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RESUMO

Os fungos de podriddo branca possuem potencial em degradar compostos lignoceluldsicos,
como a madeira, 0 que torna este grupo um alvo para pesquisas biotecnologicas. As principais
enzimas relacionadas a degradacdo de compostos lignocelul6sicos sdo as lacases, lignina
peroxidase (LiP), manganés peroxidase (MnP) e celulases. O objetivo deste trabalho é estudar
enzimas lignoceluliticas de basidiomicetos usando como substrato o bagago de cana-de-acutcar
para futuras aplicacGes biotecnoldgicas. Foram coletadas e identificadas 28 espécies de
basidiomicetos e isoladas em meio de cultura. As espécies Pycnoporus Sanguineus,
Schizophyllum commune e Pleurotus agaves apresentaram melhor crecimento e foram
selecionadas para testes qualitativos que indicam a presenca de enzimas lignoceluldsicos
extracelulares. P. sanguineus foi a escolhida, pois se destacou quanto ao crescimento e
potencial enziméatico em todos os meios selecionados, comparada as outras. Foi realizada a
determinacéo das atividades enzimaticas e a atividade de lignina peroxidase cultivado em meio
em bagaco de cana-de-acUcar umedecido com &gua teve seu pico no 14° dia de incubacéo,
atingindo 420 U. L. A atividade de lacase nas mesmas condi¢Bes de cultivo apresentou,
também, um pico ao 14° dia de incubagcéo atingindo 250 U. L. Quase ndo foi possivel detectar
manganés peroxidase quase ndo foi possivel detectar atividade enzimatica. As enzimas do fungo
P. sanguineus utilizadas no tratamento para remover uma porcentagem da lignina presente no
bagaco da cana foram capazes de remover a lignina em aproximadamente 15 %, em 28 dias.
Foi gerado acucar no meio, provavelmente devido a degradacdo (quebra) da lignina pela acao
das enzimas fangicas liberando carboidratos e possibilitando assim um reaproveitamento dos
acucares do bagaco para aplicacdes biotecnolégicas como producdo de etanol de segunda

geracao.

Palavras chave: Basidiomicetos, enzimas ligninoliticas, lacase, lignina peroxidase, etanol de
segunda geracéo
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ABSTRACT

The white rot fungi have the potential to degrade lignocellulosic compounds, such as wood,
which makes this group a target for biotechnological research. The main enzymes related to
degradation of lignocellulosic compounds are the laccases, the lignin peroxidase (LiP), the
manganese peroxidase (MnP) and the cellulases. The aim of this work is to study the
lignocellulolytic enzymes of basidiomycetes using as substrate sugarcane bagasse for future
biotechnological applications. It was collected and identified 29 species of Basidiomycetes,
they were isolated in cultivation. The species Pycnoporus Sanguineus Schizophyllum
communee and Pleurotus agaves showed better growing and were selected for qualitative tests
that indicate the presence of extracellular lignocellulosic enzymes. The species P. sanguineus
was chosen because, compared to the others, it stood out as the growth and enzyme potential in
all selected means.The determination of enzymatic activities was performed, the activity of
fenoloxidas and P. sanguineus grown amid sugarcane bagasse moistened with water, peaked in
the fourteenth day of incubation, reaching 420 U L. The laccase activity under the same
cultivation conditions also presented a peak on the fourteenth day of incubation reaching 250
U. L% It was nearly impossible to detect manganese peroxidas or detect enzymatic activity.
The enzymes of P. sanguineus fungus used in the pretreatment to remove a percentage of lignin
presented in the sugarcane bagasse was able to remove lignin by approximately 15% within 28
days. It was generated sugar in it, probably due a degradation (break) of the lignin by the action
of fungal enzymes releasing carbohydrates and thus enabling reuse of sugarcane bagasse sugars

for biotechnology applications as second-generation production of ethanol.

Keywords: Basidiomycetous , ligninolytic enzymes, laccase , lignin peroxidase , second-

generation ethanol

CAPITULO |
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1. INTRODUCAO

A pesquisa por energias renovaveis é de grande interesse para 0 mundo, 0 que propicia
diversos investimentos financeiros nessa area, resultando em métodos que utilizam residuos
agricolas como novas alternativas e, entre elas, destaca-se o aproveitamento de biomassa
agroindustrial, tal como o bagaco de cana-de-acucar. De acordo com Canilha et al., 2010, os
residuos da industria da cana-de- agucar, como a palha e parte do bagaco, sdo um problema
ambiental e a0 mesmo tempo uma fonte renovavel de recursos.

A reutilizacdo destes residuos pode minimizar os problemas ambientais ligados ao seu
acumulo e reduzir o uso de combustiveis fosseis. O risco da escassez das reservas de petrdleo,
principal fonte energética mundial, e as preocupacfes a preservacdo ambiental, levaram os
governos a buscarem estratégias para uma maior producdo e maior consumo de combustiveis
gue sejam renovaveis e sustentaveis (HIMMEL et al., 2007).

O uso de biocombustiveis tem como objetivo a substituicdo de combustiveis fosseis,
permitindo a diminuicdo da dependéncia por recursos ndo renovaveis e a reducdo das emissdes
de gases de efeito estufa. A queima destes combustiveis representa aproximadamente 82% das
emissdes dos gases causadores do efeito estufa. Seja pelas questdes ambientais ou pela
importancia em reduzir a dependéncia externa de energia, o etanol de cana-de-acucar, que ja
apresenta indicadores ambientais muito positivos quando comparado a outras opcoes,
representa uma alternativa viavel na substituicdo de combustiveis fosseis (LAL, 2004).

Para producdo de etanol € usada a sacarose da cana-de-acUcar e muitas pesquisas sao
realizadas para viabilizar o uso de bagaco de cana-de-acticar como matéria-prima para produzir
maior quantidade de etanol com menor area plantada. A utilizagdo do bagaco tem uma serie de
vantagens: vem processado das moendas; esta disponivel em grandes quantidades; tem custo
minimo; estd pronto para uso no local, evitando aumento de custo devido ao transporte
(OLIVERIO & HILST, 2004).

Porém os materiais lignoceluldsicos apresentam resistentes a bioconverséo e requerem
um pré-tratamento para aumentar sua digestibilidade e tornar a celulose mais acessivel as
enzimas celuloliticas. A bioconversdo dos residuos lignocelulésicos pode ser realizada por
microrganismos como fungos basidiomicetos, baseado em seus produtos ou metabolitos, como
enzimas e polissacarideos (VASCONCELLOS NETO, 2010).
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Assim, considerando que o bioma cerrado sul-mato-grossense possui uma grande
diversidade de fungos de podriddao branca (QUEVEDO et al., 2012), ainda ndo explorada
comercialmente, justifica-se levantar espécies produtoras de enzimas nesta regido, que tém
assumido importante papel na industria, atraves dos processos biotecnologicos. Além disto
representam uma vasta fonte de material bruto, obtidos a baixos custos, podendo ser convertidos
em acucares fermentaveis e usados como fonte renovavel de produtos quimicos, combustiveis
e alimento entre outros (SANTOS, 2003).

1.1. Objetivo Geral

Estudar enzimas flngicas da regido da Bodoquena, MS, usando como substrato o

bagaco de cana-de-agucar para aplicacdes biotecnologicas.

1.2. Objetivos Especificos

e Identificar espécies de basidiomicetos de podridao branca;

e  Produzir culturas puras das espécies identificadas;

e Auvaliar o crescimento e selecionar fungos quanto ao potencial de producédo de enzimas;

e Determinar a atividade enzimética do Basidiomiceto selecionado (P. sanguineus)
usando como substrato bagaco de cana-de-agUcar;

e Verificar o teor de acgucares totais e lignina do bagaco de cana-de-agucar, quando

tratadas com P. sanguineus.

1.2. Organizagéo do Trabalho

O presente trabalho contou com a parceria do Instituto de Botanica de Sdo Paulo onde
foi desenvolvida toda a parte experimental da pesquisa.
A tese esta apresentada em capitulos, sendo que o capitulo | corresponde ao texto geral

da tese e os demais, artigos que posteriormente serdo enviados para publicacao:

e Capitulo I - Introducéo e revisao bibliogréfica sobre os assuntos abordados na tese;
e Capitulo Il - Artigo | - Basidiomicetos da Serra de Bodoguena, Mato Grosso do Sul:

analise de crescimento e potencial enzimatico;
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e Capitulo Il - Artigo Il - Enzimas de Pycnoporus Sanguineus em bagaco de cana-de-

acucar para aplicacOes biotecnoldgicas.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Bagaco de cana-de-agucar

A cana-de-acUcar pertence ao género Saccharum, e é uma graminea proveniente da
Nova Guing, introduzida no Brasil na época colonial, atualmente muito cultivada em regides
tropicais e subtropicais do pais. Sdo plantas da classe das monocotiledéneas, de folhas
envolventes e de caule em geral que resultou em varias espécies, as quais diferem entre si,
principalmente quanto ao contetdo de fibras e aclcares. Nos dias atuais, a maior parte da cana-
de-acucar cultivada é um hibrido de planta original com outras espécies da mesma familia
(RABELO et al., 2011).

E a principal matéria- prima para producéo de aglcar e etanol, uma planta de grande
importancia para a economia brasileira, responsavel por geracdo de empregos e de energia. No
processamento da cana-de-acUcar, apos a separacdo da garapa, da qual sdo produzidos o agUcar
e 0 etanol, o residuo mais abundante é o bagaco que é em parte queimado para a geracdo de
calor e energia para a propria usina e vem sendo comercializado para reduzir os problemas da
crise no fornecimento de energia elétrica (MANZANO, 2000).

O bagaco da cana-de-acucar € resultante do processo de moagem do colmo extraido para
obtencdo do caldo que passa por etapas até a obtencdo do aglcar. Estima-se que, a cada tonelada
de cana moida, obtém-se 280 Kg de bagaco, sendo que a cada ano sejam produzidos de 5 a 12
milhGes de toneladas desse material, correspondendo a cerca de 30% do total da cana moida
(BUCKERIDGE et al., 2008).

A utilizacdo do bagaco de cana (Figura 2.1) pode ser tanto para fins energéticos como
ndo energéticos. Por exemplo, este pode ser empregado como matéria-prima na producao de
papel, celulose aglomerado e compensado ou como volumoso, na alimentacdo animal (SILVA,
2003).

O fato do Brasil ser o maior pais tropical do mundo é um fator positivo para a producao
de energia de biomassa, considerando que a grande quantidade de bagaco de cana-de-agucar
gerado pelos processos de producdo de etanol vem se tornar matéria-prima para outros
processos produtivos, incluindo a producdo de etanol através de tecnologias portadoras de
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futuro, gerando emprego e desenvolvimento. Este & um cenario tdo promissor que para cada 10
milhdes de toneladas de biomassa seca € possivel produzir 600 milhGes de galdes de etanol,

considerando apenas o seu componente celulosico (PEREIRA JUNIOR et al., 2008).
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FIGURA 2.1 — Bagago de Saccharum officinarum (Poaceae). Fonte: Battistelle et al.
(2008).

2.2. Materiais lignoceluldsicos

2.2.1.Lignina

E o segundo polimero terrestre mais abundante e o termo lignina significa, madeira,
que foi introduzido por Anselme Payen em duas publicacbes em 1838 (PAYEN, 1838) para
designar o residuo soltvel obtido no tratamento da madeira por acido nitrico concentrado, que
por um longo periodo teve sua constituicdo quimica na obscuridade. Peter Klason em 1917
propds que a lignina poderia ser classificada como uma substancia macromolecular constituida
de unidades do alcool coniferilico, mantidas juntas atravées de ligacGes do tipo éter.

Estudos realizados em 1940, baseados em reacfes classicas da quimica organica,
levaram a concluir que, de uma forma geral, a lignina era constituida de unidades
fenilpropandides unidas por ligacOes éter e carbono. Em 1954, Lange propde que as principais
unidades aromaéticas presentes na estrutura da lignina eram a p-hidroxifenila, guaiacila e
seringila. A primeira formula quimica para o sistema macromolecular foi proposta por
Freudenberg em 1968 e confirmada posteriormente por outros pesquisadores (SANTOS, 2001).

A lignina é encontrada como parte integral da parede celular das plantas, emaranhada

em uma complexa matriz de celulose e hemecelulose, representando uma importante fonte de



17

carbono abundante na Terra, perdendo apenas para a celulose. Sendo uma fonte de polimeros
aromaticos renovavel mais abundante na natureza, sua decomposicdo € indispensavel para a
reciclagem do carbono. E quimicamente recalcitrante e a desagregacdo pela maioria dos
organismos € heterogénea devido a estrutura complexa. Porém os fungos de podridao branca
produzem uma matriz extracelular de enzimas oxidativas sinérgicas que degrada eficientemente
a lignina (WONG, 2009).

Muitos modelos hipotéticos da estrutura molecular da lignina foram propostos ao longo
dos anos. A lignina é uma complexa macromolécula fendlica, hidrofdbica, constituida por
unidades de fenilpropano, de caracteristicas tridimensional e amorfa, representando de 20% a
30% do total dos lignocelulésicos (OKINO et al., 2001).

A lignina (Figura 2.2) é resistente ao ataque de grande parte dos microrganismos, porque
processos anaerdbios ndo tendem a atacar os anéis aromaticos, e sua degradacdo aerobica é
lenta. Na natureza, apenas fungos basidiomicetos de podriddo branca sdo capazes de degradar
a lignina de forma eficiente, onde solubilizacdo e mineralizacdo de ligninas naturais e sintéticas

tém sido demonstradas (KIRK et al., 1976).
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FIGURA 2.2 - Representacéo estrutural da lignina. Fonte: Modelo adaptado de Graminha
(2008).

2.3. Celulose

E o polimero mais abundante em ambiente terrestre, constituido de cadeia longa e
composto de um s6 mondémero (D-glicose), unidas atraves de ligacdes glicosidicas, sendo o

polimero linear, insoltvel em agua. E um dos principais constituintes das paredes celulares das
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plantas, em combinacdo com a lignina, hemicelulose e pectina, ndo sendo digerivel pelo homem
(ESPOSITO et al., 1993).

A celulose se apresenta como recurso natural renovavel, sendo a producdo de
bioprodutos e bioenergia renovavel de menor custo com base materiais lignoceluldsicos
importante para o desenvolvimento sustentivel dos seres humanos. A reducdo no custo de
producdo de celulase, a melhoria no desempenho de celulase, e um acréscimo na producgéo de
acucares de celulose séo vitais para reduzir os custos de processamento de refinarias (ZHANG
et al., 2006).

A caracteristica semicristalina da celulose dificulta grandemente sua degradacdo. Sua
quebra raramente acontece por meio de um processo isolado, ocorre um ataque conjunto sobre
um composto complexo de celulose (Figura 2.3) unido a lignina e hemicelulose. A acgédo
conjunta de enzimas extracelulares especificas é essencial para realizacdo deste processo
(WYMAN, 1999).

OH
" HO  OH
o 0 g
9 d
H OH OH
Celulose

FIGURA 2.3 - Estrutura quimica da
celulose. Fonte: Modelo adaptado de
Graminha (2008).

2.3.1.Hemicelulose

E um polissacarideo ramificado formado pela combinacdo de varios aglcares como
pentoses, hexoses, acidos e oxi-hexoses. Também chamada de poliose, de acordo com 0s
acucares presentes na cadeia principal do polimero, sdo classificadas como xilanas,
glucomananas e galactanas (DIETRICH & WEGENER, 1989).

S&o componentes importantes de insumos do solo da floresta a partir de madeira e
folhas. Estdo presentes nas paredes celulares de quase todas as plantas terrestres. A estrutura
detalhada da hemicelulose (Figura 2.4) e sua abundancia variam muito entre as diferentes

especies e tipos de células. O papel bioldgico mais importante das hemiceluloses é a sua
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contribuicdo para o reforco da parede celular por interacdo com a celulose e, em algumas
paredes, com a lignina (SCHWYN & NEILANDS, 1987).

Glucuronoarabinoxilano

Xiloglucano

Galactomanano

* Oxigénio
« Carbono
+ Hidrogénio

FIGURA 2.4 - Estrutura quimica das principais hemiceluloses de parede celular de
plantas. Fonte: (BUCKERIDGE, 2008).

2.4. Fungos basidiomicetos e seu potencial biotecnologico

Os fungos constituem um grupo de organismos extremamente diversificados,
distribuem- se ao redor de todo globo terrestre explorando habitats diversos como solos, plantas
e animais ou outros que tenham matéria organica passivel de coloniza¢do. Na sua maioria, sdo
terrestres e aerdbios, crescem rapidamente, desenvolvem filamentos ramificados e a reproducéo
em grande parte ocorre através de esporos.

Levantamentos da década de 1990 propuseram que apenas 5% da diversidade de fungos
eram conhecidos, com aproximadamente 69.900 espécies descritas na literatura. Representam,
assim, um dos maiores grupos taxonémicos com o maior nimero de espécies na natureza,
aproximando-se da casa dos 1,5 milhdes de especies (MMA, 2003).

S&o heterotroficos, produzem enzimas que degradam o substrato onde se encontram e
absorvem o0s compostos mais simples, previamente degradados por um rico complexo
enzimatico. A variedade de enzimas hidroliticas excretadas pelos fungos permite que esse grupo
de organismos degrade e utilize quase todas as fontes de materiais organicos disponiveis na
natureza, sendo essencialmente importantes para manutencdo do equilibrio ecoldgico
(BONONI et al., 1998).
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Os fungos verdadeiros séo classificados em Ascomicetos, Basidiomicetos, Zigomicetos
e Quitridiomicetos. Eles diferem entre si, principalmente, pela ontogénese, Filogenia,
reproducdo sexuada e assexuada, producdo de esporos e constituicdo de Parede celular
(BERBEE & TAYLOR, 1992). Dentre os fungos verdadeiros, o grupo monofilético
Basidiomicota (Figura 2.5) representa cerca de um terco das espécies descritas
(ALEXOPOULOS et al., 1996).

Chytridiomycota Zygomycota Ascomycota Basidiomycota

-

'

.

Ascocarpo :

‘ Basidiocarpo

>0Sporo :

Ascosporc Basidiosporo
Z1gosporo

Corpo de frutificagao

Perda do flagelo

Reprodugao por esporos
Hifas
Absorc¢ao de nutrientes do meio
Parede celular com quitina

FIGURA 2.5 - Relacéo filogenética entre os fungos. Fonte: Fan (2000).

Os basidiomicetos possuem um papel fundamental na ciclagem de nutrientes e na
manutenc¢do dos ecossistemas terrestres, pois absorvem os nutrientes da matéria organica morta,
utilizado para o seu crescimento e reproducdo. E, assim, conhecida por apresentarem uma
estrutura caracteristica denominada de basidio, estrutura protuberante onde sdo produzidos e
armazenados os esporos. Os basidiomicetos juntamente com alguns ascomicetos constituem o
grupo dos macromicetos, e sdo comumente chamados de cogumelos (MORADALI et al.,
2007).

Este grupo é o principal responsaveis pela decomposicdo da madeira, composta por
celulose e lignina, que d&o resisténcia as paredes das células vegetais. A presenca de um sistema
ligninolitico de agdo extracelular, oxidativo e altamente ndo especifico, fez dos fungos
lignoceluloliticos microrganismos capazes de atuar em diversos processos biotecnoldgicos.
Grande parte das espécies de fungos basidiomicetos utiliza os componentes de madeira para

crescimento. Os fungos degradadores de madeira sdo classificados em fungos de degradacao
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branca, degradacdo marrom e degradagdo branda ou macia, de acordo com a morfologia da
degradacdo (MACHADO & MATHEUS, 2006).

Fungos causadores de podriddo branca, degradam celulose, hemicelulose e lignina,
quebrando-as em moléculas menores até CO2 e H2O e por isso sdo chamados de fungos
lignoceluloliticos, causando a perda de resisténcia, tornando-a laminada, esponjosa e fibrosa e
com uma coloragéo branca, resultando entédo o nome de podridao branca (SANTOS, 2004).

Espécies causadoras de podridao branca, por possuirem sistema enzimatico capaz de
degradar substancias de estruturas tdo complexas quanto a lignina, vém sendo utilizadas em
processos de tratamento de efluentes téxteis e na biorremediacéo de solos contaminados. Estas
espécies também possuem potencial de aplicacdo na industria papeleira no tratamento de
efluentes e no processo de fabricacéo de papel, atuando na liberacdo das fibras da madeira apds
a deslignificacdo e na fase de branqueamento, substituindo com enorme vantagem o uso de

substancias quimicas, principais causadoras de poluicao da &gua (MATHEUS et al., 2000).

2.5. Enzimas

As enzimas sao moléculas proteicas, sendo, em sua maioria, polimeros constituidos por
aminoacidos ligados por ligacfes peptidicas covalentes. Algumas sdo capazes de aumentar em
até 1014 vezes a velocidade de determinada reagdes, sem requerer condi¢cdes extremas de pH,
temperatura e pressdo (LEHNINGER, 2000).

Atuam como catalisadores biologicos, sdo capazes de diminuir a energia de ativacdo
requerida para formar um complexo de transicdo ativado que dara origem a um produto,
aumentando a velocidade da reacdo sem alterar a constante de equilibrio ou a variacdo de
energia livre (TORTORA et al., 2000).

Segundo a Comissdo de Enzimas (EC) da Unido Internacional de Bioquimica e Biologia
Molecular (IUBMB), as enzimas estdo classificadas em seis grandes grupos de acordo com o
tipo de reagdo em que atuam, Oxirredutases, Transferases, Hidrolases, Liases, Isomerases e
Ligases (SHULER, 2001).

Quase todas as enzimas preparadas em escala industrial sdo extracelulares, pois seu
isolamento dos meios ou caldos de cultivo é geralmente mais simples, embora elas se encontrem
em forma muito diluida nestes meios, o que pode tornar seu isolamento inviavel (KIELING,
2002).
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O processo de obtencao das enzimas se d& pela extracdo de tecidos animais e vegetais ou
por fermentagdo. Contudo, a maioria das enzimas empregadas nos processos industriais € de
origem microbiana. Muitos microrganismos ja foram isolados na natureza e utilizados
industrialmente, mas, a maioria deles de grande potencial enzimatico, ainda ndo foi
devidamente explorada e estima-se que apenas 5% dos fungos e 2% das bactérias ja tenham
sido avaliados e identificados como produtores de enzimas de interesse industrial (SILVA et
al., 2005).

As enzimas tém aplicacdes em varios segmentos e seu uso industrial inclui: hidrélise
enzimatica: producdo de glicose; tratamento de residuos; inddstria téxtil: remocéo de manchas,
inddstria de alimentos: producéo de &lcool etilico, etanol combustivel, laticinios e &cidos
organicos, resultando em uma industria extremamente diversificada e com rendimentos

econémicos consideravelmente altos (SOARES et al., 2010).

2.5.1.Lignina peroxidase

E um grupo de enzimas oxi-redutases que catalisam a reducdo do perdxido de
hidrogénio e a oxidacdo de uma variedade de substratos orgénicos e inorganicos, sendo
hemeproteinas monoméricas com massa molecular cerca de 40 KD (Figura 2.6) (DIETRICH
& WEGENER, 1989).

A sua acdo enzimatica provem da reducao ciclica do &tomo de ferro no grupo hematina,
na presenca de H>O», a enzima se combina com esta molécula, formando um complexo que
pode oxidar uma variedade de doadores de elétrons formando &gua no final (POMPEU, 2010).

S&o enzimas extracelulares, desempenhando importante papel durante a degradacao do
substrato. A enzima peroxidase é conhecida por sua capacidade de remocao de grupos fenolicos
e aminas aromaticas de solucdes aquosas e também de descoloracao de efluentes de industria
téxtil (DURAN, et al., 2002).

Como as peroxidases classicas, as LIP’s sdo oxidadas por perdxidos de hidrogénio. A
principal diferenca funcional entre as LIP’s e as peroxidases € que as primeiras podem oxidar
anéis aromaticos que sao apenas moderadamente ativados por doador de elétrons, Ja as
peroxidases agem em substratos aromaticos fortemente ativados (COURI et al., 2000).

Na industria de papel e celulose a peroxidase é utilizada na etapa de branqueamento da
polpa e no tratamento de seus efluentes. Na industria téxtil é utilizada para melhorar o

branqueamento em lavanderias e inibir a transferéncia de cor durante a lavagem e para a
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remoc&o do excesso de corante da &gua de lavagem de tecidos tingidos. A baixa especificidade
do complexo enzimatico peroxidase (H20:) pode promover a oxidagdo de uma grande

variedade de poluentes organicos (DURAN, et al., 2002).

FIGURA 2.6 - Formula estrutural esquematica para a lignina e estrutura tridimensional da
lignina peroxidase. Fonte: Lee (1997); Wong (2009).

2.5.2. Manganés peroxidase

Manganés peroxidase (MnP) (Figura 2.7) € uma enzima extra celular glicosilada, possui
um grupamento heme, que foi descoberto em Phanerochaete chrysoporium ha quase 20 anos
atras por duas equipes internacionais de pesquisa (M. Gold e Grupo de Crawford), (SCHELLER
& ULVSKOV, 2010).

A MnP é amais comum das ligninas peroxidase modificadas, € dependente de peroxido
de hidrogénio e do ion Mn*? e a-cetoacidos como lactato sdo responséaveis por estabilizar
sua atividade (GRGIC & PERDIH, 2003). Produzida por quase todos os basidiomicetose
varios fungos do solo, colonizando a serrapilheira em decomposicdo. Estes fungos secretam
oxidoredutases inespecificas entre estas a manganés peroxidase, que desempenha um papel
fundamental na degradacdo da lignina (ZHANG et al., 2006).
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FIGURA 2.7 - Mecanismo que mostra o estado inicial e estrutura tridimensional do
manganés peroxidase. Fonte: Glenn & Gold (1995); Wong (2009).

2.5.3. Lacases

As lacases (Figura 2.8) sdo polifendis oxidase, cuproproteinas do pequeno grupo de
enzimas chamadas cuproproteinas azuis, pertencem a uma ampla e diversificada superfamilia
de proteinas de oxidases (LUNDELL et al., 2010), ou ainda enzimas fenoloxidase se fazem
parte de um grupo de enzimas oxidases que complexam o cobre (KIELING, 2002).

Sdo produzidas por fungos e, também, por plantas superiores, sendo secretadas pela
maioria dos basidiomicetos. As lacases fungicas em geral possuem 03 atomos de cobre, todos

no estado de oxidacio Cu?* na enzima nativa.
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FIGURA 2.8 - Ciclo catalitico da lacase e estrutura tridimensional. Fonte: Baldrian (2006);
Wong (2009).
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Estas enzimas catalisam oxidagdes por extracdo de um elétron de substratos fendlicos
gerando radicais fenoxilas. Devido a sua capacidade de catalisar a oxidacéo de fenois e outros
compostos aromaticos, permite que as enzimas sejam usadas em aplicacfes industrias como
deslignificacdo, modificacdo de fibras da madeira, clareamento de corantes em processos
téxteis, sintese de produtos quimico-medicinais e remediacdo de solos e 4guas contaminadas
(LANGH, et al., 1997).

A lacase ¢ uma das mais antigas enzimas descritas, sendo sua atividade relatada ha mais
de cem anos atras, na arvore de laca japonesa, Vernicifera rhus, enzima envolvida no processo
de degradacdo de material lignocelulésico, que contém quatro nucleos de cobre, e é capaz de
oxidar o substrato usando oxigénio molecular como aceptor de elétrons (THURSTON, 1994).

Os multiplos genes da lacase podem ser expressos por fungos ligninoliticos, com
caracteristicas fisico-quimicos diferentes codificando iso-enzimas com elevada similaridade na
estrutura primaria. As propriedades bioquimicas e fisico-quimicos de lacase como atividade
enzimatica, estabilidade, pH e temperatura, inicialmente fornecem importantes resultados para

estudos basicos e para a aplicacdo das lacases na biotecnologia (MAYER & STAPLES, 2002).

2.5.4. A utilizagdo da enzima para o processamento de biomassa para producéo de etanol

A utilizacdo da enzima para o processamento é relativamente recente. Enquanto a
guimica de obtencGes de agucares a partir de madeira tem em torno de dois séculos de pesquisa
e desenvolvimento, as enzimas para hidrélise enzimatica somente 50 anos (MACHADO &
MATHEUS, 2006).

Durante anos as enzimas foram utilizadas como catalisadores na producgédo de etanol
através da hidrolise do amido. No entanto, utilizam-se enzimas para conseguir a celulose, um
processo complexo e protegido por materiais resistentes ao ataque quimico como a lignina e a
hemicelulose (POMPEU, 2010).

A hidrolise enzimatica de materiais lignoceluldsicos € um processo muito estudado por
apresentar especificidade da reacdo, auséncia de reagdes secundarias (que levariam a perda de
rendimento), auséncia de formagdo de produtos secundarios (inibidores da fermentacéo
alcoolica) e reacdo em condicBes suaves que ndo requerem altas pressdes e temperaturas ou
ambientes corrosivos para os equipamentos (BASTOS, 2007).

A cristalinidade da celulose, a protecéo da lignina e as configuracdes espaciais do

complexo celulose-hemicelulose-lignina tornam este tipo de hidrolise um processo lento e
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pouco econdmico. A estrutura capilar das fibras de celulose e a presenca de metais diminuem
a eficiéncia da hidrdlise enzimética (LUNDELL et al., 2010).

No processo enzimatico, a hidrolise é catalisada por enzimas chamadas celulases que
atacam as cadeias de celulose para obter polissacarideos menores, as enzimas exoglucanases
atuam nos terminais ndo redutores das cadeias menores removendo a celobiose e B-glucosidases
que hidrolisam a celobiose e outros oligbmeros a glicose.

As enzimas conhecidas como celulases hidrolisam a celulose liberando inclusive a
glicose e outros acucares, fonte de energia dos fungos, por degradacdo de parte de fibras de
celulose. A celulase pode diminuir o comprometimento e o didmetro das fibras de madeira. Um
ataque fangico preliminar facilita a abertura das fibras de madeira por métodos mecanicos
(AGUIAR FILHO, 2008). A producdo de celulases pelos fungos € lenta, porém de custo
potencialmente baixo.

A hidrolise conduzida em condigdes brandas em pH 4,8 e temperatura entre 45 e 50 °C
apresenta custo de utilidade relativamente baixo (OGEDA & PETRI, 2010). No caso da
hidrolise enzimatica dependente bastante da natureza do material celulolitico, a principal
vantagem € que a reacdo pode ser realizada em condi¢cbes favoraveis, ndo sendo necessario
temperaturas altas e pressdes ou pH extremo.

Comparativamente, a hidrolise com acido diluido encontra-se em um estagio avancado,
o limitante € o rendimento de 50 a 70%. A hidrélise com é&cido concentrado apresenta
rendimentos maiores e maiores problemas de inibidores, necessidade de recuperacdo do acido
e de 23 equipamentos resistentes a corrosdo, o que compromete o desempenho econdmico do
processo. A hidrolise enzimatica apresenta rendimentos de 75 a 85%, e melhorias séo esperadas
para 85 a 95%. Além disso, a ndo utilizacdo de &cidos pode representar grandes vantagens ndo
s econdmica, em equipamentos com materiais mais baratos e menor custo operacional, como
também ambiental, pois ndo ha produgéo de residuos (MACHADO & MATHEUS, 2006).
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RESUMO

A Serra da Bodoquena é caracterizada pela grande extensdo de ambientes naturais bem
preservados e diferentes habitats, que garantem a regido uma alta diversidade de espécies. Em
relacdo a diversidade de fungos, seu potencial é praticamente desconhecido. Os fungos de
podriddo branca possuem potencial em degradar compostos lignoceluldsicos, como a madeira,
0 que torna este grupo um alvo para pesquisas biotecnoldgicas. As principais enzimas
relacionadas a degradacdo de compostos lignoceluldsicos sdo as lacases, lignina peroxidase
(LiP) e manganés peroxidase (MnP). O objetivo deste trabalho foi identificar, avaliar o
crescimento e o potencial enzimético de basidiomicetos da Serra da Bodoquena — MS. Foram
realizadas trés coletas no ano de 2012, totalizando 28 espécies; as mesmas foram fotografadas,
analisadas morfologicamente, identificadas, e preservadas no herbario do Instituto de Botanica
em Sdo Paulo, SP. Foram selecionadas 10 espécies que apresentaram melhores condicbes
estruturais, sendo inoculadas com cinco repeticdes. As espécies que proporcionaram cultura
foram Pycnoporus sanguineus, Schizophyllum commune e o Pleurotus agaves. Foram avaliados
tanto o crescimento do micélio como o didmetro do halo formado em cada tratamento e,
tambeém, o seu potencial enzimatico. Nos resultados observou-se que o fungo Pycnoporus
sanguineus obteve maior crescimento em todos os meios selecionados e apresentando potencial

enzimatico.

Palavras chave: Diversidade, Polyporaceae, Hymenochaetaceae, enzimas lignocelulosicas

ABSTRACT
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The Bodoquena Sierra is characterized by the large expanse of natural environments preserved
and different habitats, which guarantee the region a high diversity of species. Regarding the
diversity of fungi, their potential is virtually unknown. The white rot fungi have the potential
to degrade lignocellulosic compounds, such as wood, which makes this group a target for
biotechnological research. The main enzymes related to degradation of lignocellulosic
compounds are laccases, lignin peroxidase (LiP) and manganese peroxidase (MnP). The
objective of this study was to identify, evaluate growth and enzymatic potential
basidiomycetous the Serra da Bodoquena - MS. Three samples were taken in 2012, totaling 28
species; they have been photographed, analyzed morphologically identified, and preserved in
the herbarium of the Botanical Institute in S&o Paulo, SP. We selected 10 species with better
structural conditions, being inoculated with five repetitions. Species which provided culture
were Pycnoporus sanguineus, Schizophyllum commune and Pleurotus agaves. They were
evaluated both growth of the mycelium as the diameter of the halo formed in each treatment,
and also their enzymatic potential. From the results it was observed that the fungus Pycnoporus
sanguineus increased growth obtained in all the selected means and presenting enzyme

potential.

Keywords: Diversity, Polyporaceae, Hymenochaetaceae, lignocellulosic enzymes
1. INTRODUCAO

A Serra da Bodoquena é uma regido rica em diversidade de espécies animais, vegetais
e de micro-organismos. Isso faz com que seja considerada uma darea prioritaria para a
conservacao da biodiversidade no Cerrado (MMA, 1999). No entanto, a diversidade de fungos
da regido, é praticamente desconhecida.

Conforme literatura, cerca de 105.000 espécies foram descritas, provavelmente apenas
uma pequena proporc¢do dos que existem. O conhecimento das comunidades de basidiomicetos
em areas tropicais € fragmentado e reduzido (GIBERTONI et al., 2007), haja vista que, para o
Estado de Mato Grosso do Sul, existem apenas dois trabalhos com identificacdo de
basidiomicetos realizados no Pantanal do Rio Negro e em Campo Grande (QUEVEDO et al.,
2012).

Os basidiomicetos sdo popularmente chamados de cogumelos ou “orelhas-de-pau”,

encontrados nos troncos de florestas do mundo todo, séo macroscopicos e facilmente coletados
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e preservados. Possuem um papel fundamental na ciclagem de nutrientes e na manutencéo dos
ecossistemas terrestres, pois absorvem os nutrientes da matéria organica morta, utilizado para
0 seu crescimento e reproducdo (MORADALI et al., 2007).

Este grupo é o principal responsaveis pela decomposi¢do da madeira, composta por
celulose e lignina, que dao resisténcia as paredes das células vegetais, utilizando-se desses
componentes para seu crescimento. Os fungos degradadores de madeira sé&o classificados em
fungos de degradacdo branca, marrom e branda ou macia, de acordo com a morfologia da
degrada¢cdo (MACHADO & MATHEUS, 2006).

Espécies causadoras de degradacdo branca, por possuirem sistema enzimatico capaz de
degradar substéncias de estruturas tdo complexas quanto a lignina, vém sendo utilizadas em
processos de tratamento de efluentes téxteis e na biorremediacéo de solos contaminados. Estas
espécies também possuem potencial de aplicacdo na industria papeleira no tratamento de
efluentes e no processo de fabricacdo de papel, atuando na liberacdo das fibras da madeira ap6s
a deslignificacdo e na fase de branqueamento, substituindo com enorme vantagem o uso de
substancias quimicas, principais causadoras de poluicdo da agua (MATHEUS et al., 2000).

Considerando que a Serra da Bodoquena possui uma grande diversidade de fungos ainda
ndo explorada, justifica-se levantar espécies produtoras de enzimas nesta regido, que tém
assumido importante papel na industria, através dos processos biotecnoldgicos.

Diante do exposto o objetivo deste trabalho foi identificar, avaliar o crescimento e o potencial

enzimatico de basidiomicetos da Serra da Bodoquena, Mato Grosso do Sul.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Area de coleta

A area de estudo compreende a RPPN Estancia Mimosa (20°58°57”S e 56°30°58”0; 390
m de altitude), localizada as margens do rio Mimoso, na area rural do municipio de Bonito,
serra da Bodoquena, a 15 km de sua area urbana, no estado de Mato Grosso do Sul.
A Serra da Bodoquena, localizada na porg¢éo sudoeste do Estado, € uma regido montanhosa com
cerca de 300 km de comprimento no sentido norte-sul e 20-50 km de largura no sentido Leste-
Oeste (BOGGIANI et al., 1993), conforme Figura 1.
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Figura 2.9 - Localizacdo da Serra da Bodoquena (A) e RPPN Estancia Mimosa (B), no
municipio de Bonito, Mato Grosso do Sul, Brasil.

A altitude média na regido varia de 400 a 600 m acima do nivel do mar, com valores
maximos de altitude em torno dos 770 m em sua porcao norte e valores minimos pouco abaixo
dos 300 m. A regido € rica em nascentes, funcionando como um extenso divisor de aguas entre
a Bacia do Rio Paraguai, localizada a oeste, e as sub-bacias do Rio Apa, ao sul, e Rio Miranda,
a leste (SALZO & MATOS, 2006).

O clima é do tipo tropical sub quente, segundo classificacdo de Koppen, com
temperaturas médias anuais entre 22 °C e 26 °C, temperaturas maximas em torno de 35 °C a 40
°C e minimas podendo chegar préximas de 0 °C. A umidade relativa do ar é baixa, raramente
atingindo 80%, e a precipitacdo média anual € de cerca de 1400 mm, com verBes quentes e
chuvosos de novembro a margo, e invernos secos de abril a outubro (IBGE, 2006). Em termos
biogeograficos, a Serra se localiza em areas de transi¢do e sob influéncia do Cerrado e Pantanal,
apresentando também influéncias da Mata Atlantica e do Chaco. Desta forma, sua paisagem é
bastante complexa com relacéo a diversidade de fisionomias vegetais, predominando florestas
estacionais deciduais e semideciduais, especialmente em areas montanhosas, matas ciliares e
de galeria ao longo de diferentes tipos de corpos d’agua, manchas de savana florestada

(cerraddo), savana arborizada (cerrado stricto sensu), campos naturais secos e Umidos, além de
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pastagens antrdpicas e areas perturbadas em diferentes estagios de regeneracdo natural (POTT
& POTT, 2003).

2.2. Coleta, identificacdo, crescimento e testes enzimaticos

Foram realizadas trés coletas de fungos nos meses de outubro, novembro e dezembro
de 2012, e posteriormente secos conforme recomendado em FIDALGO & BONONI (1984). A
identificacdo foi feita usando chaves de identificacdo, observacdo de microestruturas e
comparacdo com material de herbario. Todo material foi depositado no Herbario Cientifico
“Maria Eneyda P. Kauffmann Fidalgo”, do Instituto de Botéanica. A classificacdo seguida foi
segundo KIRK et al. (2008).

Cada basidioma foi conduzido a cdmara de fluxo laminar, sendo retirado pedacos de
aproximadamente 01 cm2 do contexto que foram colocados no meio de cultura BDA (Batata-
dextrose-agar) preparado previamente a coleta. Uma vez crescidos em placa de Petri e sem
contaminacgdo, procedeu-se a conservacdo pelos métodos Castelani ou dgua destilada estéril,
tubo com meio de cultura Agar Extrato de Malte (MEA) e papel filtro.

Para igualar a idade fisiologica dos cultivos, cada linhagem foi crescida no meio de
cultura MEA por sete dias, em Biochemical oxygen demand — BOD em 25 °C, e foram retirados
discos de micélio com diametro de 5 mm e inoculados no centro das placas.

Foram selecionados trés fungos (Pycnoporus sanguineus, Schizophyllum commune e
Pleurotus agaves) para analise de crescimento e potencial enzimatico.

Foram avaliados o crescimento do micélio e o didmetro do halo formado em cada
tratamento, diariamente, por quatro dias, e mensurado o didmetro de cada colonia, nos dois
sentidos perpendiculares, até que o micélio de qualquer das colonias atingisse a borda da placa.
O diametro do crescimento micelial (cm) e a velocidade de crescimento micelial foram
determinados, apds a inoculacdo, pela diferenca diaria entre as medidas de didmetros
consecutivos, até o sétimo dia. Cada unidade experimental foi constituida por uma placa de
Petri. Para avaliar o complexo enzimatico foram realizados testes enzimaticos qualitativos em
placas de Petri com os meios: Agar Extrato de Malte 2% para crescimento, MEA e o corante
azul brilhante de remazol R-RBBR para sistema degradativo lignolitico (OKINO et al., 2001,
MACHADO & MATHEUS, 2006), guaiacol e a-naftol para lacase; pirogalol para peroxidases
(STALPERS, 1978; SCHWYN & NEILANDS, 1987) e enzimas celuloliticas com vermelho
congo, carboximetilcelulose (CMC) e meio basal.



37

Foi adotado o delineamento experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial
A (4) x B (3) (A = meios, B = isolados) com quatro repeti¢des cada tratamento. Os resultados
obtidos foram submetidos a analise de variancia e teste de Tukey a 5% de significancia para

comparacdo das médias.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificadas 28 espécies de Agaricomycetes (Basidiomycota), distribuidas em
quatro ordens e dez familias, listadas dentro de seus grupos taxonémicos e por ordem

alfabética, conforme Tabela 1.

Tabela 1 — Espécies de fungos identificados na Serra de Bodoguena, Mato Grosso do Sul
FAMILIA ESPECIE

Leucocoprinus brebissonii

Phaeomarasmius gracilis

Bolbitiaceae Bolbitius vitellinus

Colostomataceae Calostoma zanchianum

Phellinus linteus

Agaricaceae

Hymenochaetaceae Phellinus sancti-georgii
Phylloporia spathulata
Ganodermataceae Ganoderma a“StYa'?
Ganoderma multiplicatum
. Aquascypha hydrophora
Meruliaceae . e IR

Cymatoderma dendriticum
Stereum lamellatum
Pleurotaceae Pleurotus agaves
Coriolopsis byrsina
Hexagonia hydnoides
Hexagonia papyracea
Lentinus crinitus
Microporellus dealbatus
Polyporaceae Nigroporus vinosus
Polyporus arcularius
Polyporus grammocephalus
Pycnoporus sanguineus
Trametes cingulate
Trametes membranacea
Tyromyces duracinus
Schizophyllaceae Schizophyllum sp.
Schizophyllum commune
Thelephoraceae Thelephora aurantiaca
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3.1.Familia Agaricaceae

e Leucocoprinus brebissonii (Godey) Locq.:
v' Distribuicdo geogréfica: Espécie cosmopolita, citada nas Américas para
Venezuela, Bermudas, Martinica, Trinidad e Tobago (PEGLER, 1983).
- No Brasil citada para o Estado de Sao Paulo, nos Parques Estaduais das Fontes
do Ipiranga (GRANDI et al., 1984; PEGLER, 1997; GIMENES, 2007) e llha do
Cardoso (CAPELARI, 1989), e Rio Grande do Sul (PEREIRA & PUTZKE,
1990).
Material examinado: BRASIL. Mato Grosso do sul: Bonito, Estancia Mimosa.
e Phaeomarasmius gracilis (Quél.):
v Distribuicdo geografica: Espécie com referéncia para Chile, Argentina e Brasil,
no Rio Grande do Sul (SINGER & DIGILIO, 1952; PEREIRA & PUTZKE,
1990). Constitui primeira citacdo para o Estado.

v" Material examinado: BRASIL. Mato Grosso do sul: Bonito, Estancia Mimosa.

3.2. Familia Bolbitiaceae

e  Bolbitius vitellinus (Pers. ex Fr.):
v Distribuicdo geografica: A espécie é cosmopolita (PEGLER, 1997) e geralmente
ocorre sobre himus, no solo, sendo frequente em varios continentes.
- No Brasil, foi citada para os Estados de Sdo Paulo (PEGLER, 1997) e Rio
Grande do Sul (PEREIRA & PUTZKE, 1990). Na Venezuela, citada por Dennis
(1970).
v" Material examinado: BRASIL. Mato Grosso do sul: Bonito, Estancia Mimosa,

sobre esterco.

3.3. Familia Colostomataceae

e Calostoma zanchianum (Rick):

v" Material examinado: BRASIL. Mato Grosso do sul: Bonito, Estancia Mimosa.

3.4. Familia Hymenochaetaceae
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e Phellinus linteus (Berk. & M.A. Curtis):

v Descricdo - Basididsporos castanho-dourados, ovdides a subglobosos e setas
abundantes sdo caracteristicas distintas de Phellinus linteus. O desenvolvimento
dos basidiomas é tipicamente ungulado a sub-aplanado, podendo ser dimidiado
a elongado (RYVARDEN, 2004);

v Distribuicdo geografica: circumglobal (RYVARDEN, 2004). Constitui primeira

citacdo para o Estado de Mato grosso do Sul.
- Basidioma perene, ressupinado a efuso-reflexo, dimidiado a elongado, lenhoso,
1-6,5 x 0,3- 3,7 x 0,2-0,9 cm. Superficie abhimenial bege a castanho-escura,
escruposa, concentricamente zonada, com pequenos e recentes basidiomas
crescendo perpendicularmente aos mais velhos. Margem aguda a arredondada,
castanho-pélida a acinzentada, com porcao estéril inferior. Superficie himenial
pordide, marrom-acastanhada, poros circulares a irregulares, 5-6 poros mm>,
com dissepimentos inteiros e finos. Contexto amarelo-dourado e lustroso a
castanho-escuro, com fracas zonas concéntricas. Sistema hifalico dimitico; hifas
ndo amildides e ndo dextrindides; hifas generativas hialinas, 1,25-2,5 um
diametro; hifas esqueléticas castanho-escuras, parede espessa e moderadamente
intumescidas em KOH, raramente ramificadas, 3,75-5 um didmetro Elementos
estéreis: setas himeniais abundantes, parede espessa, subuladas, 18,75-26,25 x
5-10 um. Basidios ndo observados, mas clavados, 11-13 x 6-7 um, segundo
Ryvarden (2004). Basidiosporos ovoides a subglobosos, castanho-104 dourados,
parede levemente espessa, 3,75-5 x 2,5-3,75 um. Substrato: tronco de arvore
viva.

v Material examinado: BRASIL. Mato Grosso do sul: Bonito, Estancia Mimosa,

em tronco de arvore viva.

e  Phellinus sancti-georgii (Pat.):
v Distribuicdo geografica: americana, conhecida na Venezuela (RYVARDEN,
2004). Constitui primeira citacdo para o stado de Mato Grosso do Sul;
- Basidioma perene, pileado séssil, semicircular, ungulado, ligeiramente
dimidiado, conato lateralmente, até quatro cm comprimento, 05 cm largurae 2,8
cm espesso na base. Superficie abhimenialcastanho-escura a enegrecida no

centro, castanho-amarelada préximo a margem, com zonas sulcadas, tomentosa,
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radial e irregularmente estriada, com distinta linha negra abaixo do tomento.
Margem redonda, lisa, com faixa estéril inferior amarelada de até 02 mm.
Superficie himenial poréide, castanho-escura, refringente, poros circulares, 7-8
poros/mm; tubos indistintamente estratificados, frageis e finos, até 02 mm
profundos. Contexto castanho-fulvo a avermelhado, fibroso, denso, até 02 mm
espesso com linha negra separando do tomento. Sistema hiféalico dimitico; hifas
ndo amildides e ndo dextrinodides; hifas generativas castanho- claras a castanho-
amareladas, com septos simples, 3,75-5 um diametro; hifas esqueléticas
castanho-escuras a amarelo-douradas, parede espessa a semi-sélida, 3,75-6,25
um didmetro. Elementos estéreis: setas himeniais e hifas setiformes ausentes.
Basidios ndo observados. Basidiosporos globosos, castanho-avermelhados, ndo
dextrindides, parede espessa, cincoum diametro. Substrato: tronco morto de
angiosperma.

Material examinado: BRASIL. Mato Grosso do sul: Bonito, Estancia Mimosa,

em tronco de arvore morta.

A presenca de tubos frageis e finos parece ser caracteristica distintiva desta espécie

dentro do género que, juntamente ao tipo dos basidiosporos, a diferencia de Phellinus

baccharidis (Pat.) Pat., espécie mais préxima, cujos basidiésporos sdo hialinos a amarelo-
palidos e ligeiramente maiores (5-6 (-6,5) um didmetro) (RYVARDEN, 2004).

Phylloporia spathulata (Hook.):

v

Material examinado: BRASIL. Mato Grosso do sul: Bonito, Estancia Mimosa,

sobre madeira em decomposigé&o.

3.5. Familia Ganodermataceae

Ganoderma multiplicatum (Mont.) Pat.:

v

Material examinado: BRASIL. Mato Grosso do sul: Bonito, Estancia Mimosa,
em tronco de arvore viva.

- Comentarios: Ganoderma multiplicatum pode ser reconhecido pelo basidioma
séssil, dimidiado, 10 x 8 x 2 cm, com superficie pilear lacada, avermelhada,

super- ficie himenial poroide, 6-8 poros/mm, sistema hifalico dimitico, células
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da cuticula amildides, pouco sinuosas, regulares, raras protuberancias ou
I6bulos; e basidiospo- ros elipsoides, com 4&pice truncado, 7-8 x 5-6 mm.
Apresenta distribuicdo tropical (RYVARDEN, 2004) e no Brasil foi citada para
os Estados de Alagoas, Amazonas, Pard, Rio de Janeiro, Rond6nia, Roraima,
Santa Catarina e S&o Paulo (GUGLIOTTA & ABRAHAO, 2012) e ja foi citada
anteriormente para o Estado de Mato Grosso do Sul, Campo Grande
(QUEVEDO et al., 2012).

e Ganoderma australe (Fr.) Pat.:

- Comentérios: Ganoderma australe apresenta basidioma aplanado até 20 cm
larg. e 05 cm espesso, superficie superior castanha opaca, superficie himenial
pordide, 3-5 poros mm™, sistema hifalico dimitico, hifas conectivas com ansas e
basididsporos truncados 8-12 x 6-8 mm. Espécie de distribuicdo neotropical
(RYVARDEN, 2004), apresenta ampla distribuicdo no Brasil, onde foi citada
para Amazonas, Acre, Bahia, Minas Gerais, Para, Parana, Pernambuco, Rio de
Janeiro, Rio Grande do Sul, Ronddnia, Roraima, Santa Catarina e S&o Paulo
(GUGLIOTTA & ABRAHAO, 2012). E ja foi citada anteriormente para o
Estado de Mato Grosso do Sul, Campo Grande (QUEVEDO et al., 2012).

v Material examinado: BRASIL. Mato Grosso do sul: Bonito, Estancia Mimosa,

em tronco de arvore viva.

3.6. Familia Meruliaceae

e Aquascypha hydrophora (Berk.):
v" Material examinado: BRASIL. MATO GROSSO DO SUL.: Bonito, Estancia

Mimosa, em tronco de arvore viva.

e Cymatoderma dendriticum (Pers.):
v" Material examinado: BRASIL. Mato Grosso do sul: Bonito, Estancia Mimosa,
sobre madeira em decomposicéo.
e  Stereum lamellatum (Berk. & M.A. Curtis):
v' Material examinado: BRASIL. Mato Grosso do sul: Bonito, Estancia Mimosa,

sobre madeira em decomposicao.
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3.7. Familia Pleurotaceae

e Pleurotus agaves Dennis:
v Material examinado: BRASIL. Mato Grosso do sul: Bonito, Estancia Mimosa.
- Espécie de distribuicdo pantropical e frequente em areas semiaridas e savanas.
Estd amplamente distribuida no Brasil, citada para os Estados do Amazonas,
Roraima, Rond6nia, Maranhdo, em manguezais, Para, Alagoas, Rio Grande do
Norte, Paraiba, Pernambuco, Sergipe, Bahia, Maranhdo, Goias, Mato Grosso,
Minas Gerais, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Sdo Paulo, Parand, Santa Catarina
e Rio Grande do Sul (FIDALGO (1968); GUGLIOTTA & BONONI, 1999), e
para o Estado de Mato Grosso do Sul, Campo Grande (QUEVEDO et al., 2012).

3.8. Familia Polyporaceae

e Microporellus dealbatus (Berk. & M.A. Curtis):
v Material examinado: BRASIL. Mato Grosso do Sul: Bonito, Estancia Mimosa,

sobre arvore viva.

e Coriolopsis byrsina (Mont.):

v" Material examinado: BRASIL. Mato Grosso do Sul: Bonito, Estancia Mimosa.

e Hexagonia hydnoides (Sw.):

v Material examinado: BRASIL. Mato Grosso do Sul: Bonito, Estancia Mimosa,
em tronco de arvore viva.
- Comentarios: Hexagonia hydnoides é facilmente reconhecida pelo basidioma
séssil, superficie pilear fimbriada, com pélos ramificados, castanho-escuros e
aproximadamente 0,5 cm compr. Microscopicamente o sistema hifélico trimitico
e os basididsporos cilindricos, 8,5-12 x 2,5-3,6 mm, complementam o
diagndstico. Espécie de distribuicdo pantropical e considerada comum no Brasil,
onde foi citada para diversos Estados (GUGLIOTTA & BONONI, 1999;
GUGLIOTTA & ABRAHAO, 2012), inclusive Mato Grosso do Sul, Campo
Grande (QUEVEDO et al., 2012).
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Hexagonia papyracea Berk.:
v" Material examinado: BRASIL. MATO GROSSO DO SUL.: Bonito, Estancia

Mimosa, sobre madeira em decomposigé&o.

- Comentarios: O basidioma sessil a efuso-reflexo, com superficie pilear
concentricamente zonada, com zonas purpureas e castanhas, claras e escuras,
poros hexagonais 1-2 mm, sistema hifalico trimitico e os basididsporos 9-14 x
4,5-5,5 um caracterizam a espécie. Hexagonia papyracea apresenta distribuicao
pantropical (GUGLIOTTA & BONONI, 1999), esta amplamente distribuida no
Brasil (GUGLIOTTA & ABRAHAO, 2012), ja foi citada anteriormente para o
Estado de Mato Grosso do Sul, Campo Grande (QUEVEDO et al., 2012).

Lentinus crinitus (L.) Fr.:
v" Material examinado: BRASIL. Mato Grosso do Sul: Bonito, Estancia Mimosa.

- Comentarios: A espécie apresenta distribuicdo pantropical, encontrada do
México até a Argentina. Possui ampla distribuicio no Brasil (FONSECA, 1999).
Inclusive para o Estado de Mato Grosso do Sul, Campo Grande (QUEVEDO et
al., 2012).

Pycnoporus sanguineus (L.):

v" Material examinado: BRASIL. Mato Grosso do Sul: Bonito, Estancia Mimosa

em tronco de arvore viva.

- Comentérios: Pycnoporus sanguineus é facilmente reconhecido devido ao
basidioma vermelho-alaranjado. Microscopicamente caracteriza-se pelo sistema
hifalico trimitico e basididsporos cilindricos, 3,5-4,8 x 2,5 mm, com distribui¢do
pantropical (RYVARDEN & JOHANSEN, 1981) e esta amplamente distribuida
no Brasil, ja tendo sido registrada para o Estado de Mato Grosso do Sul, no
Pantanal do Negro (BONONI et al., 2008) e Campo Grande (QUEVEDO et al.,
2012).

Polyporus arcularius (Batsch) Fr.:

v" Material examinado: BRASIL. Mato Grosso do Sul: Bonito, Estancia Mimosa.
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e Polyporus grammocephalus Berk.:

v" Material examinado: BRASIL. Mato Grosso do Sul: Bonito, Estancia Mimosa.

e Nigroporus vinosus (Berk.):

v" Distribui¢do geogréfica: pantropical (RYVARDEN & JOHANSEN, 1981). No

estado, citada anteriormente para o PEFI, Sdo Paulo (JESUS, 1993), como
Nigroporus nivosus;
- Basidnimo: Polyporus vinosus Berk. Basidioma anual, pileado seéssil,
dimidiado, semicircular, 2,3-3,5x 1-1,7 x 1-1,5 cm, rigido quando seco, coriaceo
quando fresco. Superficie abhimenial castanho-vindcea a castanho-purpurea,
velutina, azonada. Margem concolor a superficie abhimenial a pouco mais clara,
inteira, lisa, estéril, até 01 mm. Superficie himenial pordide, castanho-purplrea
a violeta escuro, (5-) 6-7 poros/mm, poros regulares, hexagonais, tubos
concolores a superficie himenial, até 0,3 cm profundos, dissepimentos finos.
Contexto homogéneo, castanho-escuro a castanho-vinaceo, até 1,2 cm espesso
na base, reacdo KOH positivo. Sistema hiféalico dimitico; hifas ndo amildides;
hifas generativas castanho-amareladas a castanho-douradas, com ansas, néo
dextrindides, parede fina, 2,5-3,75 um diametro; hifas esqueléticas castanho-
escuras, fuliginosas a castanho-rosadas em KOH, ndo ramificadas ou com
ramificacdes dicotdmicas raras, parede espessa, algumas com septos simples,
3,75-5 um didmetro. Elementos estéreis ausentes. Basidios ndo observados.
Basidiosporos alantdides, hialinos, ndo amildides e ndo dextrindides, parede fina
e lisa, 2,5-3,75 x 1,25 um. Substrato: tronco morto e caido de angiosperma,
causando podrid&o branca.

v" Material examinado: BRASIL. Mato Grosso do Sul: Bonito, Estancia Mimosa.

e Tyromyces duracinus (Pat:
v" Distribuicdo geografica: Pantropical (GUGLIOTTA & BONONI, 1999). No
estado, citada anteriormente para Cananéia, na Ilha do Cardoso (GUGLIOTTA
& BONONI, 1999). Esta sendo citada pela primeira vez para o estado.
- Basidnimo: Leptoporus duracinus Pat.; Polyporus duracinus (Pat.) Antrodiella
duracina (Pat.) 1. Tyromyces elmeri Murrill; Polyporus elmeri (Murrill);

Trametes elmeri (Murrill); Basidioma anual, pileado séssil, dimidiado, solitario,
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macio a corticento quando fresco e rigido e enrugado quando seco, 0,6-4,6 x 0,3-
45 x 0,2-0,5 cm. Superficie abhimenial lisa, glabra, zonas concéntricas
discretas, em tons de castanho e creme, com por¢Ges remanescentes. Margem
fina, lisa, inteira, esteril, at¢ 0,1 cm. Superficie himenial pordide, poros
circulares a angulares, 5-6 (-7) poros mm™, mais clara que a superficie
abhimenial e refringente, tubos castanho-claros, at¢é 02 mm profundos,
dissepimentos finos e lacerados. Contexto fibroso, castanho-claro, até 03 mm,
KOH negativo. Sistema hifalico monomitico; hifas ndo amil6ides e ndo
dextrindides; hifas generativas hialinas, com ansas, parede fina, 2,5 um
didmetro. No himénio e parede espessada, 3,75-5 um diametro. Elementos
estéreisausentes. Basidios clavados, parede fina, hialinos, bi a tetraesporados, 5-
6,25 x 3,75-5 um. Basidiosporos alantdides, hialinos, lisos, ndo amiloides,
parede fina, 3,75-5 x 1,25-2,5 um.

v" Material examinado: BRASIL. Mato Grosso do Sul: Bonito, Estancia Mimosa.

Trametes cingulate Berk.; Coriolus cingulatus (Berk.); Coriolus decorsei (Har. & Pat);
Polystictus decorsei (Har. & Pat.); Polyporus decorsei (Har. & Pat.); Polyporus palliseri
Berk. ex Cooke; Fomes palliseri (Berk. ex Cooke); Scindalma palliseri (Berk. ex
Cooke); Fomes virginiae Mancini & Sacc.; Scindalma virginiae (Mancini & Sacc.):
v' Distribuicdo geografica: Asia e Africa (RYVARDEN & JOHANSEN, 1981).
Constitui primeira citacdo para o Estado de Mato Grosso do Sul.
- Basidioma anual, pileado séssil a pseudoestipitado, dimidiado ou semicircular,
aplanado e mais fino proximo a margem, com base contraida, varios a partir de
um estipe ou solitarios, macio quando fresco e flexivel quando seco, 0,7-4,6 x
0,7-3,9 x 0,1-0,8 cm. Superficie abhimenial lisa, glabra, concentricamente
zonada, em tons de castanho e creme. Margem espessa, lisa, redonda, inteira,
estéril, concolor a superficie abhimenial. Estipe circular, glabro, liso, creme a
castanho, denso e homogéneo, 0,2-1,1 x 0,2-0,9 x 0,5-1,3 cm. Superficie
himenial pordide, mais clara que a superficie abhimenial e refringente, poros
angulares alongados, 7-9 poros/mm, com paredes levemente espessas, tubos ndo
estratificados, tubos castanho-claros, até 02 mm profundos, formando até 04
camadas distintas, dissepimentos finos elacerados. Contexto fibroso, castanho-

claro, até 06 mm, amarelo em KOH, camada superior acinzentada a enegrecida,
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bastante fina e ndo presente como uma cuticula distinta. Sistema 170 hifalico
trimitico; hifas ndo amil6ides e ndo dextrindides; hifas generativas hialinas,
comansas, parede espessa, 2,5-3,75 um diametro; hifas esqueléticas amarelas,
parede espessa,abundantes em todo o basidioma, douradas e sélidas no contexto,
3,75-6,25 um didmetro; hifasconectivas hialinas a amarelas, bastante frequentes,
parede espessa a quase soOlida no contexto,levemente irregulares e
moderadamente ramificadas, 1,25-3,75 um diametro. Elementos estéreis
ausentes. Basidios clavados, parede fina, hialinos, bi a tetraesporados, 11,25-
12,5 x 3,75-5um. Basididsporos largo-elipsoides, hialinos, lisos, ndo amildides,
parede fina, 6,25-7,5 x 2,5um. Substrato: galho de angiosperma morta, causando

podriddo branca.

v" Material examinado: BRASIL. Mato Grosso do Sul: Bonito, Estancia Mimosa.

Trametes membranacea (Sw.):
v' Distribuicdo geografica: Asia e Africa (RYVARDEN & JOHANSEN, 1981).

Constitui primeira citacdo para o Estado do Mato Grosso do Sul.

v" Material examinado: BRASIL. Mato Grosso do Sul: Bonito, Estancia Mimosa.

3.9. Familia Schizophyllaceae

Schizophyllum Fr.:

- Basidioma cupuldide, solitario, gregario a densamente imbricado, séssil, pileo
subgloboso a reniforme, branco a castanho, coriaceo, fino, superficie abhimenial
coberta por pelicula com hifas em tricoderme, superficie himenial falsamente
lamelada, contexto fino, rigido, coriaceo. Sistema hifalico monomitico, hifas
generativas ndo amiloides e ndo dextrindides, com ansas, parede fina a espessa,
ndo infladas, cistidios presentes ou geralmente ausentes, basidios estreitamente
clavados, basididsporos elipséides a alantoide-cilindricos, hialinos, lisos.
Parasita ou saprofito, geralmente lignicola, causador de podridao branca. Género

cosmopolita.

v" Material examinado: BRASIL. Mato Grosso do Sul: Bonito, Estancia Mimosa.
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O género € o Unico que possui falsas lamelas e por esse motivo ndo pode ser confundido
com nenhum outro de Agaricales. Dentro do género ha dois grupos que podem ser facilmente
separados e intitulados para facilitar o reconhecimento. O primeiro grupo, representado por
Schizophyllum commune, S. radiatum e S. fasciatum Pat., é caracterizado pelo contexto com
limen representando aproximadamente metade do didmetro dos filamentos e basidios com
parede fina. O outro grupo, composto por S. umbrinum Berk., e S. Leprieurii Linder, é
reconhecido pelo contexto composto por limen que representa um terco do diametro dos
filamentos e basidios com paredes lateral e terminal espessadas (LINDER, 1933).

As caracteristicas microscépicas sdo as mais importantes para a delimitacéo das espécies
de Schizophyllum, apesar de os basididsporos de S. commune Fr. e S. radiatum (Sw.) Fr., por
exemplo, serem praticamente idénticos. Os pélos abhimeniais presentes nas por¢des terminais
de cada falsa lamela também séo bastante caracteristicos para as espécies, podendo ser simples
ou ramificados, retos ou ondulados, e ainda halinos ou coloridos. As vezes asperos com

depositos cristalinos, que ndo sdo constantes nem caracteres especificos (LINDER, 1933).

e  Schizophyllum commune Fr.:

v' Distribuicio geografica: Cosmopolita (FONSECA, 1999). Citada anteriormente
para o Estado de Sdo Paulo nos municipios de Brotas e Mogi Guacu, em areas
de Cerrado (FIDALGO et al., 1965); (JESUS, 1993).
- Basidioma anual, pileado, imbricado, séssil, flabeliforme, coriaceo, solitério,
alguns com crescimento discoidal, 0,2-3,3 x 0,3-1,9 x 0,1-0,2 cm. Superficie
abhimenial vilosa, radialmente estriada, concentricamente zonada em tons de
cinza e branco. Margem vilosa, lobada, freglientemente incisa e involuta,
concolor a superficie abhimenial. Superficie himenial cinza-acastanhada, com
falsas lamelas que se enrolam aos pares formando canulas radiais. Contexto
homogéneo, com porg¢des em tons de cinza e castanho, rea¢cdo em KOH negativa.
Sistema hifalico monomitico; hifas generativas ndo amildides e néo
dextrindides, com ansas, parede fina a espessa, hialinas, 2,5-8,75 um diametro.
Elementos estéreis ausentes.
- Basidios clavados, tetraesporados, parede fina, hialinos, 15-18,75 x 2,5-3,75
um. Basididsporos cilindricos a alantdides, ndo amildides e ndo dextrindides,
parede fina e lisa, hialinos, 6,25-7,5 x 2,5 um. Substrato: tronco morto de

angiosperma.
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v" Material examinado: BRASIL. Mato Grosso do Sul: Bonito, Estancia Mimosa.

3.10. Familia Thelephoraceae

e Thelephora aurantiaca Raf.:

v" Material examinado: BRASIL. Mato Grosso do Sul: Bonito, Estancia Mimosa.

As familias melhores representadas foram a Polyporaceae, com 12 espécies distribuidas
em nove géneros, seguido da Hymenochaetaceae e Meruliaceae com trés espécies e dois e trés
géneros respectivamente. Esse resultado corrobora com trabalhos realizados por QUEVEDO et
al. (2012) na regido do Parque do Prosa, Campo Grande — MS e BONONI et al. (2008) no
Pantanal do Rio Negro — MS, onde foram encontradas maior nimero de espécies da familia
Polyporaceae.

O levantamento indicou 16 novos registros para o estado de Mato Grosso do Sul
(Coriolopsis byrsina, Cymatoderma dendriticum, Leucocoprinus brebissonii, Nigroporus
vinosus, Phaeomarasmius gracilis, Phellinus linteus, Phellinus sancti-georgii, Phylloporia
spathulata, Polyporus arcularius, Polyporus grammocephalus, Thelephora aurantiaca,
Trametes angulata, Trametes membranacea, Tyromyces duracinus, Schizophyllum commune e
Stereum lamellatum).

Os novos registros para o Estado, demonstram a caréncia de estudo na regido da Serra
da Bodoquena, ndo foram encontradas novas espécies, 0 que era esperado. Por se tratar de
ambiente de transicdo circundado por outros ecossistemas como Mata Atlantica e Chaco
paraguaio, a maioria das espécies ja era conhecida de outras localidades em ambientes de
cerrado, mata tropical umida ou mesmo areas alagadas.

Das espécies identificadas, 10 foram isoladas por apresentar boas condicdes estruturais,
sendo que somente trés obtiveram crescimento e formaram cultura pura (Pycnoporus
sanguineus, Schizophyllum commune e Pleurotus agaves) e analisadas quanto ao crescimento
e potencial de producédo de enzimas.

O P. sanguineus obteve junto com S. commune maior velocidade de crescimento,
estatisticamente iguais. Enquanto que o isolado P. agaves, obteve menor valor de velocidade de
crescimento, entre os isolados testados, apresentou crescimento micelial fracamente adensado,

conforme Figura 2.
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Figura 3.1 - Crescimento em diametro das espécies Pycnoporus sanguineus, Pleurotus agaves

e 0 Schizophyllum commune cultivadas em Agar Extrato de Malte (MEA).

A velocidade de crescimento esta intimamente ligada a diversos fatores, como pH,
temperatura, luminosidade, relagdo carbono-hidrogenio e disponibilidade de nutrientes
(ALEXOPOULOS et al. 1996). Dentre os fatores que influenciam na ocorréncia de diferentes
graus de adensamento de hifas sdo: composi¢do quimica do meio de cultivo (MARINO et al.,
2006), estabilidade genética do isolado (LI et al., 1994) e espécie de fungo (STAMETS,1993).

Os resultados apresentados com P. sanguineus, estdo de acordo com os obtidos por

SILVA et al. (2010), trabalhando com potencial degradador in vitro de fungos causadores de
podriddo branca em serragem de clones de eucalipto.
Em relacdo ao potencial de producdo de enzimas lignoceluloliticas o P. sanguineus e o P.
agaves cresceram em todos meios selecionados, com excec¢do do meio guaiacol onde somente
o P. sanguineus apresentou potencial para producédo de lacase (Tabela 2). Também observo- se
a existéncia do halo de crescimento escurecido na cultura, essa coloracdo deve-se a oxidagédo
do guaiacol, presente no meio, em tetra guaiacol (AGUIAR FILHO, 2008). O fungo S.
commune cultivado nos trés meios ndo produziu enzimas, nao se diferenciando dos resultados
de VERDE (2010), trabalhando com producao de enzimas de fungos de podridao branco isolado
em Nuevo Leo6n, México.

Tabela 2 — Teste enziméticos dos fungos Pycnoporus sanguineus, Pleurotus agaves e
Schizophyllum commune em R-RBBR (degradacdo lignolitica), vermelho congo (ceulase),
Guaiacol (lacase)



50

Fungo Degradacdo Lignolitica Celulase Lacase
P + + +
S. commune - - -
P. agaves + + -

4, CONCLUSAO

A familia melhor representada neste levantamento, foi Polyporaceae, com doze
espécies, todas degradadoras de madeira. O fungo P. sanguineus pertencente a essa familia, foi

0 que melhor se destacou com relacao ao crescimento e potencial enzimético
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RESUMO

A producdo de bioetanol e de agucares a partir do caldo de cana gera como um dos subprodutos,
0 bagaco, que é uma biomassa industrial lignocelulésica que pode ser aproveitado para
producdo de etanol de segunda geracdo, desde que previamente submetido a processos
hidroliticos para gerar aclcares fermentesciveis. O objetivo deste trabalho foi determinar a
atividade enzimatica de Pycnoporus sanguineus usando como substrato bagaco de cana de
acucar e verificar o teor de agUcares totais e lignina do bagaco de cana quando tratadas com o
fungo. O P. sanguineus foi utilizado como fonte produtora das enzimas lacase, manganés
peroxidase (MnP) e lignina peroxidase (LiP), capazes de hidrolisar o bagaco de cana. A
atividade de lignina peroxidase do cultivado bagago de cana umedecido com &gua teve seu pico
no 14° dia de incubacéo, atingindo 420 U. L. A atividade de lacase nas mesmas condicdes
apresentou, também, um pico ao 14° dia de incubagio atingindo 250 U. L. Para manganés
peroxidase, foi detectado pequena atividade enzimatica. As enzimas do fungo P. sanguineus
utilizadas no pré-tratamento para remover lignina presente no bagago foi capaz de retirar,
aproximadamente, 15% em 28 dias. Foi gerado acucar no meio, devido a degradacdo (quebra)
da lignina pela acdo das enzimas fungicas, liberando carboidratos e possibilitando assim um
reaproveitamento dos aclcares do bagaco da cana para aplicacdes biotecnologicos, como

producéo de etanol de segunda geracéo.

Palavras chave: Lacase, manganés peroxidase, lignina peroxidase, biotecnologia

ABSTRACT

The production of bioethanol and sugar from sugarcane juice generated as a by-product, the
bagasse, which is a lignocellulosic industrial biomass that can be used for second generation
ethanol production, if previously subjected to hydrolytic processes to generate fermentable
sugars. The aim of this study is to determine the enzymatic activity of Pycnoporus sanguineus
using as a substrate sugar cane bagasse and check the content of total sugars and lignin from

sugarcane bagasse when treated with the fungus. Pycnoporus sanguineus was used as
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production source of the laccase enzymes, manganese peroxidase (MnP) and lignin peroxidase
(LiP) that are able to hydrolyze sugarcane bagasse. The phenol activity of the one grown amid
sugarcane bagasse moistened with water peaked in the fourteenth day of incubation, reaching
420 U L. The laccase activity under the same cultivation conditions also presented a peak after
14 days of incubation reaching 250 U L. For manganese peroxidase it was hardly possible to
detect any enzyme activity. The enzymes of the fungus P. sanguineus used as a pre-treatment
to remove a percentage of the lignin presented in the sugarcane bagasse was able to remove
lignin by approximately 15% within 28 days. It was generated sugar in the middle, due to
degradation (breakdown) of lignin by the action of fungal enzymes releasing carbohydrates and
thus enabling reuse of sugars from sugar cane bagasse for biotechnological applications such

as second-generation ethanol.

Key words: Laccase manganese peroxidase, lignin peroxidase, biotechnology

1. INTRODUCAO

Na biotecnologia, agentes biolégicos de notavel importancia sdo os fungos,
principalmente devido a sua grande diversidade genética, o que lhes permitem desenvolver
funcdes Unicas e apresentarem grande capacidade em degradar as moléculas mais complexas
através da producdo de enzimas especificas (LIU et al., 2011).

Os fungos, do tipo podriddo branca, sdo conhecidos pela eficiente capacidade de
degradacdo de materiais lignoceluldsicos na natureza, tem ampla aplicacdo industrial e,
especificamente, séo utilizados no biobranqueamento da polpa de papel, na biodegradacéo de
poluentes, biorremediacdo e, recentemente, suas enzimas estdo sendo utilizadas no pre-
tratamento para producédo de etanol de segunda geracdo (MATHEUS et al., 2000; SOUZA
2012).

Diversos processos tém sido explorados nos ultimos anos na industria com o objetivo
de hidrolisar os polissacarideos celulose e hemicelulose em glicose e xilose, respectivamente.
A maioria dos métodos empregados tende ao uso de enzimas microbianas ou &cido sulfdrico,
em concentracOes variadas (BALAT e BALAT, 2008). Contudo, antes do material ser
hidrolisado, 0 mesmo deve ser submetido a uma etapa de pre-tratamento com o alvo desta

tecnologia sendo remover barreiras estruturais e composicionais dos materiais lignoceluldsicos,
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promovendo uma melhora na percentagem de hidrélise e aumento dos rendimentos de agucares
fermentaveis, a partir da celulose e hemicelulose (MOSIER et al., 2005).

Para obter acucar e alcool, a cana-de-acucar é processada e sdo gerados os subprodutos,
bagaco e palha, residuos lignocelulosicos compostos por celulose, hemicelulose e lignina. A
celulose é a matéria mais abundante na terra, e ocorre em associa¢do com a hemicelulose e a
lignina, resultando assim o termo “lignoceluldsico™; este, € portanto, o material organico
renovavel mais abundante e favoravel de conversdo biologica, quimica e fisiologica em
produtos de interesse econdmico (PAVARINA, 1997).

Subprodutos como bagaco, palha de cana-de-agUcar, cascas, gramineas e residuos
florestais sdo tradicionalmente queimados ou descartados; porém, podem ser utilizados como
matérias-primas para obtencéo de etanol (JARDINE et al., 2009).

O bagaco de cana, para a maior parte dos paises tropicais, € um dos principais materiais
lignocelulésicos utilizados para a bioconversdo em etanol, uma vez que apresentam alta
concentracdo de carboidratos, baixo contetdo relativo de lignina, fécil utilizacdo, baixo custo
de colheita, de transporte e de armazenagem (PANDEY et al., 2000).

Vaérios estudos vem sendo desenvolvidos na area de tecnologia enzimatica que é hoje,
um dos campos mais promissores dentro das novas tecnologias para sintese de compostos de
alto valor agregado. Os processos industriais biocatalisados apresentam menor impacto
ambiental e também menor consumo energético, uma vez que as enzimas sao biodegradaveis
e, sendo altamente especificas, minimizam os efeitos indesejaveis (MITCHELL et al., 2006).

Entre as espécies utilizadas na producao de enzimas esta 0 Pycnoporus sanguineus antes
conhecido popularmente como “orelha de pau”, que faz parte da familia Polyporaceae,
Agaricomycetes, Basidiomycetes e ocorre em todo o Brasil (QUEVEDO et al. 2012). E um
fungo facilmente encontrado (cosmopolita), decompositor e de cor alaranjada, responsavel pela
degradacdo branca (NOBLES & FREW, 1962). A degradacdo da lignina pelos fungos de
podriddo branca ocorre de forma mais rapida se comparado a outros organismos na natureza
(TUOMELA et al., 2000).

Este fungo € capaz de selecionar a lignina presente na parede celular deixando a
celulose praticamente intacta.

A industria sucroalcooleira é uma excelente representacdo do processo de
desenvolvimento limpo, tendo o bagaco de cana como uns dos maiores subprodutos, os quais
sdo reutilizados no mesmo processo. O objetivo deste estudo é determinar a atividade

enzimaética do P. sanguineus, e verificar as transformac6es da lignina do bagaco de cana quando
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tratadas com fungo. A integracdo de cadeias produtivas existentes inserindo subprodutos de um
tipo de producdo em outra, pode baratear o processo com a inser¢cédo de novos componentes,
diminuindo o residuo descartado na natureza e gerando sustentabilidade aos sistemas (BON et
al., 2008).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Isolamento em meio de cultura e conservagao

O fungo P. sanguineus foi coletado na Serra da Bodoquena, municipio de Bonito, MS.
Cada basidioma foi conduzido a cdmara de fluxo laminar do Nucleo de Pesquisa em Micologia
do Instituto de Botanica - SP, sendo retirado pedacos de aproximadamente 01 cm? do contexto
que foram colocados no meio de cultura BDA (Batata-dextrose-agar), preparado previamente a
coleta. Uma vez crescidos em placa de Petri e sem contaminacdo, procedeu-se a conservagao
pelos métodos Castelani ou agua destilada estéril, tubo com meio de cultura Agar Extrato de
Malte (MEA) e papel filtro, a fim de ter o material disponivel e pronto para ser armazenado na

colecdo de cultura CCIBt do Instituto de Botanica.

2.2. Teste qualitativo

Para avaliar o complexo enzimético, foram realizados testes enziméticos qualitativos
em placas de Petri com os meios Extrato de Malte Agar 2% para crescimento, MEA e o corante
azul brilhante de remazol R-RBBR para sistema degradativo lignolitico (OKINO et al., 2001;
MACHADO & MATHEUS, 2006), guaiacol e a-naftol para lacase; pirogalol para peroxidases
e enzimas celuloliticas com vermelho congo, carboximetilcelulose (CMC) e meio basal
(STALPERS, 1978; SCHWYN & NEILANDS, 1987). Para igualar a idade fisioldgica dos
cultivos, cada linhagem foi crescida no meio de cultura MEA por sete dias, e retirados discos
de micelio com didametro de 5 mm e inoculados no centro das placas. Foram avaliados tanto o
crescimento do micélio como o diametro do halo formado em cada tratamento. Em todas as
placas, duas retas perpendiculares foram marcadas, cujo ponto de cruzamento coincidiu com o
centro do inoculo. As medigdes do crescimento e do halo foram feitas nos dois quadrantes a

cada dois dias, durante sete dias, com experimentos com quatro repeticoes.
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2.3. Teste quantitativo

2.3.1. Determinacéo da atividade de enzimas ligninoliticas

Reagentes:

Alcool veratrilico em tamp#o tartarato: em 50 mL™ de H,O destilada adicionou-se 4,6
g de tartarato de sddio. O pH foi ajustado para 3,0 e adicionou-se 14 uL *de alcool veratrilico.

Peroxido de hidrogénio: em 50 mL* de H,O destilada, adicionou-se 33 pL™* de H20x.

Lactato de sodio: em 50 mL de H,O destilada adicionou-se 1,2 mL* de lactato de sddio.

Sulfato de Manganés: em 50 mL* de H-O destilada adicionou-se 0,017 g de MnSO..

Albumina bovina: em 50 mL* de H,O destilada adicionou-se 0,25 g de albumina bovina
(Albumin Bovine Fraction V, MP Biomedicals®).

Vermelho de fenol: em 50 mL™ de H,O destilada adicionou-se 0,05 g de vermelho de
fenol.

Perdxido de hidrogénio em tampao succinato: em 50 mL? de H,O destilada adicionou-
se 2,7 g de succinato de sodio; entdo o pH foi ajustado para 4,5 e acrescentou-se 33,3 puL* de
30% H20s.

Hidroxido de sodio: em 50 mL?! de H.O destilada adicionou-se 4,0 g de NaOH.
Unidades mL™ CMC = (4)

Tampéo citrato-fostato: 1,05 g de acido citrico foi adicionado em 50 mL?* de H.0
destilada (solugdo A); separadamente, 1,41 g de fosfato de sddio foi adicional em 50 mL* de

H2O destilada. Entdo a solucéo A foi adicionada na solugéo B e o pH foi ajustado para 5,0.

2.3.2.Extrato enzimatico do substrato sélido

O extrato enzimatico bruto proveniente do cultivo em substrato sélido foi obtido com
solugéo tampao acetato de sodio 50 mM, pH 4,5 na proporcéao de 1:3 (p/v). A homogeneizagédo
foi feita manualmente por 3 min, seguida de agitacdo em mesa agitadora a 120 rpm (TECNAL
/ TE -140) durante 1 hora (MOREIRA NETO et al., 2009). O extrato obtido foi filtrado em
papel de filtro e centrifugado a 10000 rpm por 10 min (Centrifuga EPPENDORF — Mod. 5804
R). O sobrenadante recuperado foi utilizado para determinacao das atividades enzimaticas.

2.3.3. Atividades da lacase
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A atividade das enzimas lacase e manganés peroxidase foram determinados a partir do
calculo da diferenca de absorbancia. Todas as atividades foram expressas em U = zmol mL*
mint. A atividade da lacase foi determinada utilizando-se seringaldazina como substrato
enzimético (SZKLARZ et al., 1989). A oxidacdo de seringaldazina até sua forma quinona foi
acompanhada por 5 minutos a 525 nM, a temperatura ambiente. A mistura da reagédo foi
constituida por 0,6 mL de caldo enzimatico, 0,3 mL de tampao citrato-fosfato 0,05 M (pH 5,0),
e 0,1 mL de seringaldazina 1,0 mM preparada em etanol (ELISSETCHE et al., 2007).

2.3.4. Atividades de manganés peroxidase

A atividade de manganés peroxidase foi determinada pela oxidagédo do fenol vermelho.
A reacdo foi realizada em tubos de 30 mL™ com 3,0 mL*de succinato de sddio 20 mM, tampao
4,5, 3,0 mL de latato de sédio 50 mM*, 1,0 mL*de MnSQ4 1,0 mM, 1,0 mL*de fenol vermelho
1g/L%, 0,5 mLde albumina bovina 1%, 1,0 mL™ de extrato e 0,5 mL™? de H20, 2,0 mM. A
intervalos de 1 minuto, a 2 mL™ desta mistura foi adicionado 60 pL™ de uma solugéo 6,5 M de
NaOH. A absorbancia foi medida a 610 nM durante 10 m (LUNDELL et al., 2010).

2.3.5. Atividades de lignina peroxidase (LIP)

A LIP foi testada usando azure B como substrato. As reacGes foram realizadas em
microcubeta de 3 mL™ contendo 1,25 mL* de tartarato de sodio 50 mM, tampdo pH 4,5, 0,5
mL?* do cultivo, 0,25 mL? de azure B 320 uM e 0,5 mL*? de H20, 2 mM. A reagdo foi
monitorada a 651 nM (ARCHIBALD, 1992).

As atividades das enzimas (lacase, manganés peroxidase e lignina peroxidase foram
determinadas, a partir do céalculo da diferenca de absorbancia, conforme descrito a seguir. Todas
as atividades foram expressas em U/L min* (umoles produto/min. L). Os célculos realizados a

partir da equacao:

U/L=Y abs x 106/ E x R x t = U/L. mint (1),
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Onde A, absorbéncia final - absorbancia inicial; E, e (do produto formado); R,

guantidade de caldo enzimatico (L); t, tempo.
2.4. Determinacéo da Lignina InsolGvel na Fragéo Solida

Lignina insoltvel foi determinada de acordo com o método Klasson modificado por
Rocha et al. (2006). O material retido no papel de filtro foi lavado com 1500 mL™* de &gua
destilada e transferido para pesa-filtros para secagem em estufa a 100 °C até massa constante.
A percentagem de lignina insoltvel foi calculada em relacéo a massa de amostra seca, conforme
a Equacdo 1: onde: LKi — Lignina Klason insoltvel; Mk —massa de lignina insoltvel seca; MC
— massa de cinzas; MA — massa da amostra seca.

%Ly = M‘;A‘AMC 100 (1)

2.5. Determinacéo das Cinzas

Apds a determinacdo da lignina insolvel em meio &cido, a mesma, juntamente com o
papel de filtro, foi transferida para um cadinho de porcelana, previamente tarado. A amostra foi
calcinada lentamente até 300 °C e mais 2 h a 800 °C, em uma mufla (Fornitec modelo MDS
15x15x30). Na determinacdo das cinzas totais, foram pesados aproximadamente 2 g do bagaco
em cadinho de porcelana previamente tarado. Por diferenca de massa, o teor de cinzas da lignina
insollvel e das cinzas totais foi determinado, conforme a Equacdo 2. Onde: % cinzas —
percentual em massa de cinzas; Mc — massa de cinzas (diferenca entre a massa do cadinho com

cinzas e a massa do cadinho vazio); Ma — massa da amostra base seca (D'SOUZA et al., 1999).

% cinzas = % * 100 (2)

a

2.6. Determinacao de Acucares Totais

A quantificacdo de acucares totais foi realizada pelo método de fenol-sulfurico descrito
por DUBOIS et al. (1956) e modificado por CUESTA et al. (2002). Este método permite a
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dosagem de agticares simples ou complexos numa faixa de sensibilidade de 10 a 70 pg mL*?, e
se fundamenta no fato de que estes compostos e seus derivados, incluindo metil ésteres com
grupos redutores livres ou potencialmente livres, quando tratados com fenol e acido sulfarico
concentrado, ddo uma coloracdo amarelo alaranjado, com uma reacdo sensivel e coloracdo
estavel possivel de ser lida a 490 nm, diretamente proporcional & quantidade de agucares

presentes na amostra.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Analise enzimatica celulolitica

O fungo P. sanguineus cultivado em meio de bagaco de cana-de-aglcar umedecido com
agua ou MEA por 28 dias. Foi medida a atividade das enzimas Lignina peroxidase (LIP),
Manganés peroxidase (MnP) e Lacase.

A LIP foi a maior entre as enzimas estudadas, atingindo um pico de 420 Ul mL™2. As
condicGes de cultivo podem influenciar a expressdo dos genes responsaveis pela producéo de
LIP (RUTTIMANN et al., 1992; D’SOUZA et al., 1999). Porém, compostos fendlicos causam
inativacdo da atividade de LIP e podem interferir na oxidacdo do alcool veratrilico por
peroxidase, causando inibicdo competitiva pelo substrato enziméatico. Os estudos realizados
mostram que o bagaco é um substrato potencial para a producdo de enzimas lignoceluloliticas
como a LIP. De acordo com D'SOUZA et al. (1999), ndo existe atividade enzimatica de LIP
superior a 420 Ul mL™ produzidas por espécies de fungos sem adicdo de tratamentos que
estimulem a producéo de enzimas.

A atividade de LIP de P. sanguineus cultivado (Figura 3.2), teve um aumento a partir
do 7° dia de incubag&o, atingindo um pico de 420 U. L no 14° dia. A partir do 15° e 16° dia, a
atividade decai até chegar a 1,00 U. L™ no 28° dia, devido provavelmente a escassez de fontes
energeticas necessarias ao metabolismos e também decorrente ao acimulo de metabolitos
secundarios, que geram a inibi¢cdo da enzima, principalmente no acimulo de glicose e celobiose
(FLACHNER & RECZEY, 2004; HENDRIKS & ZEEMAN, 2009).
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FIGURA 3.2 - Atividades celuloliticas do fungo Pycnoporus sanguineus em bagaco de
cana-de-agucar umedecido com agua.

A atividade enzimética de LIP e lacase foi significantemente menor quando o bagaco
de cana foi umedecido com MEA,; isso implica que o excesso de nutrientes e glicose nesse meio

possa estar inibindo o sistema enzimatico do fungo (Figura 3.3).
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FIGURA 3.3 - Atividades celuloliticas de Pycnoporus sanguineus em bagaco de cana-
de-agUcar umedecido com Agar Extrato de Malte (MEA).

A atividade de lacase nas mesmas condi¢des de cultivo apresentou um aumento também
a partir do 7° dia de incubagdo, porém com um pico menor, de 250 U. L™ no 14° dia, com queda
progressiva até chegar 1,0 U. L, 28° dia. A atividade de lacase (Figura 3.4) apresentou um
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pico de 250 U. L1, Atividade enzimatica no fungo Lentinula edodes crescendo em residuo de
malte, em diferentes formas de incubacdo, possui maior atividade de lacase no 30° dia de
incubacdo, com aproximadamente 100 U. L (HATVANI & MECS, 2003). Resultados
semelhantes foram apresentados por KAAL et al. (1995) ao analisarem atividade de enzimas
ligninoliticas de fungos de podriddo branca, quando a atividade de lacase foi de
aproximadamente 70 U. L™Y. CHAPARRO et al. (2009) ao analisar a atividade enzimatica de
fungos degradadores de madeira, encontraram atividade de aproximadamente 170 U. L* entre
0 10° dia de incubacdo. P. sanguineus apresentou atividade de lacase superior a todos esses

fungos citados.
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FIGURA 3.4 - Atividades de lacase do fungo Pycnoporus sanguineus em bagaco de cana-
de-agUcar.

A atividade de manganés peroxidase foi pouco expressiva, e ndo houve diferenca quando
umidecida com H20 ou MEA, apresentando a mesma atividade; porém o pico de producéo

enzimatica com MEA foi retardado (Figura 3.5).
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FIGURA 3.5 - Atividades de manganés peroxidasse do fungo Pycnoporus sanguineusem
bagaco de cana de agUcar.

Quase ndo foi possivel detectar a atividade do manganés peroxidase. RABONATO
(2013), encontrou a atividade de MnP em P. sanguineus de 11,27 U mL* (21° dia). REGINA
et al. (2009), detectaram atividade de MnP para todas as linhagens de Lentinula edodes
produzidas em substrato a base de bagaco de cana, com maximo de 0,20 Ul g.

A MnP ndo esta presente em todos os fungos de podriddo branca e a sua atividade é
sensivel a presenca de alguns metais, tais como cobre, ferro, zinco e niquel, essencial para o
crescimento e, também, atuam como cofatores enzimaticos, induzindo a atividade lignolitica
(BALDRIAN et al., 2005). Entretanto estes metais séo toxicos ao fungo quando em excesso,

podendo inibir o crescimento e a atividade de enzimas ligninoliticas.
3.2. Quantificacdo de lignina do bagaco de cana-de-agucar tratadas com (P. sanguineus)
Verificou-se reducéo de lignina no meio, as enzimas do fungo P. sanguineus foram

capazes de remover 15%, da lignina presente no bagacgo da cana, através do tratamento em 28

dias. Porem a atividade enzimatica iniciou-se praticamente aos 14 dias (Figura 3.6).



64

20

15
10
5
0 | .

bagacoinicial ~ 7H20 14H20 21H20 28H20

FIGURA 3.6 - Porcentagem da lignina presente no bagaco da cana através do tratamento
em 28 dias

Isso mostra a eficacia das enzimas deste fungo em degradar a lignina; provavelmente,
se 0 tempo fosse aumentado, a porcentagem da remocéo da lignina seria maior.

A dificuldade de acesso a celulose e consequentemente aos agucares do bagaco, aumenta
devido a presenca de lignina sobre a superficie celuldsica, a qual impede o intumescimento das
fibras. Deste modo, quando a remog&o de lignina, ocorre exposicdo das moléculas de glicose e
hemicelulose a acdo hidrolitica (OGEDA & PETRI, 2010).

3.3. Determinacéo de agucares totais do bagago de cana-de-agucar quando tratadas com

(P. sanguineus)

Verificou-se uma reducdo de agucares a partir do 7° dia de crescimento do fungo no
meio (aproximadamente 30%), o que pode ser atribuido ao consumo de agucar usado pelo fungo
em seu crescimento primario (Figura 3.7).

Mas numa segunda etapa, ap0s 28 dias de incuba¢do, ha um aumento da quantidade de
acucar solavel no meio, superando a quantidade inicial. Isso poderia ser explicado pela
degradacéo (quebra) da lignina pela agdo das enzimas fungicas, liberando carboidratos no meio
e possibilitando assim um reaproveitamento dos agucares do bagaco de cana para a producao
de alcool de segunda geracdo ou 0 uso do bagaco em outros processos biotecnoldgicos, como
a producdo de cogumelos comestiveis.
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No Brasil, estudando enzimas ligninoliticas de basidiomicetos HELM et al. (2010)
também obtiveram uma pequena producdo de aglcar da ordem de 2% que consideram muito

baixa para a producéo de etanol.
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FIGURA 3.7 - Quantidade de acgucares totais sollveis, em bagaco de cana-de-agUcar apds
tratamento com Pycnoporus sanguineus.

As condicdes de cultivo do fungo (em bagaco umedecido com agua ou MEA) (Figura
3.9) afeta na quantidade de agucar no meio. O aumento de acUcar apds 28 dias ndo ocorre
guando o meio é enriquecido com MEA sugerindo que meio mais rico reduz a atividade das

enzimas ligninoliticas.
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FIGURA 3.9 - Quantidade de agucares totais sollveis, em bagaco de cana de aglcar apos
tratamento com Pycnoporus sanguineus em meio com e sem Agar Extrato de Malte (MEA).

Zhang et al. (2006) isolaram polissacarideos, sendo homopolissacarideosos os agucares
mais comuns produzidos por basidiomicetos, podendo ser soltveis ou insoliveis em agua. 1sso
levanta a hipdtese de que o aumento de aglcares sollveis no meio em estudo pode ndo provir
do bagaco de cana, mas ser consequéncia de uma producdo do proprio P. sanguineus
lignoliticos.

De qualquer forma, acucar é gerado no meio com potencial aproveitamento em

processos biotecnoldgicos.

4. CONCLUSAO

O fungo Pycnoporus sanguineus apresentou potencial para produzir enzimas Lignina
peroxidase (LIP) e Lacase, em meio de bagaco de cana-de-actcar umedecido com agua.

As condicdes de cultivo do fungo em bagaco umedecido com MEA séo afetadas, pois
ndo ha aumento na quantidade de agucar no meio. O meio enriquecido com MEA sugere que
meio mais rico reduz a atividade das enzimas ligninoliticas.

O fungo Pycnoporus sanguineus promoveu um aumento da quantidade de aglcar
solGvel no meio, superando a quantidade inicial, liberando carboidratos no meio, possibilitando
assim um reaproveitamento dos acucares do bagaco de cana para a producdo de alcool de
segunda geracao ou 0 uso do bagago em outros processos biotecnoldgicos.

A atividade enzimatica Pycnoporus sanguineus que teve inicio praticamente aos 14 dias,
sugere que essas enzimas sdo formadas durante o crescimento secundario do fungo e um maior

tempo de incubagdo deve ser considerado em estudos futuros.
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