fendis clorados, cloro e
hidrocarbonetos clorados responsaveis pelo carater toxico e mutagénico destes efluentes. Os
fungos de descomposi¢do branca podem eliminar eficientemente, por degradacfo, as ligninas
modificadas (cloroligninas) e seus derivados diminuindo com isto a toxicidade. Efluentes Kraft
sdo descorados por fungos de decomposigdo branca como P.chrysosporium € 1 versicolor, ou
seus sistemas enzimaticos. A imobilizagio dos fungos ou suas enzimas aumenta
significativamente a eficiéncia de descoloragdo por estes fungos (ERIKSSON, 1990; MEHTA
e GUPTA, 1991, BAJPAI ef alii., 1993, BAJPAI e BAJPAI 1994).

2 4.- ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS SOBRE T.aurantiacus

Os fungos e bactérias termofilas, representam um grupo de microrganismos de grande
importéncia em processos industriais devido & alta estabilidade térmica de seus sistemas
enzimaticos. Ao mesmo tempo, os fungos térmofilos apresentam maiores velocidades de
crescimento do que fungos mesofilos, e devido as altas temperaturas de crescimento os
problemas de contaminagdo das culturas sdo limitados (ZAMOST ez alii., 1991; ZENTGRAF,
1992).
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A principal aplicagio de enzimas obtidas de microrganismos térmofilos é na industria
de alimentos e detergentes, porém novas areas de aplicagiio destas enzimas tém surgido. Uma
delas ¢ a aplicagio na inddstria de polpa e papel, onde as xilanases produzidas por fungos ou
bactérias termofilas s#o utilizadas no branqueamento de polpas (ZAMOST et alii., 1991).

O fungo térmofilo Thermoascus aurantiacus, pertence & classe dos ascomicetos, ¢ um
conhecido produtor de enzimas amiloliticas (ADAMS, 1992), proteoliticas (MARCY er alii
1984), celuloliticas (FELDMAN er alii., 1988) ¢ xilanoliticas (ALAM et alii., 1994) de
elevada termoestabilidade. Porém, recentemente o interesse voltou-se principalmente a
produgido de xilanases por este fungo. O estudo dos parfimetros da cultura que regulam a
producdo da xilanase, a purificagiio e caracterizagio parcial desta, e até a cristalizagdo e
analise por difragdo de raios-X da enzima, ja foram descritas (GOMES er alii., 1994;
VISWAMITRA et alii., 1993).

Apesar da grande informaglio a respeito da produgio de enzimas hidroliticas pelo
T.aurantiacus, pouco se conhece a respeito da producio de sistemas enzimaticos de natureza
oxidativa pelo fungo.

A cepa brasileira de T.aqurantiacus, utilizada neste estudo, apresentou caracteristicas bem
diferentes as observadas com as cepas descritas na literatura, principalmente pela sua
capacidade de degradacio de madeira. A cepa brasileira foi isolada de pilhas de cavacos de
Eucalipto sp., numa indistria de polpa e papel (AUER, 1986). Apos o tratamento de cavacos
de Eucalipto, comn esta cepa fingica, foi possivel observar uma reducio no teor das
substdncias extrataveis da madeira, dos aglcares e das substincias fenolicas. Cortes
histologicos da madeira tratada mostraram crescimento micelial e formagdo de pontuagdes
escuras dentro dos vasos e células do raio da madeira (AUER e7 alii., 1987, 1988). Como
resultado da atividade do fungo sobre as madeiras de Eucalipto pré-tratadas, foi observado
um maior rendimento em celulose e menor consumo de produtos quimicos durante o processo
de cozimento industrial (BARRICHELO, 1987).

A cepa brasilera de T.qurantiacus apresentou baixos niveis de atividades celuloliticas e
hemiceluloliticas em relagiio & maioria das cepas descritas na literatura, quando cultivado em
substratos indutores para essas enzimas. Porém, quando foi cultivado em meio liquido
contendo serragem de Eucaliptos grandis como substrato, uma atividade fenoloxidasica
extracelular foi detectada (MACHUCA, 1991). Ao mesmo tempo, apos 21 dias de tratamento
a analise quimica da madeira de E.grandis revelou uma perda de peso de 6,7%, junto com
uma reducdo de 15% e 64,5%, nos teores de lignina e substincias extrativeis em solventes
organicos, respectivamente (MACHUCA e DURAN, 1993).

Estes resultados sugerem que a cepa brasileira do 7.aurantiacus possui caracteristicas
diferentes da maioria das cepas do mesmo fungo, principalmente pela sua atividade
degradadora de madeira. A degradacio de madeira revela que ele pode atuar moderadamente
sobre lignina e eficientemente sobre as substincias extrataveis, ¢ esta capacidade deve estar
relacionada & producgdo de atividade fenoloxidasica pelo fungo. Portanto, esta cepa mostra-se
promissora para utilizagdo em processos biotecnologicos relacionados & industria de polpa e
papel.
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3.- OBJETIVOS DESTE ESTUDO

Até o presente momento, diversas questdes de tipo fisiologico, bioquimico e mecanistico
do processo de degradacdo fingica dos componentes da madeira, principalmente quanto a
degradacio de lignina, permanecem sem resposta. O processo se mostra muito controvertido e
ndo completamente compreendido a respeito do papel desempenhado pelo sistema enzimatico
ligninolitico in vivo. Durante muitos anos grande parte dos estudos sobre a degradagio de
lignina in vifro utilizou como sistema modelo o basidiomiceto de decomposigio branca
P.chrysosporium e suas enzimas ligninoliticas, porém, este modelo nfio conseguiu responder a
muitas das questdes mencionadas anteriormente. Por outra parte, é cada vez mais sustentada a
teoria da participagcdo de agentes de baixa massa molecular, nos estagios iniciais da degradagio
de madeira, os quais permitiriam a posterior invasdo da parede celular por moléculas de alta
massa molecular como as enzimas lignoceluloliticas. Desta forma poderia ser explicado o papel
desempenhado na natureza por fungos incapazes de produzir as tipicas enzimas ligninoliticas,
porém com capacidade de produzir agentes de baixa massa molecular. Justifica-se assim o
crescente interesse na procura de novas espécies fiungicas, pertencentes as classes dos
basidiomicetos ou ascomicetos, que participem no processo de degradagio de madeira através
de seus sistemas enzimaticos ou através da produciio de agentes nio enzimaticos, de baixa
massa molecular.

Uma vez que a cepa brasilera do ascomiceto termofilo 7 .auramtiacus demonstrou
possuir caracteristicas diferentes as cepas do mesmo fungo descritas na literatura,
principalmente quanto a sua capacidade de degradacio de madeira de E.grandis e a produciio
de uma atividade fenoloxidasica do tipo lacase (MACHUCA e DURAN, 1993), o principal
objetivo deste trabalho centrou-se no estudo da atividade fenoloxidasica (FOx) produzida
extracelularmente por este fungo.

Os objetivos especificos deste estudo, desenvolvidos em ordem cronolégica, foram:

- Estudar a producfo de atividade FOx por T.aurantiacus em cultura liquida, e selecionar os
diferentes pardmetros fisico-quimicos que conduzem i maior producio desta atividade.
Determinar os efeitos do tipo € concentragdo de substrato, utilizagio de um indutor sintético,
pH da cultura, tipo e quantidade de inoculo e agitagio e oxigenagdo da cultura, sobre a
producio da atividade FOx pelo fiungo.

- Caracteriza¢io de algumas propriedades cinéticas do extrato bruto obtido nas melhores
condigOes para producgdo de atividade FOx. As propriedades cinéticas do extrato ativo a serem
estudadas incluem a determinagio do efeito do pH e temperatura na atividade e estabilidade,
especificidade pelo substrato, efeito de inibidores e determinagio das constantes cinéticas Km
e Vmaéx.

- Purificacio da frag@o contendo a atividade FOx a partir do extrato bruto de T.qurantiacus.
A fracio parcialmente purificada sera posteriormente caracterizada cinética e estruturalmente,
na tentativa de desvendar a natureza da fragdo responsavel pela alta atividade FOx presente
nas culturas de .aurantiacus.

- Avaliar o potencial biotecnologico dos extratos com alta atividade FOx de T .aurantiacus,
aplicados em processos de descontaminacdo. Sera estudado o efeito do extrato com atividade
FOx no tratamento de uma polpa Kraft de Eucalipto e no tratamento de um efluente do tipo
Ej, proveniente do primeiro estagio de extragdo alcalina de uma polpa Kraft.
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4.- MATERIAL E METODOS

4.1.- MATERIAL

4.1.1.- Reagentes

Todos os reagentes utilizados na preparagdo dos meios de cultura, determinagio de
atividades enzimaticas e purificagio, quando ndo especificado, foram de grau analitico.

4.1.2.- Microrganismo

A cepa brasileira do fungo termofilo Thermoascus aurantiacus, pertencente 4 classe dos
Ascomicetos, foi isolada de pilhas de cavacos de Eucaliptus sp., na industria Champion Papel
¢ Celulose, Ltda. (Mogi Guagt, SP), pelo professor C.G. Auer (AUER., 1986).

4.1.3.- Meios de Cultura

1) Meios de Manutencgéo

O fungo foi mantido e replicado semanalmente em placas de Petri contendo 0s meios
agar-Czapek modificado (MACHUCA, 1991) e batata-dextrose (BDA) (DIFCO, 1978). A
incubago foi feita a 48°C durante 3-4 dias, ou até a maxima esporulagdo. Uma cultura estoque
do fungo foi conservada em tubo contendo BDA, cuberta por 6leo mineral.

it} Meio Basico para Produgdo Enzimatica

O meio bésico utilizado nos diferentes experimentos de produgio enzimatica foi o caldo
Czapek modificado (MACHUCA, 1991). Dependendo do experimento, 0 meio de cultura foi
adicionado de concentrages variadas de glicose ou de diferentes substratos lignoceluldsicos, e
o pH foi ajustado, com acido ou base, antes de autoclavar durante 15 minutos a 121°C.

4.1.4.~ Substratos Polissacaridicos

A composi¢do dos residuos lignocelulésicos utilizados como indutores de atividade FOx,
de acordo com a literatura, foi a seguinte:
Bagago de cana (IMRIE e TILBURY, 1972): 19,9% de lignina, 46,0% de celulose, 24,5% de
hemicelulose, 3,0% de extrativos.
Casca de arroz  (DURAN et alii, 1988). 29,4% de lignina, 38,4% de celulose, 23,7%
hemicelulose, 2,0% de extrativos.
Farelo de tngo (BUSHUK, 1986): 70,0% de carboidratos, igualmente divididos entre celulose
¢ hemicelulose, 17,0% de proteina, 7,0% de substincias minerais, 5,0% de acidos £raxos e
outros constituinies menores.
Serragem de Eucaliptus grandis (7 anos) (MACHUCA, 1991); 28,0 % de lignina, 53,0% de
celulose, 19,0% de hemicelulose, 5,8% de extrativos.
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Os substratos polissacaridicos foram esterilizados separadamente do caldo Czapek,
durante 30 minutos a 121°C. Posteriormente, foram misturados com o caldo e deixados em
repouso durante urma noite.

4.2.- METODOS

4.2.1.- PRODUCA O DE ATIVIDADE FOx

Na etapa de producio de atividade FOx por T.aurantiacus foram conduzidos diversos
experimentos como a determinagio das condigdes da cultura que afetam a produgio da
atividade e analise dos caldos de cultura apos crescimento fingico.

L- Efeito das Condicdes de Cultura na Producio de Atividade FOx

Para o estudo do efeito das condi¢des da cultura na producdo da atividade fenoloxidasica
por Taurantiacus em meio liquido, o caldo Czapek foi preparado de acordo com o
experimento. Quando ndo especificado, o pH dos caldos foi ajustado para 6,0 (por adi¢o de
HCI 0,1 N) antes de esterilizar. Posteriormente, foram distribuidos em Erlenmeyers de 250 mL
(100 mL/Erlenmeyer) € incubados durante 15 a 20 dias, sob condiges estaticas e aerdbicas, a
48°C.

Os respectivos controles de cada experimento foram preparados em idénticas condigdes,
somente ndo foram inoculados com o fungo. Todos os experimentos foram conduzidos em
triplicata.

1.1.- Efeito de Diferentes Substratos

Foi estudado o efeito da adigio de diferentes substratos na producio de atividade FOx.

Serragem de E.grandis e farelo de trigo foram adicionados ao caldo Czapek, na
presenca e na auséncia de glicose como co-substrato. Foi estudado o efeito da adigio de
diferentes quantidades dos substratos numa faixa de 0,1% a 2,0% (m/v). Os outros substratos
lignocelulosicos foram estudados numa concentragio fixa de 1,5% (m/v) na presenca de 0,5%
de glicose como co-substrato.

A glicose foi utilizada no meio de cultura como unica fonte de carbono e como co-
substrato, junto com os substratos lignoceluldsicos. Quando utilizada como tnica fonte de
carbono a glicose foi adicionada ao caldo Czapek numa faixa de concentragio de 0% a 1,5%
(15 g/1). Quando utilizada como co-substrato, foi adicionada ao meio de cultura, que continha
1,5% do substrato lignocelulosico, numa faixa de concentracio de 0% a 1,0% (10 g/).

1.2 - Efeito da Adicdo de um Indutor Sintético

O efeito de um indutor sintético no crescimento fingico e na produgio de atividade FOx
foi estudado utilizando-se o composto aromatico p-anisidina (p-metoxi anilina).

Solugbes estoque de p-anisidina foram preparadas em etanol (95%) e adicionadas as
culturas em pequenos volumes para dar uma concentragdo final de: 1.0, 3,0 € 50 mM. A
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adi¢do de p-anisidina na cultura foi feita apds o quinto dia de crescimento do fungo em meio
Czapek modificado, contendo 0,5% de glicose como substrato. Os respectivos controles
continham 0,5% de glicose, na auséncia da p-anisidina.

1.3.- Efeito do Inoculo

O in6culo utilizado em todos os experimentos foi obtido a partir de placas de Petri
contendo agar-Czapek, meio no qual o Zawrantiacus apresentou maior velocidade de
crescimento. A idade da cultura utilizada para os inoculos foi de 3-4 dias, quando os
numerosos ascomas que cobriam a superficie do agar tornavam-se marrom escuro.

O efeito do indculo na produgio da atividade FOx foi estudado em culturas que
continham 1,5% de serragem ¢ 0,5% de glicose como substratos.

Uma forma de inoculag3o consistiu na preparagio de uma suspensdo de esporos por
transferéncia de uma algada (alga de 5,0 mm de didmetro) de esporos da placa de Petri para
um Erlenmeyer contendo 100 mL de agua destilada e esterilizada. A suspens3o foi agitada até
dispersdo total e posteriormente utilizada como indculo. Cada 100 mL de caldo de cultura
foram inoculados com 2, 4 ¢ 6 mL da suspens&o.

A outra forma de moculagdo dos caldos consistiu na transferéncia direta de um disco de
agar (6,0 mm de didmetro) com micélio e esporos do fungo, da placa de Petri para o caldo. Os
discos de agar foram cortados utilizando-se tubos de vidro ocos, esterilizados, cujo didmetro
interno era de 6,0 mm. Foi estudado o efeito da adi¢Ao de um a trés discos por Erlenmeyer.

1.4.- Efeito da Agitagio e Oxigenagio das Culturas

As culturas contendo 0,5% de glicose ou 0,5% de glicose mais 1,5% de serragem, foram
incubadas em agitador rotatorio a temperatura de 48°C e agita¢io de 100 rpm.

As culturas fingicas contendo 1,5% de serragem e 0,5% de glicose como substratos,
foram oxigenadas a cada dois dias durante o periodo de incubagfio. Sob condi¢des estéreis,
cada Erlenmeyer foi borbulhado com oxigénio durante 10 minutos.

1.5.- Efeito do pH

O efeito do pH na producio da atividade FOx foi estudado numa cultura contendo 1,5%
de serragem e 0,5% de glicose como substratos. Os experimentos foram conduzidos numa
faixa de pH de 4,0 a 9,0. O pH foi ajustado com HCl e/ou NaOH (0,1 N), antes da
esterilizagdo dos caldos de cultura. Uma cultura sem prévio ajuste de pH (pH 7,3 do caldo
Czapek antes de esterilizar) foi utilizada para efeitos de comparagio.

IL.- Analise dos Caldos Extracelulares

As culturas moculadas e os controles foram incubados durante 15 a 20 dias, nas
condigdes especificadas para cada experimento. Em intervalos apropriados de tempo,
aliquotas de aproximadamente 5,0 mL foram retiradas sob condi¢bes estéreis de cada
Erlenmeyer contendo 100 mL de caldo. As aliquotas foram posteriormente filtradas através de
uma membrana Millipore (0,45um), e os filtrados foram analisados quanto a pH, concentragiio
de agucares, concentra¢ao de proteina e atividades enzimaticas.
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I1.1.- Determinagd@o dla Varagéo do pH das Culturas

A variagio do pH do meio em relagfio ao pH ajustado antes da esterilizagdio foi
monitorado durante © periodo de incubagdo das culturas.

11.2 - Determinagio de Aglcares

Os aglicares presentes no caldo de cultura foram determinados como agiicares redutores
pelo método de MILLER (1959) que utiliza o acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) como
reagente,

Para dosagem dos aglcares, 3,0 ml do reagente DNS foram adicionados a 1,5 ml de
caldo de cultura filtrado. A mistura foi incubada em banho de agua a 100°C durante 5 minutos,
apos o qual a reagdo foi detida por esfriamento da mistura até temperatura ambiente. A
absorbéncia foi lida a 540 nm (espectrofotdmetro Beckman DU-70) e os agucares redutores
expressos como mg/ml de glicose, utilizada como padrio.

11.3 - Determinagdo de Proteina Extracelular

O teor de proteina soluvel ou extracelular produzido pelo fungo em culturas liquidas foi
determinado pelo método de BRADFORD (1976). A dosagem foi feita pela adigio de 5,0 mL
de Azul de Coomassie brilhante G-250 para 0,1 mL de caldo filtrado. A mistura foi incubada a
temperatura ambiente e apés 5 minutos a absorbéncia foi lida a 595 nm (albumina bovina foi
utilizada como padr&o).

11.4 - Determinag¢do das Atividades Enzimaticas

Diferentes atividades enzimaticas relacionadas com a degradagiio de lignina foram
determinadas nos caldos de cultura inoculados. As culturas nfo inoculadas (controles) que
continham os substratos lignocelul6sicos, foram utilizadas como controles enzimaticos para
descartar possiveis interferéncias com os métodos de determinaco das atividades. Todas as
atividades foram determinadas espectrofometricamente. Quando nfio especificado, as
atividades foram expressas como pmoles de substrato oxidado durante um minuto, por mL de
caldo filtrado (UL/mL). Os resultados sdo informados como a média de trés determinagdes. O
desvio padrido do valor médio variou entre 1-3%, dependendo do experimento.

H.4.1.- Fenoloxidases

A atividade FOx foi determinada sob duas formas: na auséncia de H202 exégeno no
meio de reagdo, tipo lacase, e apés adigio de HO2, tipo peroxidase. Para descartar a possivel
interferéncia de peroxidase na determinag¢do de lacase, o caldo foi previamente tratado com

catalase (1,0 U/mL) para degradar qualquer H202 que pudesse estar presente nos caldos
extracelulares.

1) Lacase (SZKL ARZ et alii., 1989, modificado)

A atividade lacase foi determinada utilizando o-dianisidina e siringaldazine como
substratos enzimaticos. A oxidago de o-dianisidina (£450=29.400 Mlcm'l) foi conduzida numa
mistura de reagdo que continha 0,6 mL do caldo filtrado, 0,2 mlL de tampio citrato-fosfato
0,05M (pH 3,0) e 0,1 mL de o-dianisidina 1,0 mM, num volume final de 1,0 mL. A reacio
iniciou-se pela adicB0 da o-dianisidina ¢ a velocidade de oxidagio desta foi acompanhada
durante 10 minutos a 460 nm.
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A oxidagdo de siringaldazine até sua forma quinona foi acompanhada durante 10 minutos
a 525 nm (esys = 65.000 Mem™). A mistura de reagdo foi preparada da mesma forma como
para o-dianisidina, exceto que a solugdo de 1,0 mM de siringaldazine foi preparada em etanol.

Uma unidade de atividade FOx tipo lacase foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para oxidar 1 pmol de substrato (o-dianisidina ou siringaldazine) por minuto e por
mL de caldo de cultivo.
ii) Peroxidase (SZKI1LARZ et alii., 1989)

A mistura de reagdo para determinagdo da atividade peroxidase foi preparada nas
mesmas condigbes como para lacase, utilizando-se os mesmos substratos enzimaticos, porém
na presenga de 0,1 mL de H202 2,0 mM. A atividade de peroxidase foi expressa em Ul/mL.

11.4.2.- Lignina-Peroxidase (TIEN e KIRK, 1984)

A atividade de lignina peroxidase (LiP) foi determinada pela oxidacdo do alcool
veratrilico (g3 = 9.300 M‘icm’l). A mistura de reag3o (1,0 mlL) continha 0,6 m! de caldo
filtrado, 0,2 ml de H202 2,0 mM e 0,2 ml de uma solugiio de alcool veratrilico 2,0 mM em
tampéo tartarato de sodio 0,4 M (pH 3,0). A reagdo foi iniciada pela adigio do H2O2 € o
aparecimento do aldeido veratrilico foi determinado lendo-se a absorbincia a 310 nm. A
atividade de LiP fo1 expressa em Ul/mL.

I1.4.3 - Alcool Veratrilico Oxidase (AVO)
A atividade AVO foi determinada na mesma forma que LiP exceto que o HyO» foi
omitido do meio de reagdo. A atividade AVO foi expressa em Ul/mL.

11.4.4 - Manganés-Peroxidase (KUWAHARA et alii., 1984)

A atividade de peroxidase dependente de Mn(II) (MnP) foi determinada pela oxidaggo
de vermelho de fenol A mistura de reagio (1,0 mL) continha 0,5 mL de caldo filtrado, 0,1
mL de lactato de sodio 0,25 M, 0,2 mL albumina bovina 0,5%, 0,05 mL de MnSO, 2.0 mM,
0,05 mL de uma solugdo de H,0, 2,0 mM preparada em tamp@o succinato de sodio 0,2 M (pH
4.5) ¢ 0,1 mL de vermelho de fenol 0,1%. A mistura foi incubada a 30°C durante S minutos e
a reagiio foi interrompida pela adigéo de 40 pLl. de NaOH 2,0 N. A absorbéancia foi lida a 610
nm e a atividade de MnP foi expressa como AAbs/mLmin.

11.4.5.-Celobiose-quinona oxidoredutase (WESTERMARK e ERIKSSON,1974;modificado)

A atividade de CBQ foi determinada por uma modificacio do método de
WESTERMARK e ERIKSSON (1974b), através da redugdio da 1,4-benzoquinona, com
concomitante oxida¢fo de celobiose. A mistura de reagfio (3,0 mL) continha 0,6 mL de caldo
filtrado, 1,5 mL de tampéo acetato 0,1 M (pH 4,5), 0,5 mL de uma solugio etanolica de 1,4-
benzoquinona 20 mM e 0,4 mL de celobiose 50 mM.

A diminuigdio da absorbéncia devida a redugdo da 1,4-benzoquinona foi acompanhada
durante 10 minutos a 290 nm. Uma unidade de atividade CBQ foi definida como a quantidade
de enzima que reduz 1,0 nmol de quinona por mL de caldo e por minuto.
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11.5.- Determina¢gdo de HoO2 Extracelular

Os caldos extracelulares de T.aurantiacus foram analisados quanto & producdo de H,0, .
Aliquotas do caldo foram retiradas das culturas em diferentes tempos durante o periodo de
incubagio ¢ analisadas ap6s filtragdo por membrana Millipore (0,45 pm).

A dosagem do H202 foi feita segundo PICK e KEISARI (1980), utilizando-se uma
solugdo de peroxidase de rabanete (HRP Tipo VI) e vermetho de fenol. A solugio de
peroxidase e vermelho de fenol (A) foi preparada no momento do ensaio pela mistura de 0,14
M de NaCl, 0,01M de tampio fosfato de potassio (pH 7,0), 5,5 mM de glicose, 0,28 mM de
vermelho de fenol e 8,5 U/mL (50 pug/mL) de peroxidase.

O método de quantificagdo do H202 consistiu na incubacfio de 10 pl de caldo filtrado
com 1,0 mL da solugdo A, durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, a
reagdo foi interrompida pela adigdo de 10 ul. de NaOH 1,0 N e a absorbéancia lida a 610 nm,
contra um branco contendo 1,0 mL da solugdo A, 10 pL de caldo de cultura nfio inoculado e
10 ul. de NaOH 1,0 N. Os valores de absorbancia foram expressos como pmoles de H2O2
utilizando-se uma curva padrio construida com diferentes concentragdes de H2O2 entre 0,1 e
100 pM.

11.6.- DeterminagZo do Peso Seco

No final do periodo de incubagio, o crescimento fiingico foi determinado como a
producdo de massa micelial e expresso como peso seco em mg. Para separagdo dos micélios
fungicos, os caldos de cultura foram filtrados através de papel de filtro previamente pesado.
Quando foram utilizados substratos lignoceluldsicos, o micélio foi separado cuidadosamente
do substrato e lavado vanas vezes com agua destilada. O micélio foi seco em estufa a 100°C
durante 12 horas e posteriormente pesado.

4.2.2.- PROPRIEDADES DO EXTRATO BRUTO

A partir de caldos de cultura induzidos com farelo de trigo, incubados nas melhores
condigdes para produgdo de atividade FOx, foram obtidos os extratos brutos utilizados neste
estudo. Os caldos utilizados apresentaram valores de atividade FOx entre 0,8 e 1,5 UI/mL. Os
caldos de cultura foram coletados, filtrados por membrana Millipore (0,45 um) e armazenados
a -200C. Nestes caldos foi analisada uma série de propriedades.

i) Efeito do pH na Atividade FOx

O estudo da influéncia do pH e da natureza do tampdo na oxidago de o-dianisidina pelo
extrato bruto foi conduzide utilizando-se os seguintes tampdes em concentragio de 50 mM:
Citrato-fosfato (pH 2,6-7,0), Citrato de sédio (pH 3,0-6,0), Acetato de sédio (pH 3,6-5,5),
Tartarato de sodio (pH 2,5-4,0), Fosfato de sodio (pH 6,5-8,0).

A atividade FOx tipo lacase foi ensaiada numa aliquota do extrato bruto, incubada nos
diferentes tampdes e pHs com 1,0 mM de o-dianisidina, & temperatura ambiente (25°C), como
descrito anteriormente (item 11.4.i).

A estabilidade do extrato bruto em fungdo do pH foi determinada pela atividade FOx
residual, apds pré-incubacio do extrato em tampdo citrato-fosfato 50 mM (pH 2,6-6,0),
durante diferentes intervalos de tempo, 4 temperatura de 250C. Posteriormente, as aliguotas
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retiradas nos diferentes tempos foram ensaiadas no pH 6timo da reagdo com 1,0 mM de o-
dhanisidina,

i1) Efeito da Temperatura na Atividade FOx

A influéncia da temperatura na atividade FOx do extrato bruto foi verificada utilizando-
se um espectrofotdmetro Beckman DU-70, com um controlador de temperatura acoplado. A
reagdo de oxidagdo de 1,0 mM de o-dianisidina foi conduzida numa faixa de temperatura de
10- 809C, em tamp&o citrato-fosfato 50 mM, pH 2.8.

A termoestabilidade do extrato bruto foi determinada por pré-incubacio do extrato num
banho de 4gua nas temperaturas de 50, 80 ¢ 100°C, durante diferentes periodos de tempo.
Uma aliquota do caldo foi retirada nos diferentes tempos de pré-incubacdo, esfriada até
temperatura ambiente, e a atividade residual de oxidagio de 1,0 mM de o-dianisidina foi
determinada em tampdo citrato-fosfato 50 mM, pH 2,8.

1) Efeito da DiluicAo do Extrato Bruto na Atividade FOx

A partir do extrato bruto original foram preparadas diferentes diluicdes, utilizando-se
volumes entre 10 e 100 pL do extrato. Com estas diluigdes foi ensaiada a oxidagdo de 1,0mM
de o-dianisidina em tampéo citrato-fosfato 50mM, pH 2,8, 2 250C.

iv) Efeito da Concentragio de Substrato na Atividade FQx

Foi avaliado o efeito da concentragiio de substrato na atividade FOx do extrato bruto.
Para tal, a atividade do extrato foi ensaiada com concentragdes variadas de o-dianisidina em
uma faixa de 0,1 a 4,0 mM (concentragio final no meio de reacio), em tampdo citrato-fosfato
50 mM, pH 2.8, 4 25°C.

A constante de Michaelis (Km) e a velocidade méxima (Vmax) foram calculadas
mediante distribuigdo dos dados no grafico dos duplos reciprocos de velocidade de reagio
versus concentragio de substrato, de acordo com o método de LINEWEAVER e BURK
(1934).

v) Especificidade pelo Substrato

Uma série de compostos foram estudados como possiveis substratos para a atividade
FOx presente no extrato bruto. O ensaio foi conduzido a 259C, utilizando-se 0 extrato bruto
em dilui¢io apropriada, tampéo citrato-fosfato 50 mM, pH 2,8, e 1,0 mM de cada substrato.
Nestas condi¢des foi determinada a velocidade de reagio pelo aumento ou pela diminui¢do da
absorbéncia no comprimento de onda correspondente para cada composto. A atividade foi
expressa como AAbs.mL " min". A atividade relativa foi calculada utilizando como referéncia a
velocidade de oxidagdo de o-dianisidina (100%).

Os substratos utilizados foram: o-dianisidina (utilizada como referéncia), 2,2'- Azino-bis
(3 etil- benzotiazolina- 6 écido sulfonico) (ABTS), siringaldazine, Remazol Brilliant Blue
(RBB-R), 5-hidroxindol, tirosina, guaiacol, 2 6-dimetoxifenol (DMF), alcool veratrilico, o-
nitroanilina, p-nitroanilina, resorcinol, orcinol, pirogalol e floroglucinol. O espectro de
absorbancia de cada substrato foi registrado entre 220 a 700 nm, em tampio citrato-fosfato 50
mM, pH 2,8 e 250C, com o objetivo de determinar o comprimento de onda de méxima
absorc8o ( Amsy) de cada composto nas condigdes do ensaio enzimatico.
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vi) Efeito de Diferentes Compostos na Atividade FOx

Foi estudado o efeito de diferentes substancias como inibidores da atividade FOx do
extrato bruto. Para tal, foram utilizados: azida sodica (NaN;3), 4cido etilenodiamino-tetracético
(EDTA-Na), acido dietilenotriamino-pentacético (DETAPAC), 4cido tioglicolico e p-hidroxi-
mercuribenzoato. O efeito do inibidor sobre a atividade FOx foi estudado por pré-incubacio
de um volume do caldo filtrado com 1,0 mM do composto durante 6 minutos a 250C. A
atividade FOx foi ensaiada com 1,0 mM de o-dianisidina, em tampio citrato-fosfato 50 mM
(pH 2.8) e 25°C.

4.2.3.- PURIFICACAO PARCIAL DE UMA FRACAO COM ATIVIDADE FOx

Os caldos de cultura obtidos apds crescimento de T.aurantiacus em meio contendo
farelo de trigo (1,5%), foram utilizados nesta etapa uma vez que este substrato induziu as
maiores atividades FOx. Os caldos que apresentaram alta atividade foram coletados, filtrados e
congelados até sua utilizacdo no processo de purificagio. Em cada etapa do processo de
purificagio a atividade FOx foi determinada como descrito no item 1L4.i, com 1,0 mM de o-
dianisidina em tampéo citrato-fosfato 50 mM, pH 2,8 Diferentes metodologias foram
conduzidas na purificagio da atividade fenoloxidasica. A primeira foi a metodologia de
GEIGER e colaboradores (1986), para purificagio de fenoloxidases do tipo lacase. O
procedimento, com pequenas modificagBes, ¢ mostrado a seguir (Esquema 1).

| CALDO DE CULTURA |

|__REMOCAODA COR__| (DEAE-~celulose ou PVP)

12 ULTRAFILTRACAO

(Membrana corte 10 kDa)
|

I | l

FILTRADO CONCENTRADO

(PM < 10kDa) (PM >10kDa)
22 ULTRAFILTRACAO LIOFILIZACAO
(Membrana corte 1kDa)

l |

| ! | SEPHADEX G-25 |

FILTRADO CONCENTRADO
{(PM < 1kDa) (1kDa>PM<10kDa
l
| LIOFILIZACAO | [ LIOFILIZACAO |
| I
SEPHADEX SEPHADEX
G-25 e G-10 G-25

ESQUEMA 1
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A segunda metodologia foi uma modificagio da primeira, onde se eliminou a etapa de
concentragio por ultrafiltragio (Esquema II).

| CALDO DE CULTURA |
!
REMOCAO DA COR
(PvP)
f
| LIOFILIZACAQ |
l
SEPHADEX G-10
Tampdo Tris-HCI 0,0125M

pH 7.5
l
_| ]
FRACAOQ INATIVA FRACAO ATIVA
(ALTO PMD) (BAIXO PM)

|

| LIOFILIZACAO |

SEPHADEX G-10 (Duas vezes)
Agua bidest desionizada

l

| _LIOFILIZACAO |

ESQUEMA I

1) Tratamento para Remog&o da Cor dos Caldos de Cultura

Devido & presenca de farelo de trigo ou serragem de E.grandis como substratos
indutores de atividade FOx ¢, devido a produgio de um pigmento marrom por 7.aurantiacus,
os caldos de cultura apresentaram uma intensa cor escura.

A cor dos caldos, que interfere no processo de purificacio foi removida por dois
tratamentos alternativos. Um deles utiliza a resina de troca anidnica DEAE-celulose, onde a
cor dos caldos ¢ a atividade FOx sdo adsorvidos (GEIGER et alii., 1986; LEATHAM et alii.,
1991) e o outro utiliza o polimero insolivel polivinilpirrolidona (PVP), onde principalmente a
cor dos caldos ¢ adsorvida (ALFENAS et alii., 1991)
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O tratamento dos caldos com DEAE-celulose consistiu na adi¢io direta de uma pequena
quantidade da resina ao caldo de cultura. Apos 1 h, sob agitagio constante a temperatura de
259C, filtrou-se & vacuo através de um tecido em funil Buchner. O processo foi controlado
atraves da determinaco da atividade FOx no filtrado e repetido até maxima adsor¢io da
atividade e da cor. Apos a segunda adi¢do de resina praticamente toda a cor e atividade FOx
do caldo foram retidas na DEAE-celulose. As fragdes de DEAE-celulose foram juntadas e a
atividade foi eluida com tampio fosfato de sédio 0,0125 M, pH 6,0, contendo 0,5 M de NaCl.
A eluigdo foi repetida até recuperagdo da maior parte da atividade. Os eluatos ativos, quase
completamente clarificados, foram juntados e concentrados por ultrafiltragio. A resina, que
reteve a cor escura dos caldos, foi descartada.

O tratamento com PVP consistiu na adigdo de uma pequena quantidade do polimero no
caldo de cultura. Apés 1 h, sob agitagio & temperatura de 25°C, a mistura foi deixada em
repouso durante 1 h e finalmente o polimero foi recuperado por filtragdo, da mesma forma ja
descrita com DEAE. Com PVP somente a cor dos caldos foi adsorvida, enquanto praticamente
toda a atividade FOx permaneceu no caldo. O tratamento com PVP foi repetido pela adicdo de
mais polimero no caldo ja tratado. Geralmente, a primeira adigio do polimero era suficiente
para reter grande parte da cor do caldo.

A cor dos caldos foi monitorada espectrofotometricamente pela leitura da absorbancia
em 400 om. A atividade FOx foi determinada antes e depois do tratamento com DEAE-
celulose e PVP.

i1) Concentragio dos Caldos

O caldo obtido apos tratamento com DEAE-celulose ou PVP foi submetido a duas
etapas de concentragio por ultrafiltragio. A primeira concentracio foi conduzida utilizando
um conjunto de membranas com capacidade de retencio de substincias com uma massa
molecular acima de 10 kDa (corte 10 kDa), num aparelho Minitan (Millipore). O caldo foi
concentrado cerca de 10 vezes. O concentrado (Fragao I) e o filtrado (Fragéo II) obtidos nesta
etapa apresentaram atividade FOx. O concentrado foi imediatamente liofilizado para posterior
analise ¢ o filtrado submetido a uma nova concentragio. O filtrado (Frag#o II) foi concentrado
cerca de 10 vezes, utilizando desta vez uma membrana de corte 1 kDa, que permite a
passagem de substdncias com uma massa molecular menor de 1 kDa, num aparelho Amicon.

O filtrado (Frag&o IV) obtido através da membrana de corte 1 kDa, que apresentou a
maior atividade FOx, foi liofilizado até obtengio de um po de leve coloracio amarela. O
concentrado obtido nesta etapa (Fragio III), que também apresentou atividade FOx, foi
liofilizado.

As diferentes fragdes de alta e baixa massa molecular, concentradas por ultrafittracio
(Fragdes 1, 1II e IV) e posteriormente liofilizadas, foram armazenadas a -20°C até o momento
de sua utilizagio.

it} Purificag®o por Colunas de Filtracio

As amostras liofilizadas, obtidas apos os procedimentos i e ii foram purificadas por
filtragdo em colunas de Sephadex G-25 e G-10. As cromatografias foram conduzidas a
temperatura de 259C. Amostras (1,0 mL) obtidas a partir do esquema I de purificagio foram
aplicadas a uma coluna de Sephadex G-25 (1 x 10 cm), previamente equilibrada com tampio
Tris-HCI 0,025 M, pH 7.5. A coluna foi eluida com o mesmo tampio e fragbes de 1,0 mL
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foram coletadas com um fluxo de 0,3 mL/min. O volume de vazio (V,) desta coluna,
determinado com a=zul de dextrano (PM 2.000 kDa), foi de 6,0 mL.

Uma segunda coluna de Sephadex G-10 (1,5 x 50 cm) foi preparada, onde amostras de
2,0 mL foram aplicadas. A coluna foi equilibrada e eluida com 4gua bidestilada e desionizada e
fragdes de 2,5 mL. foram coletadas com um fluxo de 0,21 mL/min. O V, desta coluna foi de
37,5 mL. Dependendo do experimento a coluna foi equilibrada e eluida com tampio.

Esta coluna foi utilizada também no estudo dos perfis de eluigdo de diferentes culturas
em meio Czapek (pH 6,0) contendo: a) 1,5% de glicose, b) 1,0% de serragem, acrescentado
de 0,5% glicose € ¢) 1,5% de farelo de trigo controle (ndo inoculado). Os caldos foram
filtrados por membrana Millipore (0,45 pum) e tratados segundo o Esquema Il de purificagio.
O tamp3ao de equilibrio da coluna e de eluigio das fragdes foi Tris-HCI 0,025 M, pH 7.5, e as
condi¢Oes de eluicdo foram as mesmas descritas para a coluna de Sephadex G-10.

Nas fragdes eluidas das colunas o teor de proteina foi estabelecido através da leitura
direta da absorbincia em 280 nm (LAYNE, 1957) e a atividade FOx foi determinada pela
oxidagdo de 1,0 mM de o-dianisidina. As frages contendo a atividade FOx foram reunidas,
liofilizadas € armazenadas a -20°C para posterior analise.

4.2.4- CARACTERIZACAQO DA FRACAO COM ATIVIDADE FOx
PARCIALMENTE PURIFICADA

1) Propriedades Cinéticas

As propriedades cinéticas da fragio parcialmente purificada (fracio obtida da coluna de
Sephadex G-10) foram determinadas da mesma forma como descrito para o extrato bruto
(item 11I). Para o estudo da caracterizago foi utilizada uma solugio de liofilizado da fracdo
ativa ressuspensa em agua bidestilada e desionizada.

it) Caracterizagio Fisico-Quimica
a) Determinagio de Proteina

A proteina presente na fragio ativa parcialmente purificada e liofilizada foi quantificada
através de dois métodos diferentes. Utilizou-se o método de BRADFORD (1976), com Azul
Brilhante de Coomassie como descrito anteriormente (item I1.3), ¢ o método de Lowry
(HARTREE, 1972). Em ambos casos utilizou-se albumina bovina como padréo.

b) Analise de Aminoéacidos

A fragdo ativa parcialmente purificada foi submetida a uma hidrélise com HCl 6,0 N a
1049C, durante 24 horas em atmosfera de nitrogénio. Apos lavagem da amostra com agua
bidestilada e desionizada, esta foi liofilizada, ressuspensa em tampdo citrato de sodio pH 2.2 e
aplicada num analisador de aminoacidos (AMINOCHROM OE-914).

¢} Determinagao da Massa Molecular da Fracdo Ativa

Para determinagdo da massa molecular da fraclio semi-purificada, uma coluna de
Sephadex G-10 (1,5 x 50 cm) foi calibrada com os seguintes marcadores de baixa massa
molecular (em Da): Glutationa oxidada (610,0), Flavina mononucleotideo (455,4) ¢
Riboflavina (376,4). O volume de vazio (Vo) da coluna foi determinado com Azul de
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Dextrano (2.000 kIDa). A coluna foi eluida com um fluxo de 0,21 mL/min. A massa molecular
aparente da fragio ativa foi determinada a partir do grafico "K,, x log PM".

Vi -Vo

onde :
Ve = volume de elui¢do da amostra
Vg = volume morto da coluna = 37,5 mL
Vi = volume total da coluna = 107,0 mL

d) Caracterizagdo da Fragio Ativa por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Uma amostra da fragio parcialmente purificada foi aplicada em uma coluna de fase
reversa, ODS-II  (25cmx10mm; WATERS) e analisada por HPLC (WATERS
600E/MILLIPORE). Uma solucio de Metanol/Agua em diferentes proporgdes foi utilizada
como fase movel. A coluna foi eluida com um fluxo de 2,0 ml/min, sob uma pressio de 400
psi. As fracdes eluidas foram monitoradas pela leitura da absorbancia em 220 nm.

e) Caracterizagdo Estrutural

Espectroscopia UV/Vis

Os espectros de absorbéncia UV/Vis (200 a 700 nm) da fracdo ativa parcialmente purificada
(liofilizado ressuspenso em agua bidestilada e desionizada) foram registrados num
espectrofotdmetro BECKMAN modelo DU-70, a temperatura aproximada de 250C,

Ressonancia Magnética Nuclear de Proton (‘H) e de Carbono o)

As amostras para RMN de 'H e °C foram preparadas por dissolugio do liofilizado da fragio
ativa em dimetilsulfoxido (DMSO). Os espectros foram registrados a 300 MHz em
espectrometro VARIAN GEMINI, utilizando tetracloreto de carbono (CCly) e tetrametilsilano
(TMS) como referéncia interna do aparelho.

Infravermelho
O espectro de infravermelho da fragio ativa lHofilizada foi registrado entre 4.000 ¢ 500 ¢m™
utilizando pastilha de KBr, num aparelho PERKIN ELMER 1430

Espectrometria de Massas

O espectro de massas da fragfio ativa liofilizada foi registrado a 70 eV em um espectrometro
de massas VARIAN MAT 311A, através da técnica de ionizagdo por impacto de elétrons (EI).
O ponto de fusdo da amostra previamente determinado foi de aproximadamente 1140C.

Espectrografia de Rede Plana
A fragdo ativa foi analisada quanto a presenca de metais por espectrografia de rede plana. Para
tal, a amostra foi misturada com grafite e o espectro de emisio foi registrado.
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f) Quantificagdo de Ferro
O ferro presente na fragdo ativa purificada foi quantificado através de reacdo
colorimétrica com o-fenantrolina e através de absorgao atdmica.

Determinagio Colorimétrica com o-fenantrolina:

O ferro presente na fragfo ativa, previamente hidrolisada como descrito antes (6,0N
HCV104°C), foi determinado com o-fenantrolina pela formagio de um complexo cromogénico
com Fe (II), que absorbe em 510 nm.

O Fe total presente na amostra foi determinado por tratamento prévio do material com
hidroxilamina, que reduz todo o Fe presente para Fe(Il). A determinagio como Fe(il) foi feita
na auséncia de hidroxilamina, e o Fe(III) foi obtido pela diferenga dos resultados anteriores. A
concentragio de ferro foi obtida de uma curva padrio preparada com FeSO4 em uma faixa de
concentracio de 0,2~ 4,0 ppm (LUNDBORG, 1988).

Absorgio Atdmica:

Uma quantidade de amostra da fracio ativa foi dissolvida em HNOj3 0,2%, e o ferro
presente foi quantificado por absor¢io atdmica em chama de ar/acetileno. Foram utilizadas
como padrdes solugbes de ferro metilico preparadas em HNO3 0,2%, numa faixa de
concentragio de 0,1~ 2,0 ppm. '

4.2.5.- PRODUCA O DE SIDEROFOROS POR T.aurantiacus

i) Deteccio de Sideroforos em Meio Liquido

O método universal de SCHWYN e NEILANDS (1987) para a determinaciio de
sideroforos foi utilizado para detectar a presenca destes em culturas liquidas de T.auranfiacus,
utilizando-se glicose (1,0%) ou farelo de trigo (1,5%) como substratos. Quando um agente
quelante, como um sideréforo, retira o Fe(1H) do complexo indicador universal de sideroforos
CAS, a cor muda completamente do azul para o laranja, acompanhado de uma diminuigdo na
absorbéncia em 630 nm.

A solucio do complexo indicador ternario continha: 0,15 mM do reagente chromo
azurol S, 0,015 mM de uma solugdo de FeCl; em HCI, 0,6 mM do detergente brometo de
hexadeciltrimetil- aménio (HDTMA) em solucio tampdo de piperazina/HCI pH 5,6. Todas as
solugdes aquosas foram preparadas com 4gua bidestilada e desionizada. O reagente CAS
complexado com Fe (IT) na solugdo possui uma intensa cor azul com um &= 100.000 M'em!
a 630 nm e pH 5,6.

O ensaio consistiu na adigio de 0,5 mL da solugio reagente CAS para 0,5 mL de caldo
de cultura ou solu¢io contendo o sideroforo. A mistura foi incubada durante 12-24 horas a
temperatura ambiente, e a absorbéncia foi lida em 630 nm.

Um controle deve ser preparado utilizando-se uma aliquota de meio de cultura sem
inocular, isto porque alguns compostos com afinidade por Fe(HI), como citrato e fosfato,
quando presentes em altas concentragdes (> 0,1 M) podem dar reagdo positiva com CAS.

As unidades percentuais de sideréforo foram definidas pela seguinte formula (COX,
1994):
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% Unidades - (Ab - Aa) x 100
Ab

onde:
Ab = Absorbancia do controle
Aa = Absorbancia da amostra

ii) Deteccdo de Sideroforos em Meio Solido

Para a determinagdo da produgio de sideroforos em meio solido por T.aurantiacus, o
reagente CAS foi incorporado no meio de cultura Czapek modificado.

O meio Czapek foi preparado com NaNO; (2,0 g/L), MgSO, (0,5 g/L), KC1 (0,5 g/L),
CaCl, (0,3 g/L), 3% de glicose ¢ 1,5% de agar, e tamponado para pH 6,8 com tampéio PIPES.
O fosfato e o Fe dos elementos tragos foram omitidos do meio. Uma solugiio contendo CAS
(0,1 mM), Fe(lll) (O,01 mM} e HDTMA (0,2 mM) foi preparada separadamente e apds
esterilizagio a 1219C por 15 minutos e, quando o meio Czapek e o CAS alcangaram uma
temperatura de aproximadamente 500C, estes foram misturados. Finalmente o meio (de cor
azul claro) foi distribuido em placas de Petri (35 mL/ placa).

O fungo foi inoculado nestas placas e incubado a 480C. A reacéio positiva verificou-se
pelo aparecimento de um halo alaranjado ao redor da colonia do fungo.

iii) Preparaco de Sideroforos Livres de Fe (IH)

Uma prepara¢@o de sideroforo livie de Fe(III) ("desferrisiderdforos”) pode ser obtida
apos tratamento com 8-hidroxiquinoleina, segundo metodologia de JALAL e colaboradores
(1985).

Uma amostra do provavel sideroforo de aproximadamente 40 mg, parcialmente
purificado, foi dissolvida em 5,0 mL de agua bidestilada e desionizada, e tratada com um
excesso de 8-hidroxiquinoleina (0,5 g). A mistura foi incubada durante uma noite 2 400C e
entio a 8-hidroxiquinioleina que nio reagiu e o seu complexo férrico foram retirados da
mistura por extrago com cloroformio (3 extragdes com pequenos volumes do solvente). A
soluco aquosa, que deveria conter o sideroforo livre de Fe (11I), foi finalmente liofilizada.

4.2.6.- UTILIZACAO BIOTECNOLOGICA DOS EXTRATOS COM ATIVIDADE
FOx DE T.aurantiacus

Uma fragdo com alta atividade FOx, obtida apés ultrafiltragio em membrana de 1kDa,
foi utilizada no tratamento dos efluentes da indastria papeleira. Um extrato com alta atividade
FOx, tratado com PVP ¢ concentrado por liofilizagdo, foi utilizado no tratamento de polpa
Kraft de Eucalipto.
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1) Tratamento de Efluentes da Industria Papeleira ‘

Efluente

O efluente utilizado neste estudo foi obtido ap6s o primeiro estagio de extrag@o alcalina (E;)
de uma polpa de madeira de Eucaliptus branqueada pelo processo Kraft, apresentando um pH
entre 9,5 € 13,0. O efluente foi fornecido pela RIPASA S A - Celulose e Papel, Limeira, S.P.

Condic¢des de Tratamento do Efluente

Antes de iniciar 0 tratamento, o efluente foi filtrado por membrana Millipore (0,45 yum) para
remover todas as particulas em suspensdo; posteriormente o pH foi ajustado para 4,0 com
H;50;4 2,0 N, e finalmente o efluente foi autoclavado a 121°C durante 10 minutos. Apo6s esta
etapa o efluente foi novamente filtrado e o pH ajustado para 4,0. Aliguotas de 5,0 mL do
efluente foram adicionadas a 200 mg do liofilizado (250 U/L de atividade FOx), ¢
posteriormente incubadas a 25°C sob condigdes estaticas e de agitagio (125 rpm), durante 72
horas. Amostras controle (contendo somente o efluente) foram incubadas nas mesmas
condigBes das amostras inoculadas. O experimento foi realizado em triplicata,

Determinacio da Cor dos Efluentes

A cor do efluente foi determinada sempre ap6s filtragdo do efluente por membrana Millipore
(0,45 um), e depois de ajustar o pH para 7,6 com tampao fosfato 0,1 M. Para ajuste do pH,
efluente e tamp#io foram misturados numa propor¢do de 1:2. Nestas condigdes a absorbancia
dos efluentes controles e inoculados, a tempo zero e depois de 72 h, foi lida em 465 nm,
contra um branco de agua destilada e tampao (ATLOW et alii., 1984).

Determinacdo dos Fenois Totais

O conteddo de fenois totais nos efluentes controles e inoculados, previamente filtrados, foi
determinado pelo método padrio descrito pela APHA ( 1989) com ¢ reagente de Folin-
Ciocalteu. A mistura de reagdo foi preparada pela adigdio de 250 pl de uma solugdio de
carbonato-tartarato € 25 uL de uma solugéo do reagente de Folin-Ciocalteu, para 1,0 mL de
efluente. A mistura foi incubada durante 30 min a 20°C, apés o qual a absorbancia foi lida a
700 nm contra um branco que continha agua no lugar do efluente. Os valores de absorbancia
foram expressos como mg/L de fendis totais utilizando-se fenol puro como padréo.

A solugdo de carbonato-tartarato foi preparada por dissolugio de 200 g de carbonato de sodio
e 12 g de tartarato de sodio em 1,0 L de 4gua destilada.

Distribuigdo de Massa Molecular das Cloroligninas contidas nos Efluentes

As mudancas na distribui¢o da massa molecular das cloroligninas contidas nos efluentes
foram estudadas por filtragdo em gel em coluna de Sephadex G-50 (1,5%60 cm). O V,, desta
coluna foi de 44,5 mL.. A coluna foi equilibrada e eluida com uma solugfio de NaOH- LiCl 0,1
N. Um mL de efluente, tratado e controle, previamente filtrado, foi aplicado 2 coluna e eluido
com um fluxo de 0,7 mL/min. Os cromatogramas foram obtidos por continuo monitoramento
da absorbéncia das cloroligninas em 280 nm (BERGBAUER et alii., 1992; WANG ef alii.,
1992).
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ii) Tratamento de Polpa Kraft de Eucalipto

Polpa

Utilizou-se uma polpa obtida de madeira de Eucalipto através do processo Kraft, produzida
na industria de Papel e Celulose Sio Simfo, Jacarei, $.P.. O nimero Kappa inicial da polpa
lavada foi de 16,5, a viscosidade de 42,3 cp e a consisténcia de 30% (30 g de polpa/100 mL
agua). A polpa foi utilizada como recebida, somente que o pH foi acertado com H,S0, 0,1N,
de acordo com cada experimento.

Condigdes de Tratamento da Polpa

Os diferentes tratamentos com o extrato ativo de T.aurantiacus, foram feitos utilizando-se 3,0
unidades de atividade FOx por grama de massa seca de polpa e 1,5 g de polpa (massa seca). A
consisténcia inicial da polpa foi de 30% e apos adicionar o volume desejado de extrato na
polpa, acrescentou-s€ agua até alcancar uma consisténcia de 10%. Como mencionado
anteriormente, o pH da polpa foi ajustado dependendo do experimento, trabalhando-se assim
com a polpa em pH 3,0 ¢ 5,0.

As misturas de polpa e extrato ativo foram colocadas dentro de sacos de polietileno e
incubadas em um banho a 50°C durante 30, 60 e 90 minutos. Posteriormente, as polpas foram
lavadas exaustivamente com agua destilada e secas sob luz infra-vermelha até massa constante.
Finalmente, nas polpas tratadas e nas polpas controles foram determinados alguns parimetros
de controle do processo de branqueamento como nimero Kappa e viscosidade, seguindo as
normas TAPPI (1988). As polpas controles ndo foram tratadas com o extrato ativo, porém
foram submetidas a0 mesmo processo de incubagio.

Tratamento da Polpa na presenca de ABTS

O efeito da adigio do composto ABTS no branqueamento da polpa Kraft de Eucalipto foi
estudado nas mesmas condigdes de tratamento anteriores. O ABTS, em concentragio de 1,0
mM, foi adicionado diretamente sobre a mistura do extrato ativo e a polpa, a pH de 3,0 e 5,0.
A incubagfo da mistura fo1 conduzida como descrito, a 50°C durante 90 minutos.

Extra¢do Alcalina das Polpas Tratadas

Apés o tratamento das polpas com o extrato contendo a atividade FOx, estas foram
submetidas a uma extragdo alcalina com 4,0% de NaOH, a 70°C durante 60 minutos. As
polpas controles tambem foram submetidas & extragdo alcalina. Apos a extragio alcalina, nas
polpas tratadas e controles foram determinados o niimero Kappa ¢ a viscosidade.

Determinagio do Nuimero Kappa

O nimero Kappa representa a branqueabilidade ou grau de deslignificagio de uma polpa de
celulose e € definido como o nimero de mL de uma solugio de KMnO, 0,1N consumido por
1,0 grama de polpa seca. Os resultados sdo corrigidos para dar um consumo de 50% de
KMnQ, em contato com a amostra (TAPPI T-236 0s-76).

Cada amostra de polpa destinada a determinagio do niimero Kappa, pesando entre 0,5 e 1,0g
massa seca, foi cuidadosamente desintegrada, até ficar livre de grumos e feixes de fibras nio
dispersas. As amostras foram transferidas para um Erlenmever de 300 mL, realizando-se
numerosas lavagens com 140 mL de agua destilada. A temperatura do sistema foi ajustada em
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259C. Posteriormente, o Erlenmeyer contendo a polpa foi colocado num banho de
temperatura constante, assegurando uma temperatura de 25 £ 0,1°C durante toda a reagio. A
suspensdo foi agitada continuamente com auxilio de uma barra magnética, devendo ser
controlada para ndo introdugzir ar na mistura.

Para polpas de celulose com baixos teores de lignina, com um Kappa entre 2,5 e 35,
pipetaram-se 25 ml. de KMnO; 0,1000 =+ 0,0005 N num Erlenmeyer de 125 mL e
adicionaram-se 25 mL de H,;S0, 4,0 N. Esta solugo foi adicionada ao Erlenmeyer contendo a
polpa e simultineamente o tempo de incubagio foi cronometrado durante 10 minutos. Lavou-
se entdo com 50 mL de 4gua destilada, que foram adicionados & mistura de reagiio. A reagdo
foi interrompida depois dos 10 minutos, por adi¢iio de 5,0 mL de KI 1,0 M.

O 1odo livre presente na suspensio foi titulado com tiossulfato de sodio (NazS;05) 0,1000 +
0,0005 N imediatamente ap0s a mistura, mas sem filtrar as fibras, e até a solugfo ficar com
uma tonalidade amarelo claro. Em seguida, foram adicionadas duas gotas de solugfio de amido
€ a titulagdo foi conduzida até a viragem da cor azul para branca.

Um branco foi preparado utilizando o mesmo procedimento, porém sem a polpa de celulose.
Neste caso a mistura foi titulada com Na,S,0; imediatamente,

Finalmente, o valor do nimero Kappa foi calculado através das seguintes equagdes:

K-PxfiP)Yx fiT)
w

P_(b-a}N
0.1

2

onde:

f (P) = Fator de corregdo do consumo de KMnO, a 50%; dependendo do valor de p. Ver
Tabela 1A (Apéndice 1)

f(T) = Fator de corregdo da temperatura. Ver Tabela 2A (Apéndice 1)

= Peso (em gramas) da polpa seca

Volume (ml.) de KMnO, 0,1 N consumido pela amostra de polpa

Volume (mL.) de Na,S8,0; consumido pelo branco

Volume (mL) de Na,8;0; consumido pela amostra de polpa

Normalidade do Na,S,0,

[

Z® o g
i

f

Determinagio da Viscosidade

Para determinagio da viscosidade da polpa de celulose foi utilizado o método do Tubo Capilar
(TAPPI T-230 su-63).

A amostra de polpa seca, pesando exatamente 0,125 g , foi colocada em um frasco pequeno €
com tampa, ¢ em seguida foram adicionados 25 ml. de uma solugio de etilenodiamina ciprica
0,5 M. A mistura fo1 agitada durante 10 minutos com uma barra magnética e transferida para a
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pipeta de viscosidade Fenske-Oswald, previamente aferida com oleo padrio e usada dentro
dos limites de viscosidade apropriados. O tempo de escoamento foi cronometrado.
Finalmente, a viscosidade da polpa de celulose foi calculada em centipoises, de acordo com a
seguinte equacao :

| Vip)=Kxtxd |

onde;

V = Viscosidade da celulose em centipoises

K = Constante da pipeta

t = Tempo de escoamento em segundos

d = Densidade da solugio de celulose (1,052)

Calculo da Eficiéncia de Deslignificaciio e Seletividade
A eficiéncia de deslignificagdo e a seletividade do processo de branqueamento foram
determinadas através das seguintes relagdes:

% Eficiéncia de Deslignificagio ~ NQ Kappa inicial - N@ Kappa final , 100
NO Kappa inicial

Seletividade = % Eficiéncia de Deslicnificacio
% Reducio da Viscosidade
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5.- RESULTADOS E DISCUSSAQ

PARTE 1
PRODUCAO DE ATIVIDADE FENOLOXIDASICA POR T.aurantiacus

A produg¢do de enzimas ligninoliticas extracelulares por fungos que decompdem madeira
esta diretamente relacionada com a composicio do meio de cultura e as condigoes fisico-
quimicas de incubac&o (FAISON e KIRK, 1985; NIKU-PAAVOLA ef alii., 1990, MOYSON
e VERACHTERT, 1993). Em relagio a composi¢io do meio, a escotha de um substrato
apropriado ser4 determinante na produgio das enzimas ligninoliticas. Dependendo da espécie
fingica, muitas vezes € necessaria a adigdo de um substrato indutor no meio de cultura para
estas enzimas serem produzidas.

A cepa brasileira do fungo térmofilo 7.aurantiacus mostrou capacidade para produzir
atividade FOx e degradar alguns dos componentes da madeira, quando cultivado em meio
contendo serragem ou cavacos de E.grandis (MACHUCA e DURAN, 1993). Visando
otimizar a produg@o de atividade FOx por T.aurantiacus, diversos pardmetros do meio de
cultura foram estudados.

L1.- EFEITO DE DIFERENTES SUBSTRATOS LIGNOCELULOSICOS

E sabido que a utilizagdo de substratos lignoceluldsicos, tais como serragem de madeira,
casca de arroz, bagaco de cana de agicar, polpa quimio-termomecénica, farelo ou palha de
trigo, etc., estimula a produgio de fenoloxidases em muitos fungos (KOFUJNITA et alii., 1991;
LEONTEVSKII ef alii., 1992, MASAPHY e LEVANON, 1992; GOLOVLEVA et alii.
1993). Sendo assim, o fungo T.aurantiacus foi cultivado, sob condi¢hes estacionarias, em
meio liquido contendo diferentes substratos polissacaridicos de natureza hignocelulosica,
exceto o farelo de trigo, que € constituido principalmente de carboidratos e proteina
(v.Material e Métodos).

Diversas atividades ligninoliticas foram produzidas por 7.aurantiacus quando cultivado
em meio liquido contendo diferentes fontes polissacaridicas, durante 10 dias a 48°C. A adigdo
de um substrato polissacaridico 3 cultura claramente induziu as atividades ligninoliticas em
relagao & cultura contendo 0,5% de glicose ¢ sem substrato polissacaridico (Tabela 1). Alias
atividades FOx tipo lacase (determinada pela oxidacio de o-dianisidina) foram obtidas com as
diferentes fontes polissacaridicas, exceto com cavacos. Quando o fungo foi cultivado em
cavacos de E.grandis o crescimento foi demorado e com pouca produgio de massa micelial,
podendo ser um dos motivos das baixas atividades ligninoliticas observadas (Tabela 1). A
formacdo de massa fungica foi estimada somente em forma visual, uma vez que a sua
quantificagdo ndo foi possivel devido & dificuldade em separar a massa micelial do substrato.



TABELA 1: Efeito de Diferentes Substratos Lignocelulosicos na Producio de Atividade
Ligninolitica por T.aurantiacus
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Substrato Lacase Peroxidase MnP AVO CBQ

(1,5%)3 (UI/L) (UI/L) (U/L) (UV/L) (U/L)
Controle? 1,30 0,0 1.1 0,0 2,07
Serragem® 707.6 0,0 15,0 0,0 15,9
Cavacos® 78,9 0.0 0,0 0.0 ndd
Bagaco de cana 630,2 1305 115,0 3,20 9.8
Casca de arroz 609,0 210,2 130,2 0,0 8.5
Farelo de trigo 793.0 0,0 257 4,60 nd.

a: A cultura contém 1,5%(m/v) do substrato mais 0,5% de glicose
b: O controle contém somente 0,5% de glicose

¢: Serragem € cavacos de madeira de E.grandis

d: Atividade nio determinada

O desvio padrio dos valores de atividade variou entre 1-3%

Bagaco de cana de agucar e casca de arroz, diferentemente dos outros substratos,
induziram atividade FOx do tipo lacase e peroxidase. Ji a manganés-peroxidase (MnP), foi
induzida, em maior ou menor grau, por todos 0s substratos estudados, exceto por cavacos de
madeira de E.grandis. Celobiose-quinona oxidoredutase (CBQ), uma enzima que participa do
metabolismo fingico de carboidratos e lignina (ANDER, 1994), também esteve presente nas
diferentes culturas. A atividade de alcool-veratrilico oxidase (AVO), determinada pela
oxidagdo do alcool veratrilico, em auséncia de HyO,, somente esteve presente nas culturas
contendo bagago de cana e farelo de trigo. Quando o Hp09 foi adicionado ao meio de reacio
com alcool veratrilico (determinagio tipo LiP) as atividades foram iguais que na sua auséncia,
indicando que a enzima presente na cultura ¢ do tipo oxidase (AVO) e nio peroxidase (LiP).

A produgio de atividade FOx, principalmente do tipo lacase, por I. aurantiacus mostra-
se economicamente atraente, uma vez que todos os substratos utilizados como indutores sio
de baixo custo e facilmente disponiveis, alguns deles como residuos lignoceluldsicos.
Perspectivas futuras também podem incluir a utilizagiio de T.aurantiacus e estes substratos na
producdo de proteina unicelular (“single cell protein™) ou no enriquecimento de residuos para
rag@o animal, visto que, a exce¢io dos cavacos, todos estimularam a produg@o de grandes
quantidades de massa micelial.

Uma vez que serragem de E.grandis e farelo de trigo induziram as méaximas atividades
FOx do tipo lacase, diferentes experimentos foram conduzidos com estes substratos com o
objetivo de otimizar sua produgio por 7.aurantiacus.

A cinética de produgio extracelular da atividade FOx durante o crescimento de
Taurantiacus em cultura liquida contendo 1,5% (m/v) de serragem de E.grandis como
substrato e 0,5% de glicose como co-substrato ¢ mostrada na Figura 11. Resultados prévios
indicaram que nestas condigbes foi obtida a melhor degradacio de madeira de E.grandis por
T.aurantiacus (MACHUCA e DURAN, 1993).
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FIGURA 11: Cinética de Produgfio de Atividade FOx por T.aurantiacus. Crescimento em
meio de cultura contendo 1,5% de serragem mais 0,5% de glicose, pH inicial de 6,0, 480C,
sob condigles estacionarias. Atividade FOx determinada com 1mM de o-dianisidina (@) e de
siringaldazine (&), Consumo de glicose (x) e produgfo de proteina extracelular (®) durante o
crescimento do fungo.

A atividade FOx tipo lacase foi determinada pela oxidagio de o-dianisidina e
siringaldazine, na auséncia de HpO5. A produc¢do de proteina extracelular e o consumo de
glicose durante a incubagdo também aparecem incluidos na Figura 11. Um aumento na
produgdo de atividade FOx foi observado apds o quinto dia de crescimento, quando a
concentragio inicial de 5,0 g/L de glicose do meio de cultura cai para aproximadamente 0,5
g/L.. A atividade FOX apresentou um pico maximo no décimo segundo dia de incubagio, sendo
que o mesmo perfil de produciio foi observado quando o-dianisidina e siringaldazine foram
utilizadas para determinar a atividade, indicando a existéncia de uma mesma enzima
responsavel pela oxidag@o de ambos substratos. A produgdo de proteina extracelular aumentou
da mesma forma que a atividade FOx, apds o quinto dia de crescimento, porém, o pico de
maxima produgdo proteica ndo coincidiu com o da atividade FOx.
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FIGURA 12: Variag#o do pH durante o cultivo de T.aurantiacus. O meio de cultura contém
1,5% de serragem mais 0,5% de glicose, pH inicial de 6,0 (meio nio-tamponado), incubado
489C. Variagdo do pH em uma cultura inoculada (A) ¢ em uma cultura controle (A).

A varia¢do do pH do meio de cultura no decorrer da incubagio com 1,5% de serragem,
mostrou comportamentos diferentes para a cultura nio inoculada (controle contendo somente
o substrato lignocelulosico) e a cultura inoculada (Figura 12). Enquanto no controle o pH que
inicialmente era de 6.0 tende & acidificacfio, nas culturas inoculadas aumenta até valores acima
de 8,0. Este comportamento foi mais acentuado nas culturas contendo substratos
lignocelulésicos do que naquelas contendo glicose como unico substrato, onde o pH
geralmente n3o excedeu o valor de 6,5. Assim, a mudanca de pH nas culturas inoculadas
parece estar relacionada com a produgio de atividade FOx pelo fungo, uma vez que em
culturas com baixa ou nenhuma atividade o pH manteve-se numa faixa de 6,0 a 6,7 (resultados
nao mostrados).

Diferentes quantidades de serragem foram adicionadas & cultura com o objetivo de
escolher a melhor concentragio para a inducdo da atividade FOx (Figura 13). A atividade FOx
foi determinada no décimo dia de crescimento fiingico pela oxidagio de o-dianisidina e
siringaldazine, na auséncia de H,O,. A melhor atividade foi obtida entre 1,0 e 2,0% (m/v) de
serragem, com uma Otima produgio em 1,5% e uma queda acima de 2,0%. Novamente o
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comportamento da induc#o da atividade FOx determinada pela oxidagio de o-dianisidina ¢ de

siringaldazine foi semelhante.

A adi¢do de H,0, ao meio de reagio contendo o-dianisidina (determinagio de atividade
tipo peroxidase), sob as mesmas condigbes de determina¢do de lacase, nfio aumentou a
velocidade de oxidagdo do substrato. Ou seja, a reagdo demonstrou ser independente da
adigdo de H,0,, ¢ portanto a atividade FOx presente no caldo extracelular de 7 aurantiacus

induzido com diferentes concentragdes de serragem, apresentou caracteristicas de lacase e nio
de peroxidase. Isto € valido desde que o H;O, nfo esteja presente no caldo extracelular do
fungo como resultado da agio de outras enzimas tais como glioxal oxidase, glicose oxidase ou
aril-alcool oxidase (GUILLEN et alii., 1992 e 1994).
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FIGURA 13: Efeito da quantidade de serragem sobre a producdo de Atividade FOx
T.aurantiacus. Atividade foi determinada com 1mM de o-dianisidina (&) e siringaldazine {
no décimo dia de crescimento com 0,5% de glicose como co-substrato, a 48°C, sob condigSes
estacionarias.

A produgio de atividade FOx em culturas induzidas com 1,5% de farelo de trigo €
mostrada na Figura 14, A atividade tipo lacase, determinada pela oxidagdo de o-dianisidina, foi
rapidamente produzida alcangando um maximo de 1,4 (UI/mL) no décimo dia de crescimento.
A adigdo de 0,5% de glicose & cultura contendo 1,5% de farelo de trigo ndo aumentou a
producdio da atividade, pelo contrario, a presenga de glicose pareceu reprimir e retardar o
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aparecimento da atividade FOx. O pH do meio, inicialmente ajustado em 6,0, apresentou o
mesmo comportamento que na cultura com serragem. Quando a méxima atividade FOx foi
atingida, o pH do meio encontrava-se entre 7,5 e 8,3, mantendo-se elevado até o final da
cultura (20 dias). A proteina extracelular ndo foi dosada nas culturas contendo farelo de trigo,
visto que foram observadas interferéncias com os métodos de determinagio (Biureto, Bradford
¢ Lowry), provavelmente devido ao alto contetdo proteico do substrato.

1.6
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FIGURA 14: Cinética de produgdo de Atividade FOx por laurantiacus. Produgio de
atividade FOx duramnte o crescimento em meio de cultura contendo 1,5% de farelo de trigo
com {3} e sem (@) glicose, pH 6,0, 4 489C, sob condi¢Ges estacionarias. Variagio do pH do
meio de cultura (A) durante o crescimento flingico.

O efeito de concentragdes de farelo de trigo menores que 1,5%, na indugdo da atividade
FOx, foi semelhante ao efeito observado com iguais concentragBes de serragem, porém acima
de 1,5% a atividade manteve-se elevada e praticamente constante (Figura 15).

Assim, apesar do farelo de trigo e da serragem induzirem uma alta atividade FOx, o
substrato polissacaridico demonstrou diversas vantagens frente ao substrato lignoceluldsico.
Quando farelo de trigo foi utilizado, a méxima atividade FOx foi produzida mais rapidamente
(variando entre 8 a 13 dias em diferentes culturas). Devido ao alto conteiido em carboidratos
do substrato nfo houve necessidade da adicio de um co-substrato como glicose, e finalmente,
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os niveis de atividade alcangados com farelo de trigo foram muito superiores aos alcangados
com serragem.

Resultados semelhantes foram obtidos por KOFUJITA e colaboradores (1991), com o
fungo Z.edodes cultivado em meio contendo madeira e farelo de trigo. Os autores observaram
uma maior indugdo de lacase nas culturas contendo farelo de trigo, justificando o fato pelo alto
conteido em carbono e nitrogénio, além de alguns fatores de crescimento presentes nesse
substrato. ‘ '

O farelo de trigo ja foi muito utilizado como substrato em fermentacdes solidas e
liquidas, para produgdo de uma variedade de enzimas lignoceluloliticas por fungos. Devido a
sua composigdo quimica, principalmente o alto conteudo proteico, o farelo de trigo é capaz de
sustentar um bom crescimento fingico, além da inducdo de aitos teores enzimaticos (LIN et
alii., 1993, ORTH et alii., 1993).
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FIGURA 15: Efeito da Concentrago de Farelo de Trigo na Producdo de Atividade FOx por
T.aurantiacus. A atividade FOx foi determinada no oitavo dia de crescimento a 489C, pH 6,0
e sob condigdes estacionarias, utilizando-se 1mM de o-dianisidina.

L2.- EFEITO DA CONCENTRACAO DE GLICOSE

A presenga de um co-substrato numa cultura contendo lignina ou algum material
lignocelulosico € essencial para o crescimento e degradagiio de lignina por fungos (KIRK e?
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alii., 1976; HATAKKA e UUSIRAUVA, 1983; LEATHAM, 1986). O co-substrato deve ser
uma fonte de carbono facilmente metabolizavel (geralmente glicose) para sustentar o
crescimento do mnicrorganismo na fase inicial da cultura (metabolismo primario). A
concentragdo deste deve ser controlada, uma vez que um excesso pode estimular uma boa
produgdo de massa celular, mas também pode inibir a produgéio enzimatica.

O fungo T.aurantiacus ¢ capaz de metabolizar glicose e alcangar uma velocidade de
crescimento maior que quando outras fontes de carbono sdo utilizadas no meio de cultura,
porém, a produgdo de atividade FOx em meio contendo somente glicose como substrato foi
muito baixa (MACHUCA, 1991).

Diferentes concentragdes de glicose foram adicionadas & cultura de Z.aurantiacus e o
efeito sobre a producgio de atividade FOx foi estudado. Nas concentragdes de 0,2 e 0,5% de
glicose foram produzidas as maiores atividades, porém concentragdes acima de 1,0% inibiram
quase que completamente a producdo da atividade (Figura 16).
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FIGURA 16: Efeito da Concentragio de Glicose na Produgio de Atividade FOx por
Laurantiacus. A cultura, incubada a 48°C, sob condigies estacionarias, contém 0,2 (@), 05"
(m), 1,0 (#) e 1,5%(A) de glicose, pH 6,0. A atividade foi determinada utilizando-se ImM de
o-dianisidina.
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O aumento na concentragdo de glicose conduziu a um aumento na produgdo de proteina
extracelular € no crescimento ou produgio de massa fungica, determinada como peso seco. O
aumento excessivo de formagio de massa fngica nas concentragdes de 1.0 e 1,5% de glicose,
pode dificultar a troca gasosa na cultura, conduzindo 4 inibigdo da atividade (Tabela 2y O
aumento da proteina extracelular que acompanha o aumento da concentracio de glicose, deve
estar relacionado a produg@o de outras atividades enzimaticas, diferentes da atividade FOx.

TABELA 2: Efeito da Concentragio de Glicose na Produggo de Atividade FOx, Proteina
Extracelular e Crescimento de 7.qurantiacus

Concentragio Atividade Proteina Peso Seco
de Glicose(%) FOx (U/mL)2 (mg/mL)2 (mg)®
0,0 0,000 0,00 2,30
0,2 0,058 0,04 24,3
0,5 0,053 0,12 57,7
1,0 0,0006 0,19 102,4
1,5 0,0002 0,23 193,5

a: A atividade FOx (oxidagio de o-dianisidina) € a proteina extracelular foram
determinadas no sexto dia de incubagio
b: O peso seco foi determinado no final da cultura (10 dias)

Quando as mesmas concentragdes anteriores de glicose foram testadas na presenca de
1,5% de serragem de E.grandis, foram obtidos diferentes niveis de atividade FOx que
dependeram da concentragéo do co-substrato (Figura 17). A melhor produgio de atividade
FOx foi observada com 0,2 e 0,5% de glicose como co-substrato. A maxima atividade obtida
com 0,5% de glicose, na presenga de 1,5% de serragem (15 dias) foi cerca de 8 vezes maior
que a méaxima atividade obtida nas mesmas condi¢des, porém na auséncia do substrato indutor
(8 dias, Figura 16). A atividade FOx na presenga de serragem e diferentes concentragdes de
glicose, em geral foi produzida apds o décimo dia de incubagio e manteve-se elevada durante
um tempo maior do que na cultura contendo somente glicose (Figura 16).
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FIGURA 17: Efeito da Concentragdo de Glicose como co-Substrato na Producio de
Atividade FOx por Zlauraniiacus. A cultura, incubada & 48°C sob condigdes estacionarias,
contém 1,5% de serragem como substrato indutor mais 0,0 (W), 0,2(4), 0,5(®), 1.0(¥) e
1,5%(#) de glicose, pH 6,0. A atividade foi determinada utilizando-se 1mM de o-dianisidina.

Os resultados obtidos sugerem que a produgdio da atividade FOx em meio contendo
glicose € constitutiva e que concentragdes acima de 1,0 %, ainda que na presenca de um
substrato indutor, reprimem a producdo da atividade. A auséncia completa de glicose como
co-substrato em culturas contendo serragem foi desfavoravel para o crescimento fiingico,
consequentemente para a producdo de atividade FOx pelo fungo (Figura 17). Resultados
prévios mostraram que a presenca de glicose como co-substrato era essencial para a
degradagio de madeira de E.grandis por T.aurantiacus (MACHUCA e DURAN, 1993). Da
mesma forma, a presenca de glicose, em baixas concentragdes, mostrou ser essencial para uma
otima produgio de atividade FOx por Taurantiacus, em culturas contendo um substrato
lignocelulosico como serragem de E.grandis.
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1.3.- EFEITO DE UM INDUTOR S{NTETIC_O

A produgio de fenoloxidases fungicas € dependente da composi¢io do meio de
crescimento, e muitas vezes da presenga de um composto aromatico que atue como indutor
(LUNDELL e alii.., 1990, ROGALSKI er alii.,, 1991, LEONTIEVSKII er alii., 1992).
Existem estudos mostrando que compostos aromaticos como anilinas substituidas de carater
toxico ndo sO induzem a produgio de atividade lacase em fungos, como também podem ser
substratos destas enzimas (BOLLAG e LEONOWICZ, 1984, HOFF et alii, 1985;
SHUTTLEWORTH et alii., 1986), como € 0 caso da p-anisidina ou p-metoxianilina.

Com o objetivo de comparar o grau de indugdo provocada por um composto aromatico,
pequeno e solivel, com a indugdo provocada por um substrato lignocelulosico insolivel,
estudou-se o efeito de p-anisidina tanto no crescimento fiingico quanto na produgio de
atividade FOx por 7. aurantiacus. Por outro lado, a utilizagdo de um indutor sintético no lugar
de um substrato lignocelulosico, teria a vantagem de proporcionar um meio de cultura
homogeéneo e livie dos interferentes da determinagdo de proteina extracelular e as vezes da
propria determinagdo enzimatica, além de permitir determinar o crescimento fungico através
da quantificagio da massa micelal produzida.

As culturas foram preparadas com 0,5% de glicose (pH 6,0) e diferentes concentracdes
do indutor p-anisidina foram adicionadas a cultura 5 dias apos iniciada a incubacdio. A cultura
contendo somente 0,5% de glicose como substrato foi utilizada como controle.

Até o quinto dia de crescimento, quando foi adicionado o indutor, o fungo tinha formado
uma abundante massa micelial acompanhada de baixos niveis de atividade FOx (Figura 18). A
adi¢do de diferentes concentragdes de indutor aparentemente nio afetou o crescimento fingico
determinado como peso seco no final do periodo de incubagdo (Tabela 3). Concentrages de
1,0 e 3,0 mM de p-anisidina provocaram um aumento significativo de massa micelial quando
comparada com o controle.

Os teores de proteina extracelular produzida por T.aurantiacus foram maiores nas
culturas contendo 1,0 e 3,0 mM de p-anisidina do que no controle. Com 5,0 mM do indutor o
teor de proteina diminuiu, porém a produgdo de massa micelial ndo foi significativamente
afetada (Tabela 3).

TABELA 3: Efeito da p-Anisidina no Crescimento e na Producio de Atividade
FOx por T. Aurantiacus

Cultura Atividade Proteina Peso seco
FOx(UI/mL)2 (mg/ml.) (mg)b
0,5% glicose +
0 mM indutor 0,031 (9) 0,09 77,90
1 mM indutor 0,071 (24) 0,16 116,30
3 mM indutor 0,306 (24) 0,19 116,1
5 mM indutor 0,032 (24) 0,06 98.5

a: Atividade determinada pela oxidacio de o-dianisidina

b: Peso seco determinado no final da cultura (24 dias)

Entre parénteses esta indicado o dia em que foram determinadas a atividade
FOx e a concentragédo de proteina
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FIGURA 18: Efeito de p-Anisidina na Produgfio de Atividade FOx por T.awrantiacus. A
cultura contém 0,5% de glicose e 0,0 (0), 1,0(A), 3,0(@®) e 5,0 mM(®) de p-anisidina, pH
6,0. O indutor foi adicionado no quinto dia de incubagio (indicado pela seta), & 48°9C, sob
condi¢Oes estacionarias . A atividade foi determinada com 1mM de o-dianisidina.

Concentragdes de 1,0 e 3,0 mM do indutor estimularam a produgio de atividade FOx em
T.aurantiacus, sendo que 3,0 mM aumentou em 10 vezes a atividade em relagiio ao controle
(Figura 18, Tabela 3). Portanto, da mesma forma como foi observado para indutores
lignocelulodsicos, existe uma relagdo Stima entre a concentragdo do indutor e a produgio de
atividade FOx pelo fungo.

Estudos conduzidos com o fungo deuteromiceto de solos Rhizoctonia practicola,
mostraram que de uma série de anilinas substituidas, p-anisidina foi o mais efetivo indutor de
lacase, e que o grau de inducdo dependia da concentragio do indutor, do tempo da adi¢io do
indutor na cultura e da temperatura de incubagdo. A mudanga na cor do caldo de cultura
indicou que a p-anisidina, além de atuar como indutor, foi oxidada pela lacase do fungo
(SHUTTLEWORTH et alii., 1986). As culturas inoculadas com I aurantiacus, contendo o
indutor em diferentes concentragdes, também mudaram de cor quando comparadas com um
controle preparado em forma semelhante, porém no inoculado. O controle permaneceu cor de
rosa (cor da p-anisidina em solugdo) durante toda a incubagio, enquanto que na cultura
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inoculada a cor mudou do rosa para o amarelo claro, provavelmente devido alguma
modificagdo no composto provocada pela atividade FOx de 7.aurantiacus.

Resultados prévios mostraram a capacidade do T.qurantiacus para crescer em meio
sélido contendo uma variedade de compostos aromaticos de tipo fenolico e nio-fenélico
relacionados com lignina, os quais muitas vezes podem atuar como fortes inibidores do
crescimento de algumas espécies fingicas (MACHUCA e DURAN, 1995). Em meio liquido a
presenca de um composto aromatico como p-anisidina nfio somente permitiu um bom
crescimento fingico como também induziu a atividade FOx, porém a magnitude da indugio foi
muito menor ¢ o tempo de incubagiio até a maxima produgdo foi maior do que nas culturas
induzidas com substratos lignoceluiosicos insoliiveis nas condi¢des utilizadas.

L4.- EFEITO DO TIPO E TAMANHO DO INOCULO

Os caldos de cultura contendo serragem (1,5%) mais glicose (0,5%) e farelo de trigo
(1,5%) foram inoculados com 7.aurantiacus, através de dois métodos diferentes (v.Material e
Meétodos).

Um método consistiu na inoculagio de 100 mL de caldo de cultura com diferentes
volumes de uma suspensdo de micélio. Quando as culturas contendo serragem foram
inoculadas desta forma, o crescimento fingico foi demorado, com pouca formagio de massa
micelial, e o aparecimento da atividade FOx foi retardado. Ao aumentar o tamanho do indculo
para 6,0 mL, a atividade com serragem aumentou, porém os valores alcancados foram muito
baixos. Com farelo de trigo o comportamento da atividade FOx foi semelhante, aumentando a
produgdo com o aumento do tamanho do indculo, porém os valores alcancados com farelo de
trigo foram muito maiores que com serragem, € o aparecimento da atividade foi mais rapido
{Tabela 4).

Um segundo meétodo de inoculagdo foi utilizado com o objetivo de tentar acelerar o
crescimento fingico e a produgfio de atividade FOx. Este consistiu na inoculaco direta dos
caldos com um a trés discos de agar-micélio (6,0 mm de didmetro) em 100 mL de caldo de
cuitura. Nas culturas induzidas com serragem observou-se um efeito positivo em relagio ao
método de inoculag@c anterior. O crescimento fingico foi mais rapido, com maior produgio
de massa micelial, e as atividades FOx foram maiores que as obtidas pelo outro método de
inoculagio. O tamanho do inoculo, quando utilizados os discos de agar, foi critico na
produgio da atividade FOx, uma vez que a adicio de mais de um disco diminuiu
significativamente a atividade. Em relagio ao método de inoculagio anterior, nas culturas
contendo farelo de trigo a inoculagio com discos de agar-micélio nfio acelerou o crescimento e
um aumento da atividade FOx foi observado. Semelhante ao observado com serragem, o
aumento do tamanho do indculo sélido para 3 discos provocou uma diminuigio da atividade
FOx (Tabela 4).

A adigdo de 3 discos de agar-micélio estimulou a produgfio de abundante massa micelial
que cobriu a superficie das culturas contendo serragem e farelo de trigo, provavelmente
dificuldando a oxigenagio ou a troca gasosa com a cultura, que por sua vez poderia ser
responsavel pela queda na atividade FOx observada nestas condigdes.



TABELA 4: Efeito do Tipo e Tamanho do Inoéculo na Producgio de Atividade FOx
por Laurantiacus

Tipo Tamanho Atividade FOx(Ul/mL)2 Atividade FOx(UL/mL)
Serragem Farelo de trigo

Suspensdo 2,0 0,031 (17) 0,350 (12)
(mL) 4,0 0,046 (20) 10,574 (10)
6,0 0,062 (15) 0,782 (10)
Discos de 1 0,652 (12) 0,905 (9)
agar-miceélio 2 0,120 (10) 0,875 (12)
3 0,051 (13) 0,536 (13)

a: A atividade foi determinada pela oxidagio de o-dianisidina
Entre parénteses estd indicado o dia em que foi determinada a atividade FOx

De acordo com os resultados, a inoculagdio do T.qurantiacus na forma de discos de agar-
micélio, favoreceu a producio de atividade FOx, tanto nas culturas com serragem quanto com
farelo de trigo. A melhor relagdo de inoculo-cultura para a producio da atividade FOx foi de
um disco de agar-micelio para cada 100 mL de caldo de cultura.

L5.- EFEITO DA AGITACAO E OXIGENACAO DAS CULTURAS

O efeito da agitacdo das culturas na produgiio de atividade FOx por T.aurantiacus foi
estudado utilizando-se um incubador rotatorio numa velocidade de 100 rpm. Nestas condigdes
o fungo cresceu rapidamente e, a diferenga do observado sob condigdes estacionarias onde as
hifas se estenderam na superficie do caldo de cultura formando uma massa micelial, estas
deram origem a um micelio compacto na forma de esferas ou "pellets” que permaneceram em
suspensdo. A produgéo de atividade FOx foi acelerada, apresentando um maximo no quinto
dia de incubagio, porém, os valores alcangados foram menores que sob condigdes
estacionanias (Figura 19).

Embora a agitagio seja comumente utilizada para aumentar a pressdo parcial de oxigénio
e a homogeneizacdo em culturas submersas, dependendo da espécie fungica, muitas vezes ¢
possivel observar uma inibigio do sistema enzimético ligninolitico (LiP e Ilacases,
principalmente), como no caso de diversos fungos que decompdem madeira (KIRK et alii.,
1978; NIKU-PAAVOLA et alii, 1990, MOYSON e VERACHTERT, 1993;
LEONTIEVSKY ef alii., 1994). Da mesma forma, no caso de T.aurantiacus a agitagio das
culturas, ainda que na presenca de serragem como indutor, provocou uma diminuicio da
atividade FOx.

Quando as culturas contendo serragem (1,5%) e glicose (0,5%), sob condi¢Bes
estacionarias foram oxigenadas, um leve aumento na produgio de atividade FOx foi
observado. Diferentemente da cultura sem oxigenagio, a queda na atividade FOx foi mais
demorada apés o décimo segundo dia de incubago (Figura 20).

O nivel de oxigénio dissolvido numa cultura € um fator determinante na degradacio de
lignina por diversos fungos ligninoliticos. Assim, altas tensdes de oxigénio estimulam a
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produgdo de LiP, e por conseguinte, a degradagio de lignina em culturas submersas de
P.chrysoporium (KIRK et alii,, 1978, FAISON e KIRK, 1985). Porém, a dependéncia de
diferentes niveis de oxigénio do sistema enzimatico ligninolitico varia grandemente com a
espécie fingica.

No caso de 7 .auramtiacus, a agitacdo e oxigenagio ndo afetaram significativamente a
produgio de atividade FOx em culturas submersas contendo serragem. Assim, condigbes
estacionarias e sem oxigenacdo, porém aerdbicas, foram preferidas para produgao da atividade
FOx por Tauranticecus em cultura submersa contendo algum substrato lignocelulosico.
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FIGURA 19: Efeito da Agitagio das Culturas na Produgio de Atividade FOx por
T.aurantiacus. As culturas em condigdes agitadas e estacionarias contém 0,5% de glicose sem
(3) e com {O) 1,5%%6 de serragem a pH 6,0. Os simbolos cheios representam as culturas sob
condigdes estacionarias e os vazios as culturas sob agitacio.
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FIGURA 20: Efeito da Oxigenacio das Culturas na Producio de Atividade FOx por
Taurantiacus. O meio de cultura contém 1,5% de serragem mais 0,5% de glicose, pH 6,0.
Produgdo de atividade com (@ ) e sem (-O ) oxigenacéo, a 489C.

L6.- EFEITO DO pH DO MEIO DE CULTURA

O efeito do pH na produgio de atividade FOx foi estudado em culturas contendo 1,5%
de serragem e 0,5% de glicose. Os meios de cultura ndo foram tamponados, assim o pH inicial
do meio foi ajustado com HCl ou NaOH entre 4,0 e 9,0, antes da esterilizagio . Utilizou-se
também uma cultura sem ajuste de pH, ou seja pH do caldo Czapek apos preparagdo e antes
de esterilizar (pH 7,3).

Nos meios mais acidos ou mais alcalinos (pH 4,0, 5,0 e 9,0) a atividade FOx nio foi
produzida. Altas atividades foram observadas nos pHs 6,0 € 8.0, com um pico de produgio no
oitavo dia de crescimento. Em pH 7,3, a producfio da atividade foi mais demorada que nas
culturas em pH 6,0 e 8,0, atingindo um méximo apos 12 dias de crescimento (Figura 21).
Assim, pHs mais perto da neutralidade favoreceram a produggo da atividade FOx.
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FIGURA 21: Efeito do pH do Meio de Cultura na Produgdo de Atividade FOx por
T qurantiacus. As culturas contém 1,5% de serragem mais 0,5% de glicose € o pH inicial
ajustado para 4 (O), 5 (1), 6 (@), 8 (A)e 9 (W). Caldo sem ajuste de pH (¥) (pH 7,3).

Anteriormente foi observado que quando T.aurantiacus cresceu em cultura contendo um
substrato lignocelulosico a tendéncia do pH foi aumentar (Figura 12), a0 mesmo tempo que
um aumento da produgéo de atividade FOx foi observado. Ao estudar o efeito do pH inicial da
cultura confirmou-se o fato de que pHs numa faixa de 6,0 a 8,0 favoreceram a produgdo da
atividade FOx por 7.aurantiacus. O comportamento do T.aurantiacus em relagio ao pH do
meio foi diferente do observado com P.radiata, P.chrysosporium, L.edodes e outros
conhecidos fungos ligninoliticos, onde um pH de 4,5 favorece a degradacio de lignina e
portanto a produgio das enzimas ligninoliticas (HATAKKA e UUSI-RAUVA, 1983; BOYLE
et alii., 1992). O pH escolhido para producio de atividade FOx por T.aurantiacus em cultura
submersa foi de 6,0, uma vez que este também foi 0 melhor pH determinado anteriormente
para o crescimento do fungo (MACHUCA, 1991).

As condigdes fisico-quimicas da incubag@o em meio liquido afetaram significativamente a
produgdo de atividade FOx por I.aurantiacus. A presenca de um substrato indutor de
natureza lignocelulosica, mais do que um indutor sintético, foi essencial para o aparecimento
de altos teores da atividade. O efeito do tipo e tamanho de inéculo foi muito significativo na
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producio de atividade FOx. A agitagio e a oxigenacio das culturas nio melhorou a produgdo
da atividade FOx, porém o pH inicial do meio de cultura exerceu um efeito significativo,
devendo ser controlado entre 6,0 ¢ 8,0. Desta forma, uma cultura, inoculada com discos de
agar-mic€lio, incubada em condigdes estacionarias, aerdbicas e & 48°C, contendo 1,5% de
farelo de trigo como substrato indutor, foi escolhida para produgio de altos niveis de atividade
FOx por T.aurantiacus.

PARTE II
PROPRIEDADES DO EXTRATO BRUTO COM ATIVIDADE
FENOLOXIDASICA

Com o extrato bruto foram feitos alguns estudos visando-se a aplicagio da atividade
FOx de Taurantiacus em processos como o tratamento de efluentes industriais e/ou
branqueamento de polpas. Quando se objetiva a aplicagio de um sistema fungico e/ou
enzimatico em processos industriais deve-se considerar a viabilidade econdmica do sistema.
Assim, a atividade FOx de T.aurantiacus foi inicialmente caracterizada no extrato bruto e
posteriormente, apOs sua purificagio, as mesmas propriedades foram estudadas e os resultados
comparados com os anteriores.

O extrato bruto, produzido em meio liquido contendo farelo de trigo como substrato
indutor, foi analisado quanto a pH e temperatura 6timos, estabilidade, especificidade pelo
substrato e efeito de inibidores. O extrato, obtido apos filtragio por membrana Millipore (0,45
um), foi mantido a -200C durante 4 meses sem perda da atividade FOx.

IL.1.- Tipo de Atividade FOx Presente no Extrato Bruto de T.aurantiacus

Com o objetivo de conhecer o tipo de atividade FOx (lacase, peroxidase ou tirosinase)
produzida extracelularmente por T.aurantiacus, diferentes experimentos foram conduzidos
com © extrato bruto. A reagdo de oxidacdo de o-dianisidina pelo extrato ativo do fungo foi
conduzida na presenca ¢ na auséncia de HyOo para diferenciar entre atividade FOx tipo
peroxidase ou lacase. Visto que a adigdo de HyOp ndo aumentou a velocidade de oxidagio de
o-dianisidina, pelo contrario foi observada uma pequena diminuicio da mesma, a reagéo
parece ocorrer independentemente da presenga de HyO» (Tabela 5).

Muitas vezes o HpOy € produzido pelo proprio fungo como um importante metabolito
destinado a servir como co-factor de multiplas enzimas intra e extracelulares. Desta forma para
confirmar a auséncia da participagdo do HyO7 na oxidagdo de o-dianisidina pelo extrato ativo
do T aurantiacus, este foi previamente tratado com catalase (1 U/mL) para eliminar o possivel
HyOo presente na cultura extracelular, e posteriormente a velocidade de oxidagio de o-
dianisidina foi determinada. A atividade FOx nio foi afetada apos o pré-tratamento durante 15
minutos com catalase, indicando desta forma que a oxidagfo de o-dianisidina nio ¢ dependente
da presenca de HyO> (Tabela 5).

Os caldos extracelulares do T.aurantiacus foram analisados, em diferentes tempos de
crescimento, quanto a presenga de Hr09 pelo método de PICK e KEISARI {1980). Embora o
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" método seja bastante sensivel (1-60 nmol/mL), ndo foi possivel detectar HyO5 nos caldos
induzidos com farelo de trigo ou serragem. E dificil pensar que este nio seja produzido por
Iaurantiacus, visto que a maioria dos fungos que degrada madeira ou outros materiais
lignocelul6sicos produz HyOp extracelular. Porém, pode estar acontecendo do HyOy estar
sendo produzido € ao mesmo tempo estar sendo rapidamente utilizado por outros sistemas
enzimaticos ou ndo enzimiticos do fungo, necessirios para a degradagio de substratos
lignocelulosicos. O rapido equilibrio entre a produgiio e a decomposigio do H,O; ja foi
observado com conhecidos fungos degradadores de lignina, onde a produciio é resultado da
acio de enzimas como glioxal oxidase, glicose oxidase ou aril-dlcool oxidase e a
decomposi¢do por enzimas como LiP e MnP, que o requerem para sua atividade catalitica. A
acdo conjunta destas enzimas mantém o HyO» em niveis muitos baixos e constantes o que
dificulta sua determinacdo em caldos extracelulares (GUILLEN et alii., 1994; EVANS et alii.,
1994).

TABELA §: Atividade FOx tipo Lacase e/ou Peroxidase Presente no Extrato Bruto de

T aurantiacus
Condigio da Reagio Atividade FOx
(Ul/mL)
Controle? 0,79
Com Hy(O»2 0,54
Pré-Incubagido com Catalase@ 0,80
Tirosinab 0,00

a: Ativ. FOx determinada pela oxidagio de o-dianisidina
b: Ativ. FOx determinada usando tirosina no lugar de o-diani-
sidina

De acordo com os resultados da Tabela 5 pode-se afirmar que a atividade FOx presente
no extrato bruto de 7.qurantiacus é independente da presenca de HyO», ou seja, nio é do tipo
peroxidase e, uma vez que nio ha oxidago de tirosina, pode-se afirmar que também ndo é do
tipo tirosinase. Portanto, a atividade FOx produzida por T.aurantiacus, apresenta
caracteristicas de fenoloxidase do tipo lacase.

I1.2.- Efeito da Concentracio do Extrato na Atividade FOx

Foram preparadas diferentes diluigbes do extrato com atividade FOx e com elas foi
ensaiada a oxidag&o de o-dianisidina a pH 2,8, na auséncia de HyO», a 250C. Na Figura 22 ¢
possivel observar que até um volume de 30 pL existe uma relagfio linear com a velocidade de
oxidagio de o-dianisidina. Desta forma, para todos os ensaios de caracterizacdo, o volume de
extrato mais apropriado devera ser escolhido da porgao linear.
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FIGURA 22: Efeito da Concentragio do Extrato Bruto de 7.qurantiacus na Atividade FOx.
Diferentes aliquotas do extrato bruto foram utilizadas na determinacio da atividade FOx
através da oxidagio de 1 mM de o-dianisidina a pH 2,8 e 259C

IL3.- Efeito do pH na Atividade FOx

No extrato do 7-aurantiacus foram estudados os efeitos do pH e da natureza do tampéo
na atividade FOx. Quanto a natureza do tampio, utilizado em concentragdo de 50 mM, pode-
se dizer que ndo houve diferencas apreciaveis entre a utilizacio de citrato, citrato-fosfato e
tartarato (Figura 23). Utilizando-se o tampdo tartarato observou-se que o produto colorido
resultante da oxidag¢@o de o-dianisidina era muito instavel (rapido desaparecimento da cor apos
sua formagdo). Desta forma, o tampio citrato-fosfato foi escothido para ser utilizado nos
estudos posteriores de determinaciio de atividade FOx com o-dianisidina.

Quanto ao efeito do pH na atividade FOx pode-se observar que baixos valores de pH
favoreceram maiores atividades (Figura 23). Em tampio citrato-fosfato a atividade FOx
apresentou uma estreita faixa de pH (2,6- 3,0), com um 6timo em pH 2,8, para oxidagio de o-
dianisidina. Em pHs acima de 3,5 observou-se uma rapida queda na atividade, e acima de 5,0,
a atividade foi totalmente anulada. O pH 6timo para a maioria das fenoloxidases descritas na
literatura encontra-se em uma faixa de 5,0 a 6,0. Porém, existem microrganismos produtores
de fenoloxidases com pHs otimos abaixo de 4,0, e alguns produtores de fenoloxidases com
pHs acima de 7.0 (BOLLAG ¢ LEONOWICZ, 1984; REHMAN e¢ THURSTON, 1992,
THAKKER et alii., 1992).
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Estudos conduzidos com fenoloxidases do tipo lacase revelam que o pH otimo para a
atividade catalitica clestas enzimas depende diretamente da fonte de isolamento da enzima, € do
substrato utilizado mna determinacio da atividade (MAYER e HAREL, 1979, HOFF et alii.,
1985; BEKKER ez alii., 1991, PALMIERI ef alii., 1993).

No caso do extrato bruto com atividade FOx de 7.awrantiacus, o pH 6timo para
oxidagdo de o-dianisidina foi de 2,8. O mesmo pH 6timo foi obtido utilizando-se guaiacol
como substrato; a ©xidagio de siringaldazine apresentou um pH otimo entre 2,6 € 2.8, e com
ABTS o pH ¢timo foi abaixo de 2,5.

A estabilidade ao pH do extrato com atividade FOx mostrou um perfil bem diferente 20
da atividade. A estabilidade foi estudada utilizando-se tampdo citrato-fosfato 50 mM, em
diferentes pH, & temnperatura de 25°C. A determinacgio da atividade FOx foi feita com o-
dianisidina em pH 2.,8. A atividade FOx mostrou a melhor estabilidade nos pH de 5,0 e 6,0,
sendo que nos pH 2,6 e 2,8, o extrato bruto era completamente inativado, apos 7 horas de
incubacdo {Figura 24).
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FIGURA 23: Efeito do pH e do Tampio na Atividade FOx de T.aurantiacus. A atividade
FOx foi determinada pela oxidagio de 1 mM de o-dianisidina & 25°C, na presenga de 50 mM
dos seguintes tampdes: acetato (0), citrato (A), citrato-fosfato (@) e tartarato (A)

Desta forma, no caso de Tawrantiacus, o pH deve ser cuidadosamente ajustado e
controlado, no que se refere ao crescimento do fungo, producio da atividade FOx, a propria
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atividade e estabilidade da fragio com atividade FOx. Como mostrado anteriormente um pH
de 6,0 foi 6timo para a produclo da atividade, e para o crescimento fiingico. Neste valor de
pH a atividade FOx produzida pelo fungo foi completamente anulada, apresentando um 6timo
numa faixa de 2,0-3,0, porém, nestes pH a fraco era muito instavel.

Os dados da literatura mostram que grande parte das fenoloxidases que atua
eficientemente em meio acido € altamente instavel nestes pH (PALMIERI ez alii., 1993,
GOSHADZE e ELISASHVILI, 1994). ELISASHVILI e colaboradores (1993) estudando as
propriedades de uma lacase do fungo basidiomiceto Cerrena unicolor, observaram que o pH
otimo, dependendo do substrato, variava entre 4,5-6,0, e que uma rapida inativagiio da enzima
era observada apos urna hora de incubagio em pH 3,0.
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FIGURA 24: Efeito do pH na Estabilidade da Atividade FOx de T.aurantiacus. O extrato do
fungo foi pré-incubadom a 25°C, nos tempos indicados, em presenga de 50 mM de tampdo
citrato-fosfato, nos pHs 2,6 (4), 2,8 (¥), 3,5 (@), 5,0 (O) € 6,0 (®). Em seguida , a atividade
residual foi determinada em presenca de o-dianisidina como descrito em Material e Métodos.

11.4.- Efeito da Temperatura na Atividade FOx

O extrato bruto de T.qurantiacus apresentou a maior atividade FOx entre 70 ¢ 80°C
(Figura 25). Visto que o limite de temperatura para o funcionamento do aparelho era de 80°C
nio foi possivel testar temperaturas maiores para verificar o comportamento da atividade.
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A Figura 26 mostra um estudo da estabilidade térmica do extrato bruto com atividade
FOx, apds incubagdo em diferentes temperaturas. A 50 e 80°C a estabilidade da atividade FOx
foi mantida por mais de 8 horas, e apos 5 horas de incubagio a 100°C o extrato perdeu

aproximadamente menos de 50% da atividade.

Atividade FOx (Ul/mL)

FIGURA 25: Efeito da Temperatura de Reaglio na Atividade FOx de T.aurantiacus. A
atividade foi determinada pela oxidagdo de 1 mM de o-dianisidina & pH 2.8, nas diferentes

temperaturas

Existe pouca informagdo na literatura sobre a produgio de fenoloxidases por
microrganismos termofilos. A purificagio de uma polifenoloxidase a partir do fungo termofilo
Chaetomium  thermophile foi relatada por ISHIGAMI ¢ YAMADA (1986). A temperatura
otima desta polifenoloxidase € de 550C. A enzima foi estavel a 60°C durante 30 minutos e
completamente inativada a 70°C. O actinomiceto terméfilo Thermomonospora fusca produz
uma peroxidase cuja temperatura otima € de 60°C, com uma meia vida de 70 minutos nesta
temperatura ¢ de 40 minutos em 70°C (TRIGO e BALL, 1994). Assim, a atividade FOx do
Taurantiacus mostrou uma elevada termoestabilidade, superior & dos microrganismos

termofilos C.thermaphile e T fusca.

Temperatura (°C)
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FIGURA 26: Efeito da Temperatura na Estabilidade do Extrato com Atividade FOx de
Laurantiacus.O extrato bruto foi incubado em pH 2,8 nos tempos indicados, & S0OC(A)
2,809C(m) ¢ 100°C (@). A seguir, a atividade fot determinada utilizando-se 1 mM de o-
dianisidina.

1L.5.- Especificidade pelo Substrato

Diversos compostos foram testados como substratos da atividade FOx produzida por
T.aurantiacus. O extrato bruto oxidou uma ampla variedade de substratos aromaticos tipicos
de fenoloxidases, na auséncia de H>07, com diferentes velocidades de reagio (Tabela 6).

A maior velocidade de oxidagdo foi observada com os substratos ndo-fenolicos ABTS e
o-dianisidina e o substrato fenélico 2,6-DMF. A oxidagio de ABTS pelo extrato bruto foi 4
vezes maior que a de o-dianisidina. Outros conhecidos substratos de fenoloxidases tais como
floroglucinol, pirogalol, guaiacol e siringaldazine também foram oxidados, porém com baixas
velocidades. Ja os substratos orcinol, resorcinol e alcool veratrilico ndo foram oxidados.

O corante fenolico RBB-R, utilizado para medir atividade ligninolitica total em culturas
de muitos fungos degradadores de madeira, também foi oxidado pelo extrato bruto de
T aurantiacus, o qual foi verificado pela perda da cor azul do reagente (Tabela 6).

A especificidade pelo substrato das fenoloxidases relatadas na literatura varia
grandemente dependendo da espécie fungica, porém os substratos mais eficientemente



oxidados por estas enzimas (ABTS, o-dianisidina, 2,6 DMF) corresponderam aos melhores
substratos da atividade FOx produzida por Tawrantiacus (ISHIGAMI et alii., 1988;
KOFUHTA et alll-, 1991, REHMAN e THURSTON, 1992; THAKKER et alll 1992;
GOSHADZE ¢ ELISASHVILI 1994).

Embora o ABTS tepha-se mostrado um melhor substrato que o-dianisidina para a
atividade FOx de 7. aurantiacus, continuou-se a utilizar o-dianisidina, uma vez que com ABTS
a reagdo de oxidag8o era dificil de controlar devido a rapidez com que ocorria (muitas vezes
em menos de 1 minuto), o que obrigava & utilizagdo de amostras muito diluidas e, além disto,
as vezes era observada a formagdo de um precipitado azul dentro da cela de reagio.

TABELA 6: Especificidade pelo Substrato da Atividade FOx presente no Extrato Bruto de
T.aurantiacus. Os diferentes compostos, em concentragio final de 1,0 mM, foram incubados
com o extrato a pH 2,8 e 25°C, e o aumento ou diminui¢do da absorbancia foi registrado em

cada caso.
Substrato (1,0 mM) Atividade Relativa (%) Cor da Reagio
o-dianisidina 100,0 vermelha
ABTS 4249 azul
2,6-DMF 101,3 vermetha
floroglucinol 22.0 amarela
p-nitroanilina 11,0 —
pirogalol 8.60 vermetha
o-nitroanilina 5,80 ———
guaiacol 4,40 vermelha
sirigaldazine 3,20 purpura
RBB-R 3,20 S
alcool veratrilico 00 e
orcinol 00 e
resorcinol 0

IL.G.- Efeito da Cohcentragz‘io de Substrato na Atividade FOx

O efeito da concentragdo de substrato na atividade FOx foi estudado utilizando-se o-
dianisidina em concentragdes variadas de 0,01 a 1,0 mM. Na Figura 27 pode-se observar uma
curva tipica de Michaelis-Menten de velocidade de reagiio em funcio da concentragio do
substrato.

A obtengio dos parimetros cinéticos Km e Vmax, utilizando o-dianisidina, foi feita
através da representagfo grafica dos duplos reciprocos de LINEWEAVER-BURK. A curva
dos duplos reciprocos aparece incluida na Figura 27. O valor de Km para o-dianisidina em
tampdo citrato-fosfato 50 mM, pH 2,8 e 25°C, foi de 4,76 x10-5M, com uma Vmax de 1 .64
mmol/min. Nas mesmas condi¢des, quando ABTS foi utilizado como substrato, obteve-se uma
Km igual a 2,30 x10~5 M, menor que para o-dianisidina, € uma Vmax de 3,40 mmol/min.

70
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FIGURA 27: Efeito da Concentragio de Substrato na Velocidade de Reacio. No meio de
reagdo, o extrato bruto foi incubado com diferentes concentragdes de o-dianisidina 2 pH 2,8 e
259C, e a atividade FOx foi determinada.

IL7.- Efeito de Diferentes Compostos na Atividade FOx

A reagdo de oxidagdo de o-dianisidina pelo extrato bruto de 7.aurantiacus foi conduzida
apos pré-incubagdo com diferentes substincias, com o objetivo de avaliar os seus efeitos
inibitorios na atividade FOx do fungo (Tabela 7).

O 4cido tioglicolico e a azida sodica provocaram os maiores efeitos inibitérios sobre a
atividade FOx presente no extrato bruto. Estes dois reagentes sdo inibidores tipicos de
oxidases que contém metal e ja foram relatados como potentes inibidores de atividade FOx do
tipo lacase, apés combinagdo com o cobre destas enzimas (BOLLAG e LEONOWICZ, 1984;
ISHIGAMI et alii., 1988, KOFUNTA et alii_, 1991; THAKKER et alii.,1992).

Os agentes quelantes EDTA ¢ DETAPAC nio afetaram a atividade FOx, confirmando os
dados da literatura que mostram que estes compostos sio imibidores muito fracos de
fenoloxidases (BOLLAG ¢ LEONOWICZ, 1984; ISHIGAMI et alii., 1988). O agente
modificante de grupamentos sulfidrilicos (-SH), p-hidroximercuribenzoato, nio afetou a
atividade, sugerindo a ndo-participagdo destes na reagio de oxidagio de o-dianisidina pelo
extrato bruto de 7. aurantiacus.
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TABELA 7. Efeito de Diferentes Substancias na Atividade FOx presente no Extrato Bruto
de I aurantiacus

Substéncia (1,0 mM) Atividade FOx Residual (%)
Controle? 100,0

NaN3 8,9

Acido Tioglicolico 0.0

EDTA 100,0
DETAPAC 100,0
p-Hidroximercuribenzoato 100,0

a: Oxidacao de o-dianisidina determinada na auséncia de qualquer composto,
em tampao citrato-fosfato 50 mM, pH 2.8

As propriedades da atividade presente no extrato bruto de 7.aurantiacus, quanto a pH
6timo, estabilidade ao pH, especificidade pelo substrato e efeito de alguns inibidores,
apresentaram muitas semelhangas com as propriedades de grande parte das fenoloxidases do
tipo lacase descritas na literatura. A falta de atividade com o substrato tirosina e o fato das
reagOes de oxidacAo ocorrerem na auséncia de HoOo descartam a posibilidade da atividade
FOx ser do tipo tirosinase ou peroxidase, respectivamente. Porém, a alta temperatura Otima
para a reacdo de oxidagdo de o-dianisidina e a alta estabilidade térmica distanciam a atividade
FOx de T.aurantiacus de uma tipica fenoloxidase e colocam em questionamento a natureza
proteica de tal atividade.

Desta forma, visando esclarecer a natureza da atividade FOx presente nas culturas de
T.aurantiacus dar-se-a continuidade a purificagdo da fracdo que contém alta atividade FOx, a
partir dos caldos induzidos com farelo de irigo.
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_ PARTE 111
PURIFICACAQ PARCIAL DE UMA FRACAO COM ATIVIDADE
FENOLOXI1DASICA PRESENTE NAS CULTURAS DE T.aurantiacus

Quando a maxima atividade FOx foi alcancada, os caldos extracelulares induzidos com
farelo de trigo foram coletados, filtrados e utilizados na etapa de purificagio. Dois
procedimentos para a purificagio de uma fragio com atividade FOx foram conduzidos, com
base em metodologias da literatura para purificacio de fenoloxidases.

IiL1.- Esquema I de Purificacio

Esta metodologia corresponde & utilizada por GEIGER e colaboradores (1986) na
purificacio de fenoloxidases do tipo lacase, e consistiu na remog¢do da cor dos caldos,
concentragio por ultrafiltracio e cromatografia em colunas de Sephadex.

Remogio da Cor dos Caldos de Cultura

Um problema comum a todas as culturas contendo materiais lignoceluldsicos é a forte
coloragio marrom dos caldos devido a presenga de polifenois oxidados, que podem prejudicar
um processo de purificago e muitas vezes podem-se ligar as proteinas fazendo com que estas
percam atividade (ALFENAS et alii., 1991; LEATHAM et alii., 1991).

Uma forma de eliminar os fenois oxidados ¢ através da precipitagdo das proteinas com
sulfato de amdénio ou solventes orginicos, com posterior eliminagio dos fendis que
permanecem em solugdo. A adsorgfio dos fendis em resinas de troca idnica como a DEAE-
celulose ou em polimeros insoliveis como PVP, sdo tratamentos também muito utilizados para
clarificar caldos de cultura (GEIGER ef alii., 1986; LEATHAM et alii., 1991, ALFENAS ez
alii., 1991; LEONTIEVSKI et alii., 1991).

Inicialmente, os caldos de cultura induzidos com farelo de trigo foram tratados com um
gradiente de sulfato de amdnio (30 a 90%), porém a quantidade de precipitado obtido foi
insignificante € com baixa atividade FOx. A maior parte da atividade FOx permaneceu no
sobrenadante de 90% de saturagdo. Quando as diferentes fragBes obtidas apds precipitagio
com sulfato de amonio foram dialisadas observou-se uma perda da atividade FOx através da
membrana de didhise. Assim, devido a ineficacia na clarificagio dos caldos de cultura por
precipitagdo com sulfato de ambnio o método foi descartado do processo de purificagio.

A clanficag@o dos caldos por precipitagdo foi substituida pela adsor¢iio dos polifenois
oxidados em DEAE-celulose ou PVP, apos adicio direta destes nos caldos de cultura. Os
resultados de ambos tratamentos, quanto & remogdo de cor e recuperagio da atividade FOx
foram comparados (Tabela 8). O método com DEAE-celulose foi mais eficiente na remogio
da cor do que aquele com PVP, porém a atividade FOx recuperada apos tratamento com PVP
foi maior do que com DEAE-celulose.

O tratamento com PVP ¢ muito mais simples e rapido do que aquele com DEAE-
celulose, uma vez que com a resina de troca ibnica ocoire adsor¢do dos polifendis e da
atividade FOx, a qual deve ser posteriormente eluida com tamp#o. Diferentemente, com PVP
somente os polifendis sdo adsorvidos e a atividade FOx que permanece em solugio pode ser
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recuperada através de filiragdo ou centrifugagdo. A imposibilidade de recuperar toda a
atividade apos o tratamento para remogdo da cor talvez seja consequéncia da adsor¢do de uma
pequena parte das proteinas que permanecem ligadas aos polifendis retidos na DEAE ou no
PVP.

REHMAN e THURSTON (1992) observaram que no processo de purificagio de lacase
do fungo Armillaricx mellea perdia-se uma parte da atividade apos cromatografia em DEAE-
Sephadex A-50, devido a adsorgdo da proteina no material polifendlico pigmentado produzido
pelo fungo, que fica retido na resina. A recuperagio da atividade FOx da resina pode ser
melhorada por otimizag¢io das condi¢bes de eluigdo (natureza e concentragiio do tampo, pH,
concentragio de NaCl, tempo de eluigdo, etc.).

No presente esquema de purificagio foi utilizada DEAE-celulose para a remogdo da
cor do extrato bruto de T.aurantiacus.

TABELA 8: Remogio da Cor do Extrato Bruto de 7.aurantiacus com DEAE-
celulose e com PVP

Tratamento DEAE-celulose PVP
Ativ.(U/mL) Cord Ativ (U/mL) Cord

Extrato Bruto 0,960 0,97 0,960 0,97

Apés Tratamento 0,350b 0,10 0,550¢ 0,43

a: Valores expressos como absorbancia em 400 nm

b: Atividade FOx recuperada da DEAE por elui¢iio com tampéo fosfato 0,0125M, pH
6/0,5 M NaCl

c¢: Atividade FOx recuperada da PVP apos filtragdo

Concentracio da Atividade FOx Presente nos Caldos de Cultura

As fracdes eluidas da DEAE-celulose, apés tratamento para remogio da cor, foram
juntadas e concentradas 9 vezes por ultrafiltragio através de uma membrana que retém
substancias que possuem uma massa molecular acima de 10 kDa. A atividade FOx foi
determinada na frag8o concentrada (F-1) e na filtrada (F-1I) observando-se uma distribui¢io da
atividade em ambas fragdes (Tabela 9). A fragio concentrada F-I foi armazenada a -200C e o
filtrado ativo F-II foi submetido a uma nova concentragdo por ultrafiltragdo, desta vez,
utilizando-se uma membrana que retém substincias que possuem uma massa molecular acima
de 1 kDa.

A fragio F-II foi concentrada 10 vezes e a atividade FOx foi determinada no
concentrado e no filtrado. Surprendentemente, a atividade FOx foi detectada no concentrado
(F-IID) € no filtrado (F-IV) (Tabela 9). A fragio F-IV, que contém componentes com massa
molecular abaixo de 1 kDa, foi concentrada por liofilizagdo e armazenada a -20°C para
posteriores estudos.
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" TABELA 9: Atividade FOx nas Diferentes Fracdes Obtidas ap6s Concentragao por
Ultrafiltrago com Membranas de Corte 10e 1 kDa

Fragdo Volume Final (ml.) Atividade FOx (Ul/mL)
apos Ultrafiltragio

I (Concentrado)? 50 0,144

1l (Filtrado)2 340 0,213

1H (Concentrado)b 35 0,065

IV (Filtrado)P 337 0,195

a: Fragoes resultantes da concentragio por membrana de corte 10kDa
b: Fragdes resultantes da concentragdo por membrana de corte 1kDa

Os resultados da Tabela 9 mostram que houve uma distribuigio da atividade FOx nas
diferentes fragcdes apos ultrafiliracio. Apds os dois procedimentos de concentragio, oOs
filtrados apresentaram uma atividade FOx maior que os concentrados. E dificil explicar o
aparecimento de atividade FOx nas fragOes de alta e baixa massa molecular e, a0 mesmo
tempo, poder afirmar que a proteina ou enzima responsavel por tais atividades seja a mesma.

O resultado da ultrafiltracfio foi inesperado, ja que estudos anteriores (Partes I ¢ IT)
sugeriram a presencga de uma enzima com atividade FOx do tipo lacase nas culturas do fungo
T.auranfiacus. Porém, estas enzimas possuem uma massa molecular que varia entre 50 e 140
kDa, o suficientemente alto para ficarem completamente retidas numa membrana de corte 10
kDa (THURSTON, 1994).

As fracdes resultantes da ultrafiltragdo foram submetidas & cromatografia de filtracio
em gel (Sephadex G-23), para purificagio parcial da fragio com atividade FOx presente nas
diferentes fragdes.

Cromatografia em Sephadex G-25

O perfil cromatografico das diferentes fragbes obtidas por ultrafiltragdo, que
apresentaram atividade FOx, foi estudado apoés filtragio em coluna de Sephadex G-25
(Figuras 28 A B,C).

A fracio I apresentou um pico de absorbancia em 280 nm (Aygg) préximo do volume
morto (Vo) da coluna e um ombro depois de um volume de elui¢do de 10 mL. Em ambas as
fragOes detectou-se atividade FOx, sendo que o pico principal coincidiu com o ombro de
proteinas (Figura 28A).

O cromatograma da fracio Il mostrou um perfil de eluicio semelhante aquele da
fracdo I (Figura 28B), porém a atividade FOx que desta vez aumentou, eluiu como um tnico
pico. O perfil de elui¢do da fragdo IV foi diferente dos anteriores (Figura 28c), apresentando
um tinico pico de Ajgp comcidente com o de atividade FOx.

Os resultados da cromatografia sugeriram que ap6és a ultrafiltragdo por membranas de
corte 10 e 1kDa, foi possivel separar duas fragBes principais, uma de alta massa molecular
(fragéio I) que apresentou uma atividade FOx pouco significativa, e outra de baixa massa
molecular (fragéio I'V) com alta atividade FOx.
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FIGURA 28: Cromatografia em Sephadex G-25 das Fragdes Obtidas apos Ultrafiltragio do
Caldo Extracelular de 7.aurantiacus. Foram aplicadas 4 coluna de Sephadex G-25(1x10 cm)
as fragdes I, concentrado por membrana de corte 10kDa (A), III, concentrado por membrana
de corte 1kDa (B) e IV, filtrado resultante da membrana 1kDa (C). A coluna foi eluida com
tampdo Tris-HC] 25 mM, pH 7.5, com um fluxo de 0,3 mL/min. Fragdes de 1,0 mL foram
coletadas, determinando-se a proteina por leitura de Angp (#) e a atividade FOx pela
oxidagdo de 1mM de o-dianisidina(®
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Fica descartada a possibilidade de uma fenoloxidase do tipo lacase ser a responsavel
pela alta atividade FOx presente nos caldos de cultura de 7 awrantiacus, uma vez que o
Sephadex G-25 permite a separagio de moléculas com uma massa molecular que varia entre 1
a 5 kDa (limite de exclusdo do gel) e nesta coluna o pico principal de atividade FOx eluiu apos
o Vo.

Quando o teor de proteina das fragdes eluidas da coluna foi determinado pelo método
de BRADFORD (1976) os resultados foram inconsistentes, principalmente no caso do pico
com alta atividade FFOx, onde o desenvolvimento da cor caracteristica desta metodologia nio
foi observado.

Cromatografia em Sephadex G-10

Quando a fraglo IV foi aplicada a uma coluna de Sephadex G-10 diversos picos de
Aogo foram obtidos; a atividade FOx eluiu da coluna junto com o Gltimo pico (Figura 29).
Desta forma, a utilizagio de uma coluna com um limite de exclusio menor e de dimensdes
maiores melhorou consideravelmente a resolugdo da separagio.
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FIGURA 29: Cromatografia em Sephadex G-10 da Fragdo IV. A Fragio IV (filtrado obtido
apos concentragio pela membrana de corte 1kDa) foi submetida a uma coluna de Sephadex G-
10 (1,5x50cm). A coluna foi eluida com tampao Tris-HCI 25 mM, pH 7.5, com um fluxo de
0,28 mL/min e fragSes de 2,5 mL foram coletadas, determinando-se a leitura de Asgp (@) e a
atividade FOx (%),
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As fragdes contendo a atividade FOx foram coletadas da coluna de Sephadex G-10,
juntadas, liofilizadas e utilizadas em estudos posteriores. Um resumo das diferentes etapas da
purificago parcial da fragio com atividade FOx através do esquema I, € mostrado na Tabela
10.

TABELA 10: Etapas na Purifica¢do da Atividade FOx a partir do Caldo de Cultura de
T .aurantiacus

Etapas Proteina Ativ.FOx Ativ.Esp. Punficagio
(mg/mL)b (Ul/mL) (U/mg) (vezes)

Extrato Bruto — 0,96 — ——

DEAE-celulose 0,65 0,35 0,53 1

UF PM-10002 0,34 0,20 0,59 1,1

Sephadex G-25 0,09 0,38 4,20 7.9

Sephadex G-10 0,06 0,35 5,83 11,0

a: Fraclio I'V obtida através de ultrafiltracdo por membrana de corte 1 kDa
b: Teor de proteina determinado pela leitura da Asgg

Devido as dificuldades na determinagio da concentragdo de proteinas por métodos
colorimétricos, esta somente foi expressa em termos de unidades de Apgq a partir da etapa de
clarificagdo dos caldos com DEAE-celulose. Consequentemente, o grau de purificagio do
processo foi calculado somente a partir dessa etapa. A atividade especifica aumentou bastante
apoOs a cromatografia em Sephadex, obtendo-se finalmente uma fragio com uma atividade
especifica de 5,83 U/mg, e uma purificacdo de 11 vezes (Tabela 10).

L.2.- Esquema I de Purificacio

Os resultados obtidos através do esquema 1 de purificacdo indicaram a presenga de uma
fragfo de baixa massa molecular, que atravessava as membranas de ulirafiltragio (corte 1kDa),
responséavel pela alta atividade FOx nas culturas de T aurantiacus.

Considerando a baixa massa molecular da fragio com atividade FOx o esquema I foi
modificado por eliminacdo da etapa de ultrafiltragdo. Para remociio da cor dos caldos foi
preferido o método com PVP, pela sua simplicidade e principalmente porque nio ha
necessidade de introducir altas concentragSes de sais para recuperaciio da atividade, como no
caso da utilizacio de DEAE-celulose. Quando possivel a utilizagio de tampdes foi evitada,
visto que devido a baixa massa molecular da fragdo ativa nio havia métodos apropriados para
posterior dessalinizacio.

Apos a remogdo da cor, os caldos foram concentrados por liofilizagdo e aplicados
diretamente sobre a coluna de Sephadex G-10, equilibrada e eluida com tampdo. Diversos
picos de Aagq foram observados, sendo que o altimo apresentou uma alta atividade FOx. Uma
pequena atividade foi observada no primeiro pico que elui no Vo da coluna (Figura 30A). O
pico com a maior atividade FOx foi coletado, liofilizado e aplicado novamente na coluna de
Sephadex G-10, porém desta vez eluido com agua bidestilada e desionizada na tentativa de
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dessaliniza¢do da fra¢do ativa (Figura 30B). O procedimento foi repetido até obtengiio de uma
quantidade suficiente de material semi-purificado para posteriores estudos de caracterizagio.
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FIGURA 30: Cromatografia em Sephadex G-10 do Caldo de Cultura de 7 .aurantiacus
Induzido com 1,5% de Farelo de Trigo. O caldo foi aplicado diretamente na coluna e eluido
com tamp#o TRis-HCI 25 mM, pH 7,5 (A). As fragdes contendo a atividade FOx (fragdes 27-
30) foram reunidas e apos liofilizagdo aplicou-se novamente na coluna de Sephadex G-10 (B),
e eluiu-se com agua bidestilada e desionizada. Foram coletadas fragdes de 2,5 mL com um
fluxo de 0,28 mL/min, determinando-se a leitura de Asgp (@) e a atividade FOx (9).

ApOs a segunda cromatografia em Sephadex G-10 obteve-se uma fracio com uma
atividade especifica de 5,20 U/mg e uma purificacio de 10 vezes. Através dos dois esquemas
de purificagdo obteve-se a mesma fragdo de baixa massa molecular, com alta atividade FOx,
parcialmente purificada. Tanto a atividade especifica quanto o grau de purificacio das fragdes
ativas obtidas através de ambos os esquemas foram semelhantes, porém o esquema II
mostrou-se mais simples e rapido que o primeiro.

A coluna de Sephadex G-10 também foi utilizada no estudo dos perfis cromatograficos
de um caldo de cultura contendo 1,5% de glicose, onde o fungo apresentou uma atividade
FOx muito baixa (0,015 Ul/mL), um caldo de cultura contendo 1,5% de serragem (0,46
Ul/mL) e um caldo controle contendo somente 1,5% de farelo de trigo (sem atividade FOx).
As amostras foram aplicadas na coluna apds filtragfio, clarificacio com PVP e liofilizagdo,
obtendo-se os cromatogramas da Figura 31.

Todos os cromatogramas apresentaram semethangas com um pico principal de Apyg que
eluin no Vo da coluna. A forte cor amarela presente em todos os caldos de cultura, inclusive
no controle, eluiu junto com este pico. O perfil de eluigio dos caldos de cultura contendo
serragem (Figura 31A) ou farelo de trigo (Figura 30A) como indutores foi semelhante,
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apresentando um pico com alta atividade FOx no mesmo volume de eluigiio (tubos 25 e 26).
Isto demonstra a semelhanga na natureza da atividade FOx presente nos caldos induzidos com
estes substratos e que corresponde 4 mesma fragio de baixa massa molecular. O perfil de
eluicdo da cultura contendo 1,5% de glicose como substrato apresentou uma baixa Angp, €
nenhuma atividade FOx foi detectada além daquela muito baixa observada no pico que eluiu
no Vo (Figura31B).

O caldo controle contendo farelo de trigo (Figura 31C), apresentou um perfil de elui¢io
diferente das outras culturas. Nenhum pico de Apgp foi observado entre as fracdes 20 e 28 e
nenhuma atividade FOx foi detectada. Fica assim descartada a possibilidade que a alta
atividade FOx observada nos caldos induzidos com farelo de trigo, seja devida & presenca de
algum contaminante proveniente do substrato.

A purificacdo da enzima responsavel pela alta atividade FOx observada nas culturas do
T aurantiacus rendeu a mesma fragio com alta atividade e de baixa massa molecular (< 1kDa),
através da utilizag@o de dois procedimentos diferentes. Esta fraco ativa foi purificada de
caldos induzidos com farelo de trigo e com serragem, porém ndo foi encontrada nos caldos
contendo somente glicose como substrato ou no caldo controle contendo farelo de trigo.

Diversas dificuldades surgiram nesta etapa do trabatho como consequéncia da baixa
massa molecular da fragdo com atividade FOx. Procedimentos normalmente utilizados na
concentragdo de proteinas tais como precipitagdo com sulfato de amonio ou ultrafiltragio, ndo
mostraram resultados satisfatorios. A dessalinizagiio da fraco ativa através de dialise também
se mostrou ineficaz, devido a baixa massa molecular da fragio. Apesar da absorbincia em
280nm, a natureza proteica ou peptidica da fragio com atividade FOx parcialmente purificada
€ questionada devido a falta de reagiio com o reagente para proteina, Azul de Coomassie
(método de Bradford). A alta estabilidade térmica anteriormente observada com o extrato
bruto (Parte II) também justificam este questionamento.

Uma eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), sob condigdes nio desnaturantes, foi
conduzida com o objetivo de determinar o grau de purificagio da fragdo obtida da coluna de
Sephadex G-10. Apos a revelagio dos géis com Azul de Coomassie observou-se O
aparecimento de diversas bandas somente no lugar onde uma amostra do extrato bruto foi
aplicada, enquanto que a frago obtida da coluna de Sephadex G-10 mostrou auséncia total de
bandas. A auséncia de bandas pode ser justificada pelos problemas observados anteriormente
com o reagente de coloragdo ou a problemas com as condigdes de migracio eletroforética
devido a propria natureza da fragdo com atividade FOx, principalmente sua baixa massa
molecular.
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FIGURA 31. Cromatografia em Sephadex G-10 de Diferentes Caldos Cultura de
T aurantiacus. Os diferentes caldos foram aplicados diretamente na coluna e eluidos com
tampdo Tris-HCl 25 mM, pH 7,5, com um fluxo de 0,3 ml/min. Cultura contendo 1,5%
Serragem +0,5% Glicose (A), 1,5% Glicose (B) e 1,5% Farelo de Trigo sem inocular, cultura
Controle (C). Fragdes de 2,5 mL foram coletadas, determinando-se a leitura de Azgq (¢
atividade FOx (©).
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Os resultados desta etapa descartam a possibilidade que a alta atividade FOx observada
nos caldos de T.aurantiacus seja produzida por fenoloxidases do tipo lacase, como tinha sido
sugerido pelos resultados da caracterizagdo do extrato bruto, ou por algum outro tipo de
proteina de alta massa molecular.

As caracteristicas apresentadas pela fragdo parcialmente purificada podenam
corresponder a um peptideo, porém, ndo se encontra informagio na literatura de peptideos que
reunam as caracteristicas da atividade produzida por T.aurantiacus. catalisar a oxidagio de
uma ampla variedade de substratos tipicos de fenoloxidases do tipo lacase, em auséncia de
Hy09, ¢ alta estabilidade térmica. Considerando estes resultados e aqueles anteriormente
obtidos que mostraram a participagio do I.awrantiacus na degradacio de madeira de
E.grandis  MACHUCA e DURAN, 1993), procurou-se informagdo na literatura a respeito de
outros sistemas fungicos, que ndo os enzimaticos, implicados no processo de degradagio dos
componentes da madeira.

Recentemente, os resultados de estudos estruturais da madeira através de microscopia
eletrbnica questionam a participagio das enzimas lignoceluloliticas nos estagios iniciais da
degradagio dos componentes da madeira. Tal questionamento € justificado com o fato das
enzimas possuirem um tamanho muito grande para penetrar nos poros da madeira no inicio da
decomposi¢do. Assim, € postulada a existéncia de componentes fingicos extracelulares, ndo-
enzimaticos ¢ de baixa massa molecular, capazes de iniciar o processo de degradacio,
aumentando o tamanho dos poros na parede da célula vegetal e preparando desta forma a
superficie da madeira para a entrada de moléculas de alta massa molecular, tais como as
enzimas lignoceluloliticas. Posteriormente, cada uma das enzimas do complexo
lignocelulolitico difundiria através dos poros alcangando as diferentes camadas da célula
vegetal onde exerceriam sua fungdo, conduzindo a decomposigdo parcial ou completa dos
diferentes componentes da madeira (DANIEL, 1994; EVANS ef alii., 1994; JOSELEAU ef
alii., 1994).

Dentre os componentes nio-enzimaticos, especial interesse despertaram os compostos
quelantes de Fe de baixa massa molecular (300-1.500 Da), ou "Sideroforos”, produzidos por
muitos fungos e bacterias. Estes compostos ja foram detectados e isolados a a partir de muitos
fungos que degradam a madeira, porém a funglo especifica desempenhada por eles na
degradagdo ainda ndo foi esclarecida (FEKETE er alii.,, 1989a; JELLISON et alii., 1991;
EVANS et alii., 1994, GOODELL et alii., 1995).

Algumas das propriedades da fragio com atividade FOx, parcialmente purificada de
T.auranticus, foram semelhantes aquelas de sideroforos, principalmente a baixa massa
molecular (< 1kDa). Assim, a préxima etapa tera como objetivo desvendar a natureza da
fragdo com alta atividade FOx, e para isto sera estudada a producio de sideroforos pelo fungo
quando cultivado em meio solido e liquido, e tentar-se-a relacionar a producio destes
compostos com a producdo da atividade FOx nas culturas do aurantiacus.
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) PARTE IV
PRODUCAO DE SIDEROFOROS POR T.aurantiacus

A produgdo de sideroforos por Taurantiacus foi estudada em meio solido e em meio
liquido Czapek atraveés da utilizagdo do reagente universal para detecgio de sideroforos CAS,
preparado na forma de complexo férrico (v.Material ¢ Métodos) (SCHWYN e NEILANDS,
1987). Junto com a detecgio de siderdforos, a atividade FOx também foi determinada durante
o periodo de incubag&o do fungo, na tentativa de relacionar ambas as cinéticas de produgio.

IV.1.- Producio em Meio Sélido

Para estudar a producfo de sideroéforos em meio séhdo o reagente CAS foi incorporado
a0 meio Czapek modificado, resultando em placas de agar de cor azul claro. Nestas placas o
crescimento do fungo foi muito pobre, com pouca esporulagio, devido provavelmente a
presenga do detergente HDTMA utilizado na preparagdio do CAS, que é um conhecido
imibidor do crescimento de muitos fungos e bactérias (SCHWYN e NEILANDS, 1987,
NEILANDS, 1993, RAASKA et alii., 1993).

Apesar do pobre crescimento fingico, apds as primeiras 24 horas de incubacdo
observou-se a formacdo de um halo cor laranja ao redor da colbnia do fungo. A formagio do
halo é uma evidéncia da produgio de sideroforos extracelulares pelo fungo que atuariam
retirando o Fe (I} do reagente CAS, provocando desta forma a mudanga de cor (SCHWYN e
NEILANDS, 1987).

IV.2.- Producio em Meio Liquido

O reagente CAS foi utilizado para estudar a producio de sideroforos pelo T.aqurantiacus
em culturas liquidas contendo glicose ou farelo de trigo como substratos. Aliquotas das
culturas foram coletadas em diferentes tempos e utilizadas na determinagéo de atividade FOx
pela oxidagio de o-dianisidina ¢ de sideréforos pela reagdo com CAS.

Na Figura 32 observa-se uma baixa producio de atividade FOx quando o fungo cresceu
em um meio contendo 1,0% de glicose como substrato. Bem no inicio da cultura, quando a
formagdo de massa micelial ainda ndo era significativa, detectaram-se os maiores valores para
a reagdo com CAS, o que reflete uma alta quantidade de sideroforos disponivel para reagir
com o CAS. Apés uma diminuigBio brusca, a produgio de siderdforos novamente comega a
aumentar. Uma correlag@io negativa foi observada entre a reagio com CAS e a produgido de
atividade FOx. A atividade FOx comegou a aumentar apds o oitavo dia da incubaggo, quando
a reacdo com CAS alcangou os menores valores.
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FIGURA 32: Produgio de Sideroforos e de Atividade FOx pelo T.aurantiacus em Cultura
contendo 1,0% de Glicose. A cultura, em pH 6,0, foi incubada a 48°C, sob condi¢Bes
estacionarias. A produgio de siderdforos foi estudada pela reagdo com CAS (M)e a atividade
FOx foi determinada com o-dianisidina

O reagente CAS nfio mede a concentragfio total de siderdforos numa cultura, e sim a
quantidade de sideroforos ndo-complexados presentes em um determinado momento. A
condiciio para uma reagdo positiva com o reagente CAS € o siderdforo estar ndo-complexado,
caso contrario, o sicderoforo ndo tem capacidade para retirar o Fe do CAS, Assim, ¢ possivel
explicar porque no inicio da cuitura com glicose (Figura 32) ha uma alta producdo de
sider6foros, com uma queda posterior. Provavelmente, os sideréforos inicialmente produzidos
sdo gradativamente quelados com o Fe presente no meio de cultura. Ap6s o consumo de todo
o Fe disponivel e, uma vez que nfo existe adigdo posterior de Fe 4 cultura, os sideréforos que
continuam sendo produzidos podem agora reagir com o CAS.

No caso da cultura com farelo de trigo (Figura 33) o perfil de producio de sideroforos é
diferente do anterior. Ha uma producfio inicial de siderOforos disponiveis para reagir com o
CAS até o décimo dia da incubagio, apds o qual a reaglo deixa de ocorrer. Torna-se dificil
poder afirmar se apOs o décimo dia da incubag@io n3o ha mais produgfo de siderdforos ou se
estes estio completamente quelados, desde que devido a utilizagdo de farelo de trigo, nestas
culturas a concentragio aproximada de Fe deve ser bem maior que aqueles contendo glicose.
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Porém, da mesma forma que aparece na Figura 32, o pico de atividade FOx coincidia com uma
regido onde ndo ocorria reagio com CAS.
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FIGURA 33: Produgdo de Sideroforos e de Atividade FOx pelo T aurantiacus em Cultura
contendo 1,5% de Farelo de Trigo. A cultura , em pH 6,0, foi incubada a 48°C, sob condi¢Ges
estacionarias. A produgio de siderdforos for estudada pela reagdo com CAS (W) ¢ a atividade
FOx foi determinada com o-dianisidina ()

1V.3.- Detecgiio de Sideréfores na Fracio com Ala Atividade FOx Parcialmente
Purificada

Um resultado surprendente for obtido apds fazer o ensaio de CAS com a fragio com alta
atividade FOx, parcialmente purificada por coluna de Sephadex G-10. Nenhuma reagdo foi
observada ap6s 24 h de incubac@io com o reagente. Isto nos leva a propor que o nosso
composto parcialmente purificado, com caracteristicas de sideréforo, deva conter Fe quelado e
portanto encontra-se incapacitado de retirar o Fe do reagente CAS. Por outro lado, se a
atividade FOx presente na fracio parcialmente purificada da cultura de T.agurantiacus for
produzida por algum tipo de composto quelante, como um sideréforo, a condigdo necessédria
para a oxidaco dos diferentes substratos ocorrer devera ser a presenca do metal no composto.
Portanto, se o composto estiver quelado serd capaz de catalizar reagBes de tipo redox, porém
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ndo sera capaz de reagir com o CAS, e contrariamente, se estiver ndo-complexado nfo tera
capacidade de catalizar tais reagdes, mas tera capacidade para retirar o Fe do reagente CAS.

Desta forma os resultados obtidos com a fragdo parcialmente purificada seriam
justificados, assim como aqueles obtidos das culturas com glicose e farelo de trigo (Figuras 32
e 33), onde a maxima atividade FOx coincidia com uma baixa reagdo CAS para siderdforos.

Com o objetivo de comprovar que a fragio com atividade FOx, parcialmente purificada,
deve conter necessariamente Fe complexado para apresentar atividade, utilizou-se o
complexante, insolivel em agua, 8-hidroxiquinoleina para retirar o Fe da frago ativa (JALAL
et alii., 1985). A 8-hidroxiquinoleina ¢ muito utilizada na preparagdo de meios de cultura ou
sideroforos livres de Fe e de alguns outros ions metalicos pelos quais tem grande afinidade.
Apods o tratamento com 8-hidroxiquinoleina durante um longo periodo de tempo a fragfo
parcialmente purificada continuou apresentar alta atividade FOx e reago negativa com CAS,
sugerindo que o Fe continuava presente no composto mesmo depois do tratamento.

Na maioria dos microrganismos a produgéo de sideroforos € regulada pela quantidade de
Fe disponivel no ambiente. Geralmente, altas concentragdes do metal reprimem a produgfo
destes compostos, enquanto que concentragdes bem menores que 1,0 upM a induzem
(WINKELMANN, 1992, NEILANDS, 1993). O meio liquido Czapek utilizado para o cultivo
do T.aurantiacus contém 0,72 pM de Fe, adicionado na forma de tragos, porém essa
concentragdo pode ser maior se considerarmos o Fe que pode existir como contaminante dos
substratos ou da agua utilizada na preparagio do meio.

Nestas condigfes de cultivo ([Fe]>0,72 uM), T.aurantiacus produziu sideroforos e a
intensidade da reagdo com CAS mudou em fungio do tempo de incubagdo. Foi possivel
estabelecer uma correla¢do entre a maxima produgio de atividade FOx e a minima reagdo CAS
para sideroforos, sugerindo que quando os sideroforos contém Fe quelado sdo capazes de
catalizar a oxidagdo de o-dianisidina, porém ndo sfo capazes de reagir com o CAS. O ensaio
com o reagente CAS pode detectar a presenga de siderdforos do tipo catecolato ou
hidroxamato (os dois grupos principais produzidos pela maioria dos microrganismos), ou seja,
a reacgio ocorre independentemente do tipo de estrutura. Porém, foi demonstrado que a
velocidade com que ocorre a transferéncia de Fe (III) desde o corante até o sideréforo é
estritamente dependente da estrutura deste Gltimo. Assim, os sideroforos tipo catecolato
podem retirar o Fe do CAS em alguns minutos e desta forma a mudanga de cor do azul para o
laranja é quase instantinea. Ja os sideroforos tipo hidroxamato proporcionam uma reacdo lenta
que pode demorar desde algumas horas até dias (SCHWYN e NEILANDS, 1987). No caso
das culturas de T.aurantiacus, a reagido com o reagente CAS ndo foi instantdnea, demorando
cerca de seis horas ou mais para comegar, e até umas 20 horas para se completar a mudanga
da cor. Com esta informagdio pode-se sugerir que os sideréforos produzidos pelo fungo
pertencem a classe dos hidroxamatos.

Apesar de ficar demonstrada a produg3o de saderoforos por Taurantiacus, através da
reagdo com CAS, o mesmo método ndo serviu para demonstrar que a fragio de baixa massa
molecular com atividade FOx e parcialmente purificada por coluna de Sephadex G-10, fosse
um sider6foro. A explicagfo seria que a fragio FOx ¢é purificada em sua forma complexada
com Fe(II), apresentando como consequéncia uma alta atividade FOx e nenhuma reagdo com
CAS. _

O método utilizado para retirar o Fe da fragdo ativa foi ineficaz, revelando uma afinidade
da fragdo FOx pelo metal muito maior que a da 8-hidroxiquinoleina. Os siderdforos, tipo
hidroxamato ou catecolato, quelam o Fe formando complexos de alta afinidade com
constantes de associagdo que variam entre 1023 ¢ 1052 A estabilidade dos complexos
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sideroforo-Fe(IIl) & muitas vezes maior a dos complexos de Fe(IIl) com agentes quelantes do
tipo EDTA, citrato, oxalato ou fosfato (NEILANDS, 1981; POWELL et alii, 1982,
WINKELMANN, 1992).

Depois de confirmar a presenca de sideroforos nas culturas extracelulares de
T.aurantiacus, e da possibilidade desses sideroforos serem os responsaveis pela alta atividade
FOx, uma nova metodologia de purificaggo foi conduzida. A metodologia mais utilizada na
purificagio de sideroforos, a extragdo com solventes organicos, foi conduzida com os caldos
extracelulares de 7" aurantiacus. Aos caldos foi adicionado NaCl e posteriormente foram feitas
diversas extrages com pequenos volumes de alcool benzilico, de acordo com metodologias da
literatura (NEILANDS, 1984; CARSON er alii., 1994). As metodologias mostraram-se
ineficazes, uma vez que a atividade FOx, determinada apos cada passo da extragdo,
permaneceu na fase aquosa. Outros sistemas de solventes foram posteriormente testados,
porém com nenhum deles conseguiu-se extrair a alta atividade FOx dos caldos de cultura.
Estes resultados revelaram o alto carater hidrofilico dos provaveis sideroforos, responsaveis
pela atividade FOx de Taurantiacus.

) PARTE V:
CARACTERIZACAO DA FRACAO COM ATIVIDADE FOx
PARCIALMENTE PURIFICADA

A baixa massa molecular (<1kDa) revelada pela fragio com atividade FOx, apés sua
purificagio parcial, fez suspeitar da presenga de compostos quelantes tipo sideroforos. A
utilizagio do reagente CAS mostrou a producio de sideroforos por 7.qurantiacus em meios
solido e liquido, porém ndo houve reagio com a fragdo ativa parcialmente purificada. Assim,
para confirmar a suspeita da natureza tipo sideroforo da atividade FOx presente no extrato
bruto de T.aurantiacus, procedeu-se a caracterizagio das propriedades cinéticas e fisico-
quimicas da fragio com atividade FOx parcialmente purificada (fragdo FOx).

V.1.- PROPRIEDADES CINETICAS DA FRACAO PARCIALMENTE PURIFICADA

As propriedades cinéticas da fragio de baixa massa molecular com alta atividade FOx
foram estudadas da mesma forma como descrito para o extrato bruto, ¢ os resultados foram
posteriormente comparados (Tabela 11).

O comportamento da fragdo parcialmente purificada frente ao pH foi idéntico aquele
observado com o extrato bruto. A méixima atividade FOx foi obtida em meio acido, com um
4timo em pH 2.8, em tamp3o citrato-fosfato e pH 2,6, em tampdo tartarato. Em pHs acima de
5,0 nenhuma atividade foi detectada. Da mesma forma, a maior estabilidade da fragdo
parcialmente purificada foi observada em meio neutro e levemente alcalino, porém apos 9
horas de incubagdo em pH 3,0 a fragio perdeu completamente a atividade FOx.
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Quando os efeitos da temperatura sobre a atividade e estabilidade da fracdo
parcialmente purificada foram estudados, novamente observou-se um comportamento idéntico
com o extrato bruto. Os melhores resultados de oxidago de o-dianisidina foram obtidos nas
temperaturas acima de 50°C, com um 6timo cerca de 80°C. A fragdo ativa apresentou uma
alta estabilidade térmnica em altas temperaturas (50-100°C). Quando a fragdo foi incubada nas
temperaturas de 50 e 800C, a estabilidade permaneceu inalterada por mais de 5 horas, € a
100°C a fragdo perdeu 50% da atividade somente apés 4 horas de incubagio.

A fragio de baixa massa molecular responsavel pela alta atividade FOx, mostrou-se
muito mais sensivel a mudangas de pHs do que 4 altas temperaturas. A presenca do substrato
(o-dianisidina), protegeu a fragio FOx em meio acido, onde foram observadas as maiores
velocidades de reac#o. Ao mesmo tempo, a fracio FOx mostrou-se altamente resistente a
elevadas temperaturas na presenca ou auséncia do substrato. ,

O estudo de especificidade pelo substrato da fragio parcialmente purificada foi
conduzido utilizando-se substratos tipicos de fenoloxidases do tipo lacase, exceto tirosina e
alcool veratrilico, substratos de tirosinase e lignina-peroxidase respectivamente. A fragio FOx
oxidou em auséncia de HyOp, em maior ou menor grau, todos os substratos testados, exceto

tirosina e dlcool veratrilico, mostrando por tanto possuir um potencial de 6xido-redugio
semeihante ao de lacases (Tabela 12).

TABELA 11: Propriedades Cinéticas da Fragio com Atividade FOx Parcialmente Purificada
de T.aurantiacus

Propriedades Frac@o FOx Extrato Bruto!
pH o6timo? 2.8 2.8
Estabilidade ac pH

(% Ativ.residual)d

a) 10 hpH 5-6 a) 80-100% a) 80-100%

b) 5hpH 2,6-3,5 b) 0-35% b) 0-30%
Temperatura Otima® 800C 800C

Estabilidade térmica
(% Ativ. residual)d

a) Sha 50 e 80°C a) 85-100% a) 90-100%

b) 4h a 100°C b) 50% b) 60%

Km o-dianisidina® 2,85x10-> M 476x10°> M
ABTS 0.87x10-3 M 230x10°5 M

a: Atividade de oxidagio de o-dianisidina 1mM em tampéo citrato-fosfato 50 mM, 25°C

b: Estabilidade determinada em tampao citrato-fosfato e atividade determinada pela
oxidag#o de o-dianisidina em pH 2,8, 250C

c: Atividade de oxidagdo de o-dianisidina 1mM, pH 2,8, tampio citrato-fosfato 50mM

d: Idem c, porém a 250C

e: Pardmetros cinéticos determinados nas condicBes otimas anteriormente definidas

f. Os pardmetros do Extrato Bruto foram obtidos na Parte II
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Além da o-dianisidina, a fragio FOx apresentou altas atividades com substratos como
ABTS e 2,6-DMF_ sendo que apos ocorrer a reagdo observou-se a formacdo de um
precipitado dentro da cela de reaciio, sugerindo a polimerizagio do(s) produto(s) de oxidagfo.
Guaiacol e siringaldazine foram lentamente oxidados em relagio a o-dianisidina, obtendo-se
valores ainda menores de aqueles observados com o extrato bruto.

Um novo tipo de substrato foi testado com a fragio parcialmente purificada, o 5-
hidroxindol, descoberto recentemente como substrato de diversas lacases de origem vegetal e
fungica (CAl er aliZ.. 1993). Os autores propdem que este substrato permite distinguir entre as
atividades das enzimas lacases ¢ catecol oxidases, uma vez que as Ultimas nio oxidam
derivados de hidroxindol. A fragdo parcialmente purificada revelou uma atividade de oxidagio
de 5-hidroxindol mator que a atividade com siringaldazine ou guaiacol, nas mesmas condi¢des
de reagéo.

A especificidade da fragdo FOx pelos substratos ABTS e o-dianisidina foi comparada
através da determinac@o da Km para ambos substratos. A afinidade pelos dois substratos
aumentou apds a purificacio parcial, como demonstrado pelos respectivos valores de Km
(Tabela 11). A frag&o0 parcialmente purificada e o extrato bruto apresentaram maior afinidade
pelo ABTS do que pela o-dianisidina.

A especificidade por ABTS do extrato bruto e da fragio parcialmente purificada foi
comparavel e as vezes maior que a especificidade de muitas fenoloxidases descritas na
literatura. A especificidade por ABTS das fenoloxidases do fungo degradador de lignina
P.tigrinus, determinada pelo valor de Km foi de 5,26x10-3M para MnP e de 5,40x10-5M para
uma oxidase (LEONTIEVSKI e alii, 1991). Os fungos degradadores de madeira P.
ostreatus e Ceriporiopsis subvermispora apresentaram um valor de Km com ABTS de 2,8x10~
4M ¢ 3,0x10-3 M, respectivamente (PALMIERI ef afii., 1993; FUKUSHIMA e KIRK, 1995).

TABELA 12: Especificidade pelo Substrato da Atividade FOx Presente na Fragio
Parcialmente Purificada e no Extrato Bruto de T.aurantiacus

Substrato(ImM)2 Atividade FOx Ativ Relativa (%) Ativ.Relativa (%)
AAbsxmL- xmin-1 Fragio FOx Extrato Brutob
o-Dianisidina 3,10 100,0 100,0
ABTS 17,40 5613 4249
2,6-DMF 5,27 1700 101,3
5-OH Indol 1,80 58.1 n.d.©
Siringaldazine 0,09 29 3,2
Guaiacol 0,07 2,0 4.4
Alcool Veratilico 0,0 0,0 0,0
Tirosina 0,0 0,0 0,0

a: A oxidag8o de cada substrato foi ensaiada em tampdo citrato-fosfato 50 mM, pH 2,8,
250C

b: Valores tirados da Tabela 6

c: Atividade ndo determinada
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Diversos compostos, conhecidos inibidores de oxidases que contém metal no seu sitio
ativo, foram utilizados no estudo de inibigao da velocidade de oxidagio de o-dianisidina pela
fracio parcialmente purificada. Os resultados obtidos com a fragdo FOx foram comparados
com aqueles obtidos com o extrato bruto (Tabela 13).

Somente 0s compostos azida sodica e acido tioglicolico provocaram um efeito de
inibigio na atividade da fragio parcialmente purificada, que foram os mesmos inibidores da
atividade FOx presente no extrato bruto. Porém, surprendentemente, o grau de inibigio da
fragdo FOx foi muito menor que aquele observado com o extrato bruto. Talvez, no caso do
extrato bruto o efeito de inibigio possa estar sendo mascarado pela presenca de outras
enzimas, fenoloxidases tipicas, que também oxidam o-dianisidina e que podem ser inibidas por
estes compostos.

Os agentes complexantes de ions metalicos EDTA e DETAPAC ndo tiveram efeito
ndo imbiram a atividade FOx, ao contrario provocaram um aumento desta, sendo o Mn
responsavel pelo maior aumento da atividade (Tabela 13).

O efeito de inibidores sobre a atividade FOx da fragio parcialmente purificada e do
extrato bruto foi semelhante ao efeito observado com fenoloxidases do tipo lacase. Azida
sodica e acido tioglicolico provocam uma inibigdo de 100% em grande parte das lacases. Ja os
complexantes tipo EDTA e DETAPAC, nfio costumam ser inibidores destas enzimas.
Diferentemente do observado com a atividade FOx de 7.aurantiacus os ions metalicos Fe (I1I)
¢ Cu (II) comportam-se como inibidores de lacases de outros microrganismos
(LEONTIEVSKII et alii., 1991; KOFUJITA et alii., 1991, FUKUSHIMA e KIRK, 1995).

TABELA 13: Efeito de Diferentes Compostos sobre a Atividade FOx Presente na Fragio
Parcialmente Purificada e no Extrato Bruto

Composto Atividade FOx % Inibi¢io % Inibicio
Fragiio (Ul/mL)2 Fragio FOx Extrato Brutob
Controle® 0,120 0,0 0,0
Azida sodica 0,096 20,0 91,0
Ac. tioglicolico 0,054 55,0 100,0
EDTA 0,124 0,0 0,0
DETAPAC 0,128 0,0 0,0
FeCls 0,139 0,0 ndd
FeSO4 0,140 0,0 n.d.
CuCly 0,135 0,0 nd.
MnSOy¢ 0,147 0,0 n.d.

a: Atividade determinada pela oxidagdo de o-dianisidina em tampdo citrato-fosfato 50mM,
pH 2.8, 259C, apés pré-incubacgio com 1,0 mM de cada composto

b: Valores tirados da Tabela 7

¢. Atividade determinada na auséncia de qualquer um dos compostos

d: Atividade nfio determinada
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As propriedades cinéticas da atividade FOx presente no extrato bruto e na fragdo
parcialmente purificada foram idénticas quanto a pH e temperatura Otimos, estabilidade e
especificidade pelo substrato. Estes resultados demonstram, que a natureza da atividade FOx
presente no extrato bruto é a mesma presente na fragdo purificada, devido a semelhanga das
propriedades. Somente o efeito de inibidores mudou e, apos a purificagdo parcial, a fragdo
com atividade FOxX sofreu um efeito de inibigio muito menor aos compostos que quando
comparado com o extrato bruto.

Da mesma forma como observado para grande parte das lacases, MnP ¢ LiP
produzidas por fungos degradadores de madeira, a fracio parcialmente purificada de
T.aurantiacus apresentou uma 6tima atividade em meio acido. O substrato natural dos fungos
produtores de enzimas ligninoliticas, a madeira, geralmente apresenta baixos valores de pH,
que diminuem mais ainda quando os fungos iniciam o processo de degradagio. Assim, do
ponto de vista fisioldgico, é possivel explicar a importancia de enzimas ou compostos de baixa
massa molecular capazes de catalizar reagGes em uma faixa de pHs de 2,0 a 4,0. Por outro
lado, a formagio de radicais catibnicos, mecanismo essencial para a degradacio de lignina, €
favorecida em meio acido.

CHANDHOKE e colaboradores (1992) mostraram que a oxidagdo de KTBA pelo
composto de baixa massa molecular do fungo G.trabeum, via transferéncia de um eletron,
ocorre mais eficientemente em meio acido. GOODELL e colaboradores (1995), isolaram uma
série  de sideroforos do tipo fenolato de G.frabeum com capacidade de complexar e
posteriormente reduzir o Fe (III) complexado para Fe (II), e observaram que a redugdo era
acelerada a pH 2,0, sendo que nenhuma redugfo era observada em pHs acima de 7.0.

Assim, quanto as propriedades de pH, a fragdo com atividade FOx de Taurantiacus
apresentou caracteristicas muito semethantes com muitas fenoloxidases verdadeiras e com
alguns compostos de baixa massa molecular, tipo sideréforos, produzidos por fungos que
degradam madeira. Quanto as altas temperaturas de atividade e estabilidade observadas com a
fragio FOx, ndo foram encontrados resultados semelhantes na literatura nem com
fenoloxidases, nem com compostos do tipo sideroforos.

V.2.-PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS DA FRACAO PARCIALMENTE
PURIFICADA

Determinacio da Massa Molecular Aparente da Fraciao FOx

A principal dificuldade na determinag@o da massa molecular da frag8o ativa atraves de
filtragio em coluna de Sephadex foi a falta de padrGes de baixa massa molecular. A massa
molecular aparente da fragio parcialmente purificada ativa foi de 530,0 Da, determinada
através da curva de calibragio da Figura 34.

A baixa massa molecular da fragio FOx ¢é comparavel com a de sideroforos de muitos
fungos e bactérias. A massa molecular destes quelantes varia entre 500-1000 Da, sendo que
existem alguns que possuem uma massa molecular menor de 400 Da. TRICK ¢ KERRY
(1992), isolaram uma série de sideroforos de culturas de cianobactérias, com uma massa
molecular compreendida entre 300 e 500 Da, determinada por cromatografia em coluna de
Biogel P2.
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A fragdo FOx foi também analisada por espectrometria de massas, na tentativa de uma
determinagdo mais precisa da massa molecular. Porém, a técnica de ionizag3o por impacto de
elétrons (IE) utilizada resultou na formagdo de diversos fragmentos muito pequenos com
perda do ion molecular (v.Fig.1A, Apéndice H).

Embora a cromatografia em gel seja bastante utilizada na determinagio da massa
molecular de sideroforos, a metodologia recomendada para este tipo de compostos € a técnica
FAB ("fast atom bombardment" ou bombardeamento com tomos rapidos) de espectrometria
de massas, uma vez que a utilizagio de cromatografia geralmente conduz a valores
subestimados (CARSON et alii., 1994). Devido a natureza dos sideroforos, muitas vezes
podem ocorrer fortes interagbes com a matriz da coluna de filtragio, o qual retardaria a

elui¢ao, resultando na subestimago da massa moleculzr (TRICK e KERRY, 1992).
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FIGURA 34: Determinagio da Massa Molecular da Fracio com Atividade FOx Parcialmente
Purificada por Filtrag@o em Sephadex G-10. A massa molecular foi determinada por regressio
linear simples. Entre parenteses estio indicadas as massas moleculares das substincias

padrdes.
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Determinaciio de Proteina e Analise de Aminoicidos da Fragiio FOx

Diversos estudos foram realizados utilizando-se a fragio parcialmente purificada por
Sephadex G-10. Na Tabela 14 aparecem os resultados da determinagio de proteina na fragio
purificada pelos métodos de Lowry, Bradford e pela leitura da absorbancia em 280 nm.

A determinac&o de proteina com o corante Azul Brilhante de Coomassie (Método de
Bradford) ndo deu a mudanga de cor caracteristica para proteina, devido & natureza nio-
proteica da fragio parcialmente purificada. A leitura da absorbincia em 280nm deu valores
maiores aos obtidos pelo método de Lowry. A base do método de Lowry é o desenvolvimento
de cor devido a ligaclo peptidica e & presenca dos aminoacidos tirosina e triptofano numa
proteina, porém o mesmo método ja foi utilizado na determinagio da concentragio de
sideroforos do tipo hidroxamato produzidos por algums fungos (MANULIS ef alii., 1987 4
BARASH et alii., 1988).

SUBRAMANIAN e colaboradores (1965), que desenvolveram o método de
determinagio da corncentragio de sideréforos, afirmam que a interacdo do 4cido hidroximico
com o reagente de Folin resulta na formagdo de um complexo azul, sob condiges alcalinas. A
validade do método foi confirmada pela utilizacio do sideréforo comercial Desferrioxamina
(Desferal), constituido principalmente de hidroxamato. Como observado na Tabela 14, uma
concentragio de desferrioxamina (nfo-complexado com Fe (Iil)) de 10 ug/mi. resulta em uma
absorbéncia de 0,053 em 660 nm, apds reacio com o reagente de Folin. A desferrioxamina nio
reage com Azul Brilhante de Coomassie e nfio apresenta nenhuma absorbancia em 280 nm.
Desta forma, € possivel afirmar que, embora um composto nio possua natureza proteica ou
peptidica, ou nfio apresente aminoacidos na sua estrutura, ele sera capaz de reagir através do
método de Lowry se apresentar acidos hidroxamicos.

De acordo com os resultados obtidos com desferrioxamina, pode-se sugerir que a
reagdo positiva através do método de Lowry possa ser resultado da presenca de acidos
hidroxdmicos na fragdo FOx, o que confirmaria a natureza de sideréforo tipo hidroxamato,
porém ndo se pode descartar ainda que a reagfo seja devida & presenga de algum aminoacido
na fragdo parcialmente purificada.

TABELA 14: Dosagem de Proteina na Fragiio Parcialmente Purificada? atraveés

de Diferentes Métodos
Método Proteina Desferrioxamina
(pg/mi) (pg/mL)
Leitura da Azgg 2564 0,0
Lowry 50,0b (0,056)¢ 10,0 (0,053)¢
Bradford nr. nr.

a: Utilizou-se uma concentragio da fragfo liofilizada de 25 mg/mL
b: Determinada através de curva padrio com BSA

¢: Leitura da absorbancia em 660 nm

d: Nio ha reacdo
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A fragio com atividade FOx parcialmente purificada foi submetida a hidrolise acida
durante 24 horas (v. Material e Métodos), e posteriormente analisada por cromatografia de
troca idnica em um analisador automatico de aminoacidos. Apos hidrolise, a fragio FOx
perdeu completamente a atividade de oxidagio de o-dianisidina € o resultado da anilise
revelou uma auséncia de aminoacidos. Nas condigbes de hidrolise da fragio ativa (6N
HCI/104°C) perde-se o aminoacido triptofano, portanto, ndo € possivel afirmar uma auséncia
total de aminoacidos na fragdo com atividade FOx de T.aurantiacus.

Caracterizacio Estrutural da Fracio FOx

Na Figura 35A é mostrado o espectro de absorgdo UV/vis da fragio purificada por
Sephadex G-10, liofilizada e ressuspensa em &gua bidestilada e desionizada (pH 7,6). O
espectro apresenta uma banda de absorgdo forte abaixo de 230 nm, um ombro entre 280-290
nm e outro mais definido em 350nm. Estas bandas de absor¢do foram caracteristicas da fragio
FOx, e foram reprodutiveis através das diferentes metodologias de purificagdo. O espectro
sofreu uma grande modificagio em meio fortemente acido (pH 1,5) na regio de 350nm
(Figura 35B). Em meio alcalino (pH 12) um aumento da intensidade das bandas fot observado,
aparentemente sem deslocamento dos méximos (Figura 35C).

Ap6és a hidrolise acida (6N HCI/104°C, durante 24h) a fragdo FOx perdeu
completamente a atividade e no espectro de absorbancia observou-se o desaparecimento do
ombro em 350 nm, permanecendo somente a banda de absorgdo abaixo de 230nm (Figura
35D). Assim, € possivel afirmar que a banda de absorgdo em 350nm esteja relacionada com a
atividade FOx da fragio parcialmente purificada.

Uma analise por espectroscopia no infravermelho da fragdo parcialmente purificada foi
também conduzida. O espectro obtido fol analisado e as bandas atribuidas com base na
literatura (SILVERSTEIN ef alii, 1981) (Tabela 15). ATKIN e NEILANDS (1968)
atribuiram a banda em 1.594 cm-lobservada no espectro de IV do siderdforo acido
rodotortlico a carbonila de acido hidroxamico {estiramento C=0), apesar desta banda estar em
uma regifo abaixo da observada para os acido acetohidroxdmico e desferri-ferricromo,
normalmente encontrados entre 1.630-1.660 cm1.
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FIGURA 35: Espectros de Absorbancia UV/Vis da Fragio com Atividade FOx Parcialmente
Purificada. Uma amostra da fragho FOx foi ressuspensa em agua bidestilada e desionizada (pH
7.6) € o espectro UV/Vis foi registrado & 250C (A). Amostra apés acidificagdo da solugio
para pH 1,5 por adi¢@o de HCI (B); amostra ap6s alcalinizagdo da solugdo para pH 12,0 por
adi¢do de NaOH (C), amostra apds hidrolise dcida durante 24h 3 104°C (D). ’



TABELA 15: Atribui¢io de Bandas do Espectro de IV da Fragdo Parcialmente Purificada

Banda (cm~ 1 ) Atribuigdo

3.433 estiramento O-H ou N-H

3.226 estiramento N-H

2.942 estiramento C-H

1.632 estiramento C=0 (referente & carbonila de amida)

1.550 estiramento C=0 (referente & carbonila de ac. carboxihco)
1.038 estiramento C=0

O espectro de 1V da fragiio FOx foi registrado entre 4.000 e 500 cm~1, em pastilha
de KBr (v Fig. 1A, Apéndice II).

Os espectros de ressonincia magnética nuclear de !H e de 13C da fragio parcialmente
purificada dissolvida em dimetilsulfoxido (DMSO) foram registrados a 300 MHz, e os sinais
observados junto com suas atribui¢es sdo mostradas na Tabela 16.

TABELA 16: Sinais Observados nos Espectros de RMN-1H e 13C da Fragfio Parcialmente

Purificada
Deslocamento quimico {ppm) Atnibuicdo
g 3.40 (singlete) -CH,0 ou -CHoN
8.35 (singlete) -COOH ou NOH
13¢ Dois sinais em 59 e 60 -CH5N ou CH>0

O experimento de DEPT ("Distortion-less enhancement by polarization transfer")
indicou apenas a presenga de carbonos do tipo CH, e C, (quaternario), descartando a
possibilidade da presenga de grupos CH e CHj; na estrutura da molécula.

Provavelmente devido a presenga do Fe na fragdo FOx o espectro de RMN foi bastante
simples, apresentando poucos smnais (v. Fig2 e 3A, Apéndice II). E sabido que o
paramagnetismo do Fe(ll) elimina dos espectros grande parte dos sinais caracteristicos dos
sideroforos do tipo catecolato ou hidroxamato, e € portanto recomendada a remogo completa
deste metal antes de qualquer analise espectroscopica (NEILANDS, 1984). O método
comumente utilizado é o tratamento com o complexante 8-hidroxiquinoleina, porém como
mostrado anteriormente, no caso da fragdo FOx o tratamento com 8-hidroxiquinoleina
resultou ineficaz, sugerindo uma alta estabilidade do complexo siderdforo-Fe (v.Parte 1V).

Os dados espectroscopicos de ressonincia magnética nuclear (IH e 13C) e de IV,
descartaram a presenga de grupamentos aromaticos na estrutura da fragio parcialmente
purificada com caracteristicas de sideroforo, permitindo descartar desta forma a possibilidade
de sideroforo do tipo catecolato. Ao mesmo tempo, os dados sugerem uma estrutura de tipo
hidroxamato, reforcando as observagdes anteriores (tipo de reagdo CAS e reagdo com Folin)
que ja sugeriam a presenca de um sideréfo do tipo hidroxamato.
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Caracterizacio da Fraciie FOx por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

A analise da fracio FOx, eluida como um pico s0 da coluna de Sephadex G-10, foi
conduzida em uma coluna de fase reversa por HPLC, onde foi obtido mais de um pico de
absorbancia em 280 nm. Com 95% de metanol/agua como fase movel, a fragio FOx foi
ressolvida em trés picos principais com diferentes tempos de retengio (Figura 36A). Quando a
polaridade da fase movel foi aumentada até 85%, a resolugiio dos picos aumentou (resuitados
ndo apresentados).

Quando uma amostra da fragio FOx hidrolisada (6,0 N HCl/1049C) foi aplicada na
coluna de fase reversa, somente um pico foi observado (Figura 36B). O tempo de retengdo do
pico presente no hidrolisado corresponde ao tempo de retengio do Gltimo pico que elue da
coluna no caso da firacio integra.

A obtengiio de trés picos com diferentes tempos de retengdo no cromatograma, pode
corresponder a diferentes formas de um mesmo composto do tipo hidroxamato, complexado
com Fe. Dados da literatura indicam que o siderdforo de tipo hidroxamato Rhizobactina 1021,
qguando complexado com Fe, pode existir sob diferentes formas. Assim, a analise por HPL.C
deste sider6foro revelou o aparecimento de miltiplos picos, com diferentes polaridades e
portanto com diferentes tempos de retengdo na coluna de HPLC (PERSMARK et afii., 1993).
Resultados semelhantes foram obtidos com o sideréforo Rhizoferrina, o qual era separado
junto com sua forma desidratada, dando origem a picos com diferentes tempos de retengdo
(THIEKEN ¢ WINKELMANN, 1992),

Devido a suas caracteristicas estruturais, grande parte dos sideroforos € altamente
resistente 4 hidrolise acida, sendo que existem alguns que apos 24 horas de hidrolise acida a
1040C ainda apresentam uma parte da estrutura intacta (DEMANGE et afii, 1988,
KONETSCHNY-RAPP ef alii., 1990). No case da fracio FOx de T.aurantiacus, apés a
hidrolise acida ainda € possivel observar a presenga de um pico de absorbéncia em 280 nm no
cromatograma da Figura 26B, que pode corresponder a uma parte da fragio resistente a
hidrolise.
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FIGURA 36: HPL.C da fracdo com atividade FOx, parcialmente purificada por Sephadex G-
10 (A) e ap6s hidrolise acida (6 N HCV1049C, 24 horas) (B). A fase mével utilizada foi
metanol/agua 95%, e o fluxo da coluna foi de 2,0 mL/min. Coluna de ODS-II (C18), fase
reversa

Determinacio da Presenca de Metal na Fraciio FOx

Quando a frag@o FOx foi analisada pela presenga de metais através de diferentes
técnicas, foram encontrados principalmente Fe, Ca, Mg ¢ Na (Tabela 17, v.Apéndice ). As
técnicas de Espectrografia de Rede Plana e Raios X-Fluorescéncia foram utilizadas apenas em
forma qualitativa.

O Fe apareceu em baixa concentragdo quando determinado por Absorgio Atémica (AA),
porém a determinago colorimétrica com o-fenantrolina resultou em uma maior concentragio,
A elevada quantidade de Na presente na fragio FOx, revelada pela coloragio da chama
durante andlise por AA, pode estar interferindo na determinagdo do Fe, resultando no baixo
valor observado. A quantificagido de Fe na fracio FOx utilizando o complexante o-
fenantrolina, revelou a presenca das formas Fe(Il) e Fe(III) na fragdo.

De todos os metais detectados na fragio FOx, somente o Fe, embora presente em baixa
concentragdo, pode estar participando na reagdo de oxidagio de o-dianisidina e outros
substratos tipicos de fenoloxidases.

As altas concentragdes de Ca e Mg presentes na fragio FOx acredita-se podem ser
provenientes do farelo de trigo utilizado como substrato no meio de cultura do 7.aurantiacus.
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Estes dois metais divalentes ja foram observados formando parte de sideroforos do tipo
hidroxamato, complexados juntamente com Fe (ATKIN e NEILANDS, 1968, HIDER, 1984).

TABELA 17: Detecgio de Metais na Fragio Parcialmente Punificada

Metal Quantificagio Técnica
Fe 0,70 ppm (Colorim.) Espectrografia Rede Plana?
0,041 ppm (AA) RatosX-Fluorescéncia

Colorimétricab
Absorgio Atomica®

Ca 115 ppm (ICP) Espectrografia Rede Plana
Raios X-Fluorescéncia
1Cp¢

Mg 118 ppm 1ICP

Nad Absorgio Atomica

RaiosX-Fluorescéncia
a: A amostra liofilizada foi misturada com grafite
b: A amostra liofilizada foi dissolvida em dgua bidestilada e desionizada
¢: Amostra liofilizada foi dissolvida em HNO3
d: Determinado s6 qualitativamente
e: Plasma Indutivamente Acoplado (Inductively Acoupled Plasma)

V.3.- Aspectos da Reacfio de Oxidacdio de o-Dianisidina

Foram estudados alguns aspectos da reagfio de oxidagfo da o-dianisidina pela fragcio
FOx parcialmente purificada, com caracteristicas de sideréforo. A o-dianisidina ou 3,3'-
dimetoxibenzidina € oxidada por fenoloxidases do tipo peroxidase, em presenca de HyO7 |, €
do tipo lacase, em presenca de oxigénio. A reagdo da origem a diversos complexos
intermediarios de transferéncia de carga, e posteriormente a um produto colorido estavel tipo
quinona com um maximo de absorbéncia aproximadamente em 460 nm, apoOs reagdo de
oxidagiio por um mecanismo de transferéncia de dois eletrons (Esquema 1II) (CLAIBORNE ¢
FRIDOVICH, 1979}

O espectro de absorbancia UV/Vis da reagiio de oxidagdo da o-dianisidina catalizada
pela fragdo parcialmente purificada (Figura 37), mostrou algumas semelhangas com o espectro
da mesma rea¢io catalizada por HRP, a pH 3,7 (CLAIBORNE e FRIDOVICH, 1979).
Recentemente YOSHIDA e colaboradores (1995) demonstraram que LiP € capaz de oxidar o-
dianisidina em solvente orgénico e em solugdo aquosa, dando origem em ambos 0S casos ao
mesmo produto final, com um maximo de absorbincia em 444 nm. A reacdo de oxidag@o
acontece em duas etapas sucessivas de transferéncia de um eletron. Em solugfio aquosa dois
picos sio inicialmente observados, em 372 e 700 nm, os quais depois de atingir um maximo
comegam a diminuir, sendo substituidos por um pico em 444nm.
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FIGURA 37: Cinética da Reagio de Oxidagio de o-Dianisidina pela Fragio FOx de
T.aurantiacus em Meio Acido. A reacfo foi acompanhada na regido UV/Vis, e os espectros
foram registrados a cada 5 minutos. A reag#o foi conduzida a pH 3,0 e 25°C.
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A fragdo FOx de T aurantiacus mostrou caracteristicas bem diferentes da maioria dos
compostos de baixa massa molecular, tipo sideroforo, quanto a capacidade de catalisar reacdes
de oxido-redugdo. Estudos conduzidos com esse tipo de composto indicaram uma
dependencia estrita da presenca de HpOo no meio de reagdo para oxidar KTBA. Os
compostos catalizaram muito lentamente a oxidagio de outros substratos como guaiacol, na
presenga ou auséncia do HyO», e portanto apresentaram baixa ou nenhuma atividade FOx
(ENOKI et dlii., 1990, TANAKA et alii., 1991, 1993). Porém, ndo ha informag3o na literatura
a respeito da oxidagio de outros substratos tipicos de fenoloxidases tais como o-dianisidina,
ABTS, 2,6-DMF, na auséncia de H;0,, por esses compostos, como ja foi observado com a
fragdo FOx.

Alguns estudos foram conduzidos com a fragio parcialmente purificada no sentido de
comprovar a participagio do Fe (II) ou Fe (III) na reagio de oxidagio de o-dianisidina, e o
papel desempenhado pelo HyO» nesta reagio.

TABELA 18: Efeito de Compostos Sobre a Velocidade de Oxidagio de o-Dijanisidina pela
Fragdo FOx de T.aurantiacus
Composto Atividade FOx (Ul/mL)
Controle? 0,165
Hidroxilamina (1,0 mM)b | 0,160
Ditionito (1,0 mM) 0,036
Ditionito (0,1 mM) 0,083
Ditionito (0,1 mM) + 0,C 0,154
H>O9 (1,0 mM) 0,256
H~O» (5,0 mM) 0,506

a: Oxidacio de o-dianisidina em auséncia de qualquer composto
b: A frag8o parcialmente purificada foi pré-incubada durante 10
min com 0s compostos nas concentragdes indicadas
c: Oy foi borbulhado no meio de reagfio apos a pré-incubagio com ditionito

A adigdio do agente redutor, hidroxilamina, no meio de reagio nfio teve efeito na
velocidade da reagdo, como era esperado, uma vez que o Fe deve estar na sua forma reduzida
para poder oxidar o substrato. Quando o ditionito, um agente fortemente redutor, foi utilizado
em concentragdo final de 1,0 mM um alto grau de inibi¢io foi observado (78% inibigio). Este
resultado pareceu contraditorio com o primeiro, uma vez que se o Fe (II) estivesse
participando da oxidagdo, como indicado pelo efeito da hidroxilamina, nio deveria ser

-----

observado um efeito inibitorio. Apos diminuir a concentracio de ditionito para 0,1lmM, o
efeito inibitorio ndo desapareceu, somente caiu para 50%. Por ser um potente redutor, o
ditionito pode estar acabando com o oxigénio do meio de reacio e desta forma estar inibindo a
oxidag¢o de o-dianisidina. Para comprovar isto, apos a pré-incubagfio da fracio ativa com
ditionito, oxigénio foi borbulhado no meio de reagdo durante alguns minutos. Posteriormente,
a atividade FOx foi determinada observando-se uma completa recuperagio da inibicdo

provocada pelo ditionito. O HyOp provocou um aumentou da velocidade de oxidagdo de o-
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dianisidina pela frag#o ativa. A atividade aumento cerca de trés vezes com o aumento da
concentragio de H2 Oy . Este efeito de ativagao foi diferente daquele observado com o extrato
bruto, onde 0 HyO2 diminuiu levemente a atividade, provavelmente devido ao fato que ao ser
adicionado ao extrato bruto este HoOy pode estar sendo utilizado ou até degradado por
algum(s) outro(s) sistema(s) enzimatico(s) do fungo.

E sabido que os siderdforos de tipo hidroxamato apresentam uma afinidade pelo Fe (III)
muitas vezes maior do que pelo Fe (II), tanto que este ¢ um dos mecanismos pelos quais o Fe
pode ser espontaneamente ou em forma induzida, liberado do sideréforo (NEILANDS, 1984;
HIDER, 1984). Uma vez que a fragdo parcialmente purificada com alta atividade FOx,
apresentou fortes ewvidéncias de pertencer ao grupo dos sideréforos tipo hidroxamato, é -
provavel que inicialmente ela complexe Fe sob a forma de Fe (lI), ¢ que este seja
posteriormente reduzido para Fe (II) por algum sistema enzimatico especializado do fungo ou
pelo proprio composto, para poder participar de reagBes de oxido-reducio.

GOODELL e colaboradores (1995), isolaram 15 compostos com caracteristicas de
sideroforos do tipo catecolato a partir de culturas do fungo G.trabeum, ¢ observaram que
grande parte destes compostos além de complexar Fe (1II) tinha capacidade de reduz-lo até Fe
(I} e desta forma estabiliza-lo. HIRANO e colaboradores (1995), isolaram um composto de
baixa massa molecular (1.500-5.000 Da) a partir do fungo 7. palustris com capacidade de
reduzir oxigénio molecular para radicais hidroxila (OH+)e Fe (III) para Fe (T1).

Para verificar se a fragdo FOx de 7.awrantiacus mostrava semelhangas com os
compostos anteriores quanto a capacidade de reduzir o Fe (lII), foi conduzido o mesmo
experimento que Os autores desenvolveram para comprovar a capacidade de reducdo de Fe
(IlI). O experimento consistiu na incubaggo da fragio FOx com Fe (11I) durante 24 horas em
pH 4,5. Posteriormente, o-fenantrolina foi adicionada na mistura de reagio e os espectros
UV/Vis da reagio foram registrados em intervalos de tempo. Os resultados obtidos indicaram
que a fragdo parcialrnente purificada apresentou capacidade de reduzir Fe (II1) para Fe (II),
embora muito lentamente, o que foi verificado pela formagio do complexo vermelho
caracteristico de o-fenantrolina com o Fe (1f) (Amax = 510 nm) (Figura 38). Quando o mesmo
experimento foi conduzido com desferrioxamina (Desferal), siderdforo tipo hidroxamato, os
resultados foram sernelhantes, ou seja, houve redugio de Fe (III) para Fe (I) e posterior
formagio do complexo o-fenantrolina-Fe (II), somente que a reagio foi extremamente rapida
quando comparada com a reacio da fragdo FOx (resultados nao mostrados). Portanto, pode-se
sugetir que os siderdforos tipo hidroxamato possuem capacidade para reduzir Fe (1) para
Fe(Il), da mesma forma como observado para sideroforos do tipo catecolato e para os
compostos de baixa massa molecular tipo glicopeptideo.
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FIGURA 38: Formagio de Complexo o-Fenantrolina-Fe (Il), apos pré-incubagio da fragio
FOx com 4 ppm de Fe (III) durante 24h, & pH 4,5 e 259C. Os espectros UV/vis foram
registrados apos 15, 30, 48, 72 e 96 horas de adicionada a o-fenantrolina em uma
concentragio de 1,0%..

O estudo de caracterizagdo revelou que a fragio parcialmente purificada possue uma
estrutura tipo hidroxamato, com metais como Ca, Mg e Fe formando parte desta estrutura. O
tipo de reacgdo catalizada pela fracBo FOx indica que, dos metais presentes na fragio o Fe,
embora em baixa concentracio como revelado pelas analises quantitativas, deve estar
participando na reag¢do de oxidagdo de o-dianisidina. A fragio FOx parece catalizar a oxidacgio
de o-dianisidina de forma semelhante s fenoloxidases verdadeiras, como indicado pelo
espectro de absorbéncia da reaciio de oxidagfo. Para catalizar a reagio de oxidagio o Fe
presente na fragdo FOx deve encontrar-se na forma de Fe (II), como sugerido pelo efeito
produzido por hidroxilamina e ditionito/O. Os resultados obtidos apds adigio de Fe (Iil)/o-
fenantrolina, indicam que a fragdo FOx possui capacidade de reduzir Fe (II) para Fe (II). O
efeito do HyO» na velocidade de oxidagio de o-dianisidina pela fragio FOx, indicam que ele
deve ter uma participagdo diferente daquela observada com peroxidases, uma vez que ele
estimula a velocidade de reagdo, porém nio € essencial para a rea¢#o. A sugestdo de um
mecanismo via formacéio de radicais livres para a fragdo FOx, justificaria o efeito observado
apos adicio de HpO», uma vez que através de reagdo de Fenton, 0 H»O» na presenca do Fe
(I} da fragdo FOx induziria a formagg#o de espécies radicalares, que participariam de reacées
de despolimerizagio.
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) PARTE Vi
UTILIZACAO DOS EXTRATOS ATIVOS DE T.aurantiacus NO
TRATAMENTO DE POLPAS E EFLUENTES INDUSTRIAIS

Nos ultimos anos o interesse crescente pelos problemas de contaminagdo ambiental tem
conduzido ao desenvolvimento de processos industriais alternativos que surgem da
combinagio de processos quimicos com tratamentos biologicos. Um dos processos industriais
responsaveis pela maior carga contaminante no ambiente é a fabricagdo de polpa e papel. O
alto conteido de reagentes quimicos utilizados na deslignificagio das madeiras e posterior
branqueamento das polpas de celulose, origina grandes cargas poluentes que chegam ao
ambiente na forma de efluentes fenolicos, fortemente coloridos e altamente toxicos.

Uma das estratégias mais comumente seguidas € a utilizagdo de fungos degradadores de
madeira, seus caldos extracelulares ou seus sistemas enzimaticos. A utilizagio direta do fungo
ou seus caldos extracelulares no branqueamento de polpas e no tratamento de efluentes,
resultam em processos economicamente mais atraentes do que a utilizacdo de enzimas
purificadas (ERIKSSON, 1990; ONYSKO, 1993; GRANT, 1994; REID e PAICE, 1994,
DURAN et alii., 1995).

O fungo T.gurantiacus reune propriedades que fazem dele um microrganismo promisor
para sua utilizagio em processos biotecnologicos. Estudos prévios mostraram a capacidade do
fungo degradar madeira de E.grandis MACHUCA e DURAN, 1993), e os atuais resultados
mostram os altos niveis de atividade FOx, com propriedades cataliticas semelhantes as de uma
lacase, presentes nos caldos extracelulares do fungo. Por estas razdes foi de grande interesse
avaliar a capacidade do fungo para ser utilizado no branqueamento de polpas de celulose e no
tratamento de efluentes da industria de polpa e papel. Visto que a natureza da atividade FOx
nfo € enzimatica, € sim parece ser produto de um composto com caracteristicas de sideroforo,
o interesse na aplicagio biotecnologica do fungo torna-se mais importante devido 2 falta de
informacio na literatura a respeito da utilizagdo de sideréforos nos processos mencionados
anteriormente.

VL1.- TRATAMENTO DE POLPAS KRAFT DE EUCALIPTO

Os numerosos compostos organoclorados resultantes da etapa de branqueamento das
polpas celulosicas s8o os responsaveis pela alta toxicidade da contaminagdo causada pelas
indastrias de polpa e papel. Os organoclorados sio o resultado da reagdo entre a lignina
residual presente nas fibras de celulose, responsdvel pela cor escura das polpas nio-
branqueadas, e o cloro utilizado no processo quimico de branqueamento. Alguns
organoclorados contaminam os ecossistemas através do ar apos sofrerem evaporacdo,
enquanto outros contaminam ambientes aquaticos apds serem despejados sob a forma de
efluentes. Portanto, o objetivo da aplicagéo de procedimentos biotecnologicos alternativos € a
redugdo da utilizagio de cloro e/ou compostos clorados na etapa de branqueamento das polpas
(ONYSKO, 1993; VHKARI ef alii., 1994).
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Tratamento da Polpa com o Extrato Ativo de T.aurantiacus

O extrato com alta atividade FOx, obtido a partir de T.aurantiacus, foi utilizado no
tratamento de uma polpa nio branqueada obtida através do processo Kraft (sulfeto/NaOH) a
partir de madeira de Eucalipto. A polpa utilizada nos diferentes experimentos apresentou um
numero Kappa inicial de 16,5 e uma viscosidade de 42,3 cP.

A maior redugio do nimero Kappa, pardmetro que reflete a quantidade de lignina
residual das polpas, foi obtido apos 60 e 90 minutos de tratamento em pH 3,0. Nestas
condicbes a viscosidade, um indicador da integridade da celulose na polpa, foi bastante
afetada, observando-se um aumento da redugio com ¢ tempo de incubagio (Figura 39).
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FIGURA 39: Propriedades de uma Polpa Kraft de Eucalipto Tratada com o Extrato Ativo de
T.aurantiacus. As polpas foram incubadas em pH 3,0 e 4 509C, ¢ a viscosidade (IJ) e o

niamero Kappa (A) foram determinados, na polpa tratada com o extrato ativo do fungo
(simbolos cheios) e na polpa controle (simbolos vazios).

A eficiéncia de deslignificacdo e a seletividade apoOs o tratamento da polpa com o
extrato ativo, aparecem na Tabela 19. As maiores eficiéncias de deslignificacio foram obtidas
apos 60 e 90 minutos de tratamento, porém com 60 minutos de tratamento a melthor
seletividade foi observada. Ao aumentar o tempo de tratamento de 60 para 90 minutos, ndo foi
possivel remover mais lignina residual, refletido pelos valores muito proximos de nmiimero

Kappa, porém, nestas condi¢bes a qualidade da celulose foi afetada, conduzindo a uma
diminuigio da viscosidade. :



TABELA 19: Eficiéncia de Deslignificagio e Seletividade apos Tratamento com o Extrato

Ativo de 7. aurantiacus

Ensaio Tempo do Eficiéncia de Seletividade®
Tratamento {(min) Deslignificacio
1 Ca 30 5,64 0,35
Eb 8,06 033
2 C 60 2.91 0,29
E 16,97 0,54
3C 90 2,73 0,32
E 17,21 0,33

a: Polpa conntrole

b: Polpa tratada com o extrato ativo, em pH 3,0 e 3 50°C

¢: Seletividade = %deslignificacio/reducio viscosidade
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Ap6s uma etapa de extragho alcalina, onde todas as substancias soliveis em 4,0% NaOH
sdo retiradas da polpa previamente tratada com o extrato ativo de 7.aurantiacus, a maior
perda de lignina foi ©bservada aos 60 minutos de tratamento. Com o aumento do tempo de
tratamento para 90 minutos o numero Kappa manteve-se praticamente igual, porém a
viscosidade da polpa foi bastante afetada (Figura 40). Assim, as melhores eficiéncia de
deslignificagio e seletividade do processo foram obtidas apds um tratamento de 60 minutos
com o extrato ativo do Taurantiacus, em pH 3,0 e a 500C (Tabela 20).
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FIGURA 40: Propriedades de uma Polpa Kraft de Eucalipto Tratada com o Extrato Ativo do
Iaurantiacus, seguida de uma Extragdo Alcalina. As polpas foram tratadas a pH 3,0 e 50°C,

¢ a viscosidade (1) € o nimero Kappa (A) foram determinados na polpa tratada com o extrato
fingico (simbolos cherios) e na polpa controle (simbolos vazios).
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TABELA 20: Resuiltados do Tratamento de Polpa Kraft de Eucalipto com o Extrato Ativo
de T.aurantiacus Seguida de Extragdo Alcalina

Ensaio Tempo do Eficiéncia de Seletividade®
Tratamento (min) Deslignificagio
1Ca 30 23,64 0,57
ED 28,61 0,55
2C 60 24,97 0,57
E 39,40 0,71
3C 90 2733 0,48
E 38,42 0,58

a: Polpa controle

b: Polpa tratada com extrato ativo apés extragdo alcalina com 4,0% NaOH
¢: Idem Tabela 19

Quando o extrato ative de T.aurantiacus, foi utilizado no tratamento da polpa Kraft em
pH 5,0, uma leve diminuigdo do numero Kappa foi observada, com minima diminuigio da
viscosidade. Embora, tenha sido observado um aumento na eficiéncia de deslignificacio, em
relagio a polpa controle, o processo ndo teve seletividade. Apds a extragiio alcalina, ndio
houve aumento nem da deslignificagiio nem da seletividade (Tabela 21).

TABELA 21: Propriedades da Polpa Krafi de Eucalipto apos Tratamento com o Extrato
Ativo de T aurantiacus em pH 5,0

Ensaio Numero Viscosidade Eficiéncia de Seletividade
Kappa (cP) Deslignifica¢do
ca 1492 39,70 9,57 1,56
ED 14,51 37,74 12,06 1,12
Apos Extracgio Alcalina
C 10,76 19,04 34,79 0,63
E 10,85 19,32 34,24 0,64

a: Polpa controle
b: Polpa tratada com o extrato ativo em pH 5,0 a 50°C, durante 90 minutos

Tratamento da Polpa com o Extrato Ativo de T.aurantiacus na Presenca de ABTS

A eficiéncia da utilizagio de enzimas do tipo oxidativo no branqueamento de polpas
implica na utilizacBo de co-fatores tais como Mn (II) ou H»O», no caso de MnP ou de
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mediadores redox como o ABTS, no caso de lacase (BOURBONNAIS e PAICE, 1992;
PAICE et alii., 1994; KONDO er alii., 1994). Assim, o efeito da presenca de um mediador no
tratamento de polpa Kraft de Eucalipto pelo extrato com atividade FOx de 7.aurantiacus foi
estudado utilizando-se ABTS.

Em pH 3,0 a deslignificagdo das polpas, determinada como o ntmero Kappa, foi
levemente maior na presenca de ABTS do que na sua auséncia, porém quanto a diminuicdo da
viscosidade da polpa n@o houve diferencas significativas. Apos a extragio alcalina os
resultados quanto & deslignificag8o da polpa foram melhores na presenga de ABTS, o qual se
reflete no valor de eficiéncia de deslignificag@o (Figura 41). Quanto & seletividade do processo
na presenga do mediador, nenhuma diferenga foi observada com os mesmos resultados obtidos
na sua auséncia (Tabela 22).

1 Artes Extragio Alcalina
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FIGURA 41: Propriedades de uma Polpa Kraft de Eucalipto Tratada com o Extrato Ativo de
T.aqurantiacus na Presenga ¢ na Auséncia de ABTS em pH 3,0. A viscosidade (A) € o nimero
Kappa (B) foram determinados na polpa controle e na polpa tratada com o extrato ativo, antes
e depois da extracZo alcalina com 4,0% de NaOH.

Diferentemente dos resultados obtidos em pH 5,0 em auséncia de mediador, na presenca
de ABTS obteve-se uma maior deslignificagio e a viscosidade da polpa praticamente n#o foi
afetada (Figura 42). ApoOs a extragio alcalina foram obtidos melhores resultados de eficiéncia
de deslignificaco e seletividade do que aqueles no mesmo pH e na auséncia de ABTS (Tabela
22).
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FIGURA 42: Propriedades de uma Polpa Kraft de Eucalipto Tratada com o Extrato Ativo do
T.aurantiacus na Presenga e na Auséncia de ABTS em pH 5,0. A viscosidade (A) e o nimero
Kappa (B) foram determinados na polpa tratada e na polpa controle, antes e depois da
extracdo alcalina com 4% de NaOH .

TABELA 22: Propriedades da Polpa Kraft de Eucalipto apds Tratamento com o Extrato
Ativo de T.aurantiacus na Presenca de ABTS

Ensaio pH Eficiéncia Seletividad
Deslignificacfo e

1 Cca 3.0 2.73 0,35
gb 18,79 0,45
2 C 5,0 6,42 2,47
E 11,09 3,28
Apods Extragio Alcalina
1C 3.0 27,09 0,65
E 43,09 0,73
2 C 5,0 26,61 0,49
E 33,33 0,65

a: Polpa controle + 1,0 mM de ABTS
b: Polpa tratada com o extrato ativo e 1,0 mM de ABTS,
a 50°C durante 90 minutos.
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Os resultados obtidos indicam que a presenca de ABTS foi importante, porém nio
essencial, na obteng@o de efeitos significativos na deslignificagdo das polpas pelo extrato ativo
de Taurantiacus. Em pH 5,0, a presenca de ABTS conduziu & obten¢iio de resultados
significativamente melhores do que na sua auséncia, quanto a deslignificagdo e seletividade do
processo. Mesmo assim, os resultados obtidos em pH 5,0 com ABTS, ndo foram melhores que
aqueles obtidos em pH 3,0 sem ABTS.

A utilizagio direta de fungos no branqueamento de polpas € um processo muito
demorado, que requer um cuidadoso controle das condi¢bes de incubagio e finalmente
algumas interferéncias na determinagio dos parimetros de qualidade da polpa tem sido
observados devido & massa fungica (ONYSKO, 1993; KATAGIRI ef alii,, 1995). Estudos
conduzidos com 7. wersicolor, indicaram a producdo de lacases e MnP, mas ndo LiP, durante o
tratamento de polpas. MnP e lacase, na presenc¢a de um co-fator enzimatico, podem desmetilar
e solubilizar parcialmente lignina em polpas (BOURBONNAIS e PAICE, 1992;
ARCHIBALD, 1992, PAICE et alii., 1993). O co-substrato utilizado por lacase ¢ o ABTS,
que atua como um mediador redox na oxidago de sub-unidades nfo fendlicas de lignina e na
oxidagdo de alcool veratrilico, subsirato enzamatico de LiP (BOURBONNAIS e PAICE, 1990
e 1992).

Os resultados preliminares obtidos com o extrato ativo de T.aqurantiacus, em um sistema
ainda ndo otimizado, demonstram vantagens sobre os sistemas anteriormente citados, uma vez
que a presenga de um co-fator (ABTS) nio foi essencial na deslignificagio.

Quando a polpa foi tratada com o extrato ativo durante 60 minutos a 50°C ¢ pH 3,0,
obteve-se uma reducio do numero Kappa de 39%, cerca de 6 unidades de diminui¢io em
relagdo a polpa ndo tratada, apés uma etapa de extracdo alcalina. Porém, a seletividade do
processo ndo foi eficiente, uma vez que a viscosidade das polpas foi reduzida em
aproximadamente 50%. Quando a lacase de 7.versicolor foi utilizada no tratamento de polpa
Kraft durante 5 dias a redugio de nmumero Kappa foi insignificante. J4 com o extrato
enzimatico uma redugio de 16,5% foi obtida, porém quando foi utilizado o sistema
lacase/ABTS a redugio foi de 24%, sem redugdio significativa da viscosidade
(BOURBONNAIS e PAICE, 1992; PAICE et alii., 1994). Quando LiP de C.sitophila foi
utilizada no branqueamento de polpa Kraft e organosolv de E.grandis, na presenca de HoO»,
obteve-se 8,0% de redugdo do nimero Kappa, apds extracio alcalina (MILAGRES ef alii.,
1991).

Recentemente, CALL e MUCKE (1994, 1995) descreveram um sistema lacase/mediador
(1-hidroxi-1H-benzotriazol) com o qual uma redugio de entre 50 ¢ 66% no nimero Kappa ¢
obtido em um periodo de 1 a 4 horas. Porém, nenhuma informagéo sobre a qualidade da polpa
em relagdo & viscosidade € relatada. Por outra parte, a viabilidade econdmica do processo &
duvidosa uma vez que o mediador ¢ utilizado em concentragdo de 0,25 a 2 Kg/tonelada de
polpa.

Assim, o extrato ativo de Tawrantiacus mostrou-se bastante promissor no
branqueamento de polpas Kraft de Eucalipto, uma vez que ndo precisou de um mediador para
deslignificar a polpa num curto pericdo de tempo (60 minutos) e alta temperatura (50°C).
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V1.2.- TRATAMENTO DE EFLUENTES INDUSTRIAIS

A carga poluente resultante das indastrias de celulose e papel, que chega ao ambiente
na forma de efluentes fendlicos fortemente coloridos e altamente toxicos, € o resultado do
primeiro estagio de extragio alcalina (E1) do processo de branqueamento quimico de polpas
Kraft. A cor escura destes efluentes deve-se ao elevado conteido de diversos cromoforos e
fragmentos poliméricos clorados e altamente oxidados de lignina (cloroligninas), que possuem
uma fracdo de alta massa molecular recalcitrante aos processos convencionais de
descontaminacio utilizados na industria de papel (ERIKSSON, 1990; DURAN e ESPOSITO,
1993; BAJPAl e BAJPAI 1994).

Quando a fragio com alia atividade FOx de T.qurantiacus foi utilizada no tratamento
de um efluente do tipo Ej, sob condigbes estaticas e agitadas, observou-se uma eficiente
redugdo na cor dos efluentes e na concentragfio dos fendis totais quando comparados com os
efluentes controles (' Fabela 23).

Apos 24 horas de tratamento em condigOes agitadas ou estaticas foi observada uma
pequena descolorag@o dos efluentes, acompanhada de uma redugio na concentragio dos
fendis totais entre 20 e 36%. Quando a duragio do tratamento foi aumentada para 72 horas a
cor ¢ a concentracdo de fendis diminuiram. A agitagiio do sistema favoreceu a descoloragio
dos efluentes, enquanto que a redugio de fenois foi semelhante em condigdes estaticas ou
agitadas (Tabela 23).

Quanto a cor dos efluentes a melhor condigio de tratamento com a fragdo ativa foi sob
agitacio, obtendo-se 61% de descoloracdo em 72 horas. Quanto & concentragdo de fenois
totais presentes nos efluentes, observou-se que ndo existiram diferengas significativas entre os
tratamentos sob condigdes estaticas ou agitadas, obtendo-se entre 60 a 70% de redugio de
fenois em 72 horas.

Os resultados obtidos com a fraglo ativa de 7.aurantiacus, foram comparaveis aqueles
da literatura que utilizam eficientes fungos degradadores de madeira ou seus sistemas
enzimaticos no tratamento de efluentes da industria de polpa e papel. O tratamento de um
efluente fendlico com lacase imobilizada resultou em uma descoloragio de 48% em trés dias,
porém na presenga do fungo que produz esta enzima, 7 versicolor, obteve-se uma
descoloragio de 70 a 80%, apos 8 dias de incubacgio (DAVIS e BURNS, 1990). T.versicolor,
produtor de lacase, provocou 92% de descoloragiio em 7 dias de tratamento, enquanto que o
conhecido produtor de LiP, P.chrysosporium provocou uma descoloragio de 64% em 6 dias
(MEHNA et alii, 1995). Em relagio a concentragfo de fendis totais, apds o tratamento com a
fragdo ativa de I.qurantiacus, observou-se uma significativa redugiio (60-70%), comparavel a
causada por C.versicolor de 71% em 28 horas (DAVIS e BURNS, 1990).

As mudangas na distribuicdo da massa molecular das cloroligninas contidas nos
efluentes foram estudadas por cromatografia de exclusio molecular em coluna de Sephadex G-
50. As fragGes eluidas das colunas foram monitoradas pela leitura da absorbincia em 280 nm,
que reflete a quantidade de compostos aromaticos derivados de lignina contidos nos efluentes
(BERGBAUER e EGGERT, 1992; BERGBAUER et alii., 1992; WANG et alii., 1992). Os
perfis cromatograficos do efluente controle e das amostras tratadas, sob condi¢bes
estacionarias e agitadas, aparecem na Figura 43,
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TABELA 23: Caracteristicas do Efluente E1 ap6s Tratamento com a Fragio Ativa de

T aurantiacus

Efluente Tempo Cor Redugio Fenois Redugio

(h) (Ag65) Cor (%o) (mg/L.) Fenois(%)
Controle? 0 0,77 | e 5°70 S I —
Agitacio 24 0,63 18,2 18,2 35,6

72 0,30 61,0 5.8 70,0
Estacionario 24 0,67 13,0 13,0 23,0

72 0,50 35,1 6,8 64 4

a: Efluente conirole, autoclavado e filirado
Efluentes incubados 4 259C, sob condigdes agitadas (125 rpm) e estacionarias
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FIGURA 43; Distribuigio de Massa Molecular em Sephadex G-50 (1,5x60cm) das
Cloroligninas contidas em um Efluente do tipo Ej. Efluente Controle (@) e efluentes tratados
com a Fragio Ativa de Tlaurantiacus, em condigBes agitadas e estacionarias (®), durante
72 horas a 25°C. A coluna foi eluida com NaOH-LiCl 0,1N, com um fluxo de 0,7 mL/min.

Apods o tratamento do efluente com a fragio ativa de T.aurantiacus, durante 72 horas
sob condi¢cdes estaciondrias ou agitadas, foi possivel observar mudangas na fracio de
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cloroligninas de alta massa molecular em relagdo ao controle. Em ambos os casos, houve uma
diminuicdo na intensidade da absorbancia em 280 nm, o qual sugere degradagio do material
aromatico contido nos efluentes. Sob condigBes agitadas 47,0% de mineralizagio das
cloroligninas foi observada. Na regifo de baixa massa molecular do cromatograma do efluente
tratado em condigOes estacionarias, pode-se observar o aparecimento de um novo pico de
absorbancia em 280 nm, completamente ausente no caso do tratamento sob agitacio. Nestas
condicdes, obteve-se 5,0% de mineralizag@o, acompanhado de 67,0% de despolimerizagio das
cloroligninas de alta massa molecular.

Resultados da literatura discutem sobre o papel controvertido das lacases na
despolimerizacio e/ou polimerizagio dos compostos aromaticos contidos nos efluentes ou nos
lignosulfonatos (L.S). LEONOWICZ e colaboradores (1985) observaram que quando um LS
de baixa massa molecular era tratado com lacase de T.versicolor, a enzima promovia uma
reacdo de polimerizagio, e contrariamente quando um LS de alta massa molecular era tratado,
ocorria despolimerizacio. Quando diferentes efluentes de branqueamento foram tratados
diretamente com o fungo T.versicolor, era observada uma reagio de degradacio dos
compostos aromaticos e dependendo do efluente, também ocorria despolimerizacio
(BERGBAUER e EGGERT, 1992).

O comportamento da fragio ativa de 7.auranfiacus, parece ser semelhante a de lacases,
uma vez que dependendo das condi¢des de incubagio com o efluente houve degradagio, com
maior ou menor grau de mineralizagio, e/ou despolimerizagio das cloroligninas de alta massa
molecular.

A fraglio com alta atividade FOx produzida por 7.aurantiacus demonstrou ter um grande
potencial de aplicagdo biotecnologica no branqueamento de polpas Kraft de Eucalipto € no
tratamento de efluentes industrias do tipo Eq. Apesar da natureza nio-enzimitica da atividade
FOx, o resultados obtidos foram comparavéis, e algumas vezes melhores, aos efeitos
observados com enzimas do tipo oxidativo como lacase, MnP ou LiP produzidas por eficientes
fungos degradadores de madeira.

Os resultados de caracterizagfo da fragio com atividade FOx sugerem uma natureza de
sider6foro do tipo hidroxamato. A informagdo na literatura a respeito da utilizagio de
sideroforos em processos biotecnologicos € esscasa, praticamente nula. JELLISON e
colaboradores (1990) relataram a utilizagio de uma fragdo semipurificada de culturas do fungo
G.trabeum, contendo sideroforos do tipo catecolato, no tratamento de uma polpa nio-
branqueada. Os autores observaram um efeito de descoloragdo da polpa apds 30 minutos de
incubacdo, porém os resultados sdo informados somente em termos qualitativos.

Embora os resultados de branqueamento de polpas e tratamento de efluentes com a
fragio com atividade FOx de T.aurantiacus sejam preliminares, mostraram-se promissores e
inéditos do ponto de vista da utilizagdo de sideréforos em processos biotecnologicos.
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6.- DISCUSSAO FINAL

A escolha da cepa brasileira do fungo 7.aurantiacus para realizagdo do nosso trabatho,
foi baseada no fato desta apresentar atividade FOx e capacidade de degradar madeira de
E.grandis (MACHUCA e DURAN, 1993), diferentemente das cepas encontradas na
literatura, as quais eram essencialmente produtoras de enzimas hidroliticas.

Inicialmente, ©s objetivos deste estudo centraram-se nos fatores que influenciam na
produciio da atividade FOx. Diversos par@metros fisico-quimicos do meio de cultura foram
estudados, pardmetros conhecidos por exercerem efeito estimulante ou indutivo na produgio
de fenoloxidases por fungos degradadores de madeira. Apés a purificagdo parcial de uma
fracio contende a atividade FOx, o nosso estudo foi redirecionado em fungio dos resultados
inesperados, descritos em ordem cronologica, a seguir:

PRODUCAO DE ATIVIDADE FOx

A produgio da atividade FOx por T.aurantiacus foi muito semelhante a maioria das
fenoloxidases produzidas por conhecidos fungos ligninoliticos, quanto a dependéncia dos
diferentes parametros do meio de cultura (natureza e concentragio de substrato, agitacio,
oxigenagio, pH da cultura, etc.). Dos parimetros estudados, o efeito mais significativo na
produgdo de atividade FOx foi provocado pela utilizagdo de diferentes substratos. Em meio
liguido, a presenga de um substrato lignoceluldsico ou polissacaridico como fonte de carbono,
induziu a produgdo de altos niveis de atividade FOx (1-2 Ul/mL). Contrariamente, quando
somente glicose foi utilizada como fonte de carbono, os niveis de atividade alcancados foram
muito baixos (0,05-0,1 Ul/mL). O melhor substrato foi farelo de trigo, provavelmente devido a
seu alto conteido em proteinas, fatores de crescimento e vitaminas. O nivel de inducio
observado com farelo de trigo foi maior aquele obtido com o indutor sintético p-anisidina.
Qutros pesquisadores ja haviam observado o efeito indutivo do farelo de trigo na produgio de
enzimas ligninoliticas; FUKUSHIMA e KIRK (1995) relataram que a produgio de lacase por
C.subvermispora era varias vezes maior quando o fungo era cultivado em um meio contendo
farelo de trigo do que em um meio quimicamente definido, contendo 2,5-xilidina como
indutor.

A atividade FOx de Iaurantiacus foi produzida nas mesmas condigbes que
favoreceram a producgfo de fenoloxidases em conhecidos fungos ligninoliticos. Isto sugeriu
que a fungio desempenhada pela atividade FOx, dentro do metabolismo do T.aurantiacus, era
equivalente aquela das fenoloxidases dos fungos de decomposi¢io de madeira: participagio em
reaches de decomposicdo, modificagio e/ou degradagio de substratos lignoceluldsicos
insolaveis, para sua transformacdo em pequenas substdncias soluveis e facilmente
metabolizaveis pelo microrganismo.

Posteriormente, a caracterizagdo cinética do extrato bruto de 7.auwrantiacus revelou
novamente uma semelhanga com fenoloxidases. De acordo com o tipo de substrato oxidado,
pH otimo para oxidacio e efeito de alguns inibidores tipicos de oxidases que contém metal, a
atividade FOx do extrato bruto pareceu ser do tipo lacase. Porém, a elevada temperatura de
reagdo (70-80°C) e a alta estabilidade térmica (t, de 5 horas a 100°C), foram os primeiros
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fatos que colocaram em questionamento a natureza proteica da atividade FOx produzida por
I.qurantiacus. Mesmo tratando-se de um microrganismo termofilo, as temperaturas,
principalmente de  estabilidade, eram extremamente altas quando comparadas com
fenoloxidases descritas na literatura.

PURIFICACAO DE UMA FRACAO CONTENDO ATIVIDADE FOx

Com o objetivo de desvendar a natureza da atividade FOx, a purificagio da fracio
responsavel por tal atividade foi conduzida a partir de caldos induzidos com farelo de trigo e
serragem. A metodologia utilizada na purificagio foi a mesma utilizada por GEIGER e
colaboradores (1986), na purificagdo de lacases a partir de fungos de degradaciio de madeira.
A presenga de substratos lignocelulésicos nas culturas dificulta a purificagio, uma vez que os
polifenois provenientes dos subsiratos geralmente ligam-se &s proteinas, fazendo com que
estas percam atividade ou fiquem fortemente retidas nas colunas de purificagdo, através dos
fenois. Este tipo de substrato dificulta também a determinagio de proteina pela maioria dos
métodos mais comumente utilizados (Bradford, Lowry, Biureto), impedindo a determinaciio
dos parametros de controle da purificagdo como rendimento e grau de purificagdo em relagio
a0 extrato bruto. A primeira etapa na purifica¢iio da fragio com atividade FOx foi a utilizagio
da resina DEAE-celulose para retencdo da cor dos caldos, produto dos polifendis. Na etapa
seguinte, a concentracdo dos caldos foi conduzida em um sistema de ultrafiltragfo, utilizando-
se uma membrana que permitia a passagem de substincias com uma massa molecular abaixo
de 10 kDa. Uma vez que a massa molecular das lacases encontra-se numa faixa de 50-140
kDa, esperavamos que grande parte da atividade FOx ficasse retida no concentrado, e um
minimo da atividade fosse encontrada no filtrado. Porém, diferentemente do esperado, grande
parte da atividade FOx foi detectada no filtrado. O resultado foi reproduzido apés
concentragdo utilizando-se uma membrana que permitia a passagem de substincias abaixo de 1
kDa. Devido & baixa massa molecular, descartou-se a possibilidade que a atividade FOx
presente nas culturas de Z.aurantiacus fosse produzida por alguma fenoloxidase, do tipo
lacase, ou por qualquer outro tipo de enzima.

Diversas dificuldades surgiram durante a purificagio, principalmente devido a baixa
massa molecular do componente com atividade FOx. O procedimento de purificacio utilizado
mostrou-se demorado e laborioso, uma vez que a melhor forma de dessalinizar a fracio com
atividade FOx foi através da coluna de Sephadex G-10, onde amostras de caldo eram aplicadas
diversas vezes em pequenos volumes e eluidas com agua bidestilada e desionizada. Finalmente,
através dessa coluna obteve-se uma frago com alta atividade FOx e uma massa molecular
aproximada menor que 700 Da. A cromatografia nesta coluna revelou a presenca de um pico,
de alta massa molecular, que também apresentou atividade FOx, porém insignificante quando
comparada 2 atividade da fragio de baixa massa molecular. Provavelmente, a atividade FOx
presente no primeiro pico seja devida a existéncia de fenoloxidases verdadeiras no caldo de
cultura de Taurantiacus. A fragio com alta atividade FOx e de baixa massa molecular foi
posteriormente caracterizada, cinética e estruturalmente, com o objetivo de desvendar sua
natureza que, devido as caracteristicas até aqui apresentadas, nio podia ser enzimatica.
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PRODUCAO DE SIDEROFOROS POR T.aurantiacus

Tendo em vista os resultados obtidos, foram procurados outros sistemas fingicos, que
ndo os enzimaticos, participantes do processo de degradagdo de substratos lignocelulosicos
descritos na literatura. Dois tipos de compostos extracelulares foram encontrados,
relacionados s6 recentemente a degradacio de substratos lignocelulosicos como madeira. Um
grupo desses compostos esta representado pelos complexantes de Fe denominados de
sideroforos, produzidos por fungos de decomposigio branca e parda, de baixa massa
molecular (500-1.000 Da) e que catalisam a reacio de oxidagfo, via transferéncia de um
elétron do KTBA na presenc¢a de H»0». Através deste tipo de reagdo, os sideroforos de tipo
catecolato, produzem uma série de espécies radicalares que, podem estar envolvidas na
iniciagio do processo de decomposigdo de madeira in vivo (JELLISON ef alii., 1990, LU et
alii., 1994, GOODELL et alii., 1995). Outro grupo de compostos de baixa massa molecular
descrito na literatura sdo os glicopeptideos que contém Fe, e catalizam a reagfio de oxidagio
de KTBA, através de um mecanismo semelhante aos sideroforos de tipo catecol (ENOKI et
alii., 1990, HIRANO et alii., 1995).

Dentro deste contexto, o estudo da produgio de siderdforos por T.auwrantiacus foi
conduzido em meio liquido e solido. Através da utilizagiio do reagente universal CAS, para
detecgiio de sideroforos, foi possivel confirmar a produgio destes compostos em ambos os
meios de cultura. Em meio liquido, a maxima produgio de atividade FOx, apds 10-12 dias,
relacionou-se com uma minima reagio CAS. Apesar dos resultados positivos no meio de
cultura, as diferentes fragbes coletadas da coluna de Sephadex G-10, incluindo aquela que
apresentou a maior atividade FOx, nio reagiram com CAS. A nossa explicacio € que, quando
purificada, a fragdo com atividade FOx esteja completamente complexada com metal,
provavelmente Fe, e devido a isto seja capaz de oxidar o-dianisidina, porém incapaz de retirar
o Fe do CAS, para dar a reagdo positiva caracteristica. Entretanto, no meio de cultura, os
compostos tipo siderdfo, devem ser produzidos e gradativamente complexados com o metal,
dando tempo para a reagido com CAS ocorrer durante o periodo de incubagdo. A cinética da
reagio com CAS em meio de cultura, sugere uma natureza de tipo hidroxamato para o
possivel sideroforo de T aurantiacus.

CARACTERIZACAO DA FRACAO COM ATIVIDADE FOx PARCIALMENTE
PURIFICADA

Uma caracterizagio cinética e estrutural foi conduzida com a fragdo com atividade FOx |
parcialmente purificada ("fragdo FOx"). As propriedades cinéticas da fragio FOx foram
semelhantes as do extrato bruto, quanto a pH e temperatura 6timos de atividade e estabilidade,
porém o efeito dos inibidores foi diferente. A fragdo FOx pareceu ser menos inibida pelos
mesmos compostos que em idénticas condigdes de reagdo produziram uma forte inibigdo do
extrato bruto. Isto sugere que no extrato bruto, além da inibigZo da atividade produzida pela
fracio de baixa massa molecular, estejam sendo inibidos outros sistemas que também oxidam
o-dianisidina, provavelmente fenoloxidases verdadeiras, cuja existéncia foi sugerida pelos
resultados da separacdo cromatografica. As propriedades de alta estabilidade térmica foram
mantidas apos a purificagdo. Desta forma, pode-se afirmar que a atividade FOx presente no
extrato bruto de 7.aurantiacus é resultado da fragio de baixa massa molecular e que grande
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parte das propriedades da frago FOx nio foi afetada pela purificagdo. Do ponto de vista da
aplicagdo de sisternas biologicos em processos industriais, resulta economicamente mais
atraente a utilizagdo de um extrato fungico do que um sistema purificado. Sendo assim, o
fungo T.aurantiactts mostra-se promissor para sua utilizagdo em processos deste tipo, uma vez
que a atividade FOx, demonstrou as mesmas propriedades quando presente no extrato bruto e
na fragdo parcialmente purificada.

A fragfio FOX nio reagiu com Azul de Coomassie para determinagio de proteina
(método Bradford), porém apresentou absorbéncia em 280 nm, e reagiu positivamente com o
reagente de Folin (rnétodo Lowry). O reagente de Folin, utilizado na determinagdo de acidos
hidroxamicos (SUBRAMANIAN ef alii., 1965), da uma reacdic positiva com o sideroforo
comercial de tipo hidroxamato, desferrioxamina-B (Desferal). A analise da fragio FOx apos
hidrolise acida (6N HCV1049C, durante 24 h), revelou a auséneia de aminoacidos na sua
estrutura, porém nas condiges de hidrolise utilizadas perde-se o triptofano. Os espectros de
ressonfncia magnética nuclear (RMN de 1H e 13C) e de IV, revelaram a auséncia de
grupamentos aromadaticos na fragio FOx. Com estes resultados pode-se sugerir que a reacdo
positiva com o reagente de Folin seja devida & presenca de acidos hidroxamicos na fracdo e
nédo a presenga de uma estrutura peptidica, constituida por aminoacidos.

O espectro de absorbancia UV/vis da fracdo FOx ndio mostrou a banda caracteristica
para hidroxamatos complexados com Fe (III), normalmente observada entre 410-450 nm
{(NEILANDS, 1984), e apresentou duas bandas caracteristicas em 290 ¢ 350 nm. Em meio
fortemente acido (pH 1,5) observou-se uma deformacfo da banda em 350 nm, com formagio

" de muitiplos picos, porém em meio alcalino (pH 12), somente foi observado um aumento nas
intensidade das bandas. Estes efeitos podem estar relacionados com a atividade e estabilidade
da fragiio FOx. A atividade catalitica 6tima da fragio encontra-se em meio acido (pH 2-3),
enquanto que a estabilidade nesses pH € rapidamente perdida ap6s 5 horas de incubagio.

A massa molecular da fragdo FOx estimada por cromatografia em Sephadex G-10 foi de
530 Da, e corresponde a massa molecular da maioria dos siderdforos. A técnica mais
recomendada para este tipo de compostos € a de FAB, por espectroscopia de massas, porém
através de cromatografia em colunas de exclusio molecular é possivel obter uma boa
aproximacio, embora muitas vezes os valores sejam subestimados.

Previamente & caracterizagio estrutural de um composto de tipo siderdforo, €
recomendada a retirada do Fe da molécula, uma vez que o paramagnetismo deste interfere
com as técnicas de RMN, de IV e de espectrometria de massas, eliminando muitos sinais
caracteristicos (NEILLANDS, 1984). Quando a fragio FOx foi tratada com o complexante 8-
hidroxiquinoleina, nas condigdes mais drasticas descritas na literatura, nio foi possivel retirar o
metal da fragio, indicando uma alta estabilidade do complexo fragio-FOx-metal. Nestas
condigbes, a caracterizacio estrutural da fracio FOx através de RMN, de IV e de
espectrografia de rede plana, revelou a presenga de uma estrutura de tipo hidroxamato e a
presenga de diferentes metais, dos quais somente o Fe, embora presente em baixa
concentragdo, pode ser o responsavel pela reacdo de oxidagio de o-dianisidina. Desta forma a
cinética de reagio com CAS no meio de cultura fungico, a rea¢do positiva com o regente de
Folin e finalmente os resultados dos espectros de RMN e de IV, revelaram uma estrutura de
tipo hidroxamato :



118

H“}jN“‘E——R ou R H(f ?WR

As metodologias tipicas para purificagdo de siderdforos descritas na literatura
compreendem extragio com solventes orgénicos, o qual facilita a dessalinizagdo das fragdes
que contém o(s) sideroforo(s) (GARIBALDI e NEILANDS, 1955, NEILANDS, 1984,
PAYNE, 1994). Com o objetivo de fazer mais eficiente e rapida a purificagdo da fragio FOx
de Taurantiacus a partir dos caldos de cultura, foi conduzida uma extragdo com diferentes
sistemas de solventes orglnicos. Porém, este procedimento resultou ineficaz, uma vez que
praticamente toda a atividade FOx permaneceu nos caldos apoOs inmeras tentativas. Isto
sugeriu um alto carater hidrofilico do componente, com atividade FOx de T .aurantiacus.
Assim, o possivel sideroforo de tipo hidroxamato de T .aqurantiacus, apresentou algumas
propriedades atipicas para esses compostos, principalmente pelo seu carater hidrofilico e pela
auséncia da banda caracteristica do complexo hidroxamato-Fe(IlT) no espectro de UV/Vis,
porém existem alguns microrganismos descritos na literatura produtores de sideréforos de tipo
hidroxamato com 1guais caracteristicas as do composto de Tawrantiacus, considerados
atipicos dentro deste grupo (PAGE, 1987; FEKETE ef alii., 1989b). Outras técnicas utilizadas
no estudo da caracterizagdo estrutural, tais como analise elementar, quantificagdo de Fe por
absorgdo atOmica e espectroscopia de massas (técnica de 1onizagdo por impacto de elétrons),
fatharam, provavelmente devido & presenca de diferentes metais na fragdo FOx.

UTILIZACAO DOS EXTRATOS ATIVOS DE T.aurantiacus

Os resultados preliminares da utilizagdo dos extratos com atividade FOx de
T aurantiacus, em processos como branqueamento de polpas Kraft de Eucalipto e tratamento
de efluentes, mostraram-se promissores. O tratamento das polpas Kraft em condi¢des ainda
nd3o otimizadas, revelou uma deslignificagdo de 39%, apos 60 minutos a 50°C e pH 3,0. A
presenga de um mediador redox como o ABTS, ndo foi essencial para a obtengio de uma
eficiente deslignificacgio, diferentemente das lacases descritas na literatura, cujo efeito sobre as
polpas ¢ insignificante na auséncia de ABTS (BOURBONNAIS ¢ PAICE, 1992). Nestas
condigbes, a seletividade do processo ndo foi satisfatorio, como revelado pela redugio da
viscosidade das polpas. Assim, se faz necessario o estudo de outras condi¢des de tratamento
no sentido de aumentar a seletividade do branqueamento com os extratos ativos de
T aurantiacus.

O tratamento dos efluentes de tipo E; (extragdo alcalina), com o extrato ativo de
T aurantiacus provocou 61% de redug@o da cor, 70% de redugo dos fendis totais e 47% de
mineralizagio das cloroligninas de alta massa molecular, apos 72 horas de incubagéo sob
condiges agitadas, & 25°C e pH 4,0. Em condi¢3es estacionarias os resultados também foram
satisfatorios, observando-se um 35% de redugfo da cor, 64,4% de redugdo dos fendis totais e
5% de mineralizagdo, porém diferentemente do observado em condigBes agitadas, obteve-se
67% de despolimerizagdo das cloroligninas.

Mesmo em condi¢cdes ndo otimizadas, os resultados obtidos com T.aurantiacus foram
comparaveis aqueles obtidos com os conhecidos fungos ligninoliticos P.chrysosporium e
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T.versicolor, ou com seus sistemas enzimaticos isolados (BOURBONNAIS e PAICE, 1992,
PAICE et alii, 1994, MEHNA et alii., 1995). Apesar do conhecimento a respeito do
potencial de oxido-redugio e dos mecanismos de oxidagio dos compostos de tipo sideroforo,
nenhum estudo foi conduzido sobre a aplicaco destes sistemnas em processos biotecnologicos
tais como tratamento de polpas ou de efluentes industriais, confirmando a originalidade dos
nossos resultados.

PROPOSTA DE UM MECANISMO DE REACAO PARA O COMPOSTO COM
ATIVIDADE FOx DE T aurantiacus

De acordo com os resultados que revelaram uma estrutura de tipo hidroxamato para o
composto com atividade FOx de Taurantiacus, foi elaborada uma proposta de mecanismo
para a reagdo de oxidagio de substratos in vitro. Nossa proposta inclue a formagio do
composto ativo em meio liquido, até sua liberagio ao meio extracelular, onde exerce sua agio.

- Biossintese

O composto com atividade FOx ¢ produzido em resposta a uma mudanga no meio
extracelular, no inicio da cultura, como revelado pela reagio com CAS (v. Parte IV). Esta
mudanca pode ser a concentragdo de Fe disponivel, como foi descrito para a maioria dos
sideroforos (NEILAINDS, 1984; HIDER, 1984). Os compostos sio liberados em forma ndo
complexada, e no meio de cultura vio complexando gradativamente o Fe, para serem
posteriormente utilizados pelo fungo. Em um determinado momento do periodo de incubagio,
existem somente formas complexadas do composto no meio extracelular, evidenciado pela
reagdo negativa com CAS e pela maxima atividade FOx observada (v Parte IV). A existéncia
de acidos hidroxAmicos em alguns cereais como o trigo (NIEMEYER, 1988), pode ser o
motivo pelo qual uma alta indugdo de atividade FOx seja observada quando farelo de trigo €
adicionado a cultura de T.awrantiacus (v Parte I). A formagdo e complexagio do composto
pode acontecer como proposto no Esquema IV.
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- Mecanismo de O xidaciio de o-dianisidina

O composto na sua forma complexada participa de reagSes de oxidagiio de uma série de
substratos tipicos de fenoloxidases, na auséncia de HyOy, em pH 3,0. Porém, para o composto
exercer sua atividade oxidativa o Fe presente deve estar como Fe (II) e ndo como Fe (III),
como foi sugerido pelos experimentos de inibi¢do (v. Parte V). Portanto, deve existir um
mecanismo através do qual esta redugido possa acontecer. Em muitos fungos ligninoliticos o
oxalato e a celobiose-desidrogenase (CDH) podem participar desta redugdio (EVANS ef alii.,
1994, ANDER, 1994). Porém, existem outros sistemas onde o proprio composto complexante
apresenta capacidade para reduzir o Fe (IIT) para Fe (IT) (GOODELL et alii., 1995, HIRANO
et alii., 1995). O composto com atividade FOx também apresentou capacidade de reduzir o Fe
(IIT) para Fe (II), como revelado pelo experimento conduzido com o-fenantrolina em pH 4,5
(v.Parte V). Portanto, o mecanismo proposto para o composto de I.aurantiacus é semelhante
ao mecanismo de oxidacio de substratos proposto pelo grupo de GOODELL e colaboradores
(1995), com o sideroforo de tipo catecolato, e pelo grupo de ENOKI e colaboradores (1990),
com o glicopeptideo, ambos produzidos pelo fungo G.frabeurn. Embora com mecanismos
semelhantes, a diferenga fundamental entre os compostos descritos por esses autores e o de
T.aurantiacus, reside no papel desempenhado pelo HyO-. Nos compostos produzidos pelo
G.trabeum (sider6foros e glicopeptideos) a reagdio de oxidac@o ocorre através da formagdo de
radicais OH+, gerados da interagiio do composto-Fe(II) com o H0O», via Fenton. Os radicais
assim formados participam posteriormente da oxidagdo, via transferéncia de um elétron, de
KTBA. Estes compostos ndo apresentaram atividade FOx com substratos como guaiacol.
Contrariamente, 0 composto produzido por T.aurantiacus apresenta uma alta atividade FOx,
independente de H~>O», provavelmente devido a diferencas nos potenciais de oxido-redugio
entre este composto € 0s anteriores.

A rea¢do de oxidagdo de o-dianisidina pelo composto com atividade FOx deve ocorrer como
proposto no Esquema V. O composto complexado com Fe(Il) cataliza a oxida¢do de o-
dianisidina na presenga de oxigénio, via transferéncia de elétrons, como descrito por
YOSHIDA e colaboradores (1995) para a oxidagdio catalizada pelo sistema lignina
peroxidase/HyOo. INa primeira etapa da reago € formado o radical catidnico da o-dianisidina,
enquanto que o oxigénio forma o radical superoxi anion (O;°). Posteriormente, ¢ formado o
intermediario radicalar da o-dianisidina, com simultdnea formagio de radical hidroperoxido
(OOH:). Finalmente ¢ formada a quinona-diimina, produto final da reacio de oxidagdo de o-
dianisidina, com um Aps, em 460 nm. Nesta Gltima etapa ha formacdo de H2O7 que pode ser
reduzido para radicais hidroxila (OH-) pelo composto-Fe(II).

Dentro deste esquema hipotético, pode-se explicar o aumento na atividade FOx observada
quando HrO» foi adicionado ao meio de reagdo (v.Parte V). A adigdo de HpO5 aceleraria a
produgio de radicais OH- pelo composto-Fe(II), via reagiio de Fenton, e estes radicais
poderiam contribuir com o aumento da velocidade da reagdo de oxidacio de o-dianisidina.

O mecanismo proposto para oxidagio de substratos in vifro, corresponde também ao
mecanismo proposto para degradacio de madeira in vive por Taurantiacus, onde a o-
dianisidina deve ser substituida por algum doador de elétrons presente na madeira, e as
espécies radicalares geradas durante as diferentes etapas seriam as responsaveis pela
degradagio dos componentes da parede da célula vegetal.

Estudos preliminaress por quimiluminescéncia, utilizando luminol, revelaram a produgdo de
espécies radicalares, provavelmente do tipo OH-, produzidas como resuitado da atividade
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oxidativa do composto com atividade FOx de I auwrantiacus. Porém, somente estudos
mecanisticos detalhados e cuidadosos poderfio confirmar os diferentes passos propostos nos
EsquemasIVe V.
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7.- CONCLUSOES

- A produggo de atividade FOx em meio liquido por T.aurantiacus, ¢ regulada por diversos
pardmetros do meio de cultura, principalmente natureza e concentragio de substrato, tipo de
inoculo, pH da cultura e agitagio. Substratos lignoceluldsicos ou polissacaridicos induziram
altos niveis de atividade FOx, maiores que os observados com um indutor sintético. Em
culturas contendo somente glicose como fonte de carbono, a atividade foi fortemente
reprimida.

- O extrato ativo de 7.qurantiacus oxidou diversos substratos tipicos de fenoloxidases do tipo
lacase em auséncia de HyO9. A 6tima atividade FOx do extrato foi observada em meios acidos
(pH 2-3), porém a estabilidade nestes pH foi rapidamente perdida apds algumas horas de
incubagio. O extrato ativo apresentou uma elevada temperatura 6tima de reacdo (70-80°C) e
uma alta estabilidade térmica. Alguns compostos inibidores tipicos de oxidases que contém
metal, foram inibidores da atividade FOx (como écido tioglicolico e azida sodica), sugerindo
que tal atividade presente no extrato bruto de 7.aurantiacus, apresentava propriedades de
fenoloxidase do tipo lacase, exceto pelas altas temperaturas de atividade e estabilidade.

- Apo6s a purficagio dos extratos ativos através de diferentes etapas, que incluem
cromatografia final em Sephadex G-10, foi possivel obter uma fracio de baixa massa
molecular responsavel pela alta atividade FOx. Com isto descartou-se a possibilidade de que
fenoloxidases ou alguma outra enzima oxidativa fosse a responsavel pela atividade FOx de
T.aurantiacus.

- A produgdo de sideroforos, compostos complexantes de Fe de baixa massa molecular, foi
estudada pela utilizagio do regente CAS. O Tawrantiacus produziu siderdforos em meio
solido e liquido e, pelo tipo de cinética da reagdo com CAS os sideroforos deste fungo seriam
do tipo hidroxamato. A minina reagio com CAS foi observada quando a maxima produgio de
atividade FOx era detectada.

- A caracterizagdo cinética da fragio com atividade FOx, parcialmente purificada, revelou as
mesmas propriedades ja observadas para o extrato bruto. Foi mantida a capacidade de oxidar
uma variedade de substratos de fenoloxidases, porém a afinidade pelos substratos aumentou.
Os pH e temperaturas para atividade e estabilidade foram idénticos aos observados com o
extrato bruto. Porém, o efeito de compostos inibidores com a fragfio parcialmente purificada
foi diferente ao observado com o extrato bruto. Acido tioglicolico e azida sodica inibiram a
fragdo ativa, porém em menor grau do observado com o extrato bruto.

- A caracterizagdo estrutural da fragiio com atividade FOx, parcialmente purificada revelou a
presenca de uma estrutura de tipo hidroxamato, contendo metais como Fe. A auséncia de
aminoécidos na estrutura foi revelada apds hidrolise acida da frago. A massa molecular
estimada da fragio com atividade FOx foi de 530 Da.
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- Alguns estudos preliminares sobre a reagio de oxidagiio de o-dianisidina pela fragio com
atividade FOx, revelaram a participagio do Fe(Il) e oxigénio nesta reaglio, que pode ser
triplicada pela adi¢do de HpO2. Ao mesmo tempo, a fragio FOx parece ter capacidade de
reduzir o Fe (III) para Fe (II).

- O extrato ativo revelou-se bastante eficiente na deslignificagiio de polpas Kraft, na auséncia
de qualquer mediador redox, porém a seletividade do branqueamento deve ser melhorada. O
extrato ativo tambérmn foi capaz de descorar efluentes de tipo Ej, porém o efeito mais
significativo foi sobre fenois provocando uma redugio de 60 a 70%. Dependendo das
condigdes da incubagdo com o efluente, pode-se observar mineralizagdo com despolimerizagio
das cloroligninas de alta massa molecular sob condigbes estacionarias, ¢ apenas uma
mineralizagiio em condigGes agitadas.
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8.- PERSPECTIVAS

Devido ao fato dos objetivos iniciais terem sido redirecionados em funcdo dos resultados
obtidos no decorrer dla primeira parte deste trabalho, e devido ao fato do tema dos compostos
de baixa massa molecular ter sido s recentemente descrito com algum detalhe na literatura,
diversas perspectivas surgiram para completar, esclarecer ou confirmar alguns dos resultados
preliminares obtidos neste trabalho. Entre as perspectivas estéo:

- Otimiza¢@o do processo de purificagio, através de algum meétodo rapido e eficiente, que
permita a total dessalinizagio dos compostos. A purificagdo final do composto com atividade
FOx devera ser conduzida por HPLC, uma vez que esta técnica permitiu obter mais de um
pico apés aplicar a fragio parcialmente purificada por Sephadex G-10.

- Purificagio de material em quantidade suficiente que permita completar o estudo de
caracterizacfo estrutural. As andlises de RMN, IV e analise elementar deverdo ser repetidas
apos retirada do Fe ou outros metais da fracdo com atividade FOx. Determinar a massa
molecular pela técnica FAB de espectroscopia de massas.

- Estudar de forma detalhada os mecanismos de producio e complexagio do composto com
atividade FOx, e o mecanismo de oxidagdo de substratos in vifro, confirmando a participacio
ou nio de espécies radicalares, sugeridas neste trabalho.

- Otimizar os processos de tratamento de efluentes e branqueamento de polpas. Aumentar a
seletividade do branqueamento, procurando condigdes que protejam a celulose para evitar
perda da viscosidade, tentando manter as altas eficiéncias de deslignificagio.
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10.- APENDICES

APENDICE 1

Tabela 1A: Fator f para Corrigir Diferentes Porcentagens do Consumo de Permanganato

P 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

30 0,958 | 0,960 | 0961 | 0,964 | 0,966 | 0,968 | 0,970 | 0,973 {0,975 | 0,977
40 0,979 | 0,981 | 0,983 | 0,985 | 0,987 {0,989 | 0,991 | 0,994 {099 | 0,998
50 1,000 | 1,002 {1,004 | 1,606 | 1,009 | 1,011 {1013 | 1,015 |1,017 |1,019
60 1,022 | 1,024 1,026 {1,028 | 1,030 {1,033 | 1,035 | 1,037 | 1,039 | 1,042
70 1,044

Tabela 2A: Fator para Corregdo da Temperatura

T (°C) £(T) T (oC) £(T)
18 1,0910 23 1,025
18.5 1,0845 23,5 1,0195
19 1,0720 24 1,0130
19,5 10715 245 1,0055
20 1,0650 25 1,0000
20.5 1,0585 25,5 0,9935
21 1,0520 26 0,9870
21,5 1,0455 26.5 0,9805
22 1,0390 27 0,9740
22.5 1,0325 27.5 0,9575
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APENDICE 11
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Figura 1A: Espectro de Infra-Vermelho da Frag8o com Atividade FOx de T.aurantiacus. Uma
amostra da fragdo, parcialmente purificada por Sephadex G-10, foi preparada como
pastitha de KBr
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Figura 2A: Espectro de Ressonincia Magnética Nuclear de 13C da Fragio com Atividade FOx

de Taurantiacus. Uma amostra da fragfo, parcialmente purificada, foi preparada em
DMSO e o espectro fol registrado em 300 MHz
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Figura 3A: Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de 1H da Fragfo com Atividade FOx
de Taurantiacus. Prepara¢do da amostra idem Figura 2A.
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Figura 4A: Espectro de Massas da Fragdo com Atividade FOx de 7.aurantiacus. O espectro
foi obtido apos tratamento da amostra pela técnica de impacto de eletrons
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Figurg ?A: Espectro de Emissédo obtido por Espectrografia de Rede Plana da Fragio com
Atividade FOx de T.aurantiacus.



