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RESUMO

Basidiomicetos sdo fungos capazes de degradar os materiais lignocelulésicos por meio de
enzimas hidroliticas e oxidativas. Como forma de selecdo qualitativa de fungos eficientes,
emprega-se a técnica de difusdo em placa de Petri - “cup-plate”. Neste estudo foram
avaliados trinta e trés isolados para selecdo de linhagens produtoras de enzimas
fenoloxidativas, xilanoliticas e celuloliticas. Avaliou-se a capacidade fenoloxidativa em meio
com &cido gélico, xilanolitica em meio com xilana a 4% e celulolitica pelo teste com o
indicador Vermelho do Congo. Das espécies testadas 51,5% produziram fenoloxidases,
destacando-se o fungo Lentinula boryana. Onze isolados (33,3%) produziram xilanase,
destacando-se os fungos Fomitella supina e Lentinula boryana vinte isolados (60,6%) se
mostraram produtores de celulases, destacando-se os fungos A. vilipes e I. splitgerber e P.
sajor-caju. Os resultados indicaram que os testes qualitativos sdo bons indicadores para
selecdo de linhagens, mas ndo substituem os testes quantitativos de atividade enzimatica.
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INTRODUCAO

Materiais lignocelulésicos, por representarem uma abundante fonte de energia,
apresentam grande potencial de uso como matéria prima em processos industriais para
producdo de bens de consumo diversos como combustiveis, insumos quimicos, alimentos
dentre outros (TAYLOR, 2008; CUREVO; FOLCH; QUIROZ, 2009). A biomassa
lignoceluldsica € constituida de celulose, hemicelulose, lignina, pequenas quantidades de
extrativos e sais minerais (FERREIRA, 2009) Estes materiais apresentam-se como um
composito que deve ser estudado considerando-se suas propriedades quimicas e morfoldgicas.
Destes compostos, a celulose € o componente mais abundante seguindo das polioses (ou
hemiceluloses) que sdo compostas essencialmente por glicose, manose e galactose (hexoses) e
xilose e arabinose (pentoses). A lignina é composta basicamente de unidades de fenilpropano
formando uma macromolécula tridimensional e amorfa, representando de 20 a 30% do total
dos lignocelulésicos. Todos estes constituintes estdo intimamente associados e/ou ligados
quimicamente, construindo uma estrutura celular vegetal muito complexa (FERREIRA,
2009).



O processo de hidrolise enzimética desses compostos € conduzido por enzimas altamente
especificas, liberando agucares redutores incluindo a glicose. As enzimas basicamente, sdo
encontradas em dois grupos responsaveis pela degradacdo da lignocelulose, as enzimas
oxidativas e as hidroliticas. As oxidativas, como lacase, manganés-peroxidase (MnP) e
lignina-peroxidase (LiP), atuam na degradacdo da lignina e detoxificam o meio de
crescimento dos metabolitos gerados durante a degradacdo. A degradacdo e/ou
biotransformacao da lignina permite que as enzimas hidroliticas como as xilanases e celulases
atuem nas fontes de carbono (AGUIAR FILHO, 2008; ALEXANDRINO et al., 2007,
GOMES, 2007) liberando glicose e xilose, basicamente. Portanto, considerando-se o
programa nacional de agroenergia que visa também o etanol de segunda geracdo, o
conhecimento de fungos produtores de enzimas lignoceluloliticas torna-se relevante. Portanto,
esse trabalho teve por objetivo realizar um screening de 33 isolados de macrofungos
buscando encontrar linhagens para utilizacdo em processo de producéo de etanol em biomassa
florestal pré-tratada.

MATERIAL E METODOS

Condicdes de cultivo para obtencdo de indculos

Os fungos foram conservados conforme o método Castellani (1967), e mantidos sob
refrigeracdo até inicio das atividades. Para producéo do indculo, as cepas foram cultivadas em
placas de Petri contendo meio Potato Dextrose Agar (PDA) por alguns dias em estufa BOD a
25°C + 1° C até o preenchimento da placa pela colénia.

Determinacdo qualitativa das atividades enzimaticas

Fenoloxidases: Realizaram-se ensaios em placas contendo meio agar-malte com &cido
galico (AMAG) descrito por Mancilha (2006) que adaptou a metodologia de Davidson
(1938). Cada placa contendo 0 meio AMAG foi inoculada na regido central com um disco de
micélio de aproximadamente 7 mm de diametro, sendo realizadas trés repeticdes para cada
fungo. As placas foram incubadas em estufa BOD a 25 + 1° C no escuro. Em intervalos
regulares de aproximadamente 4 horas realizou-se a leitura do didmetro do halo de oxidacéao
para determinar a velocidade de reacdo ao longo de 90 horas. O teste foi considerado positivo
para os fungos que formaram ao seu redor um halo marrom escuro - Reacdo de Bavendamm
(DAVIDSON, 1938).

Xilanases: Realizaram-se ensaios em placas contendo o0 meio para atividade
xilanolitica descrito por Pointing (1999). Para o preparo deste meio, acrescentou-se 4% de
Xilana ao meio PDA. Em seguida, cada placa foi inoculada na regido central com um disco de
micélio de aproximadamente sete mm de didmetro da matriz secundaria, realizaram-se trés
repeticdes para cada fungo. As placas foram incubadas em estufa BOD sob temperatura
controlada de 25 £ 1° C no escuro. Quando o diametro da colénia atingiu aproximadamente
30 mm, retiraram-se as placas da estufa e seguiu-se o teste segundo TAVARES et al., (2002).
A positividade é indicada pelo aparecimento do halo amarelo opaco em volta das col6nias
(POINTING, 1999) e o raio do halo foi medido com paquimetro.

Celulases: Para este teste, os fungos foram cultivados em placas de Petri contendo o
meio Socarean, um meio sintético com carboximetilcelulose (CMC) e Avicel como Unicas
fontes de carbono (NaNO3 : 3,0 g.L™" ; K2HPO4 : 1,0 g.L™ ; MgSO4 : 0,5 g.L* ; KCI: 0,5
g.L™"; FeSO4 .7H20: 10,0 mg.L™* ; CMC: 7.0 g.L™ pH: 5,0; 4gar: 30,0 g.L ™" ; Avicel: 7.0 g.L"
! pH: 5,0). Apés preparo dos meios, foi realizada a inoculacdo de um disco de 7 mm de
didmetro de micélio a partir da matriz secundaria de cada fungo. Os isolados entdo eram
mantidos em estufa BOD a 25 £ 1° C no escuro, até obterem um crescimento minimo de 50



mm de didmetro da colonia. Em seguida, era realizado o teste com o Vermelho do Congo.
Apos o crescimento, foram adicionados 5 ml de solugdo do indicador vermelho congo 0,2%
em cada uma das placas. Apds 15 minutos de reacao, adicionou-se 5 ml de NaCl 0,1 M.

Os resultados foram analisados estatisticamente por anélise de variancia (ANOVA) e
teste de Tukey com nivel de significancia de 5% para comparacgéo entre médias.

RESULTADOS E DISCUSSOES
A "Reacdo de Bavendamm™ pode ser citada como exemplo da utilizagdo das técnicas

de formacéo de halo (DAVIDSON et al., 1938). A Figura 1 representa a formacao do halo de
oxidacdo para algumas espécies ao longo do tempo.
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Figura 1 — Curva do halo de oxidagéo do &cido galico por macrofungos (mm) em funcéo do tempo.

Dos 33 fungos estudados, 0 5 G. lucidum apresentou a maior velocidade de formagéo
de halo de oxidagéo tanto em 48h de incubagdo como em 95 horas com velores da ordem de
0,22 mm/dia. Os dados de reacdo para obtencdo dos halos de fenoloxidases, xilanase e
celulases séo apresentados na Tabela 1.



Tabela 1. Resultado dos testes para os 33 isolados de fungos nos meios com &cido galico (Fenoloxidases), com
xilana (Xilanase) e com CMC e Avicel (Celulases). (FEN) Fenoloxidases, (XIL) Xilanase, (CEL) Celulase, (+)
resultado positivo para enzimas, (-) resultado negativo para enzimas, (-----) Ndo houve crescimento.

N° Espécie FEN Halo (mm) m\gg:gc(lgﬁg/eh) XIL Halo (mm) CEL Halo (mm)

1 Amylosporus campbelii - 0,00+ 0,00 E 0 - 0,00+ 0,00 D - 0,00 £0,00 D
2 Auriscalpium vilipes - 0,00+ 0,00 E 0o - e + 26,66 + 2,08 A
3 Flaviporus venustus + 0,17 +0,02E 0,004 - 0,00 £0,00 D - 0,00 +0,00 D
4 Fomitella supina - 0,00+0,00 E 0 + 12,00+x0,20 A - 0,00+0,00D
5 Ganoderma lucidum + 483+0,29B 0,101 + 500+050C + 10,00 £0,00 C
6 Ganoderma lucidum + 3,67+£0,58B 0,076 - 0,00 £0,00 D + 3,00+0,50 D
7 Ganoderma lucidum + 55+0,87B 0,115 - 0,00 £0,00 D + 5,33+0,28 CD
8 Hydnopolyporus fimbriatus - 0,00+0,00 E 0 - 0,00+0,00D - 0,00+0,00 D
9 Hydnopolyporus fimbriatus - 0,00+ 0,00 E 0o - e + 1,66 +1,52 D
10 Inonotus splitgerber + 0,92+0,17 DE 0,019 + 517+175C + 24,33+ 4,50 A
11 Lentinula boryana + 117+0,14DE 0,024 + 1100+x200AB + 11,8+0,72BC
12 Lentinula boryana + 1000+x1,00A 0,208 - 0,00 £0,00 D + 12,33+1,52BC
13 Lentinula edodes - 0,00+0,00 E 0 + 1000+052AB - 0,00+0,00D
14 Lentinula edodes - 0,00+0,00 E 0 + 500+0,86C + 4,16 £1,75CD
15 Lentinula edodes - 0,00+ 0,00 E 0 + 9,00+0,20B + 4,00 £ 2,50 CD
16 Lentinula edodes - 0,00+ 0,00 E 0 + 10,00+020AB - 0,00 £0,00 D
17 Lentinus strigellus + 4,17+0,29B 0,087 - 0,00+ 0,00 D + 3,33+0,57D
18 Lentinus strigellus + 1,42+0,94 DE 0,03 + 5,00+0,43C - 0,00 £0,00 D
19 Lentinus crinitus + 1,50+ 0,00 DE 0,031 - e - 0,00 £0,00 D
20 Perenniporia sp. - 0,00+ 0,00 E 0 - 0,00+0,00D  ----- -

21 Perenniporia sp. - 0,00+ 0,00 E 0 - 0,00 +0,00 D + 10,66 £1,15BC
22 Perenniporia sp. - 0,00+ 0,00 E - 0,00+ 0,00D + 11,33+2,08BC
23 Phellinus linteus + 0,83+0,29 DE 0,017 - 0,00 £ 0,00 D - 0,00+ 0,00 D
24 Pleurotus albidus + 2,00+043CD 0,042 - - - 0,00+0,00 D
25 Pleurotus djamor - 0,00+ 0,00 E 0 - 0,00 +0,00 D + 2,00+0,00 D
26 Pleurotus pulmonaris - 0,00+ 0,00 E 0 + 0,33+0,57D + 5,00+ 0,00 CD
27 Pleurotus pulmonaris - 0,00+ 0,00 E 0 - 0,00+ 0,00 D + 1,33+0,57D
28 Pleurotus sajor-caju + 167+115DE 0,035 - 0,00+ 0,00 D + 2166+3,78AB
29 Oudemansiela canarii + 3,33+0,65BC 0069 - e - 0,00 +0,00 D
30 Oudemansiella canarii + 0,50 +0,00 DE 001 - e e

31 Tyromyces pulcherrimus - 0,00+ 0,00 E 0o - e + 3,93+4,82CD
32 Xylaria globosa + 0,83%0,76 DE 0,017 + 9,00+£1,00B + 17,00+£1,00B
33 Xylaria cf. cubensis + 1,50+0,00 DE 0,031 - 0,00+0,00 D + 11,00+1,00 BC

Médias * desvio padrdo acompanhadas de letras mailsculas iguais na coluna ndo diferem pelo Teste de Médias
de Tukey (p <0,05)

Em relacdo as fenoloxidases, dos 33 fungos, 16 (48,5%) ndo apresentaram nenhuma
reacdo de oxidacdo. O fungo Lentinula edodes estudado por Anguiano (2009), e Regina et al.
(2009) apresentou enzimas fenoloxidativas pela andlise quantitativa, mas no estudo
qualitativo o resultado é negativo.

As outras 17 (51,5%) espécies testadas apresentaram reacdo positiva, indicando a
oxidacédo do acido galico. Pode-se observar que o fungo 12 Lentinula boryana apresentou o
maior halo (10mm) e foi significativamente diferente dos demais. Em contraste, outra
linhagem da mesma espécie, 11 L. boryana, apresentou uma grande diferenga no tamanho do
halo (1,17mm) em relacdo ao anterior.

No teste com xilana, constatou-se que os fungos tiveram tempos diferentes para a
colénia atingir 30mm de diametro e, também, algumas especies ndo se adaptaram neste meio
de 4% de xilana, ao ponto de ndo desenvolverem nenhuma hifa. Das 33 espécies testadas,



onze (33,3%) apresentaram reacdo positiva atraves do aparecimento de um halo amarelo
opaco, indicando a degradacédo da xilana, quinze (45,5%) ndo produziram esta enzima e sete
(21,2%) néo se desenvolveram neste meio.

Dos produtores, destacou-se o fungo Fomitella supina, de halo com 12mm de raio. O
fungo Lentinula edodes que é o segundo melhor produtor de xilanase neste estudo, foi
estudado por Forganes (2004) e seus resultados também sdo positivos.

No teste com o Vermelho do Congo constatou-se que vinte isolados (60,6%) se
mostraram produtores de celulases, destacando-se os fungos A. vilipes, I. splitgerber e P.
sajor-caju, onze isolados (33,3%) ndo se mostraram produtores e dois isolados (6,1%) nao se
desenvolveram neste meio.

Selecionou-se entdo dez isolados, que pela analise estatistica mostraram ser 0s
melhores produtores dentro destas condicGes de selecdo. Em ordem de preferéncia entéo, I.
splitgerber foi 0 melhor produtor de celulases, produzindo xilanases também. Em seguida,
estdo os fungos A. vilipes e P. sajor-caju, que embora produzam apenas celulases, se
mostraram excelentes produtores, equiparando-se a I. splitgerber, mas ficando abaixo na
classificacdo por ndo produzirem Xxilanase. Os proximos sdo 5 G. lucidum, 11 L. boryana e X.
globosa. Estes fungos produzem os trés tipos enzimaticos, porém em quantidades inferiores
aos demais. Por altimo, foram selecionados 12 L. boryana, 21 Perenniporia sp., 22
Perenniporia sp. e X. cubensis, que possuem ainda, bons niveis de producdo de celulases,
mesmo sem producéo de xilanase.

E importante destacar que embora ndo tenha sido detectada atividade enzimatica de
alguns fungos, ndo se pode descartar completamente a sua auséncia, pois sdo varios os fatores
que contribuem para a ativacdo do sistema lignocelulolitico como condic¢Bes nutricionais e
culturais, substrato metabolizavel, altos niveis de oxigénio, limite de nitrogénio e varias
outras condi¢cdes de cultivo (REGINA et al, 2009). Percebeu-se que muitos trabalhos
obtiveram resultados com grande diferenca quando o mesmo fungo foi cultivado em meio
liquido e so6lido (HERMANN, 2011). Além disso, os tipos e quantidades de enzimas sdo
também definidos pelo gendtipo especifico do fungo associado a adaptacdo a um determinado
substrato de crescimento (SHEARER, 1995).

CONCLUSOES

Este estudo contribuiu para o conhecimento de espécies pouco estudadas dentro do
contexto de producdo enzimatica por macrofungos. Os dados indicaram que Innonotus
splitgerber, Auriscalpium vilipes e Pleurotus sajor-caju mostraram indicativo de possuir
potencial biotecnoldégico para uso em hidrélise de biomassa florestal pré-tratada,
comparativamente aos demais fungos testados.

Com este trabalho, também se pode constatar que os testes qualitativos em cup-plate
com meios contendo acido gélico, xilana, CMC e avicel sdo bons indicadores para selecdo de
linhagens.
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