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RESUMO

As enzimas séo biocatalisadores utilizados em diferentes indastrias além de
poder ser empregadas em estudos da biologia molecular, aplicacdes
biomédicas, no desenvolvimento de metodologias analiticas, na fabricacao de
produtos tecnolégicos e no tratamento de residuos. Estes catalisadores
biol6gicos em geral sdo bastante atraentes para a aplicacdo industrial,
principalmente pela sua acdo eficiente e seletiva e ha um reconhecimento
crescente de que as enzimas podem ser usadas em muitos processos de
remediacdo, como o tratamento de poluentes, Podendo ser considerado a
producdo dessas enzimas como, um dos maiores setores da industria
biotecnoldgica. Neste sentido os fungos vém sendo amplamente utilizados na
producdo de substancias de interesse econdmico, como: enzimas, antibioticos,
vitaminas e esteroides. Dessa forma, sdo considerados grandes produtores de
enzimas lignoliticas: grupo do fenol-oxidase como as lignina-peroxidase e
lacases. Este trabalho tem como objetivo produzir enzimas ligninoliticas, por
Aspergillus terreus, Cunninghamella echinulata e Penicillum commune
isoladamente e em consorcio, utilizando o 6leo diesel como substrato nos
meios de cultura Sabouraud e Bushnell Haas. A producdo de lignina
peroxidase e lacase no meio caldo Sabouraud pelo fungo Penicillium
commune, atingindo 2.500 U/L para lignina e 1.947 U/L para a lacase. No meio
caldo Sabouraud adicionado com 6leo diesel foi encontrado para lacase,
atividades variando de 4,35 U/L a 4,62 U/L, destacando a mais alta producéo
para os fungos Cunninghamella echinulata e Penicillium commune (4,62 U/L).
Nos fungos crescido em meio Bushnell Haas acrescido de oOleo diesel
observou-se que a producao de lacase pelo A. terreus e C. echinulata foi de
18.970 U/L e 18,705 U/L respectivamente, destacando-se na producdo da
mesma enzima em relacdo aos demais fungos. Para os ensaios em consoércios
a lignina peroxidase apresentou melhores producdes nos ensaios 2 e 1 quando
produziu respectivamente, 2.683 U/L e 2.666 U/L; seguido do ensaio 11 e 10,
com 2.655 U/L e 2.649 U/L respectivamente. Os fungos utilizados no trabalho
demonstraram que a producgdo das enzimas sao viaveis utilizando 6leo diesel
como substrato como os meios de cultivo Sabouraud e Bushnell Haas, como
forma de obtencdo das enzimas, além de servir como base para a nutricdo
microbiana nos processos de descontaminac¢ao do ambiente.

Palavras-chave: Enzimas, fungos filamentosos, 6leo diesel, consorcios.



ABSTRACT

Enzymes are biocatalysts used in different industries and it can be used in
studies of molecular biology, biomedical applications, the development of
analytical methodologies in the manufacturing of technological products and
waste treatment. These biological catalysts in general are very attractive for
industrial application, mainly because of its efficient and selective action and
there is a growing recognition that enzymes can be used in many remediation
processes such as the treatment of pollutants, which can be considered the
production of enzymes as one of the largest sectors of the biotechnology
industry. In this sense the fungi have been widely used in the production of
substances of economic interest, such as enzymes, antibiotics, vitamins and
steroids. Thus, they are considered major producers of ligninolytic enzymes
group of phenol-oxidase like lignin peroxidase and laccase. This work aims to
produce ligninolytic enzymes by Aspergillus terreus, Cunninghamella echinulata
and Penicillium commune alone and in consortium, using diesel as a substrate
in the culture medium Sabouraud and Bushnell Haas. The production of lignin
peroxidase and laccase in Sabouraud broth by the fungus Penicillium
commune, reaching 2.500 U/L for lignin and 1.947 U/L for laccase. In
Sabouraud broth added with diesel was found to laccase, activities ranging from
435 U/L to 4.62 U/L, highlighting the most productive for the fungi
Cunninghamella echinulata and Penicillium commune (4.62 U/L). In fungi grown
in Bushnell Haas medium plus diesel was observed that the production of
laccase by A. terreus and C. echinulata was 18.970 U/L and 18.705 U/L
respectively, especially in the production of the same enzyme in relation to
other fungi. For the tests in consortia lignin peroxidase showed the best
productions in the trials when he produced two one respectively, 2.683 U/L and
2.666 U/L, followed by the test 11 and 10, with 2.655 U/L and 2.649 U/L
respectively. The fungi used in the study showed that the production of
enzymes are viable using diesel as a substrate as the culture media Sabouraud
and Bushnell Haas, in order to obtain enzymes, besides serving as a basis for
nutrition microbial processes for environmental.

Keywords: enzymes, filamentous fungi, diesel, consortia
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1. INTRODUCAO

As enzimas sdo biocatalisadores utilizados nas industrias podendo ser
empregadas na biologia molecular e aplicagbes biomédicas (SANCHEZ &
DEMAN, 2002), no desenvolvimento de metodologias analiticas, na fabricacao
de produtos tecnoldgicos e no tratamento de residuos (CHIRUMAMILLA et al.,
2001).

A biocatalise é a aplicacdo de enzima livres ou de células integras como
agentes catalisadores (BEILEN & LI, 2002). Alguns autores preferem utilizar
definicbes mais especificas e considerar a tecnologia enzimatica como a
aplicacdo competitiva de enzimas em bioprocessos de grande escala. (PANKE
& WUBBOLTS, 2002).

A biocatdlise apresenta muitas aplicacbes em diferentes setores
industriais e muitas sédo também as areas do conhecimento com interface no
desenvolvimento, aplicacdo e avanco da tecnologia enzimatica (ROZZELL,
1999). Na industria € amplamente vista como a “terceira onda” da
biotecnologia, em seguida as farmacéuticas e agricolas. No centro desta
tecnologia estéo os catalisadores biologicos, ou melhor, as enzimas industriais.
(MARRS, 1999). Os catalisadores biologicos em geral sdo bastante atraentes
para a aplicacéo industrial, principalmente pela sua acéo eficiente e seletiva. As
reacOes mediadas por biocatalisadores resultam em elevados rendimentos com
excelentes niveis de pureza, e minimizam a formacéo de subprodutos. Todas
essas vantagens asseguradas pelos biocatalisadores ocorrem em condi¢cdes
reacionais brandas.

A produgdo e o uso de biocatalisadores industriais € uma area em
expansdo pela grande diversidade natural de biocatalisadores e também
devido a disponibilidade de técnicas modernas para o melhoramento e
otimizacdo na selecdo, producdo, estabilizacdo e modificacdo das enzimas
industriais. Estas técnicas possibilitam a insercdo de novos biocatalisadores
nos processos industriais por contribuirem também na viabilidade econémica. A
utilizacdo de enzimas como catalisador traz vantagens imediatas aos
processos que as utilizam: sua especificidade minimiza a formacdo de

subprodutos e as condicbes mais brandas de reacdo resultam num menor

12



consumo energético, como: temperaturas entre 25° a 40°C, pressao
atmosférica, e pH em torno da neutralidade (ROZZELL,1999).

Devido a importancia das enzimas fenoloxidases nos processos de
biorremediacao o estudo da producéo destas enzimas por fungos filamentosos
utilizando o 6leo diesel como substrato tem sido intensificado nos ultimos anos

e foi objeto do nosso estudo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Este trabalho visa verificar a producdo das enzimas ligninoliticas, lignina
peroxidase e lacase, por Aspergillus terreus, Cunninghamella echinulata e

Penicillium commune.

2.2. Objetivos Especificos

Produzir as enzimas lignina peroxidase e lacase em dois meios de

cultura utilizando 6leo diesel como substrato;

e Verificar a producdo das enzimas ligninoliticas, utilizando os fungos
isoladamente;

e Verificar a producéo das enzimas ligninoliticas em consorcio;

e Comparar a producao nos meios de cultivo, com e sem 6leo diesel.

14



3. FUNDAMENTACAO TEORICA

Ha um reconhecimento crescente de que as enzimas podem ser usadas
em muitos processos de biorremediagdo, como o tratamento de poluentes. O
potencial de aplicacdo de enzimas ligninoliticas tem sido alvo de grande
interesse académico e industrial, devido a sua capacidade de biodegradar uma
série de poluentes toxicos e recalcitrantes. As potenciais vantagens do
tratamento enzimatico, em comparagdo com 0s tratamentos convencionais
incluem: aplicagdo dos materiais recalcitrantes; a operagcao em altas e baixas
concentracbes de contaminantes ao longo de uma ampla faixa de pH, de
temperatura e salinidade; as necessidades de aclimatacdo da biomassa e do
processo de controle mais facil (DURAN & ESPOSITO, 2000).

As enzimas podem ser provenientes de organismos diferenciados, como
animal (glandulas), vegetal (sementes, frutas, exsudacdes) e culturas de micro-
organismos. Com 0s micro-organismos faz-se uso de cultivo total, quer
extraindo as enzimas do meio de cultura onde esses sao cultivados. (COELHO,
et al 2011).

Industrialmente uma das principais fontes produtoras de enzimas sao 0s
micro-organismos. Estes sdo considerados fontes atrativas e de baixo custo na
producdo destes metabdlitos, podendo ser cultivados em grandes quantidades
e em tempo relativamente curto. Acrescenta-se ainda a vantagem da producgé&o
ndo estar condicionada as questbfes sazonais e geogréficas e pela
possibilidade de uso de matérias prima pouco dispendiosa. (ZIMMER, et al.,
20009).

O uso de enzimas é considerado na atualidade, um dos maiores setores
da induastria biotecnolégica, tendo os fungos como o principal organismo, sendo
amplamente utilizados como produtores de substancias de interesse
econdmico (BRAGA et al., 1999).

Considerando o uso desses organismos em larga escala na producao de
metabdlitos, os maiores nichos correspondem as industrias do amido
encontrados nas (a-amilase, glicoamilase e glicose isomerase), detergentes
(proteases alcalinas), téxtil (amilases e celulases) e de lacticinios (renina).
Outras aplicacdes relevantes ocorrem em panificacdo, cervejaria, producéao de

sucos de frutas, racdo animal, indUstrias de papel e celulose, aromatizantes,
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processamento de 6leos e gorduras, hidrélise de proteinas, processamento de
couro, quimica fina e tratamento de efluentes. Proteases e amilases sao as
enzimas de maior uso, correspondendo 20% e 25% do mercado total,
respectivamente (BUSINESS COMMUNICATIONS COMPANY, 2004). O
crescimento do mercado de enzimas para racdo animal é significativo,
impulsionado em grande parte pelo crescente uso da enzima fitase. Este
mercado é, entretanto, majoritariamente suplantado pelas enzimas com
aplicacdo em medicina e pelas chamadas enzimas especializadas (utilizadas
em analitica, biotecnologia e pesquisa).

Outro setor em que as enzimas vém ganhando espaco € na industria de
cosmeticos. Ja ha enzimas incorporadas a formulacdo de varios produtos
presentes no mercado, como tinturas, depilatorios, alisantes de cabelo, sais de
banho, dentifricios, desodorantes, produtos anti-caspa, curativos e outros, ou
aplicadas em limpezas de pele (descamacao) e produtos aromaticos. Enzimas
gue quebram proteinas tém recebido atencdo especial da cosmetologia, com
destaque para a papaina, capaz de promover a penetragcdo de compostos na
pele e atuar como agente de raspagem e depilagdo em produtos de uso local.
E importante, no desenvolvimento do cosmético, conhecer as caracteristicas da
enzima usada, dos demais componentes da formula e do recipiente onde é
acondicionado, além das condicdes de armazenamento, para evitar reacdes
entre essas substancias, que prejudicariam a eficacia e a seguranga do produto
(MAIOLINI, 2009).

Segundo Mussato (2007), € vantajoso usar enzimas na industria, porque
elas sdo naturais, ndo toxicas e especificas para determinadas acdes. Além
disso, sdo capazes de alterar as caracteristicas de variados tipos de residuos,
contribuindo para reduzir a poluicdo ambiental, substituindo processos
guimicos rigorosos.

O uso de enzimas em processos industriais € de grande interesse, em
especial devido a facilidade de obtencéao (por biotecnologia) e as vantagens em
relacdo aos catalisadores (aceleradores de reacdes) quimicos, como maior
especificidade, menor consumo energético e maior velocidade de reacdo. Além
disso, a catélise enzimatica tem outros beneficios, como o aumento da

gualidade dos produtos, em relacdo a catalise quimica; a reducdo dos custos
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de laboratério e de maquinério, gracas a melhoria do processo; ou a fabricacéo
controlada de pequenas quantidades (OU et al., 2007).

A procura por enzimas vem sendo realizada utilizando varios tipos de
produtos, a partir de origem animal e vegetal, ou pelo aproveitamento da
expressdo enzimatica decorrente do crescimento microbiano sobre
determinados substratos (COLEN, 2006). Dessa forma, os fungos séao
considerados maiores produtores das enzimas, as fenol-oxidase como as
lacases, manganés-peroxidases, lignoliticas, destacando-se Phanerochaete
chrysosporium, Penicillium spp., Paecilomyces spp., Cunninghamela elegans,
Candida spp., Torulopsis sp., Rhodotorula sp., Aspergillus sclerotium e Mucor
racemosus (BOONCHAN et al., 2000; BONUGLI SANTOS et al., 2010).

A literatura destaca as maiores familias de enzimas produzidas por
fungos lignoliticos: manganés peroxidase (MnP) (E.C:1.11.1), lacases (Lac)
(E.C:1.10.3.2) e lignina peroxidase (LiP) (E.C:1.11.1.14), sendo essas duas as
mais importantes nos processos de degradacdo de lignina com uma larga
aplicacdo nas industrias (D’Souza et al., 2006). A lacase € uma enzima que
contém cobre em seu sitio ativo, no entanto lignina peroxidase (LiP) contém
ferro como grupo prostético. A lignina peroxidase € uma proteina heme com um
elevado potencial de oxidacdo e pode oxidar substratos fenolicos e néo
fendlicos. A lacase é uma oxidase que catalisa a reducéo do O, a H,O e oxida
aminas aromaticas (D’'SOUZA et al., 2006).

Nessas enzimas falta a especificidade pelo substrato e, com isso, elas
sdo empregadas na degradacdo de diversos xenobidticos, com aplicacdo na
indastria quimica, alimenticia, agricola, de papel, téxtil, além de setores da
industria de cosméticos (BONUGLI-SANTOS et al., 2010; GOMES, et al., 2009;
De SOUZA; PERALTA, 2003). Além disso, estas enzimas tém um alto potencial
em um largo numero de campos, incluindo os quimicos, combustiveis,
alimentos, papel, agricolas, téxteis, cosméticos e setores industriais (SETTE et
al., 2008). Como tratamentos biologicos-biorremediacédo (PEARCE 1997).

A biorremediacdo é uma tecnologia baseada na utilizacdo de micro-
organismos ou processos biologicos para transformar os poluentes em
substancias com pouca ou nenhuma toxicidade, quando comparada com
processos quimicos e fisicos, € uma alternativa ecologicamente mais segura e

eficiente para reduzir a poluicdo por contaminantes organicos (PROVIDENTI et
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al., 1993; GOGOI et al., 2003; WARD et al., 2003). Nas ultimas décadas tem
sido relatado que os fungos filamentos possuem atributos que os distinguem
das outras formas microbianas nos processos de degradacdo, como o
crescimento micelial, o qual confere uma vantagem sobre as células
unicelulares, bactérias e leveduras, especialmente no que concerne a
colonizacao de substratos insoluveis.

Pela importancia das enzimas fenol-oxidases nos processos de
biorremediacao o estudo da producéo destas enzimas por fungos filamentosos

utilizando o 6leo diesel como substrato tem sido intensificado nos ultimos anos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Origem e manutenc¢éo dos fungos

As espécies utilizadas foram: Aspergillus terreus, Cunninghamella
echinulata e Penicillum commune (Figura 1), previamente isolados do
sedimento de manguezal no Recéncavo Baiano e mantidos no Departamento
de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco. Todos os fungos foram
mantidos no meio Agar Sabouraud a temperatura 4°C.

Figura 1: Micro-organismos utilizados nos testes. (A) Aspergillus terreus; (B)
Cunninghamella echinulata e (C) Penicillium commune.

4.2. Determinagdo da biomassa microbiana

O pH do meio de cultivo de cada ensaio realizado foi medido em
potencibmetro da marca PHTEK modelo PHS-3B e a determinagdo da

biomassa microbiana foi realizada por gravimetria.

4.3. Meios de cultura
Meio mineral Bushnell Haas — BH (Atlas, 1995)

KH2POy4 .o 19
KaHP o 19
NHsNO3 19
MgSO4.7H0 ... 0,29
FECla......oo 0,059
CaCl2H,O 0,029
Agua destilada ... ..... 1000mL
pH=7,0
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Meio Agar Sabouraud — SAB (Atlas, 1995)

Peptona ................... 40,0g/L
Glicose.......cuuuvvevuennnnnnn. 10,0g/L
PAYo T- | G 15,0g/L
Agua destilada ......... 1000mL
pH=7,0

4.4. CondicOes de cultivo para ensaios enziméticos em culturas puras

Inicialmente os fungos foram cultivados, separadamente, no meio Agar
Sabouraud durante 5 dias, apés trés blocos (bl) de gelose (@ 6mm), foram
transferidos para frascos de Erlenmeyer (500 mL) contendo 100 mL dos meios
caldo Sabouraud; caldo Sabouraud acrescido de 7% O6leo diesel e caldo
Bushnell Haas também acrescido de 7% de 6leo diesel. Para o meio Bushnell
Haas o 6leo diesel foi usado como uUnica fonte de carbono. Todos os ensaios
foram mantidos sob condi¢cBes estaticas durante sete dias a temperatura 28°C

(+ 2°C). As amostras de Oleo diesel foram cedidas pela Transpetro S/A.

4.5. Condigdes de cultivo para ensaios enzimaticos em consorcio

O consércio fungico foi formado utilizando um planejamento
experimental fatorial tipo Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)
2 onde incluiu 6 pontos axiais e 3 repeticdes no ponto central, totalizando 17
ensaios. Esse planejamento foi realizado com o auxilio do software StatSoft
6.0, onde a variavel dependente foi a concentracdo de inoculos conforme
matriz apresentada na Tabela 1. O meio utilizado para esse experimento foi o
Bushnell Haas acrescido de 7% de oOleo diesel e mantidos durante sete dias a

temperatura 28°C (+ 2°C) sob condicfes estaticas.
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Tabela 1: Matriz obtida para a formagdo de consércio utilizando planejamento

experimental com as trés espécies.

Matriz codificada Numero de blocos de gelose (@6mm)

Ensaios C. echinulata P.comunne A.terreus C. echinulata P.comunne A. terreus
1 -1 -1 -1 2 2 2
2 1 -1 -1 4 2 2
3 -1 1 -1 2 4 2
4 1 1 -1 4 4 2
5 -1 -1 1 2 2 4
6 1 -1 1 4 2 4
7 -1 1 1 2 4 4
8 1 1 1 4 4 4
9 1,68 0 0 1 3 3
10 -1,68 0 0 5 3 3
11 0 -1,68 0 3 1 3
12 0 1,68 0 3 5 3
13 0 0 -1,68 3 3 1
14 0 0 1,68 3 3 5
15 0 0 0 3 3 3
16 0 0 0 3 3 3
17 0 0 0 3 3 3

4.6 Ensaios enzimaticos

Apos o periodo de cultivo, o micélio foi separado do liquido metabdlito

por filtracdo utilizando papel de filtro modelo faixa branca da marca Qualy

(Figura 2).

Figura 2: Separacao do material biolégico do extrato enzimatico por filtragéo (A)

Cunninghamella echinulata; (B) Aspergillus terreus.
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A atividade da lacase foi determinada usando 2.2-azino-bis-
etilbentiazolina (ABTS) como descrito por Buswell et al. (1995). A mistura foi
utilizada usando 0.1 mL de tampé&o acetato de sodio a 0.1M (pH 5.0), 0.8 mL de
uma solucéo de ABTS a 0.03% (m/v) e 0.1 mL do extrato enzimético e a leitura
da absorbancia a 420 nm. A atividade da lignina peroxidase-LiP foi
determinada pela oxidacdo do alcool veratrilico de acordo com a metodologia
determinada por Buswell et al., (1995). A mistura foi composta por 1 mL de
tampé&o tartarato de sddio 125 mM (pH3.0), 500 uL de alcool veratrilico 10 mM,
500 uL de perdxido de hidrogénio 2 mM e 500 uL de extrato enzimatico. Com a
adicdo do peroxido de hidrogénio a reacéo foi iniciada e a leitura feita a 310
nm. Uma unidade de cada enzima foi definida como 1,0 umol de produto
formado por minuto sob as condi¢gdes do ensaio.

As atividades enziméticas, lignina peroxidase-LiP e lacase - Lac foram
medidas em espectrofotometro com comprimento de onda 310 e 420nm da
marca Schimadzu-1240 UV/MINI.
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5. RESULTADO E DISCUSSAO

5.1. Anélise enziméatica em caldo Sabouraud

A producéo de lignina peroxidase e lacase para o meio caldo Sabouraud
pode ser observada na tabela 2, onde o fungo P. commune apresentou maior
producdo para as duas enzimas, atingindo 2.500 U/L para lignina e 1.947 U/L
para a lacase respectivamente.

Recentemente, os fungos do solo tém sido estudados em relagédo a sua
capacidade de degradar os hidrocarbonetos e produzir enzimas ligninoliticas
(SILVA et al., 2009).

Tabela 2: Atividade enzimatica em meio caldo Sabouraud

Fungos LiP U/L Lac U/L
Aspergillus terreus 1.595 1.839
Cunninghamella echinulata 2.249 1.850
Penicillium commune 2.500 1.947

5.2. Amostras enzimaticas em caldo Sabouraud acrescido de 6leo diesel

Na tabela 3 a glicose foi utilizada como controle e 6leo diesel como
indutor da atividade enzimatica, foi encontrado para lacase, atividades variando
de 4,35 a 4,62, destacando a mais alta producdo para os fungos

Cunninghamella echinulata e Penicillium commune, com 4,62 U/L para ambos.

Tabela 3: Atividade enziméatica em meio caldo Sabouraud acrescido de dleo

diesel
Fungos LiP U/L Lac U/L
Aspergillus terreus 1.408 4,35
Cunninghamella echinulata 1.447 4,62
Penicillium commune 2.357 4,62

Diversos fatores influenciam a producgéo de lacase e consequentemente
a formacéao de produtos. Pode-se destacar entre outros: a composi¢cao do meio
de crescimento, tempo de cultivo, pH, razado carbono: nitrogénio, temperatura,

natureza quimica do substrato, luminosidade e areacao (IKEHATA et al., 2004).
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As funcgdes biologicas da lacase nos micro-organismos ainda nao estéo
muito claras. Em fungos ha relatos sobre sua participagdo no rapido
crescimento celular (LEONOWICZ et al., 2001), esporulacdo (GIANFREDA et
al., 1999) e degradacéao de lignina (EGGERT et al., 1996).

De acordo com Rothschild et al. (2002) a atividade da Lipase e da

Lacase tem sido relatada em alguns fungos da podridéo branca .

5.3. Fungo crescido em caldo Bushnell Haas - BH acrescido de 6leo diesel

Observou-se que a producédo de lacase pelos fungos A. terreus 18.970
U/L e C. echinulata produziu 18.705 U/L destacando-se em comparacdo a
producdo da mesma enzima pelo P. commune. Segundo Kim et al. (1998),
guando foram utilizados fenantreno e antraceno como substratos ocorreu a
producdo de lignina peroxidase por Phanerochaete chrysosporium e P.
ostreatus, respectivamente. Resultados similares foram observados neste
trabalho utilizando 6leo diesel como substrato quando conseguiu obter o valor
mais alto para Cunninghamella echinulata 2.594 U/L. Para Quarantino et al.
(2008), a producao de lacase por Panus trigrinus (linhagem 577.79) variou de
0,024 U/mL e 2,04 U/mL. Téllez -Téllez et al. (2008), em ensaios de producéo
de lacase por Pleurotus ostreatus, obteve 162U/mg de proteina. Maciel et al
(2010) relataram que a melhor producéo de lacase, 290 U/L, foi observada pelo
fungo Penicillium sp.(F33),.contudo o0s resultados aqui descritos foram
superiores, 18.970 U/L.

Levando em consideragcdo que o meio utilizado Bushnell Haas- BH, ndo
possui a riqueza de nutrientes dos demais citados acima. O diesel é
rapidamente biodegradado pelos micro-organismos de solo em processos de
biorremediacdo combinados com bioventilagdo, bioestimulacdo e bioaumento.

(ALISE et al., 2000). Os resultados sdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4: Atividade enziméatica dos isolados em caldo Bushnell Haas acrescido
de 6leo diesel

Fungos LiP U/L Lac U/L
Aspergillus terreus 2.469 18.970
Cunninghamella echinulata 2.594 18.705
Penicillium commune 2.441 18.335

24



5.4. Consércio fungico

Consoércio significa a comunhdo de interesse, a associacdo entre
diferentes organismos. A interacdo entre diferentes micro-organismos, em
condicdes de consorcio, como 0 cometabolismo ou antagonismo pode ser
importante, e a biodegradacdo de compostos organicos toxicos como 0s
hidrocarbonetos pelo consoércio poderiam ser diferentes das de uma Unica
cultura (FERNANDEZ-SANCHEZ, 2001).

Para os ensaios em consoércios a lignina peroxidase apresentou
melhores produgdes nos ensaios 1 e 2 quando produziram respectivamente,
2.666 U/L e 2.683 U/L; seguido dos ensaios 10 e 11, com 2.649 U/L e 2.655
U/L respectivamente.

Com relacdo aos ensaios em consorcio para lacase observa-se uma
variacéo de 19.440U/L ensaio 3 a 12.620 U/L ensaio 7.

Tabela 5: Producédo das enzimas lignina peroxidase e lacase no ensaio em

consorcio
LIGNINA
ENSAIO PEROXIDASE LACASE
1 2. 666 18. 355
2 2. 683 18. 460
3 2.429 19. 440
4 2.518 18. 920
5 2.632 13. 975
6 2. 577 13. 845
7 2. 593 12. 620
8 2. 609 15. 375
9 2.623 14. 810
10 2. 649 14. 079
11 2. 655 13. 475
12 2. 652 14. 475
13 2.574 14. 495
14 2. 602 15. 140
15 2.610 13. 780
16 2. 598 13. 070
17 2. 554 13. 685

Poucos séo os trabalhos com consorcios somente de fungos, sdo mais
frequentes os consorcios mistos de espécies de bactérias, ou de diferentes

espécies de bactéria com dois ou trés fungos (ARRUDA, 2011). Kataoka,
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(2001) afirma que devido a uma grande dificuldade de analises de misturas
complexas, a maioria dos trabalhos realizados sobre micro-organismos que
degradam hidrocarbonetos tém sido realizados envolvendo o crescimento de
um unico micro-organismo sobre um Unico hidrocarboneto ou uma classe de
hidrocarbonetos relacionados.

Lignina- peroxidase tem sido utilizada para mineralizar uma variedade de
compostos aromaticos recalcitrantes como: hidrocarbonetos e corantes
(WESENBERG et al., 2003). Clemente et al. (2001) investigaram a degradacao
de hidrocarbonetos por treze fungos deuteromicetos ligninoliticos e
constataram que o grau de degradacdo varia de acordo as enzimas
ligninoliticas.

A degradacdo microbiana por fungos ligninoliticos tem sido
intensamente estudada nos ultimos anos. Alguns fungos produzem enzimas
extracelulares, tornando-os adequados para a degradacdo de compostos
recalcitrantes (CAJTHAML et al., 2001; HARITASH & KAUSHIK, 2009).

5.5. Determinacéo do potencial hidrogeniénico (pH)

As enzimas sdo especificas e requerem certas condicbes para
aproveitar ao maximo seu desempenho. Essas condicdes sdo: pH,
temperatura, dose e compatibilidade com os componentes da formulacéo.
(MARTINEZ, 2011).

Os fungos podem crescer sob uma larga faixa de pH, sendo que a
maioria tolera uma escala de pH de 4 a 9 (PAPAGIANNI,2004).

O pH, conceito proposto pelo dinamarqués Soérensen, em 1909, que
significa literalmente poténcia (p) de hidrogénio (H), permite-nos descrever o
caracter acido ou base que predomina nos meios, tendo em conta o seu valor
determinado numa escala de 0 a 14. Para a temperatura de 25°C, sera acido
se tiver pH de 0 a 7, sera basico se o pH for de 7 a 14 e sera neutro para pH
igual a 7.

O pH 6timo para os fungos segundo Magenta (2011) é o acido. Para os
fungos crescidos isoladamente obteve-se o pH entre 7,0 a 4,5, atingindo o pH
acido sendo assim considerado bom.
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Figura 3: Determinagdo do pH dos fungos isoladamente nos meios de
culturas: (A) caldo Sabouraud, (B) caldo Sabouraud adicionado de 6leo diesel,
e, (C) caldo Bushnell Hass mais 6éleo diesel.
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Figura 4: Valores de pH para os consadrcios flngicos

Entretanto em relacdo aos consércios o pH dos ensaios apresentaram
um discreto aumento variando de 6,39 a 6,97, o que caracteriza um potencial
hidrogenidnico proximo da neutralidade, diferente dos valores encontrados dos
mesmos isoladamente. Os fungos filamentosos s&o mais tolerantes as
condicGes acidas, os valores de pH podem variar de 6,0 0,08 e 8,0 +0,05,
sendo os mais favoraveis a acdo degradadora de hidrocarbonetos. Nesse pH,
observa-se um maior crescimento dos micro-organismos, aumento da
velocidade de degradacéo e, de acordo com autores, a acidez do meio em
processo de degradacdo € indicativa da producdo de acidos intermediarios,
como o acido oxalico (CERNIGLIA; SUTHERLAND, 2001; ALEXANDER, 1999;
LEAHY; COLWELL, 1990). O pH do meio é um fator muito relevante porém &

frequentemente negligenciado o que pode afetar a morfologia dos fungos.
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Diferentes valores de pH podem ser observados durante a incubacédo e podem
estar relacionados aos transportes e solubilizacdo dos nutrientes, a reacoes
enzimaticas, produtos de excrecdo ou fenébmenos de superficies.

Os fungos consideram-se mais eficientes sob condi¢des adversas: solos
com valores extremos de pH, limitagdo de nutrientes e com baixo teor de
umidade (MACEDO et al, 2002).

5.6. Biomassa

A producao de biomassa (Figura 5) pelos fungos foi observado em maior
guantidade no meio caldo Sabouraud e 6leo diesel, atingindo 2,7 g/L (Figura 5-
B), os resultados obtidos em consércio variaram entre 0,0002 (ensaio 4) a
0,0098 (ensaio 11). Quarantino et al. (2008), demonstraram uma producéo de
biomassa de 1,8 g/L em ensaios de producéo de lacase por Panus tigrinus.
Téllez-Téllez (2008), observou 55 g/L de biomassa, utilizando glicose como
fonte de carbono para a producéo de lacase por Pleurotus ostreaus.

Porém preconiza-se que para processos de biorremediacdo o ideal é
gue se tenham pouca geracdo de biomassa, isso s6 vem a confirmar a

possibilidade de utilizacédo destes fungos nos processos de remediacao.

1 14
05 1 ) 05+

Aspergillus terreus  Cunninghamelia Penicillium A Aspergillus terreus - Cunninghamelia Penicillium B
echinulata commune echinulota commune

25 7
15

B

Aspergillus terreus  Cunninghamelia Penicilium C
echinulata commune

Figura 5: Valores de biomassa para os isolados nos trés meios de culturas, (A)
caldo Sabouraud, (B) caldo Sabouraud adicionado de 6leo diesel e (C) Bushnell
Hass mais 6leo diesel
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6. CONCLUSAO

e Os fungos Aspergillus terreus, Cunninghamella echinulata e Penicillium
commune apresentaram producdo enzimatica de lignina peroxidase e
lacase para 0s meios na presenca ou auséncia do substrato (6leo
diesel), obtendo melhores resultados quando utilizados isoladamente
gue em consorcio;

e A producédo das enzimas lignoliticas para consorcio obteve um excelente
resultado para lacase 19.440 U/L;

e A producao das enzimas lignoliticas isoladamente foi mais bem vista no
meio Bushnell Haas atingindo o melhor resultado, para lignina
peroxidase 2.594 e para lacase 18.970 U/L cultura;

e Para o0s ensaios em consércios a lignina peroxidase apresentou
melhores produgbes nos ensaios 1 e 2 quando produziram
respectivamente, 2.666 U/L e 2.683 U/L.Com relacdo aos ensaios em
consorcio para lacase observa-se uma variacdo de 19.440U/L ensaio 3 a
12.620 U/L ensaio 7;

e Nos meio caldo Sabourand com e sem Oleo diesel, todos 0s ensaios
produziram as enzimas, porém a melhor producdo, tanto lignina
peroxidase quanto lacase, foram observadas para o Penicillium
commune;

e Os fungos ao produzirem enzimas, mostram seu grande potencial de
obtencdo para utilizacdo em diversos segmentos industriais e nos
processos de biodegradacéo, servindo como auxiliar nos processos de

descontaminacéo do meio ambiente.
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