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RESUMO

DE PAULA, Nigella Mendes. Potencial Biotecnolégico de Fungos de
Ecossistema Manguezal. 115 f. Dissertacdo de Mestrado. Programa de Pés-
Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia Ambiental. Universidade Tecnolégica Federal
do Parana. Curitiba, 2019.

O manguezal € um ecossistema estuarino delimitado pela linha da maior maré de
sizigia que ocorre em regides tropicais e subtropicais. Neste ambiente
microrganismos estdo envolvidos em uma série de transformacdes e ciclagem de
nutrientes. Desse modo, o presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial
biotecnolégico de fungos de ecossistema manguezal. A coleta foi realizada no
Complexo Estuarino de Paranagua (CEP) em dois pontos equidistantes a uma linha
paralela. A partir dos procedimentos de amostragem e isolamento foram obtidos 40
isolados fungicos, os quais foram analisados por meio de uma selecao qualitativa de
producdo enzimatica hidrolitica e ligninolitica. Os resultados obtidos nesta andlise
evidenciaram predominancia da atividade de enzimas hidroliticas. Além disso, 0s
isolados fungicos obtidos apresentaram tolerancia a concentragdo <5% de cloreto de
sédio (NacCl), indicando halofilia adaptativa. Por meio de analises morfoldgicas e
moleculares os isolados selecionados foram identificados como: Trichoderma
atroveride, Trichoderma harzianum, Microsphaeropsis arudinis, Epicoccum sp.,
Trichoderma sp., Gliocladium sp., Geotrichum sp. e Cryphonectria sp. Estes fungos
foram avaliados quanto ao seu potencial enzimatico ligninolitico, a partir do cultivo
liguido estatico na presenca e auséncia de agua do mar. Os resultados
apresentaram atividade principal da enzima lacase, destacando-se a espécie
Microsphaeropsis arudinis (LBO7), a qual apresentou 1.037 U/L de lacase, resultado
inédito neste ambito. Quando expostos ao cultivo na presenca de agua do mar, 0s
fungos analisados apresentaram valores mais elevados de enzima lacase. A fim de
avaliar a biodegradacéo de efluente téxtil, a enzima lacase proveniente dos fungos
Microsphaeropsis arudinis (LBO7) e Trametes villosa foi aplicada na presenca e
auséncia de mediadores quimicos. Os resultados obtidos nesta andlise indicaram
maior atividade de descoloracdo na auséncia de mediador quimico. O fungo
Microsphaeropsis arudinis (LBO7) apresentou maior percentual de descoloracdo na
concentragdo 100 U/L de enzima lacase, resultado inédito nesta area. Quanto ao
fungo Trametes villosa, seu melhor percentual de descoloracdo foi evidenciado na
concentracdo de 500 U/L de enzima lacase. Considerando que os fungos de
manguezal sdo pouco explorados, os resultados obtidos em sua maioria
apresentam-se inéditos. Os dados derivados do presente estudo, ressaltam a
importdncia dos microrganismos de manguezal, sua diversidade, adaptacdo a
condi¢cbes salinas, potencial enzimatico (hidrolitico e ligninolitico), e capacidade de
biodegradar poluentes, o que os tornam promissores em processos biotecnolégicos.

Palavras-chave: Manguezal; Fungos; Enzimas; Lacase; Biodegradacgao.



ABSTRACT

DE PAULA, Nigella Mendes. Biotechnological Potential of Fungi from Mangrove
Ecosystem.115 f. Masters Dissertation. Post graduation Program of Environmental
Science and Technology. Federal University of Technology — Parana. Curitiba, 2019.

The mangrove is an estuarine ecosystem delimited by the line of the greater tide of
syzygy that occurs in tropical and subtropical regions. In this environment
microorganisms are involved in a series of transformations and nutrient cycling. Thus,
the object of the present study was to evaluate the biotechnological potential of fungi
isolated from mangrove ecosystem. Samples were collected at Paranagua Estuary
Complex (CEP) in two points equidistant from a parallel line. From sampling and
isolation procedures, 40 fungal isolates were obtained, which were qualitatively
evaluated for hydrolytic and ligninolytic enzymatic activity. Screening results showed
a predominance of hydrolytic enzyme activity among isolates. In addition, the fungi
presented tolerance towards the concentration < 5% of sodium chloride (NaCl) in
culture medium, indicating adaptive halofilia. By means of morphological and
molecular analyzes the selected isolates were identified as: Trichoderma atroveride,
Trichoderma harzianum, Microsphaeropsis arudinis, Epicoccum sp., Trichoderma
sp., Gliocladium sp., Geotrichum sp. and Cryphonectria sp. These fungi were
evaluated for their ligninolytic enzyme production by static liquid cultivation in the
presence and absence of sea water. The results demonstrated a main production of
laccases by the isolates, with Microsphaeropsis arudinis (LBO7) presenting 1,037 U/L
of enzyme activity, which is a data that has not been reported so far in scientific
literature. When fungi were cultured in the presence of sea water, higher values of
laccase enzyme were observed. In order to evaluate the biodegradation of a real
textile effluent, the enzyme crude extracts containing laccase from the fungi
Microsphaeropsis arudinis (LBO7) and Trametes villosa, was applied in the presence
and absence of chemical mediators. The highest rate of discoloration was achieved
by the application of 100 U/L of laccase in the crude extract from Microsphaeropsis
arudinis (LBO7), which is also new in the literature. As for the Trametes villosa the
best percentage of discoloration was observed with 500 U/L of laccase enzyme.
Considering that the fungi from mangrove are practically unexplored, most of the
results obtained in this work are novel. The data obtained in the present study
emphasize the importance of microorganisms in the mangrove, their diversity,
adaptation to saline conditions, enzymatic potential (hydrolytic and ligninolytic), and
the ability to biodegrade pollutants, which make them promising in biotechnological
processes.

Keywords: Mangrove; Fungi; Enzymes; Laccase; Biodegradation.
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1 INTRODUCAO

O ecossistema manguezal representa um ecétono entre ambientes
terrestre e marinho ao longo de regifes tropicais e subtropicais. S&0 comumente
caracterizados pelo intenso processamento de carbono e pela capacidade de
suportar condicbes ambientais adversas (e.g. salinidade, temperatura, variagao da
mare, alto conteddo de matéria organica, deficiéncia de micro-nutrientes e condi¢ao
anoxica).

Os fungos presentes em ecossistema manguezal sdo capazes de
colonizar compartimentos imersos e emergidos, sdo comumente identificados em
sedimentos, folhas, raizes e troncos das arvores (SARMA,; VITTAL, 2000; JONES et
al., 2009). Sao categorizados como saprofiticos, patogénicos ou endofiticos. Os
endofiticos, em especial, sdo conhecidos por habitarem os tecidos internos das
plantas sem causar efeitos negativos, sdo considerados fontes em potencial de
novos metabolitos bioativos, utilizandos industrialmente (DEZAM et al., 2017).

Em ecossistema manguezal, células microbianas estdo envolvidas na
fotossintese, solubilidade de fosfato, producdo de substancias como antibiéticos e
enzimas (TAKETANI et al.,, 2010; DOS SANTOS et al., 2011; DIAS et al., 2012;
VARON-LOPEZ et al., 2014). A cadeia microbiana neste ambiente constitui a maior
rota de ciclagem de nutrientes, atuando através da decomposicdo de compostos
lignocelulésicos e da producdo de enzimas com atividades pectinoliticas,
celuloliticas, amiloliticas e proteoliticas (DIAS et al., 2009; SA et al., 2014).

As propriedades fisico-quimicas Unicas do ecossistema manguezal
proporcionam aos microrganismos presente neste ambiente, adaptacdes fisiologicas
especificas, como halofilia e termoestabilidade. Estas caracteristicas contribuem
para a diferenciagéo entre enzimas geradas por fungos de ambiente marinho, e suas
contrapartes terrestres. Devido a sua imensa diversidade genética e bioquimica,
estes microrganismos sao vistos como fonte promissora de enzimas com potencial
aplicacéo biotecnologica (BONUGLI-SANTOS et al., 2015).

Dentre as enzimas extracelulares produzidas o sistema ligninolitico é
de grande importancia para biorremediagcdo ambiental, processo no qual os sistemas
biologicos sdo usados para degradar ou neutralizar os poluentes (LOPEZ et al.,

2007; ARUN et al., 2008). Enzimas oxidoredutoras desempenham papel importante
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na degradacdo e transformacdo de substancias poliméricas. Os produtos
parcialmente degradados ou oxidados podem ser facilmente absorvidos por células
microbianas, onde sdo completamente mineralizados (HUSAIN, 2006).

Levando em consideragdo que pouco se conhece sobre fungos
associados ao ecossistema manguezal, o presente estudo teve como objetivo
avaliar o potencial biotecnolégico de fungos provenientes de raizes aéreas de
arvores de manguezal, através de andlises de producdo enzimatica (hidroliticas e
ligninolitica) e biodegradacdo de efluente téxtil. Dentro deste contexto, também foi
possivel avaliar o processo de adaptacdo a salinidade, a diversidade genética

presente, a tolerancia fungica e producdo de enzima lacase em efluente téxtil.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial biotecnolégico de fungos isolados da raiz aérea de

arvores de manguezal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Coletar e isolar fungos de raizes aéreas de arvores de manguezal;

e Selecionar qualitativamente os isolados fangicos obtidos, através de
andlises de producgédo de enzimas hidroliticas e ligninoliticas;

e Avaliar a halofilia adaptativa dos isolados fungicos obtidos;

e |dentificar os isolados fangicos selecionados, a partir de andlises
morfologicas e genéticas;

e Analisar a atividade de enzimas ligninoliticas por meio de cultivos na
presenca e auséncia de dgua do mar;

e Coletar e caracterizar amostra de efluente téxtil real;

e Avaliar a adaptacdo fungica e atividade de enzima lacase em efluente
téxtil real;

e Avaliar a biodegradacédo de efluente téxtil real a partir de lacases fungicas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 ECOSSISTEMA MANGUEZAL

O manguezal € um ecossistema costeiro, de transicdo entre os
ambientes terrestre e marinho, caracteristico de regifes tropicais e subtropicais,
sujeito ao regime das marés (SCHAEFFER-NOVELLI, 1995). As florestas de
mangue sdo arquitetonicamente simples em comparacdo com florestas tropicais.
Caracteristicas morfolégicas e adaptacbes das arvores incluem raizes aéreas,
dispersdo de propagulos pelas correntes controladas pelas marés, rapido
crescimento de copa, auséncia de anéis de crescimento, eficiente mecanismo de
retencdo de nutrientes, resisténcia a ambientes salinos, retencdo de agua e
importante contribuicdo no balanco de carbono (ALONGI, 2002).

No Brasil, sua area de cobertura é estimada em mais de 1,1 milhdes de
hectares (ha) (MAGRIS; BARRETO, 2010). As taxas de producdo primaria se
expressam em uma grande disponibilidade de biomassa aérea e subterranea, com
valores comparaveis as de outras florestas tropicais. Além de importantes como
tamponadores de processos de erosdo costeira, sdo considerados sitios naturais
para reflgio, alimentacdo e reproducdo de diversas espécies de peixes, aves,
mamiferos e crustaceos de importancia ecolégica e econémica (ALONGI, 2011).

Além da flora e da fauna, a diversidade microbiana caracteriza uma das
comunidades essenciais a este ecossistema (THATOI; BEHERA; MISHRA, 2013). A
biomassa microbiana total encontrada nos manguezais é de 1,2%, composta por
91% de bactérias e fungos, 7% de algas e 2% de protozoarios (GHIZELINI;
MENDONCA-HAGLER; MACRAE, 2012). A diversidade funcional e estrutural das
comunidades microbianas em areas de manguezais € amplamente moldada por
variaveis ambientais, e cada habitat abriga comunidades funcionais microbianas
Gnicas (BAIl et al., 2012).

Embora o manguezal seja o principal repositério de microflora, esse
habitat apresenta alta vulnerabilidade a acbes antropicas, as quais afetam
diretamente a diversidade e composicdo nutricional deste ecossistema. No ambito

da Lei 12.651 (25 de maio de 2012) do Cédigo Florestal Brasileiro, os manguezais
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sdo considerados Areas de Preservacdo Permanente (APP). Esta normativa
determina que as APPs devem ser protegidas, com a fungdo ambiental de preservar

0s recursos hidricos, a paisagem e a biodiversidade (SANTOS, 2013).

3.1.1 Fungos em Ecossistema Manguezal

As florestas de mangue sao consideradas “hotspots” de biodiversidade
para fungos marinhos (SHEARER et al., 2007). Estes fungos desempenham papel
importante na ciclagem de nutrientes em manguezais, onde geralmente ocorrem
como sapréfitas na decomposicdo de matéria organica, como simbiontes de plantas
e animais, e como parasitas de plantas (THATOI; BEHERA; MISHRA, 2013).

Os fungos s&o capazes de colonizar compartimentos imersos e
emergidos do manguezal e sdo identificados em sedimentos, raizes, troncos e
vegetacdo (SARMA; VITTAL, 2000; JONES et al., 2009). Embora os troncos de
mangue e as raizes aéreas estejam submersos, permanentemente ou
intermitentemente, as partes superiores das raizes e troncos sdo raramente ou
nunca molhadas pela agua salgada. Assim, fungos terrestres e liquens ocupam a
parte superior das arvores e espécies marinhas ocupam a parte inferior, na interface
h& uma sobreposicdo entre fungos marinhos e terrestres (SARMA; HYDE, 2001).

Os fungos de manguezal incluem fungos inferiores (oomicetos e
thraustochytrids) e fungos superiores (ascomicetos e basidiomicetos). Os fungos de
mangue associados aos manguezais sdo também conhecidos como fungos
“‘Manglicolous”, que incluem fungos marinhos e um pequeno grupo de fungos
terrestres. Varios fatores contribuem para a diversidade de fungos em manguezais,
por exemplo: diversidade de substrato, salinidade, inundacdo intermitente e
mudancas diérias no nivel da 4gua devido a marés, estes fornecem diferenciacéo de
nicho (THATOI; BEHERA; MISHRA, 2013).

A variabilidade do ecossistema de manguezal tem atraido a atencéo de
varios pesquisadores, 0s quais contribuiram extensivamente para a conhecimento
sobre morfologia e taxonomia de fungos associados a arvores de mangue
(STEINKE, 2000; OKANE; NAKAGIRI; ITO, 2001; JONES; ABDEL-, 2005;
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PILANTANAPAK; JONES; EATON, 2005; LIU et al., 2006; TARIQ; DAWAR; MEHDI,
2006; ALIAS; ZAINUDDIN; GARETH, 2010; XING; GUO, 2010; SIVAKUMAR, 2016).

Na India, fungos associados a manguezais tém sido bem
documentados. Nambiar, Raveendran, 2008, 2009a, 2009b, por exemplo, relataram
mais de 150 espécies de fungos isolados de manguezais em Kerala, sul da india nos
altimos 5 anos. Além deste, relatos anteriores onde a diversidade e a frequéncia de
fungos “Manglicolous” foram estudados (KUMARESAN; SURYANARAYANAN, 2001;
SARMA; HYDE; VITTAL, 2001; ANANDA; SRIDHAR, 2004, MANOHARACHARY et
al., 2005; VITTAL; SARMA, 2006; RANI; PANNEERSELVAM, 2009).

Um grande numero de estudos foi realizado em Leste e Sudeste da
Asia (HO et al., 1990; VRIJIMOED; HYDE; JONES, 1994; NAKAGIRI; ITO, 2001;
SARMA; HYDE, 2001; BESITULO; MOSLEM; HYDE, 2010; XING; GUO, 2010;
WANG et al., 2010), especialmente de areas como a China (JONES et al., 1999;
TSUI; HYDE, 2004; XING; GUO, 2010) e Tailandia (HYDE, 1990; PILANTANAPAK_;
JONES; EATON, 2005). Além dos estudos realizados na Asia, estudos focados na
taxonomia de fungos em manguezais, também tem sido conduzida em Américas.

No Brasil, dados de diversos estudos consideraram a diversidade de
basidiomicetos associado a arvores de manguezal (BALTAZAR; TRIERVEILER-
PEREIRA; LOGUERCIO-LEITE, 2009; TRIERVEILER-PEREIRA; BALTAZAR;
LOGUERCIO-LEITE, 2009) e a identificacdo de fungos endofiticos com base em
dados moleculares, revelando mais de 4.000 fungos associados a arvoes de
manguezal (Rhizophora mangle, Avicennia schaueriana e Laguncularia racemosa)
(DE SOUZA SEBASTIANES et al., 2013).

3.1.2 Potencial Biotecnoldgico de Fungos Associados a Manguezais

Uma ampla gama de atividades tem sido identificada a partir do
ambiente  marinho, incluindo  atividades  antibacterianas, antifungicas,
antiprotozoarias, anti-inflamatorias, antivirais e citotéxicas, muitas das quais podem
ser atribuidas a enzimas especificas (MAYER et al., 2013). Embora alguns relatos

relacionados a producdo de enzimas por fungos marinhos tenham surgido na
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década de 1980, estudos sobre esse assunto comecaram a ser publicados mais
frequentemente apos 1999-2000 (JONES; PANK, 2012).

Estudos demonstraram que as principais atividades de fungos
marinhos estdo de fato associadas a decomposicdo da matéria organica. Dentro
deste contexto, uma grande diversidade de enzimas hidroliticas e oxidativas, que
podem ser usadas em processos biotecnoldgicos, tem sido relatada por diferentes
espécies fangicas neste habitat (BONUGLI-SANTOS et al., 2015). De acordo com
Velmurugan, Lee, 2012, os fungos de origem marinha sdo capazes de produzir
enzimas com caracteristicas fisioldgicas (halotolerantes e termoestabilidade).

Condi¢cdes ambientais severas como: salinidade, alta pressdo, baixa
temperatura, condi¢cbes oligotréficas, pH extremos, ampla variacdo mineral e
condi¢cbes especiais de iluminagdo contribuem para a diferenciacdo entre enzimas
geradas por fungos marinhos e enzimas homologas de fungos terrestres (JONES,
2000; MADHU; BEENA; CHANDRASEKARAN, 2009; PANG et al., 2011; INTRIAGO,
2012; PASSARINI et al., 2013; RAMA et al., 2014).

Devido a sua imensa diversidade genética e bioquimica, os fungos
marinhos séo vistos como uma nova fonte promissora de enzimas com potenciais
aplicacoes tecnoldégicas (DEBASHISH et al., 2005; ZHANG; KIM, 2012). O mercado
de enzimas fangicas marinhas € dividido em quatro segmentos: enzimas técnicas,
principalmente destinadas as industrias de limpeza, téxteis, couro, biocombustiveis,
celulose e papel; enzimas para alimentos e bebidas; enzimas relacionadas a
aplicacbes ambientais; enzimas relacionadas a aplicacdes farmacéuticas
(BONUGLI-SANTOS et al., 2015).

3.2 COMPLEXO ESTUARINO DE PARANAGUA (CEP)

O Complexo Estuarino de Paranagua (CEP) (48°25' O, 25°30' S) esta
localizado na planicie litorAnea paranaense, englobando as Baias de Paranagua e
Antonina no eixo Leste-Oeste, e as Baias de Laranjeiras e Pinheiros no eixo Norte-
Sul (Figura 1).
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Figura 1- Representagcdo do Complexo Estuarino de Paranagua (CEP; Parana, Brasil).
FONTE: KRUG; NOERNBERG, 2007.

A hidrodindmica estuarina é condicionada pelas correntes de marés e
pelo escoamento dos rios (NOERNBERG et al., 2006). As marés sdo semi-diurnas,
com amplitudes médias de 1,5 m na desembocadura, aumentando para o interior da
baia, onde podem atingir 2,2 m, a propagacao ocorre de forma mista. Variacdes de
salinidade sdo pronunciadas, com valores de 0 a 34 ppm, com marcados gradientes
ao longo dos dois eixos principais do complexo, por sua vez afetados pelo maior ou
menor aporte de adgua doce, dependendo da estacdo (SANTOS, 2013).

Os manguezais e demais formacdes vegetais inundaveis localizados
na margem do CEP ocupam aproximadamente 295,5 km? (NOERBERG et al., 2016).
O desenvolvimento da vegetacdo € favorecido nas regibes mais lodosas em
processos de sedimentacdo, como as margens convexas dos rios, podendo ocorrer
retracdo de manguezais em locais com processos erosivos. Os impactos antropicos
sobre os manguezais regionais ndo sao diferentes dos relatados em outras regidoes
da costa brasileira. O desmatamento para expanséo urbana, portuaria e industrial é

o0 principal processo de perda da vegetagcéao (LANA, 2004).
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3.3ENZIMAS

Enzimas sdo proteinas catalisadoras, ou seja, aumentam a velocidade
de uma determinada reacdo quimica. A catalise enzimatica usualmente ocorre na
presenca de co-fatores no sitio ativo das enzimas, como ions metalicos ou
moléculas organicas, e em determinadas condi¢cdes de pH e temperatura. Cada
enzima possui uma organizacao estrutural especifica, que geralmente combina com
um unico substrato (MARZZOCO; TORRES, 1999; VOET et al., 2008).

A Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB) a
fim de evitar a ocorréncia de homonimos caracteriza as enzimas em seis classes,
sendo elas: oxidurredutases, tranferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases.
Além das classes, as enzimas ainda séo classificadas de acordo com a subclasse,
subsubclasse e numero de série, sempre precedidas da sigla “EC” (Enzyme
Comission) (VOET et al., 2008).

As enzimas podem ser produzidas por varios organismos (animais,
vegetais e microrganismos), sendo que, as enzimas produzidas por microrganismos
provam ser a melhor e mais confiavel fonte, tal fato é atribuido a sua diversidade
bioquimica, facilidade de cultura para producdo em grande escala, suas aplicacdes
comerciais, manipulacdo genética e qualidade superior com notavel estabilidade
(PARTE; SIRISHA; SOUZA, 2016).

A producdo de enzimas por fungos de origem marinha tem sido
relatada na literatura e estédo relacionadas a producao industrial de: lipases, para o
desenvolvimento de cosméticos, composi¢cao de medicamentos e reagentes clinicos
(MURRAY et al., 2013); proteases, para a producdo de farmacos e anti-inflamatérios
(ZHANG; KIM, 2010); ligninases, com aplicacBes biotecnolégicas nos setores
quimico, alimenticio, agricola, combustivel, papel, téxti e cosméticos
(RAGHUKUMAR et al., 1994; SETTE; PAGNOCCA; RODRIGUES, 2013).



3.3.1 Enzimas Hidroliticas

3.3.1.1 Celulases
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A celulose € um biopolimero linear e homogéneo, composto por

unidades de D-glicose unidas por ligagdes [(-1,4 glicosidicas (na ordem de

polimerizacao de 10.000 ou mais unidades) (PIRES, 2015). Sua forma linear permite

o arranjo de ligacdes de hidrogénio, intra e intermoleculares, que agrupam as

cadeias celulosicas em fibrilas elementares com grau de cristalinidade elevado.

Assim, a celulose possui muita resisténcia a tensédo e insolubilidade a uma ampla
variedade de solventes (FERRAZ, 2010).

O complexo enzimético celulolitico possui trés enzimas principais

(Quadro 1) que atuam sinergicamente e sequencialmente a fim de degradar a matriz

celulose, classificadas, de acordo com seu local de atuagcdo no substrato celuldsico
(ZHANG; HIMMEL; MIELENZ, 2006) (Figura 2).

ENZIMA

B-1,4-Endoglucanases
(EC 3.2.1.4)

Exoglucanases/Celobiohidrolases
(EC 3.2.1.91)

B-Glucosidase
(EC 3.2.1.21)

MECANISMO DE DEGRADAGCAO

Atacam regides amorfas e clivam aleatoriamente ligagdes
internas das cadeias de glicano, proporcionando assim
extremidades redutoras ou nédo redutoras de

oligossacarideos para celobiohidrolases.

Hidrolisam as extremidades da cadeia de maneira

processual, produzindo celobiose como o principal produto.

Hidrolisam adicionalmente a celobiose a glicose, e também
liberam glicose das extremidades ndo-redutoras dos

oligossacarideos sollveis.

Quadro 1- Enzimas celuloliticas e seus principais mecanismos de degradacéo.
FONTE: BEHERA et al., 2017.
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Figura 2- Mecanismo de acéo da enzima celulase no processo de degradacéo da celulose.
FONTE: ALSHEIKH-HUSSAIN; ALTENAIJI; YOUSEF, 2014.

Essas enzimas podem ser produzidas por um amplo grupo de fungos
filamentosos e bactérias, aerdbicas e anaerdbicas (LYND et al., 2002; PALOMER et
al., 2004). Apesar das celulases serem produzidas por bactérias os fungos sao os
organismos mais estudados, devido a sua maior capacidade de produzir complexos
celuloliticos completos em larga escala (LYND et al., 2002). A maioria das celulases
utilizadas comercialmente sédo enzimas produzidas por fungos filamentosos,
pertencentes aos g@géneros Trichoderma, Aspergilus, Fusarium e Penicillium
(PANAGIOTOU et al, 2003; KANG et al., 2004; JORGENSEN et al.,, 2005;
AHAMED; VERMETTE, 2008).

O complexo das celulases é atualmente o terceiro maior complexo
enzimatico industrial (ZAMPIERE, 2015). Possuem potencial biotecnolégico em
varias industrias, incluindo setores alimenticio (clarificacdo de sucos e vinho), racao
animal (melhoramento da digestibilidade), téxtil e lavanderia (biopolimento de fibras
téxteis), papel e celulose (remocdo de tintas), agricultura (melhoramento da
qualidade do solo e germinacdo de sementes), bem como em pesquisa e
desenvolvimento de proteina unicelular (KUHAD; GUPTA; SINGH, 2011).
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3.3.2 Lipases

A enzima lipase atua na interface organica-aquosa catalisando a
hidrolise de ésteres, particularmente triglicerideos de cadeia longa, produzindo
acidos graxos livres, digliceridios, monoglicerideos e glicerol (Figura 3), na presenca
de baixas concentracbes de &gua atuam em reacOes de esterificacdo e
interesterificacdo. Estas enzimas possuem amplas aplicacfes, dentre elas o pré-
tratamento hidrolitico de efluentes oleosos e etandlise enzimatica de 6leos e graxas
residuais, para a producdo de biodiesel (HASAN; SHAH; HAMEED, 2009;
NAGARAJAN, 2012; AGUIEIRAS; CAVALCANTI-OLIVEIRA; FREIRE, 2015).

O
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Triacilglicerol Acido graxo Diacilglicerol

Figura 3- Reacdo enzimatica de uma lipase catalisando a hidrolise de um triacilglicerol.
FONTE: COUTO, 2009.

Os fungos, dentre os microrganismos, sdo fontes preferenciais de
lipases, pois essas sdo geralmente extracelulares, facilitando a sua extracdo do
meio fermentado, além da expectativa crescente do seu emprego como
biocatalizadores na forma de células integrais lipasicas, imobilizadas ou néo,
simplificando e reduzindo o custo dos processos reacionais nos quais sao utilizados
(RODRIGUES; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010; SINGH; MUKHOPADHYAY, 2012;
ANDRADE et al., 2014; CARVALHO et al., 2015).

Lipases constituem o grupo mais notavel de catalisadores bioldgicos
que possuem aplicagcbes para biotecnologia, destacando-se também os lucros
oriundos de sua producéo e comercializacdo (HASAN; SHAH; HAMEED, 2009). Na

industria de alimentos as lipases sdo empregadas na hidrélise da gordura do leite,
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ganham destaqgue na mudanca de caracteristicas sensoriais nos alimentos,
conferindo sabores e aromas diferenciados, sendo esses efeitos provocados pela
sintese de ésteres, acidos graxos e alcoois de cadeias curtas (COLLA; REINEHR,;
COSTA, 2012; VAZ; CHOUPINA, 2012).

3.3.3 Pectinases

Pectinas sdo polissacarideos de alto peso molecular, constituida por
acidos D-galacturénicos unidos através de ligagdes glicositicas a-1,4, que podem
apresentar alguns aclcares neutros em sua estrutura, tais como: ramnose,
arabinose e a xilose, por exemplo (COELHO, 2008; UENOJO; PASTORE, 2007;
WANG et al., 2015) (Figura 4).

OCH, OCHs
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Figura 4- Estrutura molecular da pectina.
FONTE: COELHO, 2008.

As enzimas que degradam a pectina sdo denominadas enzimas
pectinoliticas e compreendem trés grupos: despolimerantes, protopectinases e
desmetoxilantes. Estas enzimas degradam a pectina em diversos areas dos seus
sitios ativos (JAYANI; SAXENA; GUPTA, 2005; LI; COFFMAN; JU, 2015). As acoes
destas enzimas variam de acordo com a diversidade das substancias pécticas

presentes na célula a ser degradada. Esta diversidade dita qual sera o tipo de
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substrato, mecanismo de acdo e onde ocorrera a quebra da ligacdo na molécula de
pectina (FELLOWS, 2006; SANDRI, 2010).

As enzimas pectinoliticas podem ser produzidas por plantas e
microrganismos, sendo 0s microrganismos 0s mais utilizados para producao
industrial. Fungos dos géneros Aspergillus, Rhizopus, Trichoderma, Penicillium,
Alternaria e Fusarium sdo considerados o0s principais produtores de enzimas
pectinoliticas (MALLER, 2008), a nivel de espécie a cepa Aspergillus niger
(PERRONE et al., 2007; RANGARAJAN et al., 2010; SAMSON et al., 2007).

As pectinases sdo utilizadas nas industrias de alimentos e bebidas
onde a principal aplicacdo dessas enzimas esta na industria de processamento de
sucos e vinhos, na maceracao de frutos e vegetais, sendo usadas nas etapas de
extragcdo, clarificacdo e concentragdo. Estdo também presentes nas industrias de
papel e celulose, onde séo utilizadas no tratamento dos efluentes dos moinhos de
papel, além do grande destaque na industria téxtil, especialmente no tratamento de
fibras como o linho (MALVESSI; DA SILVEIRA, 2004; UENOJO; PASTORE, 2007).

3.3.4 Xilanases

A xilana, principal componente da hemicelulose, € um polimero linear
com a cadeia principal composta por residuos de B-xilopiranose unidos através de
ligacdo glicosidica do tipo $-1,4. Na natureza a cadeia principal pode ter a adicdo de
unidades de ramificagbes como 4-Ometil-a-D-glucuronopiranosil, acetil, a-
Larabinofuranosil, em vérias propor¢cées dependendo da fonte (POLIZELI et al.,
2005; DHIMAN; SHARMA; BATTAN, 2008; MOTTA; ANDRADE; SANTANA, 2013)
(Figura 5).
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Figura 5- Estrutura da xilana, e as enzimas Xxilanoliticas envolvidas na sua degradacéo.
FONTE: MOTTA; ANDRADE; SANTANA, 2013.
NOTA: Ac: grupo acetil; a-Araf: a-arabinofuranose; a-4-O-Me-GIcA: acido a-4-O-metil-glucurdnico.

Fungos filamentosos secretam a enzima xilanase em niveis superiores
aos de leveduras e bactérias. Além das xilanases, os fungos produzem diversas
enzimas auxiliares necessarias para a degradacéao da xilana (POLIZELI et al., 2005).
Fungos dos géneros Trichoderma, Aspergillus, Fusarium e Pichia sdo considerados
grandes produtores de xilanase (ADSUL et al., 2005).

Xilanases microbianas sao utilizadas em diversas industrias, incluindo
as de alimentos (panificacdo e clareamento de suco), cerveja, racdes, téxteis,
processamento de papel e na bioconversédo de agucares derivados de lignocelulose
em combustivel (AHMAD; SADIQ BUTT; RIAZ, 2013). Em processos industriais, as
enzimas que combinam um maior niUmero de caracteristicas extremofilicas tendem a
ter um maior uso (KANWAR; DEVI, 2012; MIELENZ, 2001).

3.4 PRODUCAO DE ENZIMAS HIDROLITICAS POR FUNGOS DE MANGUEZAL

Enzimas hidroliticas (e.g. celulase, lipase, pectinase, xilanase) referem-
se a um grupo de enzimas que atuam de forma sincronizada e sinérgica por meio da

hidrolise no processo de degradacdo da biomassa vegetal, estas enzimas sao
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produzidas por uma ampla gama de microrganismos, principalmente fungos. As
enzimas hidroliticas sdo as mais utilizadas em processos industriais, sendo
aplicadas na obtencdo de muitos produtos comerciais (NASCIMENTO DE OLIVEIRA
et al., 2006; NEVES; PORTO; TEIXEIRA, 2006).

Fungos de ecossistema manguezal produtores de enzimas hidroliticas
vao sendo constantemente relatados por pesquisadores. Estudos concentram-se em
isolar fungos e investigar a producdo de enzimas hidroliticas em ambientes de
manguezais ao redor do mundo e de diferentes reservatérios, por exemplo, folhas,

raizes e madeira (Quadro 2).

ENZIMA GENERO/ESPECIE REFERENCIA

Aspergillus niger, Aspergillus terreus,

Aspergillus versicolor, Aspergillus flavus, KUMAR et al., 2017;
Celulase Penicillium funiculosum, Penicillium citrinum, SENGUPTA; CHOWDHURY;
Trichoderma koningii, Scopulariopsis CHAUDHURI, 2018.

brevicaulis, Thichoderma viride.

Acremonium sp., Alternaria sp., Aspergillus MARIA; SRIDHAR; RAVIRAJA,
Lipase sp., Fusarium sp., Pestalotiopsis sp., 2005; NEEMA; MANOMI;
Cladosporium sp., Curvularia sp. ROSAMMA, 2015.

MARIA; SRIDHAR; RAVIRAJA,

Pectinase Aspergillus oryzae RR103, Pestalotiopsis sp.
2005; KETIPALLY; RAM, 2018.

Fusarium sp., Aureobasidium sp., Phomopsis

il sp., Aspergillus sp., Paecilomyces sp., TORRES; DELA CRUZ, 2013;
ilanase
Penicillium sp., Guignardia sp. Thichoderma KUMAR; RAJAM; RANI, 2017.
viride.

Quadro 2- Fungos isolados de manguezal com capacidade de producéo de enzimas
hidroliticas.
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3.5 ENZIMAS LIGNINOLITICAS

As enzimas envolvidas na degradacdo do material vegetal, responsavel
pela degradacéo da lignina, sdo chamadas de ligninoliticas (TAVARES, 2006). As

principais enzimas ligninoliticas séo citadas a seguir no Quadro 3.

ENZIMA MECANISMO DE DEGRADACAO
Lacases — Lac Oxidam compostos fendlicos e reduzem o oxigénio
(EC 1.10.3.2) molecular & agua

R ) Reagem por oxidac¢do de fendis monoaromaticos e outros
Manganés Peroxidase - MnP

derivados aromaticos, que dependem de peréxido de
(EC 1.11.1.13)

hidrogénio e de manganés divalente

Lignina Peroxidase - LiP

Reagem na presenca de perédxido de hidrogénio
(EC 1.11.1.14)

Quadro 3- Enzimas ligninoliticas e seus principais mecanismos de degradacao.
FONTE: DURAN; ESPOSITO, 2000; GILL; ARORA, 2003; ARO; PAKULA; PENTTILA, 2005.

3.5.1 Lacases

A lacase (EC 1.10.3.2) € uma glicoproteina que contém cobre no seu
sitio ativo, é classificada como fenol oxidase e catalisa a oxidacdo de varios
compostos aromaticos (particularmente fendis) com concomitante reducdo de
oxigénio a agua. Entre os substratos oxidados por essa enzima encontram-se:
corantes fendlicos, fendis, clorofendis, alguns difenilmetanos e benzopirenos
(DURAN; ESPOSITO, 2000).

A eficiéncia da oxidacdo por uma determinada lacase é influenciada
pela natureza e posicdo dos substituintes no anel fendlico, onde o substrato é
oxidado com formacdo simultdnea de radicais que podem entdo rearranjar

espontaneamente para clivar os anéis aromaticos ou promover sua polimerizacao
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(BRIJWANI; RIGDON; VADLANI, 2010). As lacases tém um potencial redox mais
baixo (450-800 mV) do que as peroxidases ligninoliticas (> 1 V) (BALDRIAN, 2006).

O ciclo catalitico das lacases (Figura 6) inicia-se com a ligacdo de um
substrato redutor em T1, no sitio ativo da enzima. O cobre ligado a T1 remove
elétrons do substrato e os transfere para o dominio trinuclear T2/T3, que reduz o O
a H20, ao mesmo tempo em que libera o substrato oxidado. Os radicais formados
deflagram reagbes ndo enzimaticas que envolvem quebras alquil-arilicas,
polimerizagado de compostos fendlicos e anilinas, oxidagdes nos Ca e desmetilagdes.
O mecanismo de catalise esta fundamentado na reducéo tetraeletrénica do oxigénio
molecular formando agua, as custas de sucessivas oxidacdes monoeletrénicas do
substrato (MOUGIN et al., 2003; BALDRIAN, 2006).

OH
4x©\ 4 X
R R

de”+ 4H’

o,
— His-Cys-His —>®

(Cu™—=Cu")

o, 2H,0

Figura 6- Ciclo catalitico da lacase.
Fonte: BALDRIAN, 2006.
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Lacases mostram uma ocorréncia generalizada em fungos terrestres,
especialmente em fungos da podriddo branca (LI et al., 2014). No entanto, os fungos
marinhos sdo também uma fonte interessante de lacase e novos metabdlitos
bioativos que ndo sdo encontrados em cepas terrestres da mesma espécie, devido a
sua adaptacdo a baixa temperatura, alta salinidade, alta pressdo e natureza
oligotréfica do ambiente marinho (CHEN et al., 2011; SUBRAMANI et al., 2013).

Os fungos que crescem em ambiente marinho adaptaram-se para
crescer sob condi¢des altamente salinas (15-34 ppt) e alcalinas, caracteristicas que
potencialmente tornam suas lacases de interesse na biorremediacdo de efluentes
das industrias de celulose e papel, curtumes, destilarias a base de melaco e
industrias téxteis, uma vez que geralmente tém um elevado teor de sal e alcalino
(RAGHUKUMAR; SOUZA-TICLO; VERMA, 2008).

A aplicacdo potencial de lacases abrange varios campos, incluindo
descoloracdo e desintoxicacdo de corantes industriais, bio-branqueamento de
industrias de polpa e papel, pré-tratamento de aguas residuais de fabricas de 6leo
de palma, remediacdo de produtos quimicos desreguladores enddcrinos, producéo
de etanol, fabricacdo de biossensores, sintese organica e sintese de drogas
(VALLECILLOS et al., 2017; ZENG; QIN; XIA, 2017).

3.5.2 Manganés Peroxidase

A manganés peroxidase (MnP; EC 1.11.1.13) € uma peroxidase
extracelular que contém um grupo heme, estd enzima tem como substrato redutor o
Mn?* que é oxidado a Mn3*, o qual por sua vez oxida estruturas fendlicas a radicais
fenoxi. O oxalato e outros compostos dicarboxilicos formam quelatos com o Mn?* e
Mn3* tendo papel importante na oxidacdo dos compostos aromaticos
(HOFRICHTER, 2002).

O ciclo catalitico da MnP é iniciado pela juncdo do peroxido de
hidrogénio (H202) ou de um peréxido organico a enzima férrica originaria formando o
composto I. Um ion Mn*? age como doador de elétron para este composto,
resultando na formacgdo do composto I, o qual abstrai um elétron de outro ion Mn*2 e

retorna a forma original (Figura 7). Os ions Mn*3 formados durante o processo sdo
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estabilizados por acidos organicos como o lactato, malonato, oxalato ou tartarato e
atuam como mediadores difusiveis de massa molecular baixa, atacando moléculas

organicas inespecificas pela abstracédo de elétrons (COELHO, 2007).

[R-OOH]

H,0,
Fo3© ,XHZO [R-OH]

Enzima nativa

Composto Il Re +H

)
mplexo Mn3+ - Mn3@
a'(i:?dozlgr;é':icis % RH

Figura 7- Ciclo catalitico da manganés peroxidase (MnP).
Fonte: HOFRICHTER, 2002.

A enzima MnP vém sendo aplicada em uma ampla gama de estudos
referente a biodegradacéo da lignina, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, acidos
hamicos, corantes sintéticos e poluentes clorados (HAAS et al., 2004). Seu potencial
degradativo faz desta enzima uma importante aplicacdo para o setor biotecnoldgico,
como o branqueamento de polpa kraft e celulose, a remoc¢édo de residuos poluentes,
por exemplo, a degradacdo de corantes sintéticos utilizados em industrias téxteis
(RABONATO, 2013).
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3.5.3 Lignina Peroxidase

A enzima lignina peroxidase (LiP; EC 1.11.1.14) contém um grupo
prostético heme e sua acédo depende da presenca de peréxido de hidrogénio (H2032),
estd enzima possui potencial redox alto e caracteriza-se por uma baixa
especificidade em relagcdo aos substratos, preferencialmente, anéis aroméaticos
metoxilados, sem grupo fendlico livre, como por exemplo, o dimetoxibenzeno
(PINTO, 2010).

O ciclo catalitico da LiP (Figura 8) € iniciado pela oxidac&o do sitio ativo
da enzima e do ferro contido nele de Fe3* para Fe*" pelo H202, gerando 4gua e um
intermediario com dois elétrons oxidados, denominado Composto |. Este composto
oxida o alcool veratrilico ou outro substrato, gerando um substrato radical livre e 0
Composto Il, no qual o ferro ainda esta presente como Fe**. O Composto Il oxida um
segundo substrato, originando outro substrato radical livre, e a enzima retorna a sua
conformacao original. O excesso de peroxido de hidrogénio, coligado a falta de um
substrato redutor, acarreta a oxidacdo do composto Il a composto Ill, estado
inativado da enzima (GONCALVES, 2010).

ﬁé.

CH,OH LiP (nativa) LiP (Composto I)

ocn3
OCH4 OCH4
LiP (11)
THOH cu ,OM

OCH L\
3 W 0CH3 Radical catiénico

OCH 3 '0 OCH3 alcool veratrilico

Alcool
Veratrilico

Figura 8- Ciclo catalitico da lignina peroxidase (LiP).
Fonte: NETO, 2006.
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7

A enzima LiP geralmente é produzida na fase exponencial do
crescimento fungico, subsequentemente a acdo das enzimas celuloliticas. No
entanto, nem todos os fungos ligninoliticos sdo capazes de produzir esta enzima, tal
fato sugere que a expressdo da enzima LiP, estad possivelmente relacionada com o
método de cultivo ou com a presenca de indutores especificos (BONUGLI-SANTOS
et al., 2010). A acdo das enzimas ligninoliticas extracelulares na degradacédo de
materiais lignoceluldsicos tem sido relatada em estudos relacionados a degradacao
de compostos poluentes como fendis, pesticidas, descoloracdo de efluente téxtil,
papeleiro e subprodutos resultantes da producdo de &lcool (FERNANDO et al.,
2010).

3.6 PRODUCAO DE ENZIMAS LIGNINOLITICAS POR FUNGOS DE MANGUEZAL

Atualmente a procura por novas moléculas, principalmente em
ambientes ainda pouco explorados como o0 ecossistema manguezal, vem
despertando grande interesse biotecnoldgico, tal fato esta relacionado a descoberta
de novos compostos, incluindo enzimas com potencial aplicacdo industrial. Visto
como nincho estratégico para obtencdo de fungos produtores de enzimas
ligninoliticas, os manguezais possuem o0 segundo maior grupo ecolégico de fungos
marinhos, e séo considerados o0s principais contribuintes de substrato lignocelulésico
em ambiente marinho costeiro (PASSARINI et al., 2013).

Estudos relacionados a producdo de enzimas ligninoliticas de fungos
oriundos de ecossistema manguezal sdo pouco relatados na literatura. No entanto,
0s que discutem este assunto relatam a importancia biotecnolégica deste
microrganismo, e seu potencial enzimético na degradacédo de uma grande variedade
de substratos, estes, em condicbes ambientais adversas. No Quadro 4 estédo
relatados alguns fungos isolados de ecossistema manguezal, os quais apresentam
capacidade de producéo de enzimas ligninoliticas (lacase e peroxidases), envolvidas

no processo de degradacgéo de material lignocelulolitico.



38

ENZIMA GENERO/ESPECIE REFERENCIA
Diaporthe sp., Pestalotiopsis sp., VERMA et al., 2010;
L Coriolopsis byrsina, Cerrena unicolor, SARAVANAKUMAR,;
acase
Trichoderma harzianum, Hypocrea lixiiand, KATHIRESAN, 2014,
Trichoderma viride. KUMAR; RAJAM; RANI, 2017.

Laetiporus sulphureus, Alternaria alternata,
Aspergillus terreus, Cladosporium MTUI; MASALU, 2008;

sphaerospermum, Eupenicillium hirayama, AMEEN et al., 2016.

Peroxidases

Paecilomyces variotii.

Quadro 4- Fungos isolados de manguezal com capacidade de producéo de enzimas
ligninoliticas.

3.7 BIORREMEDIACAO DE RESIDUOS INDUSTRIAIS

A biorremediacéo é baseada na exploracdo de populacdes microbianas
que podem modificar ou decompor certos poluentes (PEIXOTO et al., 2008). Os
microrganismos utilizados podem ser considerados como uma fonte alternativa
biotecnoldgica atraente, para a realizacdo de possivel mineralizacdo dos poluentes e
a sua transformacdo em produtos menos téxicos, com uma maior solubilidade em
agua (CERNIGLIA, 1997; CERNIGLIA; SUTHERLAND, 2001).

Enzimas oxidoredutoras desempenham papel importante na
degradacédo e transformacéo de substancias poliméricas. Os produtos parcialmente
degradados ou oxidados podem ser facilmente absorvidos por células microbianas,
onde sdo completamente mineralizados. As enzimas que degradam a lignina séo
consideradas grupo alvo de enzimas oxidorredutoras, as quais possuem aplicacéo
pratica na biorremediacdo de ambientes poluidos (HUSAIN, 2008).

Fungos de ambientes extremos sdo muito importantes do ponto de
vista industrial devido as suas enzimas extremofilicas, que possuem varias
caracteristicas especiais tais como: termotolerancia, tolerancia a salinidade e ao pH
(NEIFAR et al.,, 2015). A tolerdncia de microrganismos a condicdes ambientais

severas tornam-os candidatos ideais para processamento econdémico e
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ambientalmente amigavel e bioconversées de matéria-prima, como nas industrias de
alimentos, processamento de couro, fabricacdo de téxteis, preparacdo de racao

animal e remediacgdo biologica (NIGAM, 2013).

3.7.1 Biorremediacdo de Efluente Téxtil por Fungos de Manguezal

Corantes sintéticos sdo utilizados em sua maioria em industrias téxteis,
alimenticia, fabricacdo de papel e cosmética. Estes corantes pertencem a classes de
compostos com estruturas poliméricas azo, antraquinona, trifenilmetano e
heterociclicas (BONUGLI-SANTOS et al., 2015). Sendo os azocorantes a maior e
mais versatil classe de corantes, respondendo por mais da metade dos corantes
produzidos anualmente (DIWANIYAN et al.,, 2010). Muitos desses corantes, em
especial os corantes téxteis, sdo considerados perigosos devido sua toxicidade e por
apresentarem baixa taxa de degradabilidade (GUPTA et al., 2015).

Efluentes téxteis podem apresentar em sua composicdo, corantes
reativos hidrolisados, grande quantidade de alcalis, alta concentracdo de sulfato de
zinco e cloreto de sédio, bem como, niveis elevados de Demanda Quimica de
Oxigénio (DQO), Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), cor e pH (SAHA et al.,
2016). A industria téxtil utiliza varios processos de tingimento os quais produzem
grandes quantidades de efluentes coloridos. Durante o processo de tingimento parte
da concentracdo original dos corantes ndo se ligam ao tecido é sao liberados no
esgoto (TAHA et al., 2015).

Os processos de tratamento de efluente téxtil sdo considerados uma
das principais condicBes para o desenvolvimento, o crescimento da economia e
manutencdo da saude. Sendo fundamental o desenvolvimento de implementagfes
tecnoldgicas inovadoras, que apresentem baixo consumo de energia e alta eficiéncia
(SAHA et al.,, 2016). O método de tratamento biolégico é tecnicamente atraente,
ecolégico e proporciona uma alternativa rentavel em relagdo aos outros métodos.
Uma ampla variedade de microrganismos tem sido relatada pelo seu potencial para
descolorir e degradar estes corantes toxicos (HUANG; FU; LIU, 2014).

Dentre os microrganismos os fungos sdo conhecidos por serem
capazes de degradar poluentes resistentes (HARITASH; KAUSHIK, 2009), incluindo
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corantes téxteis. Diversos trabalhos apresentaram resultados significativos na
descoloracdo de efluentes téxtil e corantes sintéticos (vermelho congo, verde
brilhante e azul brilhante de remazol R (RBBR), onde foram totalmente ou
parcialmente descoloridos por fungos marinhos (Raghukumar et al., 1996; 2004;
Raghukumar; Souza-Ticlo; Verma, 2008 e D'Souza et al., 2006).

Em ecossistema manguezal uma linhagem de Phlebia (MG-60),
apresentou capacidade de degradacéo de lignina e descoloracéo de Poly R-478 na
presenca de diferentes concentragcbes de sais (LI; KONDO; SAKAI, 2003).
Saravanakumar; Kathiresan, 2014 observaram o acumulo de corante na superficie
dos fungos marinho Trichoderma harzianum e Hypocrea lixii TSK8 por microscopia
eletronica de varredura, estes foram isolados de manguezais e alcangaram
degradacgédo de 89% do corante verde malaquita. O fungo Cerrena unicolor MTCC
5159 (NIOCC #2a), isolado de manguezais, produziu lacase como a principal
enzima, e apresentou alta capacidade de degradacdo dos corantes: vermelho
congo; azul de tripano; azul de metileno e azul de anilina (D'SOUZA-TICLO;
SHARMA; RAGHUKUMAR, 2009).

3.8 TAXANOMIA DE FUNGOS

A identificacdo taxondmica dos microrganismos geralmente é baseada
por métodos tradicionais, realizados a partir da caracterizacdo morfolégica de
colonias e observacéo das estruturas de reproducao. Contudo, muitas limitacdes sao
encontradas, uma vez que, em alguns casos estas estruturas nao sao formadas
(SETTE et al., 2006).

Embora os dados mofolégicos apresentem grande importancia para
identificagdo fungica, o uso adicional de dados moleculares torna-se necessario,
pois as informagdes provenientes desta andlise apresentam alta sensibilidade e
especificidade, podendo ser empregadas na classificagdao de linhagens em diversos
niveis hierarquicos (PASSARINI et al., 2013).

Um dos marcadores moleculares mais utilizados na identificacdo e
diferenciacdo de espécies € o DNA ribossomal (rDNA). O rDNA sao sequéncias de

DNA que codificam o RNA ribosomal, estas sequéncias ocorrem em mdultiplas cépias



41

no genoma e sao agrupadas em repeticdes tandem. Em eucariotos sao formados

por genes 18S, 5.8S e 28S, e duas regibes espacadoras intergénicas variaveis,

denominadas espacador interno transcrito (ITS) (RAMOS, 2016) (Figura 9).

\

rDNA unit
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Figura 9- Esquema representativo do operon ribossomal flngico.
Fonte: BONUGLI-SANTOS, 2010.

A regido intergénica transcrita apresenta cerca de 650 pb (pares de

bases) que sédo separadas em subregides designadas ITS, estas cercam 0 gene

5.8S ribossomal, e podem ser amplificadas usando oligonucleotideos iniciadores

universais (DAS et al., 2014). O método de amplificacdo das regifes do ITS tem sido

muito utilizado para identificacdo fangica a nivel de espécie, 0 sequenciamento

baseado nestas regides demostram eficiéncia em estudos de variabilidade genética,
localizac&o geogréfica e taxonomia de fungos (VELASQUEZ et al., 2007; PORTER;
GOLDING, 2011).
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4 METODOLOGIA

As etapas pertinentes para desenvolvimento desta pesquisa estao

apresentadas na Figura 10.

PROCEDIMENTO DE AMOSTRAGEM E ISOLAMENTO FUNGICO

ARMAZENAMENTO E MANUTENCAO SELECAO QUALITATIVA DE
DOS ISOLADOS FUNGICOS PRODUCAO ENZIMATICA

TOLERANCIA A CONCENTRACOES IDENTIFICACAO DOS

CRESCENTES DE CLORETO DE SODIO (NacCl) ISOLADOS FUNGICOS

PRODUCAO DE EXTRATOS ENZIMATICOS NA AUSENCIA E
PRESENGA DE AGUA DO MAR

ADAPTACAO FUNGICA E
PRODUCAO DE ENZIMA LACASE
EM EFLUENTE TEXTIL REAL

EFLUENTE TEXTIL REAL:
COLETA E CARACTERIZACAO

BIODEGRADACAO DE EFLUENTE TEXTIL . .
REAL A PARTIR DE LACASES FUNGICAS gl ANALISES ESTATISTICAS

Figura 10- Fluxograma com as principais etapas desenvolvidas durante a pesquisa.
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4.1 PROCEDIMENTO DE AMOSTRAGEM E ISOLAMENTO FUNGICO

As amostras foram coletadas no Complexo Estuarino de Paranagua
(CEP), em maio de 2017 em dois pontos equidistantes a uma linha paralela. Os
pontos foram nomeados como ponto 01 (25°31°17.82”S - 48°30°9.21”"W) e ponto 02
(25°31°10.45”S - 48°30'5.48"W) (Figura 11), para cada ponto foram coletadas
amostras de raizes aéreas em estagio de decomposicao de quatro arvores distintas,
com o auxilio de uma espatula, a nivel maximo do mar. Posteriormente, dados
abidticos referentes a 4gua do estuario foram mensurados, in situ, com o auxilio de

um refratdmetro éptico (salinidade) e pHmetro portatil (pH).

Figura 11- Representagao do Complexo Estuarino de Paranagua (CEP), com indicacédo dos
pontos de amostragem.

As amostras armazenadas em sacos plasticos zipados brevemente
esterilizados em cabine de luz ultravioleta (UV), devidamente identificados e
acondicionados em caixa isotérmica, a qual foi transportada ao Laboratério de
Microbiologia da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana (UTFPR) - Campus
Curitiba (Figura 12).
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Figura 12- Fotografia do armazenamento das amostras de raizes aéreas.

Apos a coleta, 10 g de cada amostra foram transferidas para
Erlenmeyers de 250 mL, contendo 90 mL de solucéo estéril (solugéo salina 0,9% + 1
mL de Tween 80), em seguida, estes foram inseridos em incubadora Shaker durante
uma hora a 28°C, 120 rpm. A partir da técnica de diluicdo seriada, realizada segundo
a otimizacdo dos fatores entre 10' e 104, aliquotas de 100 yL da maior e menor
diluicdo foram plaqueadas pelo método de spread plate em meio de cultura Agar
Dicloran Rosa Bengala Cloranfenicol (DRBC AGAR) pH 6,5, procedimento realizado
em duplicata (Figura 13).

As placas de Petri foram incubadas a 28°C, observadas dia a dia
durante 15 dias, as coldnias fungicas obtidas durante este periodo foram repicadas e
purificadas pela técnica de diluicdo seriada, a fim de se obter a cultura monospdérica.
Os isolados fangicos purificados foram mantidos em meio de cultura DRBC AGAR,

para realizacdo das analises posteriores (Adaptado de PEPPER et al., 2011).
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Figura 13- Esquema das etapas desenvolvidas para isolamento fangico.

4.2 ARMAZENAMENTO E MANUTENCAO DOS ISOLADOS FUNGICOS

Os isolados fungicos obtidos foram armazenados pelo método de
Castelani, o qual consiste no cultivo do microrganismo em meio de cultura sélido
Agar Batata Dextrose - BDA, incubados a 28°C durante 7 dias, posteriormente foram
retirados discos (plugs) contendo fragmentos da colbnia, sendo 0s mesmos
inseridos em microtubos com agua destilada, autoclavada a 121°C (1,1 atm) durante
20 minutos. ApGs este processo os mesmos foram armazenados em refrigeracéo a
4°C, podendo ser mantidos pelo periodo de 1 a 4 anos (CASTELLANI, 1967).

A manutencao dos isolados fuangicos foi realizada através de repiques
quinzenais em placas de Petri contendo meio de cultura Agar Batata Dextrose -
BDA, incubados a 28°C durante 7 dias, com o crescimento visivel das col6nias os

mesmos foram armazenados em refrigeracéo a 4°C.
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4.3 SELECAO QUALITATIVA DE PRODUCAO ENZIMATICA

A selecdo qualitativa foi realizada a partir da producdo de enzimas
hidroliticas (celulases, lipases, pectinases e xilanases) e ligninoliticas (lacases e
peroxidases). Os isolados obtidos foram inoculados em placas de Petri contendo
meio de cultura Agar Batata Dextrose - BDA, autoclavado a 121°C (1,1 atm) durante
20 minutos. ApoOs este procedimento as placas de Petri foram incubadas a 28°C
durante sete dias. Com o crescimento evidente das coldnias, discos ‘plugs” de 11
mm foram retirados e adicionados em duplicata em repiques pontuais no centro das
placas de Petri (94 mm), contendo meio de cultura autoclavado a 121°C (1,1 atm)
durante 20 minutos, suplementado com substratos especificos para cada enzima,
descritos nos itens 4.4.1 e 4.4.2.

Os resultados foram caracterizados em positivo, para producdo de
atividade enzimética e negativo para auséncia do mesmo. Para realizacdo desta
andlise cepas dos fungos Trametes villosa e Phanerochaete chrysosporium ATCC
24725, foram utilizadas como controle positivo, sendo estas cedidas pelo banco de
cepas do Laboratério de Biotecnologia (BIOTEC), da Universidade Tecnologica
Federal do Parana - UTFPR.

4.3.1 Enzimas Hidroliticas

4.3.1.1 Celulases

A analise de producdo enzimatica da celulase foi realizada através de
um meio de cultura, composto por carboximetilcelulose (CMC) 0,2%, agar 1,8% e
sais minerais (NaNO2 0,2%, K2HPO4 0,1%, MgSO4 0,05%). As placas foram
incubadas a 28°C, retiradas com 48 e 72 horas, tempo estabelecido de acordo com
o crescimento da colonia (KASANA et al., 2008).

A atividade enzimatica da celulase foi avaliada pela degradacédo da

CMC, presente no meio de cultivo como Unica fonte de carbono. Quando o fungo é
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capaz de degradar a CMC um halo incolor é formado ao redor da col6nia, apés a
adicdo de 5 mL do Lugol de Gram durante 5 minutos. Esta reacéo indica a hidrolise
da celulose, sendo considerada como resultado positivo, a auséncia do mesmo é

caracterizada como negativo.

4.3.1.2 Lipases

A analise de producdo enzimética da lipase foi realizada através do
meio de cultura Agar Batata Dextrose - BDA, com adicdo de 1% de azeite de oliva
(Gallo®), 0,01% de Tween 80 e 0,001% de rodamina B. As placas foram incubadas
a 28°C, avaliadas em 48 e 72 horas, tempo estabelecido de acordo com o
crescimento da col6nia (KOUKER; JAEGER, 1987).

A avaliacdo desta atividade é realizada a partir da irradiacao das placas
de Petri em camera de luz ultravioleta, a formacéo de halos fluorescentes amarelo-
alaranjado ao redor da colonia € caracterizada como resultado positivo, sua
auséncia e determinada como negativo. Esta metodologia envolve a medida de
fluorescéncia causada pela interacdo da rodamina B com os &cidos graxos liberados

pela hidrélise enzimatica do azeite de oliva.

4.3.1.3 Pectinases

A analise de producado da enzima pectinase foi realizada através de um
meio de cultivo composto por acido citrico 0,774%, pectina citrica 0,25%, fosfato
dissddico 1,793%, agar 1,8%. As placas foram incubadas a 28°C, retiradas com 48 e
72 horas, tempo estabelecido de acordo com o crescimento da colénia (COSTA et
al., 2014).

A atividade enzimatica da pectinase foi avaliada pela degradacdo da
pectina citrica, presente no meio de cultivo. A capacidade do fungo em degradar
esta substancia € analisada através de um halo incolor formado ao redor da colénia,

apos a adicdo de 5 mL do Lugol de Gram durante 5 minutos. Esta reacéo indica a
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hidrolise de ligacbes glicosidicas ao longo da cadeia carbdnica, este resultado &

considerado positivo, a auséncia do mesmo € caracterizada como negativo.

4.3.1.4 Xilanases

As xilanases hidrolisam ligacdes glicosidicas entre unidades de
xilose que compdem a xilana. A analise de producdo enzimatica da xilanase foi
realizada através do meio de cultura Agar Extrato de Malte - AEM, com adicdo de
azul brilhante de remazol R-D-Xilano (RBB-xylan) 0,02%. As placas foram incubadas
a 28°C, durante 7 a 10 dias, tempo estabelecido de acordo com o crescimento da
colbénia (POINTING, 1999).

A atividade enziméatica da xilanase € evidenciada a partir da
degradacédo do substrato RBB-xylan, esta sendo observada a partir de um halo
incolor de descoloracdo do substrato ao redor da colénia. Esta reacdo indica a
hidrolise de ligacBes glicosidicas entre unidades de xilose que compdem a Xxilana,
este resultado é considerado positivo, a auséncia do mesmo é caracterizada como

negativo.

4.3.2 Enzimas Ligninoliticas

4.3.2.1 Atividade da Lacase

4.3.2.1.1 Agar Acido Tanico e ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenz-thiazoline-6-sulfonic
acid)

A analise de producéo da enzima lacase foi realizada através de duas
técnicas: (A) Agar acido tanico - meio de cultura composto por Agar Batata Dextrose

- BDA, com adicdo de solucéo de acido tanico 1%. Para cada placa de Petri foram
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inseridos 18 mL de BDA e 2 mL de solucdo de acido tanico. (B) ABTS - meio de
cultura composto por ABTS 0,01%, peptona 0,01%, extrato de levedura 0,001%,
glicose 2% e &gar 1,8%. As placas em ambas as técnicas foram incubadas a 28°C,
durante 7 dias (POINTING, 1999).

A atividade enzimatica da lacase foi avaliada através oxidacdo do
substrato acido tanico e ABTS, esta sendo observada através de um halo de cor
marrom ao redor da colbnia na técnica (A), e halo de cor verde na técnica (B), estes
resultados séo considerados positivo, a auséncia dos mesmos € caracterizada como

negativo.

4.3.2.2 Atividade das Peroxidases

4.3.2.2.1 Agar Vermelho de Fenol e Agar Azure B

A andlise de producdo das enzimas peroxidases foram realizadas
através de duas técnicas: (A) Agar Vermelho de Fenol - meio de cultura composto
por Agar Batata Dextrose - BDA, com adicdo de Vermelho de Fenol 0,05%. (B) Agar
Azure B - meio de cultura composto por Azure B 0,01%, peptona 0,01%, extrato de
levedura 0,001%, glicose 2% e agar 1,8%. As placas em ambas as técnicas foram
incubadas a 28°C, durante 7 dias (KUWAHARA et al., 1984; MOHAMED et al.,
2012); (POINTING, 1999).

A atividade enzimatica das peroxidases foram avaliadas através
oxidagdo do substrato vermelho de fenol e azure B, estd sendo observada através
de um halo de cor vermelho na técnica (A), e halo incolor de descoloracdo do
substrato na técnica (B), estes resultados séo considerados positivo, a auséncia dos

mesmos € caracterizada como negativo.
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4.4 TOLERANCIA A CONCENTRACOES CRESCENTES DE CLORETO DE SODIO
(NaCl)

Este procedimento foi realizado através do meio de cultura base Agar
Batata Dextrose - BDA, com adi¢cbes de diferentes concentracbes de cloreto de
sédio (NaCl) (0,85%, 1,5%, 3,5%, 5%), autoclavado a 121°C (1,1 atm) durante 20
minutos. Discos “plugs” de 11 mm contendo micélio fungico foram repicados em
ponto Unico central nas placas de Petri (94 mm), incubadas a 28°C durante 7 a 10
dias. A avaliacdo desta atividade foi realizada a partir da observacédo do crescimento
das coldnias fungicas, o qual indica toleréncia ou intolerancia a salinidade.

As variaveis de salinidade determinadas prop6em n&o s6 a avaliacdo
do desempenho dos isolados em condicBes similares ao seu habitat (3%), como
também em ambientes que apresentem niveis mais altos de salinidade.
Caracterizados como halotolerates estes fungos séo considerados promissores em
processos que apresentam alto teor de salinidade, como a biorremediagéo de

ambientes marinhos impactados e tratamento de efluentes téxteis.

4.5 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS FUNGICOS

4.5.1 Identificacdo Macroscopica e Microscépica

Os isolados selecionados segundo o item 4.3 foram identificados
macroscopicamente, através de caracteristicas morfolégicas e microscopicamente a
partir da caracterizacdo da estrutura de reproducéo (hifas, esporos e conidios). A
identificacdo microscopica foi realizada a partir da técnica de cultura em lamina,
descrita por Riddell, (1950) (Figura 14). A avaliagdo desta técnica consiste na
observacdo em microscépico Optico das estruturas fungicas, através da coloracdo
por azul de algoddo das laminulas, retiradas em intervalos de 7, 14, 21 e 28 dias.
Para auxiliar na identificacdo dos isolados fangicos o banco de dados online

Mycobank foi utilizado.
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Figura 14- Esquema da técnica de cultura em |[amina descrita por Riddell (1950).

4.5.2 Identificacdo Molecular

Este procedimento foi realizado em parceria com a Empresa Brasileira
de Pesquisa Agropecuéaria, Embrapa Florestas, Colombo, Parana, Brasil.
Inicialmente, os isolados fungicos selecionados a partir do item 4.3 foram cultivados
em placas de Petri contendo meio de cultura Agar Batata Dextrose - BDA,
autoclavado a 121°C (1,1 atm) durante 20 minutos, as placas foram incubadas a
28°C durante quatro dias. Posteriormente, foram submetidos a extracdo e
purificagcdo de DNA, utilizando o Norgen’s Plant/Fungi DNA Isolation Kit.

O método de extracdo e purificacdo foi realizado a partir da trituracao
do micélio fungico (cerca del00 mg) com auxilio de pistilo e nitrogénio liquido em
tubos tipo eppendorf. Apos esta etapa foram adicionados 500 uL de tampéo de lise L
e 1 uL RNase A, seguido de homogeneizagcédo e incubacéo a 65°C, durante 10

minutos. Com a finalizacdo do processo de incubacéao, 100 uL de tampéao de ligacao
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| foram adicionados ao lisado, seguido de homogeneizacao e incubacdo em gelo por
5 minutos.

O lisado foi pipetado na coluna de filtro e centrifugado a 14.000 rpm
durante 2 minutos, o sobrenadante foi transferido para um novo eppendorf, onde
foram adicionados volume de etanol 70% igual ao obtido de sobrenadante. O lisado
clarificado com etanol foi aplicado na coluna de rotacdo, seguido de centrifugacao
10.000 rpm durante 1 minuto, em seguida o sobrenadante foi descartado. Nesta
etapa a rsina de matriz de separacdo Norgen liga os &cidos nucleicos através de
concentracdes idnicas, assim somente o0 DNA permanece na coluna de rotacao.

O DNA presente na coluna foi “lavado” a partir de 500 uL de solucao
WN, e 500 pL de solucéo de lavagem A, entre as etapas de lavagem foi realizada a
centrifugacéo por 1 minuto e descarte do sobrenadante. O DNA total purificado foi
eluido através da adicdo na coluna de 100 uL de tampéao de eluicdo B, seguido de
incubacdo em temperatura ambiente e centrifugacédo a 10.000 rpm, ambas durante 1
minuto. Posteriormente, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose (1%) conforme descrito por Sambrook et al. (1989) para confirmar a
presenca do DNA extraido.

As amostras de DNA obtidas foram desidratadas e enviadas para
amplificacéo, purificacdo e sequenciamento das regifes espacadoras internas 1 e 2
e gene 5.8S do rDNA na empresa coreana MACROGEN, Inc. (Seul, Coreia do Sul).
Foram utilizados os iniciadores, ITS 1 (5 TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS 4
(5TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (WHITE et al., 1990).

O sequenciamento parcial dos fragmentos amplificados foi realizado
diretamente a partir do produto de PCR utilizando o iniciador ITS1 e ITS4, sendo a
corrida realizada em sequenciador 3730xl. As sequéncias obtidas foram submetidas
ao “Basic Local Alignment Search Tool” - BLAST. Posteriormente, realizou-se a
comparacao com as sequéncias depositadas banco de dados no Centro Nacional de
Informagdes em Biotecnologia — NCBI. O alinhamento das sequéncias e analise
filogenética foram realizados através do método “Neighbor-joining” com célculo da
distédncia pelo modelo “Kimura’s 2 -parameter” com 1000 repeticbes utilizando o
programa MEGA version X (KUMAR et al., 2018).
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4.6 PRODUCAO DE EXTRATOS ENZIMATICOS NA AUSENCIA E PRESENCA DE
AGUA DO MAR

Os extratos enzimaticos foram obtidos através de cultivo liquido
estatico, realizado a partir de duas técnicas: (1) Presenca de agua do mar, realizada
através do cultivo em 4gua do mar, utilizando as condi¢cdes ambientais apresentadas
pelo ecosssistema (pH 8,0 e salinidade 3%) e (2) Auséncia de agua do mar,
realizada a partir do cultivo em agua deionizada, pH 6,0.

As amostras de agua do mar utilizadas para desenvolvimento desta
andlise foram coletadas préximas aos pontos de amostragem, com o auxilio de
garrafas pet, os procedimentos utilizados para transporte estdo mencionados no
item 4.1. Posteriormente, as amostras passaram pelos processos de filtracdo em
papel filtro qualitativo, centrifugacdo a 5.000 rpm durante 5 minutos e filtracdo por
membrana millipore 0,22 um, técnicas utilizadas para remoc¢ao de impurezas.

Erlenmeyers de 250 mL foram utilizados como recipiente para
producdo de 50 mL de meio de cultura nutritivo, composto por glicose (10 g/L),
fosfato de potassio monobasico (K2HPOa4) (3 g/L), peptona bacteriolégica (5 g/L),
(GALHAUP et al., 2002; HOU et al., 2004), solucao de sulfato de cobre (CuSOQOa) (1
mM) e solugéo de sulfato de manganés (MnSOa4) (1 mM). Com adicéo de 0,5% (m/v)
de bagaco de uva bord6 seco e 1% (m/v) de material lignocelulésico seco (bagaco
de cana) (LORENZO et al., 2002), autoclavado a 121°C (1,1 atm) durante 20
minutos (Figura 15-A). Nesta etapa a agua do mar foi transferida separadamente, ou
seja, ndo sendo exposta ao processo de esterilizacdo por autoclavagem.

O cultivo do isolados fangicos foi realizado em placas de Petri contendo
meio de cultura Agar Batata Dextrose - BDA, autoclavado a 121°C (1,1 atm) durante
20 minutos. As placas foram incubadas a 28°C durante 7 dias. O indculo constituiu-
se de trés discos “plugs” de 11 mm de micélio fungico, os quais foram recortados
com o auxilio de tubos de ensaio estéreis. A transferéncia dos ‘plugs” para os
Erlenmeyers contendo meio de cultura nutritivo foi realizada com o auxilio de palitos
de madeira estéreis (Figura 15-B), seu crescimento foi realizado através da
incubacédo a 28°C, durante 7 dias (Figura 15-C) (LORENZO et al., 2002).

Ap6s o periodo de crescimento fungico, o cultivo foi separado

gravitacionalmente por filtragdo (Figura 15-D). O filtrado foi centrifugado a 5000 rpm
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por 15 minutos (Figura 15-E) (CABANA et al., 2007). Este foi entdo aplicado como
extrato enzimatico nos ensaios de atividade de enzimas ligninoliticas. O
armazenamento dos extratos foi realizado a partir de aliquotas inseridas em

microtubos, estes contidos em refrigeracéo a -20°C (Figura 15-F).

Figura 15- Representacéo das etapas de produc¢do de extratos enzimaticos. A: Meio de cultura
nutritivo; B: Transferéncia dos “plugs”; C: Crescimento fungico; D: Filtragao do cultivo; E:
Centrifugacgdao do filtrado; F: Armazenamento do extrato enzimatico.

4.6.1 Determinacao da Atividade Enziméatica

Para realizacdo desta atividade foi utilizado como controle positivo a

cepa do fungo Trametes villosa, cedida pelo banco de cepas do Laboratério de
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Biotecnologia (BIOTEC), da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana - UTFPR.
As condicbes para obtencdo do extrato enzimatico deste, foram as mesmas

mencionadas no item 4.6.

4.6.1.1 Enzimas Ligninoliticas

4.6.1.1.1 Atividade da Lacase

Avaliada pela medicdo da absorbéncia em espectrofotometro (BEL
Photonics, UV-M51), no comprimento de onda de 420 nm. Monitorada através da
oxidagao do ABTS (2,2'-azino-bis(3-etiltiazolina-6-sulfonato)) (HOU et al., 2004).

4.6.1.1.2 Atividade da Manganés Peroxidase

Avaliada pela medicdo da absorbéancia em espectrofotdmetro (BEL
Photonics, UV-M51), no comprimento de onda de 270 nm. Monitorada através da
oxidacdo do sulfato de manganés (MnSO4) 1 mM em solucdo tamponada (pH 4,5)
usando o tampdo malonato de sédio 0,05 M, na presenca de peréxido de hidrogénio
(H202) 0,1 mM (WARIISHI; VALLI; GOLD, 1992).

4.6.1.1.3 Atividade da Lignina Peroxidase

Avaliada pela medicdo da absorbéancia em espectrofotometro (BEL
Photonics, UV-M51), no comprimento de onda de 310 nm. Monitorada através da
oxidacdo do alcool veratrilico em tampéo tartarato 1 mM (pH 3,0), na presenca de
peréxido de hidrogénio (H202) 0,2 mM (KIRK; TIEN; FAISON, 1984).
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4.7 EFLUENTE TEXTIL REAL: COLETA E CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

A amostra de efluente téxtil real foi cedida por uma Industria Téxtil,
coletada diretamente de uma maquina industrial em seu estagio de tingimento. O
efluente coletado apresenta trés corantes distintos, sendo eles: LANASET® Amarelo
PA-4G, LANASET® Laranja PA-2R e ERIONYL® Vermelho. O armazenamento
deste foi realizado sob refrigeracdo a 4°C, visando a preservacdo de suas
propriedades fisico-quimicas durante as analises.

Ap6s o procedimento de coleta, o efluente foi transportado a
Universidade Tecnologica Federal do Parana - UTFPR, onde juntamente com o
Laboratoério de Tratamentos de Aguas Residuais - LATAR foram realizadas analises

para caracterizacao fisico-quimica do efluente, descritas dos itens 4.7.1 a 4.7.5.

4.7.1 Andlise de pH

A leitura do potencial hidrogenidnico (pH) foi realizada através de um
pHmetro de bancada calibrado com solucdes de pH 4,0 e 7,0 (APHA, 2012).

4.7.2 Determinacdo da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

A Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) € o método que consiste na
avaliacdo da quantidade de matéria organica suscetivel a oxidagcdo por meios
guimicos. Este procedimento é realizado empregando dicromato de potassio
(K2Cr207) em meio &cido, como agente oxidante em amostras liquidas, sendo o
resultado expresso em miligramas (mg) de oxigénio por litro (L).

Em frascos de Winkler foram adicionados 2 mL do efluente diluido
(1:10), 2 mL de solucéo digestora (composta por 10,216 g de K2Cr207; 33,3 g HgSo04;
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168 mL de H2SO4 e 1 L de agua deionizada) e 2 mL de solucéo catalitica (composta
por 10,7 g de AgSO4 e 1 L de H2S0a4), os frascos foram completados com agua
deionizada. Este procedimento foi realizado em duplicata, para o controle utilizou-se
agua deionizada ao invés do efluente diluido.

ApoGs este processo os frascos foram colocados em bloco digestor e
mantidos a temperatura de 150°C por 2 horas. A leitura das analises foi realizada em
espectrofotometro (BEL Photonics, UV-M51), no comprimento de onda de 600 nm. A
concentracdo da demanda de O2 da amostra, em mg/L, foi obtida pela interpolacao
dos dados obtidos em curva de calibracdo (Apéndice A) utilizando biftalato de

potassio como padrao (APHA, 2012).

4.7.3 Determinacdo da Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBOs)

A Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBOs) € o parametro que
corresponde a quantidade de oxigénio consumido na degradacdo da matéria
organica em meio aquatico por processos bioldgicos, sendo o resultado expresso
em miligramas (mg) de oxigénio por litro (L). A guantidade de matéria organica
biodegradavel na amostra é determinada através da concentracdo de oxigénio
dissolvido, antes (OD - Inicial) e ap0s a incubacéo (OD - Final) (APHA, 2012).

Esta andlise foi realizada inicialmente a partir da correcdo do pH do
efluente para neutro. Com a determinacdo da DQO conforme o item 4.8.2, foi
verificada a concentracdo do volume de efluente a ser trabalhada (2 mL e 5 mL). Em
frascos de Winkler além das concentraces de efluente, também foram adicionados
300 pL de solucdo tampéao fosfato 300 uL de MgSOs4, 300 pL de CaClz e 300 uL de
FeCls, completados com agua aerada e levados a incubadora do tipo B.O.D
(Demanda Biogquimica de Oxigénio), ao abrigo da luz durante 5 dias a 20°C. Este
procedimento foi realizado em duplicata, para o controle utilizou-se agua deionizada
ao invés do efluente.

A leitura desta andlise foi realizada através da titulagdo das amostras
utilizando solugcédo padréo de tiossulfato de sédio (25 mM). Nos frascos antes de
cada titulacdo foram adicionados 1 mL de solucdo de manganés, 1 mL de iodeto-

azida alcalina (repouso por 15 minutos), 1 mL de acido sulfurico e trés gotas de
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solucdo de amido, entre cada adicao foi realizada a homogeneizacdo dos frascos
(Figura 16). Os resultados das titulacbes foram anotados e determinados conforme a
equacao 1 (APHA, 2012):

OD - Inicial = (0,025 x 8000 x 300 x Fc X Va) (1)
100 x Vr

Onde:
Fc = Fator de Corregéo da Solucdo Padrédo de Tiossulfato
Ve = Volume Gasto na Titulagédo

Ve = Volume do Efluente

Figura 16- Fotografia dos frascos de Winkler ap6s adi¢cédo de acido sulfarico (H2SO.).
NOTA: Neste processo ocorre uma intensa floculagdo da amostra e consequentemente precipitacao
do material floculado. Apéds a adicdo de H2SO4, os flocos sdo rompidos, sendo possivel observar o
desenvolvimento de uma coloracao alaranjada, cuja intensidade € proporcional a concentracéo de
oxigénio dissolvido presente inicialmente na amostra.
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4.7.4 Quantificacdo de Compostos Fendlicos

Este procedimento foi realizado em baldes volumétricos de 10 mL,
onde foram inseridos 5 mL de agua deionizada, 100 pL de efluente téxtil real e 500
uL de reagente de FolinCiocaulteau. Deixou-se repousar por 3 minutos e adicionou-
se 2 mL de solucdo de carbonato de calcio a 15 %. Posteriormente, 0S mesmos
foram homogeneizados, avolumados com 4gua deionizada e mantidos ao abrigo da
luz durante 2 horas. Este procedimento foi realizado em duplicata, para o controle
utilizou-se agua deionizada ao invés do efluente padrao.

A leitura foi realizada em espectrofotometro (BEL Photonics, UV-M51),
no comprimento de onda de 765 nm. A concentracdo de fendlicos na amostra, em
mg/L, foi obtida pela interpolacdo dos dados obtidos em curva de calibragédo
(Apéndice B) utilizando acido galico como padrdo (AMERINE; OUGH, 1976).

4.7.5 Analise de Varredura Espectral do Efluente Téxtil Real

A varredura espectral do efluente foi realizada em espectrofotébmetro
(BEL Photonics, UV-M51) no comprimento de onda de 400 a 700 nm, esta analise

tem como finalidade determinar as bandas de maior intensidade do efluente téxtil.

4.8 ADAPTACAO FUNGICA E PRODUCAO DE ENZIMA LACASE EM EFLUENTE
TEXTIL REAL

Os fungos Microsphaeropsis arundinis (LBO7) e Trametes villosa foram
submetidos ao cultivo em efluente téxtil real, este substituido pela agua do mar ou
deionizada. O critério de sele¢do destes fungos ocorreu a partir dos resultados de
producdo de enzima lacase, descritos no item 5.5.2. ApOs a obtencdo dos extratos
enzimaticos, a producdo de lacase foi quantificada. Os meétodos utilizados para
realizacdo destes procedimentos estdo descritos nos itens 4.6 e 4.6.1.1.1.
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4.9 BIODEGRADACAO DE EFLUENTE TEXTIL REAL A PARTIR DE LACASES
FUNGICAS

A biodegradacdo do efluente téxtil real foi realizada através da
aplicacéo da enzima lacase obtida de extratos enzimaticos, produzidos pelos fungos
Microsphaeropsis arundinis (LBO7) e Trametes villosa, cultivados em suas melhores
condicBes (presenca ou auséncia de agua do mar). A escolha destes fungos é
decorrente de seus resultados de producao de lacase, descritos no item 5.5.2. Além
da aplicagcéo da lacase, também foram inseridas as técnicas de auséncia e presenca
de mediadores quimicos. Os mediadores utilizados neste procedimento foram o
Acido 4-hidroxibenzoico (AHB) e 1-hidroxibenzotriazol (HBT), empregados a fim de
avaliar a atividade da enzima lacase sob acao destes compostos.

Em Erlenmeyes de 100 mL com volume final de reag&o de 10 mL foram
inseridos: efluente téxtil real e extrato enzimatico contendo atividade prédeterminada
de 100 U/L e 500 U/L da enzima lacase. A quantificacdo da enzima lacase foi
realizada através do método decrito no item 4.6.2.1.1. Para as andlises referente a
presenca de mediador quimico, além dos componentes citados, foram adicionados
individualmente os mediadores AHB e HBT na concentragdo de 1 mM. Estes
procedimentos foram realizados em duplicata, para o controle utilizou-se enzima

desnaturada ao invés de extrato enzimatico (Figura 17).
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AUSENCIA DE MEDIADOR QUIMICO

J ) |

CONTROLE TRATAMENTO

PRESENGA DE MEDIADOR QUIMICO: AHB

CONTROLE TRATAMENTO

PRESENGA DE MEDIADOR QUIMICO: HBT

CONTROLE TRATAMENTO

Figura 17- Representacéo do processo de biodegradacéo de efluente téxtil real. Anélise
desenvolvida através da auséncia e presenca de mediadores quimicos. AHB: Acido 4-
hidroxibenzéico; HBT 1-hidroxibenzotriazol; Controle: Enzima desnaturada; Tratamento:
Extrato enzimatico contendo atividade da enzima lacase.

Os Erlenmeyes foram entdo inseridos em incubadora Shaker durante
24 horas a 28°C, 120 rpm. Apds este periodo as amostras foram centrifugadas a
5.000 rpm (forca gravitacional = 1680) por 5 minutos. A leitura foi realizada através
da andlise de varredura em espectrofotdmetro (BEL Photonics, UV-M51), no
comprimento de onda de 400 a 700 nm. Os picos de maior intensidade do efluente
foram analisados e calculados através da equacdo 2 (WANG et al.,, 2011), onde

pode-se evidenciar a porcentagem de descoloracéo do efluente téxtil.

D (%) = AbScontrole - AbSamostra X100 (2)

AbScontrole

Onde:

D (%) = Porcentagem de Descoloracdo da Amostra

Abs amostra = Valor da Absorbéancia apés o Tratamento
Abscontrole = Valor da Absorbéncia da Solugéo Referéncia.
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4.10 ANALISES ESTATISTICAS

Foram realizados testes estatisticos para avaliacdo das interacdes
entre a presenca e auséncia de agua do mar, assim como para analisar a
significancia das possiveis diferencas entre as técnicas. Os testes utilizados foram:
analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (comparac¢Bes multiplas), estes

calculados com confianca de 95% (q=0,05) através do softwar Origin Pro 8.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS DE AGUA DO MAR

Os resultados obtidos nesta andlise indicam salidade de 30 ppm
(partes por milh&o), ou seja, para cada litro de agua do estuério ha 0,03 g de sais
dissolvidos, sendo a maior parte cloreto de sodio (NaCl), e pH alcalino de 8,0.
Estudando duas areas do Canal da Cotinga, Baia de Paranagua Spach et al. (2012),
obtiveram em suas analises abioticas variacao de 23-33 ppm de salidade e pH entre
8,0-8,4, estes resultados corroboram com o presente estudo.

5.2 SELECAO QUALITATIVA DE PRODUGCAO ENZIMATICA

A partir das amostras de raizes aéreas de arvores do manguezal,
foram obtidos 40 isolados fungicos (Apéndice C), estes analisados qualitativamente
quanto a sua producdo enzimética (hidroliticas e ligninoliticas). Do ponto de vista
pratico, existem varias propostas para determinacdo da atividade enzimatica por
difusdo radial em meio sélido. Os fatores principais que viabilizam esta selecao
incluem, a correlacdo direta entre o tamanho do halo observado e a capacidade
degradativa dos microrganismos (CESKA, 1971; LIN et al.,, 1991). Os resultados
foram avaliados quanto a producdo ou ndo de halos de degradacdo dos substratos

utilizados e/ou alteracdo da coloracdo do meio de cultura (Figura 18).
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Figura 18- Fotografia das placas de Petri contendo meio de cultura suplementado com
substratos especificos. Observacao de reagcdes de hidrdlise ou oxidacdo do substrato. A e D:
Peroxidases; B e F: Lacases; C: Celulases; E: Pectinases.

Todos os isolados fungicos obtidos apresentaram alguma atividade
enzimatica. Na Tabela 1 pode-se observar que 85% dos isolados flungicos obtidos
produziram celulases. Tal fato deve-se ao ecossistema manguezal, ambiente
considerado adequado para exploracdo de microrganismos degradadores de
celulose, devido a entrada continua de carbono celulésico (BEHERA et al., 2016).
Seguido das celulases, as pectinases foram detectadas em 78% dos isolados. As
pectinases microbianas estdo presente no processo de compostagem, facilitando a
degradacdo de matéria organica e contribuindo para o ciclo natural do carbono
(PEDROLLI et al., 2009).
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Tabela 1- Quantidade de isolados fungicos de raizes aéreas de manguezal, produtores de
enzimas hidroliticas e ligninoliticas.

, ENZIMA FUNGOS
9 5 CELULASES 35
= 5 LIPASES 10
N O
5 @ PECTINASES 32
T XILANASES 8
LACASES
% Agar Acido Tanico 10
n ©
< E ABTS 18
=N
N 2 PEROXIDASES
w = -
0] Agar Azure B 7
- ~
Agar Vermelho de Fenol 12

Apos o processo de selecdo qualitativa de producdo enzimatica, nove
isolados fungicos foram selecionados para posteriores analises (Tabela 2). O critério
de selecdo destes isolados ocorreu através da sua produ¢do por um namero maior

de enzimas, sendo priorizadas as enzimas ligninoliticas (lacases e peroxidases).

Tabela 2- Dados referentes a producdo enzimatica dos isolados fungicos selecionados.
IDENTIFICACAO

ENZIMA
LBO1 LBO2 LBO3 LB0O4 LBO5 LB0O6 LBO7 LBO8 LBO9
CELULASES 1 1 1 1 1 1 1 0 0
LIPASES 0 0 1 1 0 1 0 0 0
PECTINASES 1 1 1 1 1 1 1 0 1
XILANASES 0 0 0 1 0 0 1 0 1
LACASES
A 1 1 1 0 1 1 0
B 1 1 1 1 1 0 1
PEROXIDASES
c 0 1 0 1 1 1 0 0 0
D 0 1 0 1 0 1 1 1 0

Nota: A = Agar Acido Tanico; B = ABTS (2,2"-azino-bis (3-ethylbenzo-thiazoline-6-sulfonic acid); C =
Agar Vermelho de Fenol; D = Agar Azure B; (1) = Presenca de producdo enzimatica; (0) = Auséncia
de producgédo enzimatica.
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Observa-se na Tabela 2 a diversidade de producao enzimatica entre os
isolados fungicos selecionados. Das enzimas avaliadas, os isolados LB02, LB04 e
LBO7, apresentaram até 85% de resultado positivo, tal fato os tornam isolados em
potencial. A producdo de enzimas hidroliticas por fungos de ecossistema manguezal
vem sendo amplamente relatada, o mesmo ndo se pode afirmar quando se trata de
enzimas ligninoliticas.

Na costa do Mar Vermelho, Egito, EI-Morsy (2000) utilizando raizes de
Avicennia marina, constatou a producao das enzimas celulase, pectinase e xilanase,
pelos fungos Aspergillus niger, Cladosporium cladosporioides, Cladosporium
sphaerospermum, Penicillium chrysogenum, Scopulariopsis brevicaulis, Stachybotrys
chartarum, Verticillium cycolsporum e Chaetomium hamadae. A partir de folhas e
segmentos de caule de Avicennia officinalis Neema, Manomi, Philip (2015), isolaram
fungos do género Acremonium sp., Cladosporium sp. e Curvularia sp., 0s quais
apresentaram producao das enzimas celulase e lipase.

Estudos relacionados a producdo de enzimas ligninoliticas por fungos
de manguezal sdo escassos. No entanto, Verma et al. (2010) isolaram 40 cepas
fangicas de arvores de manguezais em decomposicéo na Iindia, e identificaram os
géneros Diaporthe sp., Pestalotiopsis sp., e as espécies Coriolopsis byrsina, Cerrena
unicolor, evidenciados pelos autores como produtores de lacase. A partir de
sedimento de manguezal da costa do mar vermelho da Arabia Saudita, Ameen et al.
(2016) isolaram fungos das espécies Alternaria alternata, Aspergillus terreus,
Cladosporium sphaerospermum, Eupenicillium hirayamae e Paecilomyces variotii, os

guais foram apontados pelos autores como produtores de enzimas peroxidases.

5.3 AVALIACAO DA HALOFILIA ADAPTATIVA FUNGICA

O pressuposto para esta analise foi de que, conforme o aumento da
concentracdo de NaCl no meio de cultura, maior seria 0 estresse osmotico e,
portanto, menor o desenvolvimento dos isolados fungicos. Os resultados obtidos
estdo de acordo com esse pressuposto, sendo possivel observar diante a Figura 19
um processo descrescente de desenvolvimento micelial com o aumento da

concentracdo de NaCl no meio de cultura em Placa de Petri. Contudo, mesmo na
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maior concentracdo utilizada neste estudo (5%), os isolados apresentaram
crescimento, ou seja, hao foram completamente inibidos, evidenciando a resisténcia

destes em concentragdes <5% de salinidade.

3,5% 5%

Figura 19- Representacéo do crescimento fingico em placas de Petri contendo meio de cultura
Agar Batata Dextrose - BDA, com adi¢cdes de diferentes concentra¢des (0,85%, 1,5%, 3,5%, 5%)
de cloreto de sddio (NaCl), incubadas a 28°C durante 7 a 10 dias.

Levando em consideracdo o fato de que os fungos marinhos estéo
adaptados as condi¢des de salinidade do mar, pressupde-se que, 0 ambiente pode
influenciar na ativacdo de diferentes vias metabdlicas dos microrganismos, estas
podendo ser utilizadas na sintetizacdo de enzimas vitais para sua adaptacao
(PASSARINI et al., 2013).

Arfi et al. (2013) observaram o efeito da salinidade no crescimento do
fungo Pestalotiopsis sp, o qual foi isolado de amostras de raizes de arvores de
manguezal da Baia de S&o Vicente, Provincia do Sul, Nova Caledbnia. O fungo em
guestdo apresentou tolerancia a concentracdes <6% de sal marinho em meio de
cultura. Este resultado demonstra que o fungo Pestalotiopsis sp., assim como 0s

isolados fungicos obtidos no presente estudo apresentam halofilia adaptativa.
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5.4 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS FUNGICOS

5.4.1 Taxonomia Macro e Micromorfélogica

Os resultados obtidos indicam a presenca predominante do género
Trichoderma sp. (LBO1, LBO3, LB04 e LBO06), caracterizados pelo seu rapido
crescimento em cultura, rede micelial aérea ramificada, hifas hialinas septadas e
producdo de pustulas conididgenicas na cor branca ou verde. Os conidios
apareceram em abundancia acumulados no &pice das fidlides, formando uma
estrutura globosa. Gliocladium sp. (LBO05), apresentou col6nias verdes de
crescimento e esporulacao rapidos, hifas hialinas septadas e conidios compactados
eretos em tufos, produzidos em abundancia (Figura 20).

Além dos géneros Trichoderma sp. e Gliocladium sp., também foi
possivel evidenciar os géneros: Microsphaeropsis sp. (LB07), caracterizado por sua
coloracdo micelial preto acinzentada e crescimento moderado em cultura,
apresentando hifas septadas e conidios pequenos cilindricos com paredes lisas, e
Geotrichum sp. (LBO8) isolado de colénias cor branca e textura cremosa.
Microscopicamente foi possivel observar suas hifas septadas com artroconidios,
formados pela fragmentagao das hifas em segmentos retangulares (Figura 20).

Os isolados fungicos LB02 e LB09 apresentaram estruturas de
reproducdo complexas, o que impossibilitou sua classificacdo taxonémica a nivel de
género. Contudo, a morfologia das colbnias e algumas estruturas microscopicas
puderam ser analisadas. O isolado LB02 apresentou colbnia de bordo branco e
centro marrom, e durante sua esporulacdo pustulas conidiogénicas de cor salméo e
goticulas exsudadas de cor marrom/caramelo foram observadas. Microscopicamente
foi possivel notar hifas septadas e macroconidios na forma em clava presos na hifa.
Caracterizado por sua colbnia de cor marrom claro o isolado LB0O9 apresenta hifas

septadas em algumas areas dispostas em circulos (Figura 20).
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Figura 20- Fotografia dos aspectos morfolégicos macro e microscopicos. Colbnias fungicas
cultivadas em placas de Petri (94 mm), contendo meio de cultura Agar Batata Dextrose — BDA,
incubadas a 28°C por 7 dias. Laminulas coradas com azul de algodao, retiradas em intervalos

de 7 a 28 dias, observadas em microscdpio éptico no aumento de 400x. LBO1; LB03; LBO4;

LBO06: Trichoderma sp.; LB02; LB09: Auséncia de Género; LB05: Gliocladium sp.; LBO7:
Microsphaeropsis sp.; LB08: Geotrichum sp.
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Através de amostras de agua, sedimento e folhas de manguezal os
autores Gomes et al. (2011); Costa; Maia; Cavalcanti, (2012); Arfi et al. (2012);
Zhang et al. (2018); Pratiw et al. (2018), relataram a incidéncia de fungos dos
géneros Trichoderma sp., Gliocladium sp., Microsphaeropsis sp. e Geotrichum sp.,
assim como o presente estudo. Estes géneros sao classificados como fungos
endofiticos, ou seja, fungos que habitam os tecidos internos das plantas sem causar
efeitos negativos, sendo considerados fonte em potencial de novos compostos
bioquimicos, com aplicacbes em diversos setores biotecnolégicos (DEZAM et al.,
2017).

5.4.2 Taxonomia Molecular

Através da andlise de sequéncias de DNA da regido ITS1-5.8S-ITS2
submetidas ao “Basic Local Alignment Search Tool” - BLAST, pode-se observar
similaridade entre os isolados fungicos avaliados com fungos ja descritos no Centro
Nacional de Informacgdes em Biotecnologia - NCBI (Tabela 3). A partir do resultado
do BLAST foi construida a &rvore filogenética (Figura 21).

Na Tabela 3 pode-se observar a similaridade genotipica de 100% entre
os isolados fungicos LBO1 a Trichoderma atroviride e LB04 e LB06 a Trichoderma
harzianum, respectivamente, estas informacdes podem ser evidenciadas através da
observacéo das relacdes filogenéticas entre os isolados fangicos e as estirpes de
Trichoderma (Figura 21). Caracterizado com fungo endofitico, decompositor de
madeira e material herbaceo, o género Trichoderma é relatado como componente
frequente na microflora de diversos ecossistemas.

A similaridade genotipica a 100% também foi evidenciada pelos
isolados LB02 a Epicoccum sorghinum e Epicoccum latusicollum, e LBO7 a
Microsphaeropsis arundinis (Tabela 3). Ambas espécies apresentaram proximas
filogeneticamente aos seus respectivos isolados fungicos, além disso, ramos
consistentes de 100 bootstrap foram observados entre o isolado LBO7 e a espécie

Microsphaeropsis arundinis (Figura 21). Os géneros Epicoccum e Microsphaeropsis,
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pertencem a classe Dothideomycetes, a maior e mais diversa classe de fungos

ascomicetos, frequentemente encontrados como endofitos.

Tabela 3- Similaridade genotipica dos isolados fingicos de manguezal a partir do

sequenciamento da regido ITS1-5.8S-ITS2, com as sequéncias de fungos obtidos no Centro

Nacional de Informagdes em Biotecnologia - NCBI.

FUNGO NCBI ID % DESCRICAO REFERENCIA
MK322695 100% Trichoderma atroviride Crouch, J.A. 2018*

HBoL MHO059534 100% Trichoderma atroviride Qu, Q. 2018~
MH824378 100% Epicoccum sorghinum Xue, L. 2018*
MK020690 100% Epicoccum sorghinum Olopade, B.K. et al., 2018*

LBz MH824373 100% Epicoccum latusicollum Xue, L. 2018*
MG787261 100% Epicoccum latusicollum Han, S. 2018*

LBO3 N&o foi possivel realizar amplificac@o**

MK182420 100% Trichoderma harzianum Khonglah D.; Kayang H. 2018*
MH153626 100% Trichoderma harzianum Fan H.; Pan X. 2018*

HBos KX008635 100% Trichoderma sp. Wang Y.; Han C.; Shao H. 2016*
MH284224  100% Trichoderma sp. Zhou Y.; Li J. 2018*

LBO5 N&o foi possivel realizar amplificagdo**

KX379186 100% Trichoderma harzianum Van der Linde, E.J. 2016*

HBoe MF671947 100% Trichoderma harzianum Bandara, R. et al., 2017*
HQ607976 100% Microsphaeropsis arundinis Rodrigues, A. et al., 2011

HBor KU212359 100% Microsphaeropsis arundinis Garcia-Lavina, C.X. et al., 2015*

LBO8 MF373438 100% Geotrichum sp. Khattab, A.A.; Ziedan, E.H. 2017*
GQ290654 100% Cryphonectria nitschkei Kim,J.M.et al., 2009

LB0O9 KF220299 100% Cryphonectria parasitica Bascon,J. et al., 2014
NR_159875 100% Cryphonectria naterciae Vu,D. et al., 2019

Nota: NCBI: Acesso ao Centro Nacional de Informagfes em Biotecnologia; ID: Identificacdo do
Fungo; **: Possivel interferéncia de impurezas no DNA; *: Artigo submetido.

Apo6s o sequenciamento, o isolado LB08 apresentou apenas 243 bases

de qualidade boa para analise, este valor € considerado muito baixo, fato que

impede a sua inclusdo na arvore filogenética. Para solucionar este problema, sera


https://www.google.com/search?q=Dothideomycetes&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLUz9U3SEm2ME8HAISFrQcNAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwiruYCExIjgAhXlILkGHa2uBy8QmxMoATAXegQIBhAV
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necessario realizar um novo sequenciamento, e com isso obter um nimero maior de
bases. No entanto, segundo o resultado do BLAST, foi possivel avaliar similaridade
a 100% entre o isolado LBO8 e género Geotrichum, grupo constituido por fungos

leveduriformes (Tabela 3).

Trichoderma sp. [KX008635]
LBO4
Trichoderma harzianum [MH153626]
Trichoderma sp. [MH284224]
100 | Trichoderma harzianum [MH153626]
Trichoderma harzianum [MFG71947)
Trichoderma harzianum [KX379186]
LBO6

Trichoderma atroviride [MK322695]
ﬁ{ Trichoderma atroviride [MH059534]

LBO1

63

100

— LB09

Cryphonectria naterciae [NR. 159875]
93 icryphnnectria parasitica [KF220299]
] Cryphonectria nitschkei [GQ290654]
100 | Microsphaeropsis arundinis [HQGB0T976]
100 L LBOT
Microsphaeropsis arundinis [KU212359]

100

100 Epicoccum latusicollum [MH824373]
100 Epicoccum sorghinum [MH824378]
a8 LBO2
a5 || Epicoccum latusicollum [MG787261]
53— Epicoccum sorghinum [MK020690]

—_—

0.050

Figura 21- Arvore filogenética da regi&o ITS1-5.8S-ITS2 do rDNA dos fungos isolados de
manguezal. Arvore construida pelo método “Neighbor-joining” e calculo da distancia
utilizando o modelo Kimura 2 -parameter. Somente valores acima de 50% (1000 repeticdes) sédo
apresentados. Arvore construida com 500 bases.

Aléem destes resultados, também foi possivel observar similaridade

genotipica a 100% entre o isolado LB09 e as espécies Cryphonectria nitschkei,
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Cryphonectria parasitica e Cryphonectria naterciae (Tabela 3), a confirmacdo da
relacdo filogenética entre estas estirpes é evidenciada através da Figura 21.
Classificado pela classe Sordariomycetes, o género Cryphonectria € caracterizado
por apresentar fitopatdgenos, sendo a mais notéria a espécie Cryphonectria
parasitica, responsavel pela doenca do cancro castanheiro.

Houve falha no processo de amplificacdo do DNA de dois isolados
fungicos (LB03; LBO05), tal fato pode estar associado a impurezas no DNA ou
variagdes na sequéncia alvo do iniciador. Embora este fato tenha ocorrido, com a
realizacdo das andlises morfolégicas e microscopicas foi possivel classificar estes
isolados a nivel de género, sendo eles Trichoderma sp. e Gliocadium sp.,
respectivamente.

A andlise molecular € um bom indicativo das provaveis espécies as
quais os isolados fangicos pertencem, embora com a ressalva de que nao deve ser
utilizada isoladamente. Partindo deste pressuposto, buscou-se através dos
resultados obtidos nas analises morfolégicas e microscopicas, realizar uma
avaliacdo mais expressiva dos fungos que apresentaram similaridade em suas
sequéncias de DNA. Desta forma foi possivel evidenciar resultados analogos em
ambas as analises.

ApoOs a construcdo da arvore filogenética (Figura 21), foi possivel
verificar que os alguns isolados obtidos neste trabalho puderam ser identificados
como: Trichoderma atroviride - LBO1; Epicoccum sp. - LBO02; Trichoderma
harzianum - LB04 e LBO06; Microsphaeropsis arundinis - LBO7; Geotrichum sp. —
LB08 e Cryphonectria sp. - LB09.

Relatados como endofiticos, cosmopolitas e integrantes da diversidade
fungica de ecossistema manguezal, as espécies Trichoderma atroveride,
Trichoderma harzianum e Microsphaeropsis arundinis e os géneros Trichoderma sp.,
Epicoccum sp. e Geotrichum sp., Cryphonectria sp., foram isolados por diversos
autores em sedimento, folhas e raizes de arvores de manguezal em decomposicéo
(COSTA; MAIA; CAVALCANTI, 2012; FASANELLA, 2012; ARFI et al.,, 2012,
GIARLETTI, 2014; GHIZELINI et al, 2019; SENGUPTA; CHOWDHURY;
CHAUDHURI, 2018).
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5.5 EFEITO DA AGUA DO MAR NA ATIVIDADE DE ENZIMAS LIGNINOLITICAS

5.5.1 Enzimas Ligninoliticas

A lacase foi a principal enzima ligninolitica detectada nos extratos
enzimaticos. A predominancia da enzima lacase nos extratos enzimaticos pode estar
relacionada a composicdo do meio de cultivo utilizado, uma vez que, estudos
comprovam que a presenca do sulfato de cobre induz a atividade da enzima lacase
(SILVA et al., 2012; DING et al., 2014). O cobre tem sua influéncia sobre a enzima
decorrente de elementos sensiveis ao metal, que estdo localizados na regido
promotora de genes de lacase nos fungos. Sendo assim, esta expressdo génica
pode ser afetada indiretamente pela presenca de cobre no meio de cultivo
(FARACO; GIARDINA; SANNIA, 2003).

Na Tabela 4 é possivel observar uma ampla variagdo na atividade de enzima
lacase entre os isolados fungicos, e suas respectivas diferencas resultantes da
presenca ou auséncia de agua do mar no meio de cultivo. Quanto ao resultado de
atividade enzimatica entre os isolados fungicos, destaca-se a espécie
Microsphaeropsis arundinis (LBO7), o qual produziu 1037,11 U/L na presenca de
agua do mar e 434,23 U/L em sua auséncia. Em literatura ndo existem estudos
sobre a producdo de enzima lacase envolvendo a espécie Microsphaeropsis
arundinis de ecossistema manguezal, nas condicbes apresentadas pelo presente
estudo. Contudo, Sun, Guo, Hyde, (2011) evidenciaram producdo da enzima lacase
pela espécie Microsphaeropsis arundinis, obtida de folhas de uma arvore comum no
norte da China (Acer truncatum), o processo utilizado para deteccdo da lacase foi o

método qualitativo em placas de Petri, utilizando como substrato o 1-Naftol.



75

Tabela 4- Producao da enzima lacase por isolados fingicos de manguezal, sob cultivo liquido
estatico na auséncia e presenca de dgua do mar.

PRODUGAO DA ENZIMA LACASE (U/L)

ID. FUNGO PRESENCA DE AUSENCIA DE
AGUA DO MAR AGUA DO MAR

LBO1 Trichoderma atroviride 283,10+21,34 12,88+2,60*
LB0O2 Epicoccum sp. 28,78+7,57 14,06+£1,18**
LBO3 Trichoderma sp. 272,89+16,56 63,46+8,76*
LBO4 Trichoderma harzianum 13,45+4,86 2,88+1,05*
LBO5 Gliocladium sp. 15,55+1,35 1,55+0,05*
LBO06 Trichoderma harzianum 16,39+0,45 4,78+1,1*
LBO7 Microsphaeropsis arundinis 1037,11+16,57 434,23+33,27*
LBO8 Geotrichum sp. 13,33+2,79 0+0*
LB09 Cryphonectria sp. 14,60+4,30 1,64+0,13**
CONT. Trametes villosa 11997,99+9,42 15869,11+11,77*

Nota: ID.: Identificacdo; CONT.: Cepa Controle; *: Houve diferenca estatistica significativa; **: Nao
houve diferenca estatistica significativa.

O fungo Trametes villosa, utilizado no presente estudo como cepa
controle, apresentou valores superiores de enzima lacase quando cultivado na
auséncia da agua do mar, constatando que sua melhor condicdo de cultivo é em pH
6,0 sem adicdo de sal. Baseado em estudos prévios e analises em literatura Yang et
al. (2019) evidenciaram pH 6,0 como 6timo para atividade de enzima lacase, a partir
de fungos da podriddo branca. Quanto a salinidade, a mesma possivelmente inibiu a
producdo enzimatica desta espécie, tal fato pode estar relacionado a origem desta
cepa, a qual € derivada de meio terrestre e ndo apresenta adaptacdes a salinidade.

Diante a Tabela 4, também foi possivel observar através dos isolados
referentes ao género Trichoderma (LBO1; LBO3; LB04; LB06), atividade de <283,10
U/L de enzima lacase na presenca de agua do mar e <63,46 U/L em sua auséncia.
Chakroun et al. (2010) relataram através de cultivo agitado a 30°C, suplementado
com 300 mM de cobre, atividade de 661 U/L de lacase pelo fungo Trichoderma
atroveride no 7° dia de incubagéo. A partir da oxidag&o do substrato guaiacol (2 mM)
Ranimol et al. (2018) evidenciaram atividade maxima de 971 U/L no 12° dia de



76

incubacéo pelo fungo Trichoderma harzianum. Estes valores mostram-se superiores
aos obtidos no presente estudo, tal fato pode estar relacionado as condi¢cdes de
cultivo impostas pelos autores (agitacédo, temperatura, aumento da concentracao de
cobre no meio de cultivo, tempo de incubagéo).

A producédo de lacase pelo género Epicoccum sp. (LB02) através de
cultivo na auséncia de agua do mar foi de 14,06 U/L, e o dobro deste valor na
presenca de 4gua do mar. Os autores Mabrouk et al. (2010) através de madeira em
decomposicdo de ambiente marinho, evidenciaram atividade de 10,85 U/L de
enzima lacase pela espécie Epicoccum purpurascens, valor inferior aos obtidos no
presente estudo. Quanto ao género Gliocladium sp. (LB05), os valores de atividade
foram de 15,55 U/L de enzima lacase na presenca de agua do mar e 1,55 U/L em
sua auséncia. O estudo desenvolvido por Ghoshal (2018) relata a producédo de
lacase pelo género Gliocladium sp., no entanto, o método utilizado para afirmacéo
desta informacdo ndo é relatado. Estudos envolvendo a producdo de lacases pelo
género Gliocladium sp. sdo raros, 0 que torna os resultados obtidos Unicos.

A atividade da enzima lacase pela espécie Geotrichum sp. (LBO8) foi
observada somente em cultivos na presenca de agua do mar, o valor obtido foi de
13,33 U/L. Os autores Bodke, Senthilarasu, Raghukumar, (2012), obtiveram a partir
da espécie em questéo atividade de 1.723 U/L de lacase, sob condicdo estatica por
7 dias, pH de 4,5 e temperatura de 30 a 45°C. Estes resultados sao superiores ao
obtido no presente estudo, tal fato pode estar associado as condicBes de cultivo
aplicadas, distintas das aplicadas no presente estudo.

Além destes resultados, também foi possivel evidenciar segundo o
género Cryphonectria sp. (LB09) atividade de 14,60 U/L de enzima lacase em cultivo
na presenca de agua do mar, valores inferiores a este foram obtidos na auséncia de
agua do mar. Em literatura relatos sobre a producdo de enzima lacase pelo género
Cryphonectria sp. € limitado, ou seja, para algumas espécies esta informacdo é
inexistente. A partir do método qualitativo utilizando placas de Petri, utilizando como
substrato o acido tanico, os autores Xiong et al. (2018) evidenciaram producao da
enzima lacase pela espécie Cryphonectria parasitica. Além disso, os autores
também relataram niveis de expressao de trés genes diferentes (lacl, lac2 e lac3),
intimamente associados a esta espécie.

Quanto as analises de producdo enzimatica de peroxidases, 0s

resultados em ambas as técnicas de cultivo (auséncia e presenca de agua do mar),
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apresentaram indices muito baixos da enzima manganés peroxidase (MnP) e néo
detectaveis para enzima lignina peroxidase (LiP). Em literatura existem poucos
estudos sobre a produgcédo de peroxidases por fungos de origem marinha, em
especifico isolados fungicos de ecossistema manguezal. Alguns estudos relatam
baixa producdo ou auséncia das mesmas (D'SOUZA et al., 2006; BONUGLI-
SANTOS et al., 2010). Similar ao presente estudo, D'Souza et al. (2006) atraves de
um fungo basidiomiceto n&o identificado isolado de madeira de manguezal,
relataram auséncia da enzima LiP e indices baixos de enzima MnP.

Em geral, os resultados obtidos indicam producdo superior de enzima
lacase quando os fungos isolados de manguezal sdo expostos na presenca de agua
do mar, ou seja, cultivados nas condigcbes ambientais presente em seu habitat
natural. Este resultado pode estar associado ao fato de que a salinidade imposta no
cultivo possa ter aumentado a atividade da enzima lacase, ao envolver o
dobramento da enzima e a perturbacdo de locais especificos. Por exemplo, o CI-
pode se ligar em locais ao redor dos centros de cobre T1 e T2/T3, o que facilita a
reducdo de oxigénio e leva ao aumento da producao enzimética (LI et al., 2017).

5.6 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO EFLUENTE TEXTIL REAL

Os parametros de caracterizagéo fisico-quimica do efluente téxtil real
estdo apresentados na Tabela 5, assim como os limites legais de lancamento de
efluentes liquidos industriais, segundo art. 34 da Resolucdo 357/2005 - Resolucdo
CEMA 070/2009 (BRASIL, 2006; PARANA, 2009). Os resultados obtidos
demonstram que os valores dos parametros avaliados estdo acima dos indices
permitidos pela legislacdo brasileira, revelando o potencial poluente do efluente

estudado.
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Tabela 5- Caracterizacao fisico-quimica do efluente téxtil real.

PARAMETRO RESULTADO LEGISLACAO*
pH 5,0 5,0a9,0
DQO 2.055 + 143,77 mgO2/L 50 mgO2/L
DBOs 763.20 + 325,83 mgO2/L 200 mgO2/L
COMPOSTOS FENOLICOS 2,0 mg/L 0,5 mg/L

Nota: *Art. 34 da Resolucéo 357/2005 e Anexo 7 - Resolucdo CEMA 070/2009; DQO = Demanda
Quimica de Oxigénio; DBOs = Demanda Bioguimica de Oxigénio; ND = N&o Detectado.

Como reportado na Tabela 5, o efluente apresentou pH acido 5,0.
Semelhante a este resultado, Ntuli et al. (2009) observaram valores de pH entre 5,2
e 11,8. Apesar do pH do efluente estar situado dentro da faixa de langcamento
previsto na legislacdo, recomenda-se a correcdo de sua acidez a valores proximos a
neutralidade (BRASIL, 2006).

A Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) encontrada no efluente
coletado diretamente do estagio de tingimento foi de 2.055 mgO2/L, e a Demanda
Bioquimica de Oxigénio (DBOs) de 763.2 mgO2/L. Através de amostra de efluente
téxtil coletados da caixa de entrada de tratamento Pizato et al. (2017) evidenciaram
DQO 629 mgO2/L e DBOs 328 mgO-2/L, valores inferiores aos obtidos no presente
estudo. Tal fato pode estar relacionado a origem de coleta do efluente, sendo o
efluente téxtil utilizado no presente estudo mais concentrado do que o utilizado por
Pizato et al. (2017).

Quanto ao teor de compostos fendlicos, o efluente apresentou 2,0
mg/L, valor considerado acima do padréo exigido pela legislacdo. Contudo, entende-
se que estes compostos, caracterizados pela presenca de hidroxila (OH") ligada a
um anel benzénico, compdem a formacdo de diversos efluentes industriais téxteis
(PIZATO et al., 2017)

A varredura espectral do efluente (Figura 22) demonstra que as bandas
de maior intensidade ocorreram nos comprimentos de onda de 534 e 570 nm, com

valores de absorbancia de 0,7065 e 0,7149, respectivamente.
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Figura 22- Espectrometria do efluente téxtil, nos comprimentos de onda de 400-700 nm.
Bandas de maior intensidade do efluente téxtil: 534 - 570 nm.

5.7 AVALIACAO DA ADAPTACAO FUNGICA E PRODUCAO DE ENZIMA LACASE
EM EFLUENTE TEXTIL REAL

Os resultados obtidos indicam adaptacédo dos fungos Microsphaeropsis
arundinis (LBO7) e Trametes villosa expostos ao efluente téxtil real. Embora tenham
apresentado crescimento lento e reduzido o seu desenvolvimento foi evidenciado.
Os corantes téxteis, especialmente em altas concentracdes, inibem o crescimento
fungico. Logo, o principal problema da descoloracdo fungica € a adaptagdo em
meios contendo grandes gquantidades de corantes téxteis (APOHAN; YESILADA
2005). Tal fato tornam os fungos analisados possivelmente capazes de realizar a
degradacéao de efluente téxtil.

Quanto aos resultados obtidos através da quantificacdo da enzima
lacase, os valores obtidos foram de 40,08 U/L pelo fungo Microsphaeropsis arundinis
(LBO7) e 3.050 U/L pelo fungo Trametes villosa. Estudos envolvendo a producéo de

lacase em efluente téxtil real, pelos fungos Microsphaeropsis arundinis e Trametes
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villosa ndo séo relatados em literatura, 0 que tornam estes resultados inédito neste
ambito. No entanto, os autores Verma et al. 2010 atraveés de fungos de manguezal
(Diaporthe sp., Pestalotiopsis sp., Coriolopsis byrsina e Cerrena unicolor) obtiveram
atividade <47,8 U/L de lacase sob concentragao final de 90% de efluente téxtil.

5.8 AVALIACAO DA BIODEGRADACAO DE EFLUENTE TEXTIL REAL A PARTIR
DE LACASES FUNGICAS

Os resultados obtidos indicam que em ambas aplicacdes, a
biodegradacéo do efluente foi melhor na auséncia de mediador quimico (Tabela 6).
Tal fato pode estar associado a sua natureza dificilmente degradavel, além disso,
mediadores quimicos podem inativar a enzima no processo de descoloracdo (RORIZ
et al., 2009).

Alguns autores relatam atividade de descoloragdo na auséncia de
mediadores quimicos. Como o estudo realizado por Erkurt, Unyayar, Kumbur,
(2007), os quais evidenciaram a partir da enzima lacase proveniente de fungos da
podriddo branca, a descoloracdo de azul brilhante de remazol R (RBBR) e drimaren
azul CL-BR (DB), na auséncia de mediador quimico. Por meio da enzima lacase
proveniente da espécie Trametes trogii, 0s autores Yesilada et al. (2014) também
evidenciaram a descoloracdo dos corantes preto reativo 5 e azul reativo 171 na
auséncia de mediador quimico.

Na Tabela 6 também pode-se observar os percentuais de descoloracéo
do efluente téxtil. Quando comparados a concentracdo de 100 U/L de enzima
lacase, os valores obtidos a partir do extrato enzimatico produzido pelo fungo de
manguezal Microsphaeropsis arundinis (LBQ7), apresentaram superiores aos obtidos
pelo Tametes villosa. A similaridade dos percentuais de descoloracdo soO foi
evidenciada quando o valor de U/L de lacase, referente ao fungo da podridao branca
(FPB) Trametes villosa, foi aumentado para 500 U/L.

Embora tenha sido aplicada em menor quantidade, a enzima lacase
proveniente do fungo Microsphaeropsis arundinis (LBO7) apresentou maior eficiéncia
na descoloracdo do efluente téxtil. Pressupondo que, a lacase produzida pelo fungo

Microsphaeropsis arundinis (LB0O7), pode apresentar maior resisténcia aos sais e ao
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pH acido presente no efluente, em comparacdo com a lacase produzida pelo

fungoTrametes villosa.

Tabela 6- Porcentagem de descoloracédo das duas bandas de maior intensidade do efluente
téxtil, a partir de distintas concentra¢des (100 U/L e 500 U/L) de enzima lacase, proveniente dos
extratos enzimaticos produzidos pelos fungos Microsphaeropsis arundinis e Trametes villosa,

na auséncia ou presenca de mediador quimico.
COMPRIMENTO DE ONDA

FUNGO U/L AMOSTRAS
534 nm 570 nm
100 AUSENCIA 15% 14%
Microsphaeropsis arundinis 100 AHB 10% 8%
100 HBT 13% 10%
100 AUSENCIA 5% 5%
100 AHB 0% 0%
100 HBT 0% 0%
Trametes villosa -
500 AUSENCIA 13% 13%
500 AHB 5% 5%
500 HBT 7% 7%

Nota: U/L: Concentracdo de enzima lacase; Auséncia: Auséncia de mediador quimico; AHB: Acido 4-
hidroxibenzoico; HBT: 1-hidroxibenzotriazol.

Na Figura 23 e 24, é possivel observar a reducdo da banda de maior
intensidade do efluente, a partir da enzima lacase produzida pelos fungos
Microsphaeropsis arundinis e Trametes villosa, em suas melhores condi¢bes de
aplicacdo: auséncia de mediador quimico e concentracdo de 100 U/L e 500 U/L,

respectivamente de enzima lacase.
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Figura 23- Espectroscopia da descoloracéo do efluente téxtil real, nas bandas de maior
intensidade do efluente (534-570 nm). Fungo Microsphaeropsis arundinis a partir da
concentracdo de 100 U/L de enzima lacase, na auséncia de mediador quimico.
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Figura 24- Espectroscopia da descoloracéo do efluente téxtil real nas bandas de maior
intensidade do efluente (534-570 nm). Fungo Trametes villosa a partir da concentracédo de 500
U/L de enzima lacase, na auséncia de mediador quimico.
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Os fungos da podriddo branca (FPB) sao conhecidos por serem
capazes de descolorir efluentes téxteis e corantes, devido ao elevado potencial
oxidativo de suas enzimas. Neste sentido, a enzima lacase € considerada a principal
responsavel por atividades de descoloracdo de efluentes téxteis e/ou corantes
(BIRHANLI; YESILADA, 2006; ERKURT; UNYAYAR; KUMBUR, 2007). Estudos
envolvendo o processo de descoloracdo por FPB, sdo descritos de forma ampla em
literatura, muitos abordam a degradacédo de corantes sintéticos (LEVIN; MELIGNANI;
RAMOS, 2010; KIRAN et al., 2010; LI et al.,, 2014; LU et al., 2016). Entretanto,
guando relacionados a efluentes téxteis reais os estudos acabam sendo reduzindos
(OTTONI, 2012; BALASARASWATHY; RAMAMURTHY; SIVASAKTHIVELAN,
2018).

Os manguezais sdo considerados uma fonte em potencial para novos
biocatalizadores de interesse industrial. Entre esses biocatalizadores, se destacam
as lacases, enzimas capazes de oxidar uma ampla gama de substratos, utilizadas
em processos de biorremediacdo e biodegradacdo de poluentes ambientais. A
capacidade de biodegradar poluentes varia de ocordo com o microrganismo, tipo de
efluente, mediadores e condi¢cdes utilizadas. Relatos de microrganismos que
apresentam atividade oxidorredutase em condi¢des salinas sao limitados, enquanto
efluentes industriais, especialmente, efluentes téxteis contém um alto nivel de

salinadade, carbonatos, cloretos e sulfatos.
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6 CONCLUSAO

Os fungos de manguezal relatados no presente estudo possuem

elevada atividade de enzima lacase sob condi¢cdes salinas, fato que os tornam

fungos em potencial para processos de biorremediacdo e/ou biodegradacéo. Atraves

das analises desenvolvidas foi possivel chegar as seguintes conclusdes:

A partir de amostras de raizes aérea de manguezais foram obtidos 40
isolados fungicos, os quais apresentaram ampla diversidade de producdo de
enzimas hidroliticas e ligninoliticas. Nesta andlise destacaram-se as enzimas
celulase e pectinase, presentes em 85-78% dos isolados.

Os isolados fungicos obtidos apresentaram tolerancia a concentracéo <5% de
cloreto de sédio (NaCl) em meio de cultura, indicando halofilia adaptativa.
Fungos da espécie Trichoderma atroveride, Trichoderma harzianum,
Microsphaeropsis arudinis e géneros Epicoccum sp., Trichoderma sp.,
Geotrichum sp., Gliocladium sp. e Cryphonectria sp., foram evidenciados
segundo as analises morfoldgicas e moleculares.

Dentre as enzimas ligninoliticas a lacase expressou producdo principal, as
peroxidases apresentaram indices baixos e em alguns casos ndo detectaveis,
estes resultados foram obtidos em ambas as técnicas (presenca ou auséncia
de agua do mar).

A producdo da enzima lacase pelos isolados fangicos apresentou ampla
variacdo, destacando-se a espécie Microsphaeropsis arudinis (LB07), a qual
apresenta resultados inéditos neste ambito.

A producédo de enzima lacase foi superior quando os isolados foram expostos
ao cultivo na presenca de agua do mar, este resultado pode estar associado
ao fato de que, a presenca da salinidade possa ter aumentado a producédo da
enzima em questao.

O efluente téxtil real utilizado apresentou pH acido, concentracdes altissimas
de DQO e DBO, e teores de compostos fendlicos acima do padrédo exigido
pela legislagdo brasileira. Também foram observados através de varredura
em espectrofotbmetro as bandas de maior intensidade do efluente, que

ocorreram nos comprimentos de onda de 534 nm e 570 nm.
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e Os fungos Microsphaeropsis arudinis (LBO7) e Trametes villosa apresentaram
crescimento consideravel e producdo de enzima lacase, por meio de cultivos
direto em efluente téxtil.

e As maiores atividades de descoloracao do efluente téxtil foram observadas a
partir do extrato enziméatico, na auséncia de mediador quimico.

e Dentre os fungos analisados, a espécie Microsphaeropsis arudinis (LBO7)
apresentou maior percentual de descoloracdo do efluente téxtil, quando
comparada a espécie Trametes villosa na concentracdo de 100 U/L de
enzima lacase.

e O fungo da podriddo branca Trametes villosa apresentou melhor percentual
de descoloracédo do efluente téxtil, qguando utilizada na reacdo a concentracao
de 500 U/L de enzima lacase.

Considerando que o ecossistema manguezal € um ambiente pouco
explorado, os resultados obtidos em sua maioria apresentam-se inéditos nesta area.
Como perspectiva de continuacgdo do trabalho, verifica-se a necessidade de estudos
mais detalhados relacionados as condi¢des de cultivo (e.g. temperatura, tempo de
incubacédo, substrato, método estatico ou agitado), de cada microrganismo, com
intuido de-se obter indies mais elevados de atividade enzimética. Com isto,

emprega-las em maior escala na biorremedicdo de diversos efluentes poluidos.
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APENDICE A - Curva padrdo da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO),
medindo biftalato de potassio (KHP) de 300 a 900 mg/L.
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APENDICE B - Curva padrao de fendlicos totais medindo acido gélico de 50 a
900 mg/L, através da metodologia por reagente de Folin.
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APENDICE C - Fotografia das col6nias flngicas obtidas a partir da raiz aérea
de arvores de manguezal, cultivadas em placas de Patri (94 mm) contendo meio de
cultura Batata Dextrose Agar (BDA), incubadas a 28°C durante sete dias.
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ANEXO A - Direitos autorais - Lei n® 9.610, de 19 de fevereiro de 1998.
Disposic¢des preliminares
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Presidéncia da Republica

Casa Civil
Subchefia para Assuntos Juridicos

LEI N°9.610, DE 19 DE FEVEREIRO DE 1998.

Altera, atualiza e consolida a legislacéo sobre
Mensagem de veto o ) _ _
direitos autorais e da outras providéncias.

O PRESIDENTE DA REPUBLICA Faco saber que o Congresso Nacional
decreta e eu sanciono a seguinte Lei:

Titulo |
Disposic¢des Preliminares

Art. 1° Esta Lei regula os direitos autorais, entendendo-se sob esta
denominacéo os direitos de autor e os que lhes sdo conexos.

Art. 2° Os estrangeiros domiciliados no exterior gozardo da protecao
assegurada nos acordos, convencgdes e tratados em vigor no Brasil.

Paragrafo Unico. Aplica-se o disposto nesta Lei aos nacionais ou pessoas
domiciliadas em pais que assegure aos brasileiros ou pessoas domiciliadas no Brasil
a reciprocidade na protecao aos direitos autorais ou equivalentes.

Art. 3° Os direitos autorais reputam-se, para os efeitos legais, bens moéveis.

Art. 4° Interpretam-se restritivamente os negécios juridicos sobre os direitos
autorais.

Art. 5° Para os efeitos desta Lei, considera-se:

| - publicacdo - o oferecimento de obra literaria, artistica ou cientifica ao
conhecimento do publico, com o consentimento do autor, ou de qualquer outro titular
de direito de autor, por qualquer forma ou processo;

Il - transmissdo ou emissao - a difusdo de sons ou de sons e imagens, por
meio de ondas radioelétricas; sinais de satélite; fio, cabo ou outro condutor; meios
oticos ou qualquer outro processo eletromagnético;

lIl - retransmissé@o - a emissdo simultdnea da transmissdo de uma empresa
por outra;

IV - distribuicéo - a colocacédo a disposi¢cao do publico do original ou copia de
obras literarias, artisticas ou cientificas, interpretacdes ou execucOes fixadas e
fonogramas, mediante a venda, locac¢éo ou qualquer outra forma de transferéncia de

propriedade ou posse;
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V - comunicagdo ao publico - ato mediante o qual a obra € colocada ao
alcance do publico, por qualguer meio ou procedimento e que nao consista na
distribuicdo de exemplares;

VI - reproducéo - a copia de um ou varios exemplares de uma obra literaria,
artistica ou cientifica ou de um fonograma, de qualquer forma tangivel, incluindo
qualquer armazenamento permanente ou temporario por meios eletrbnicos ou
qualquer outro meio de fixacdo que venha a ser desenvolvido;

VII - contrafacédo - a reproducéo néo autorizada;

VIII - obra:

a) em co-autoria - quando é criada em comum, por dois ou mais autores;

b) anénima - quando n&do se indica o0 nome do autor, por sua vontade ou por
ser desconhecido;

c) pseuddnima - quando o autor se oculta sob nome suposto;

d) inédita - a que ndo haja sido objeto de publicacao;

e) péstuma - a que se publiqgue apds a morte do autor;

f) originaria - a criagdo primigena;

g) derivada - a que, constituindo criacdo intelectual nova, resulta da
transformacao de obra originaria;

h) coletiva - a criada por iniciativa, organizacdo e responsabilidade de uma
pessoa fisica ou juridica, que a publica sob seu nome ou marca e que € constituida
pela participacéo de diferentes autores, cujas contribuicdes se fundem numa criacao
autbnoma;

i) audiovisual - a que resulta da fixacdo de imagens com ou sem som, que
tenha a finalidade de criar, por meio de sua reproducao, a impressao de movimento,
independentemente dos processos de sua captacdo, do suporte usado inicial ou
posteriormente para fixa-lo, bem como dos meios utilizados para sua veiculagao;

IX - fonograma - toda fixagdo de sons de uma execugao ou interpretacéo ou
de outros sons, ou de uma representacdo de sons que nao seja uma fixacao incluida
em uma obra audiovisual;

X - editor - a pessoa fisica ou juridica a qual se atribui o direito exclusivo de
reproducdo da obra e o dever de divulga-la, nos limites previstos no contrato de

edicao;
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Xl - produtor - a pessoa fisica ou juridica que toma a iniciativa e tem a
responsabilidade econdmica da primeira fixacdo do fonograma ou da obra
audiovisual, qualquer que seja a natureza do suporte utilizado;

Xl - radiodifusdo - a transmissdo sem fio, inclusive por satélites, de sons ou
imagens e sons ou das representacdes desses, para recep¢do ao publico e a
transmissdo de sinais codificados, quando os meios de decodificacdo sejam
oferecidos ao publico pelo organismo de radiodifusdo ou com seu consentimento;

XIlI - artistas intérpretes ou executantes - todos os atores, cantores, muasicos,
bailarinos ou outras pessoas que representem um papel, cantem, recitem,
declamem, interpretem ou executem em qualquer forma obras literarias ou artisticas
ou expressoes do folclore.

Art. 6° N&o serdo de dominio da Unido, dos Estados, do Distrito Federal ou

dos Municipios as obras por eles simplesmente subvencionadas.



