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RESUMO GERAL - Fungos filamentosos de sedimento do manguezal Barra das
Jangadas, foram isolados e identificados com objetivo de proceder a caracterizagao
enzimatica. Foram coletadas amostras de sedimento do manguezal Barra das Jangadas
nos meses de margo e abril/2004 e outubro/2005 (periodo de estiagem); junho e
julho/2004 e julho/2005 (periodo chuvoso). As coletas foram realizadas em quatro
pontos em manguezais do estuario formado pelos rios Jaboatio e Pirapama, perfazendo
um total de 24 amostras. Foram isoladas e identificadas 50 espécies de fungos
filamentosos em 273 UFC x 10*. Penicillium ¢ Aspergillus foram os géneros melhor
representados, com 21 e 11 espécies, respectivamente, seguidos de Trichoderma (5),
Fusarium, Phoma e Talaromyces (2). Os demais géneros foram representados por uma
s6 espécie: Cladosporium, Eupenicillium, Gongronella, Microsphaeropsis, Mucor,
Stilbella e Thielavia. Das 50 espécies testadas para selecdo qualitativa enzimatica, 21
apresentaram atividade positiva para fenoloxidase e 11 para celulase; entretanto,
nenhuma foi positiva para xilanase. Em relagdo a andlise enzimatica quantitativa,
apresentaram melhor atividade para celulase Microsphaeropsis olivacea (0,4546 U/mg)
e Stilbella clavispora (0,3584 U/mg); para xilanase Phoma capitulum (271 U/mg) e
Trichoderma aureoviride (268 U/mg). Para as fenoloxidases, Aspergillus sclerotiorum
(739,7569 nanokatals/mg), Penicillium commune (8,785982 U/mg) e Penicillium
oxalicum (28,6021 U/mg/min) foram os maiores produtores de lacase, manganés
peroxidase e lignina peroxidase, respectivamente. Os fungos selecionados
demonstraram potencial para serem introduzidos em processos de biorremediagao, com
perspectivas de resultados promissores para tratamentos de residuos e efluentes

fenolicos.

Palavras — chave: Fenoloxidases, xilanase e celulase

III
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ABSTRACT - Filamentous fungi has been isolated from Barra das Jangadas mangrove
and identified with the objective to characterize them enzymaticaly. Sediment samples
from Barra das Jangadas mangrove has been collected in March and April/2004 and
October/2005 (dry season); June and July/2004 and July/2005 (rainy season). The
samples has been taken from four points on estuarine mangrove formed by Jaboatao and
Pirapama rivers respectively, where the characteristic vegetation of fen was
predominant, making a total of 24 samples. Spell out 50 species of filamentous fungi
were isolated and identified from 273 UFC x 10*. Penicillium and Aspergillus were the
best represented genera with 21 and 11 species, respectively, followed by Trichoderma
(5), Fusarium, Phoma and Talaromyces (2). The rest of the genera were represented by
one species each: Cladosporium, Eupenicillium, Gongronella, Microsphaeropsis,
Mucor, Stilbella and Thielavia. Of the 50 species tested for enzymatic qualitative
selection, 21 was positive for phenoloxidase and 11 for cellulase; however, none was
positive for xilanase. In relation to the quantitative enzymatic analysis, the greaters
producers of celulase were Microsphaeropsis olivacea (0.4546 U/mg) and Stilbella
clavispora (0.3584 U/mg), and for xylanase they had been Phoma capitulum (271
U/mg) and Trichoderma aureoviride (268 U/mg). For fenoloxidases, Aspergillus
sclerotiorum (739.7569) nanokatals/mg), Penicillium commune (8.7859 U/mg) and
Penicillium oxalicum (28.6021 U/mg/min) were the greaters producers of lacase,
manganese peroxidase and lignin peroxidase respectively. The selected fungi
demonstrated an important potential and should be tested for bioremediation processes,

with perspectives of promising results for treatment of residues and phenolic effluents.

Key — words: Phenoloxidades, xylanase and cellulase
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REVISAO DE LITERATURA

1. MANGUEZAIS
1.1. Historico e definicao

Documentos sobre plantas de mangue datam de 325 a.c., referentes a uma
relatorio do General Nearco, que registrou a ocorréncia de arvores de 14m de altura com
flores brancas que cresciam no mar e troncos suportados por raizes com aspecto de
candelabro. Mais tarde, em 1230, Abou’l Abbas el Nabaty, um botanico mouro que
viajou pela Arabia, Siria e Iraque chamou o mangue vermelho de kendela. Em 1526,
Oviedo fez a primeira descri¢do dos manguezais americanos e, em 1587, Gabriel Soares
de Souza, um historiador portugués, escreveu uma das mais antigas referéncias sobre os
manguezais brasileiros (Schaeffer-Novelli, 1995).

Por defini¢do o manguezal consiste de um ecossistema costeiro, de transi¢ao
entre os ambientes terrestre € marinho, caracteristico de regides tropicais e subtropicais,
sujeito ao regime das marés. E constituido de espécies vegetais lenhosas tipicas, além de
micro e macroalgas, adaptadas a flutuacdo de salinidade e caracterizadas por
colonizarem sedimentos predominantemente lodosos, com baixos teores de oxigénio.
Ocorre em regides costeiras abrigadas e apresenta condigdes propicias para alimentagao,
protegdo e reprodugcdo de muitas espécies animais, sendo considerado importante
transformador de nutrientes em matéria organica e gerador de bens e servigos

(Schaefter-Novelli, 1995).

1.2. Distribuicio
O Brasil possui de 10.000 a 25.000 km? de manguezais, enquanto no mundo

existem 162.000 km?. Os manguezais apresentam maior desenvolvimento entre os



GOMES, D.N.F. Biodiversidade e potencial biotecnologico de fungos filamentosos... 2

tropicos de Cancer e Capricornio, € o desenvolvimento maximo ocorre proximo a linha
do Equador. No Brasil os manguezais se estendem desde o Amapa até Laguna em Santa
Catarina, limite desse ecossistema no Atlantico Sul. Embora o manguezal seja
caracteristico de regides tropicais, também pode ocorrer em climas temperados, mas em
menor propor¢do. As condi¢des ideais para o desenvolvimento dos manguezais sdo:
temperatura média acima de 20°C e temperatura minima nao inferior a 15°C, amplitude
térmica anual menor que 5°C e precipitacdo pluvial acima de 1500 mm/ano, sem

prolongados periodos de seca (Schaeffer-Novelli, 1995).

1.3. Vegetacao

O manguezal é composto por plantas lenhosas, chamadas de mangue. Neste
ambiente existem plantas herbaceas, epifitas, hemiparasitas e aquaticas tipicas. E
formado por plantas haléfitas, mas devido as condi¢cdes do ambiente nido ocorre a
formagao de bosques, estando as arvores adaptadas ao ambiente indspito que habitam.
Possuem pneumatoforos que auxiliam na oxigenag@o, assim como na diminui¢do do
impacto das ondas quando a maré esta enchendo; adaptagdes fisiologicas para ultra-
filtragem e secrecao ativa da dgua salobra; e reproducdo por viviparidade (Schaeffer-
Novelli, 1995).

As florestas de mangue de todo o litoral brasileiro sdo compostas de trés
géneros: Laguncularia, Avicennia € Rhizophora, podendo existir ainda representantes
do género Conocarpus, que vivem nos bordos da floresta, sendo comum no litoral
Norte. Rhizophora também chamada de mangue-vermelho apresenta uma casca lisa e
clara; quando raspada tem cor vermelha. Avicennia ou siriiba possui casca lisa
castanho-claro, apresentando cor amarelada quando raspada; Laguncularia, ou mangue

branco, ¢ pequena, cujas folhas possuem peciolo vermelho com duas glandulas na parte
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superior. Podem alcangar de 6m (Laguncularia) a 12m (Rhizophora e Avicennia) de
altura. Geralmente Rhizophora ocupa as faixas frente ao mar, seguidas por
Laguncularia. Rhizophora prefere substratos de lodo puro, Laguncularia e Avicennia

substratos misturados com areia (Por, 1994; Schaeffer-Novelli, 1995).

1.4. Fauna

O manguezal ¢ habitado por diversos animais, desde microscopicos até grandes
peixes, aves, répteis € mamiferos. Alguns deles ocupam o sedimento ou a dgua, outros
raizes e troncos, chegando até a copa das arvores, espago bastante disputado,
principalmente no periodo noturno. Esses animais tém origem nos ambientes terrestre,
marinho e de dgua doce, podendo ser residentes ou semi-residentes. S3o agrupados em
funcdo do seu tamanho, como: de tamanho reduzido ou de médio e grande porte, ou
entdo quanto ao seu habito de vida, destacando-se os herbivoros. A maior parte da fauna
vem do ambiente marinho, sendo encontrada grande quantidade de moluscos, crustaceos
e peixes. Do ambiente terrestre provém aves, anfibios, mamiferos e alguns insetos

(Schaefter-Novelli, 1995)

1.5. Sedimento

Os sedimentos do manguezal possuem caracteristicas variaveis, de acordo com a
sua origem. Podem ser originados no proprio ambiente, pela decomposi¢ao de folhas,
galhos, restos de animais, contendo produtos de decomposicao de rochas de diferentes
naturezas, associados aos materiais vulcanicos, graniticos, gnaissicos, ou sedimentares;
associados aos restos de plantas e animais trazidos de fora do ambiente por ondas,

ventos, correntes litoraneas ou fluxo dos rios (Schaeffer-Novelli, 1995).
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O substrato do manguezal ¢ lodo-arenoso, podendo, as vezes, chegar a semi-
liquido; geralmente tem muita matéria organica, alto conteudo de sal, ¢ pouco

consistente e apresenta cor cinza escuro (Por, 1994; Schaeffer-Novelli, 1995).

1.6. Importancia do ecossistema manguezal

Apesar da pouca diversidade, tanto animal quanto vegetal, encontrada no
manguezal quando comparado com as Florestas Atlantica e Amazdnica, este
ecossistema ¢ considerado um dos mais ricos do mundo, em termos de biomassa (Por,
1994).

A manutengdo das florestas de mangue tem grande importancia social e
econdmica: suas madeiras possuem alta densidade, resisténcia ao ataque cupins, podem
ser usadas na construgdo de barcos, casas, postes e como fonte de combustivel. As
cascas das arvores possuem tanino, substancia que aumenta a resisténcia das plantas ao
consumo por herbivoros, produzem tintas utilizdveis na manufatura de roupas, e
substancias uteis a industria farmacéutica. De forma indireta, os manguezais podem
influenciar o tratamento de esgotos, a protecdo da costa, ¢ o manejo de animais
selvagens. Aproximadamente 50% dos peixes capturados ao largo das costas brasileiras
sdo dependentes dos nutrientes provenientes dos manguezais. Para milhdes de

moradores do litoral, a pesca artesanal fornece a maior parte da nutrigdo protéica

(Tomlinson, 1986; Por, 1994).

2. FUNGOS EM MANGUEZAIS
Pouco se conhece a respeito dos fungos que ocorrem em manguezais. Sao
cosmopolitas e geralmente ndo apresentam especificidade por hospedeiro. Sabe-se que

diferentes tipos estdo associados a esse ecossistema, como epifitos, saprobios e
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patogenos, em diferentes substratos, tais como folhas, caules, frutos e solo. A maioria
dos fungos isolados em manguezais tropicais e subtropicais corresponde aos
Basidiomycota, Ascomycota e fungos anamorficos. Em comparagdo com os dados de
produtividade priméria, o conhecimento sobre os fungos de manguezais esta apenas no
inicio, podendo ser encontradas varias espécies de fungos (Jones & Alias, 1997).

Durante muitos anos um grande nimero de pesquisadores estudou a ecologia e a
fisiologia de sedimento dos manguezais, mas ainda hd muito a ser descoberto sobre o
conhecimento das comunidades nestes sedimentos (Lee & Baker, 1972). Os
microorganismos tém recebido menos consideracdo que outros organismos. Marathe
(1965) trabalhou com algas e outros microbiologistas estudaram fungos em sedimento
de manguezais na Australia (Cribb & Cribb, 1955, 1956 e 1960), no Sul da Africa
(Swart, 1958), nos Oceanos Atlantico e Pacifico (Kohlmeyer & Kohlmeyer, 1965 ¢
Kohlmeyer 1968 ¢ 1969a e b), na India (Rai, Tewari & Mukerji, 1969; Jaitly & Rai,
1982; Jaitly, 1987; Sengupta & Chaudhuri, 1995) e no Hawai (Lee & Baker, 1972).

Poucos s3o os estudos com fungos em folhas e madeiras de manguezais e os
fungos isolados nestes substratos geralmente sdo encontrados no solo (Jones & Alias,
1997). Em contrapartida, varios sdo os estudos com fungos em substratos submersos
(Rai, Garg & Jaitly, 1981; Hyde, 1989 e 1990; Tan & Leong, 1992; Kohlmeyer &
Kohlmeyer, 1993; Chinnaraj, 1993; Jones & Alias, 1997; Tan & Pek, 1997; Sivichai et
al., 1998; Maria & Shidhar, 2002, 2003, 2004).

O namero de fungos marinhos tem aumentado consideravelmente nos ultimos
anos. Em madeira submersa o grupo mais comum é Ascomycetes, que possue varias
vantagens em ambientes aquaticos, como: pequenos corpos de frutificacdo, esporos com
apéndices que auxiliam na dispersdo e fixagdo, resisténcia as flutuacdes salinas (Jones

& Alias, 1997). Existem também espécies patog€nicas aos vegetais que ocorrem em



GOMES, D.N.F. Biodiversidade e potencial biotecnologico de fungos filamentosos... 6

manguezais (Chandrashekar & Ball, 1980; Weste et al., 1982; Farr et al., 1989; Mendes
et al., 1998).

A habilidade de sobrevivéncia, adaptabilidade e estabelecimento de
microrganismos em um habitat especifico sdo determinados pelo ambiente. A
sobrevivéncia da micobiota ¢ influenciada isoladamente ou em combinagdo, por um
nimero de fatores abioticos. A concentragdo de hidrogénio ¢ um dos maiores fatores
abidticos influenciando a capacidade de crescimento e a composi¢ao dos fungos; alem
deste, temperatura, salinidade, disponibilidade e diversidade de substratos, quantidade
de propagulos na agua sdo fatores que também podem influenciar a composi¢cdo de
fungos num ambiente especifico (Jaitly, 1987; Jones & Alias, 1997).

O solo de manguezal, devido as caracteristicas particulares, como salinidade,
umidade, matéria organica e pH, aeragdo pobre, densa vegetacdo e baixa temperatura,
oferece um interessante habitat para exploragdo dos fungos termofilicos e
termotolerantes (Jaitly & Rai, 1982). Estes autores isolaram 25 espécies de fungos do
manguezal de Sunderban, na India; desses 14 mostraram-se termotolerantes e 11 foram
termofilicos.

Posteriormente, isolando fungos termofilicos do solo ¢ de madeira no mesmo
manguezal, Jaitly (1987) observou que diferentes fungos requerem diferentes niveis de
pH para crescer. As 12 espécies de fungos isoladas pelo autor toleraram extremos
alcalinos, mas apresentaram maior crescimento na faixa de neutro a acido. O autor
observou ainda que o pH atua mais na esporulagdo do que no crescimento vegetativo.
Excelente esporulacdo foi observada em substrato com pH entre 5 ¢ 7. Todos os fungos
testados foram capazes de tolerar uma ampla faixa de pH, mas o grau de tolerancia

variou com a espécie. Chaetomium termophilum var. coprophilum ¢ Rhizomucor
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pusillus mostraram um alto grau de tolerancia ao pH, entretanto Aspergillus niveus, A.
terreus € Emericella nidulans car. lata foram pouco tolerantes.

Rai et al (1981) isolaram 87 fungos saprobios em madeira de manguezal na
India; destes, 4 eram Zygomycetes, 18 Ascomycetes, 6 estéreis e o restante
Deuteromycetes. Dentre os anamorfos, Aspergillus foi o género dominante, espécies de
Trichoderma, Pestalotiopsis, Curvularia, Fusarium e Penicillium também foram
frequentemente isoladas, enquanto Acremonium, Drechslera e Scopulariopsis foram

raras. Dos Ascomycetes, Chaetomium foi o mais isolado.

2.1. Fungos em manguezais no Brasil

O conhecimento da diversidade bioldgica e funcional do complexo ecossistema
manguezal ¢ de grande relevancia para se entender a dindmica de cadeias envolvidas no
sistema. Os fungos presentes em manguezais incluem saprotroficos, biotroficos e
patogenos, porém sao pouco conhecidos para esse ambiente. Citrén & Schaeffer-Novelli
(1983) citam as bactérias e os fungos como importantes componentes dos manguezais,
onde exercem destacado papel, atuando como agentes decompositores da matéria
organica produzida por todo o conjunto de produtores primarios.

No Brasil, o conhecimento de fungos em manguezais ainda ¢ muito incipiente.
Estudos sobre fungos em manguezais tiveram destaque especialmente referentes a
fungos macroscopicos (Bononi, 1994; Almeida Filho et al., 1993; Gugliotta & Capelari,
1995; Gugliotta & Bononi, 1999; Sotdo et al., 1991; Campos & Cavalcanti, 2000 e
Campos et al., 2005). Hagler et al. (1993) e Aratjo et al. (1995) estudaram leveduras
em manguezais no Rio de Janeiro. Recentemente, Costa (2003) isolou e identificou

fungos endofiticos do manguezal do Rio Paripe, Ilha de Itamaracd, Pernambuco.



GOMES, D.N.F. Biodiversidade e potencial biotecnologico de fungos filamentosos... 8

3. MANGUEZAL DE BARRA DAS JANGADAS

O sistema estuarino de Barra das Jangadas ¢ formado pela juncdo dos rios
Jaboatdo (Figura 1) e Pirapama (Figura 2) e por seus afluentes. Localiza-se no
municipio de Jaboatdo dos Guararapes a 20 km ao sul da cidade do Recife. Apresenta-se
na forma de um “S” alongado, ¢ pouco profundo, tem uma largura que varia entre 200m
a 250m e comprimento, ¢ em linha reta de 300m aproximadamente. Estes rios, juntos,
drenam cerca de 1002km2 até a desembocadura no Oceano Atlantico (Carneiro &
Coelho, 1960). Recebem despejos industriais ¢ domésticos das localidades por eles
percorridas, atravessando um total de 7 cidades e 3 localidades (CPRH, 1999).

O clima desta regido ¢ tropical quente e umido, do tipo As’, com chuvas de
outono-inverno segundo Koppen, caracterizando-se por apresentar temperatura anual
elevada de aproximadamente 25,5°C e precipitagdo anual superior a 2000 mm, com
duas estacdes distintas: seca, determinada pela evaporagdo superior & precipitagdo e
chuvosa, onde a evaporagdo ¢ inferior & precipitacdo (Carneiro & Coelho, 1960).

Na margem esquerda do estuario encontram-se bares, hotéis, residéncias,
marinas ¢ viveiros de cultivo de peixes marinhos e estuarinos. Na linha de costa,
especialmente na foz ¢ & montante do Canal Olho d’agua, onde existem areas de aterro
de manguezais ¢ elevada extragdo de areia do leito para construgao civil, sdo observados
deslocamentos importantes na linha de costa, evidenciando-se ai um consideravel
avango artificial e irregular. Na margem direita existe um coqueiral de propriedade
particular, formando um istmo que separa o estudrio da Praia do Paiva, ndo sendo
observado neste local, deslocamentos significativos ao longo de toda a margem,
entretanto em frente ao Canal Olho d’agua estd ocorrendo um deslocamento de cerca de
S5m a 10m da linha de costa (Branco, 2001). A atividade econdomica predominante neste

estudrio é caracterizada pela pesca artesanal de peixes e moluscos. Na zona litordnea o
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dominio terrestre esta representado pela vegetacdo das dunas e restingas, que
demonstram ter sofrido acao antropica e no dominio maritimo sdo encontrados vegetais
dos manguezais, correspondentes & zona fitogeografica do litoral, pertencentes as
espécies Rhizophora mangle L. (mangue vermelho), Conocarpus erectus L. (mangue-

de-botdo), Laguncularia racemosa Goaert (mangue branco) e Avicenia schaueriana

Jacq (mangue siriuba) (Couto, 1988).

Figura 1. Vista parcial do Rio Jaboatdo (pontos 1 ¢ 3)
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Figura 2. Vista parcial do Rio Pirapama (pontos 2 e 4)

4. ENZIMAS
4.1. Historico e definicao

O nome enzima provém de "in yeasts", no qual suspeitava-se que as catalises
biologicas estavam envolvidas com a fermentagdao do acticar em alcool. A primeira
descoberta foi feita por Payen & Persoz em 1833, quando encontraram uma substancia
termolabil no precipitado do alcool, extrato de malte, que convertia amido em agucar,
mais tarde denominada amilase. A primeira teoria foi publicada em 1835 por Berzelius.
Pasteur em 1860 postulou que as enzimas estao associadas a estrutura e a vida da célula.
Em 1877 Buchener obteve sucesso na extracao de enzimas de células de leveduras que
catalisavam a fermentagao alcoolica. Isto demonstrou que estas enzimas catalisavam a

maioria das vias metabolicas energéticas ¢ podem funcionar independentemente da sua
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estrutura. A enzima foi primeiramente isolada na forma cristalina, mas isto foi
compreendido melhor quando Summer em 1926 isolou urease de feijao e evidenciou
que estes cristais consistem em proteinas. Atualmente 2000 diferentes enzimas sao
conhecidas, nas quais muitas sao isoladas na forma pura homogeneizada e 200 na forma
cristalizada (Lehninger et al. 1995).

As enzimas sdo proteinas especializadas em catalisar reagdes bioldgicas, ou
seja, aumentam a velocidade de uma reacdo quimica sem interferir no processo. Elas
estdo associadas a biomoléculas, devido as suas extraordinaria especificidade e poder

catalitico (Lehninger et al. 1995).

4.2. Fungos e enzimas

Os microrganismos sintetizam inimeros compostos de importancia industrial
como vitaminas, antibioticos e enzimas. Dentre esses metabolitos, as enzimas tém sido
utilizadas em diversos processos industriais, principalmente no processamento de
produtos alimenticios (celulases e xilanaes) e despoluicdo ambiental (fenoloxidades)
(Gray & William, 1975).

Basicamente, sdo encontrados dois grupos de enzimas responsaveis pela
degradagdo da lignocelulose, as enzimas oxidativas e as hidroliticas. As enzimas
oxidativas, como lacase, manganés-peroxidase e lignina-peroxidase, atuam na
degradagdo da lignina e detoxificam o meio de crescimento dos metabolitos gerados
durante a degradacdo. A degradacdo e/ou biotransformacao da lignina permite que as
enzimas hidroliticas como a celulase e a xilanase entre outras, atuem nas fontes de
carbono, possibilitando a absor¢do de polissacarideos pelo micélio, os quais constituem

fonte de carbono principalmente para formagao das frutificacdes (Durrant et al. 1991).



GOMES, D.N.F. Biodiversidade e potencial biotecnologico de fungos filamentosos... 12

A microbiota saprobia do solo desempenha func¢dao importante, degrada
carboidratos, proteinas, hemiceluloses e hidrocarbonetos (Moore-Landecker, 1982).
Nesse substrato, os fungos estdo principalmente representados pelas ordens Monilliales
e Mucorales (Drozdowicz & Kulinska, 1980). Entre esses, os géneros mais freqiientes
sao Penicillium e Verticillium, embora que intimeras linhagens de Aspergillus e
Penicillium sejam responsaveis pela assimilagdo de hidrocarbonetos (Atlas, 1981). Nas
ultimas décadas, a utilizagdo de fungos filamentosos e seus metabolitos nos processos
de biorremediagdo vém crescendo, em virtude do alto potencial degradativo, biossortivo
e dos mecanismos de resisténcia em condi¢des ambientais adversas (Bennett, 1998).

Os fungos constituem um dos grupos de microrganismos mais importantes na
atividade de decomposicdo da matéria organica em fungcdo de sua capacidade
especializada de degradacdo. Esta atividade ocorre, sobretudo, através de sua fase
vegetativa ou miceliana. Nas fases vegetativa e reprodutiva, a formacdo de biomassa
depende da producdo de enzimas extracelulares, que sdo fundamentais na degradagdo
dos componentes dos substratos, principalmente lignocelulose (Veldzquez-Cedefio et

al., 2002).

4.2.1. Fenoloxidases

A utilizagdo de fungos no tratamento dos mais diversos tipos de efluentes tem
sido alvo de intimeros estudos, especialmente por sua capacidade de produzir enzimas
extracelulares (Silva & Esposito, 2004), tais como a lignina peroxidase (LiP), manganés
peroxidase (MnP) e lacase. Estas enzimas atuam sob compostos poluentes
recalcitrantes, removendo-os ou transformando-os em outros produtos menos toxicos
(Karam & Nicel, 1997). Sdo as enzimas mais comuns que apresentam o maior potencial

para aplicagdes industriais. Nestas enzimas faltam a especificidade pelo substrato e,
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com isso, sdo capazes de degradar uma ampla faixa de xenobioticos incluindo efluentes
corados (De Souza & Peralta, 2003).

O mecanismo exato pelo qual os polimeros de lignina sdo despolimerizados e
mineralizados ndao ¢ completamente conhecido. Sendo a lignina um polimero com
ligagdes aleatorias, o sistema envolvido em sua degradagdo, deve também agir nao
especificamente. Assim, ndo ¢ surpresa que o sistema lignolitico destes fungos também
atuem em uma grande variedade de poluentes aromaticos (Bumpus et al., 1985;
Bumpus & Aust, 1987; Bumpus, 1993; Camarero et al., 2000; Pickard & Duhalt, 2001;
Gonzales et al, 2002).

A partir de estudos realizados com fungos lignoliticos nos anos setenta, se
comprovou a degradagdo de lignina dava lugar a produtos que provinham da ruptura
oxidativa dos anéis aromaticos. Pelo que pensavam, as oxigenases extracelulares
poderiam estar envolvidas na transformagao da lignina. Alguns anos depois, descobriu-
se uma ligninase capaz de oxidar e despolimerizar a lignina e outros xenobidticos e cuja
atividade enzimatica depende do peréxido de hidrogénio. Esta enzima denominou-se
lignina peroxidase (Kirk & Farrell, 1987).

Logo depois, foi descoberta a produgdo de outra peroxidase, a manganés
peroxidase, que oxida o Mn' a espécie oxidante Mn". Além dessas peroxidases, se
detectou a produgdo de uma terceira enzima, uma fenoloxidase, denominada lacase.
Esta enzima reduz o oxigénio molecular a agua, e¢ através da utilizagdo de certos
compostos pode ser capaz de ampliar seu espectro de substratos (Bourbonnais & Paice,
1990).

Karam & Nicell (1997) demonstraram que as ligninas peroxidases (LiP)
mineralizam uma variedade de compostos aromaticos recalcitrantes e que oxidam um

certo nimero de compostos aromaticos policiclicos e fendlicos. Estas enzimas
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extracelulares apresentam um elevado poder oxidante, o que faz com que possam ser
utilizadas ndo somente para tratamento de efluentes que contenham o seu substrato
habitual, mas também uma grande variedade de espécies quimicas similares a estrutura
basica da lignina (Tuor ef al., 1995).

As lacases sdo enzimas que necessitam de cobre para catalisar a oxidacao de
compostos fenolicos e ndo fendlicos reduzindo o oxigénio da dgua (Thurston, 1994;
Claus, 2004). Estas enzimas t€m sido estudadas enfocando sua aplicabilidade industrial,
principalmente na sua capacidade em degradar compostos xenobidticos e corantes
teéxteis (Perrie et al., 1998; Abadulla et al., 2000; Vasconcelos et al., 2000; Wesenberg
et al., 2003; Couto et al., 2004; Rodriguez et al., 2004). Segundo Ferraz (2004), as
lacases atuam diretamente sobre estruturas fenolicas por meio da oxidacdo dos fendis
através da abstracdo de um elétron mediada pela redugdo Cu ™ a Cu ™', que por sua
vez, reduz oxigénio a dgua, permitindo que a enzima atue de forma ciclica.

As enzimas oxidativas atuam retirando os grupos metoxila da lignina e fazendo a
ruptura das ligagdes éter, liberando substincias mais soluveis e expondo as cadeias
restantes a acdo das demais enzimas (Buswell ez al. 1996). A lacase pode participar na
degradagdo da lignina, através da oxidagdo de grupamentos fenolicos, no entanto, isso
pode implicar em um papel limitado desta enzima nesta fung¢do, ja que as subunidades
fenolicas constituem uma pequena porcao deste polimero (Bonnen et al. 1994).

O papel da lacase na degradacdo da lignina ainda é pouco conhecido. Atribui-se
a lacase o papel de detoxificacdo de alguns mondmeros fendlicos de baixo peso
molecular, originados da degradagdo da lignina e que podem inibir o crescimento de
fungos (Cai et al. 1998). Sendo assim, fungos que produzem enzimas oxidativas, como
a lacase, exibem vantagens ambientais em relagdo aos fungos estritamente celuloliticos,

como Volvariella volvacea (Bollag et al. 1988).
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A manganés peroxidase (MnP), por sua vez, atua mediando estdgios iniciais de
degradacao da lignina de alto peso molecular, transformando o Mn (II) em Mn (III), o
qual pode atuar diretamente na oxidagdo de grupamentos fenolicos ou em outros
compostos, ja que o inespecifico (Hatakka, 1994).

Desde a década de 80, quando foram descobertas MnP e LiP peroxidases,
determinados grupos de fungos, principalmente os decompositores, puderam ser
classificados de acordo com sua producdo enzimatica: aqueles que produzem LiP —

MnP, MnP — Lac e LiP — Lac, entretanto ocorrem algumas excec¢des (Hatakka, 1994).

4.2.2. Xilanases

A xilana ¢ o principal polissacarideo constituinte do complexo hemiceluldsico
das plantas e consiste de uma cadeia principal formada por residuos de xilopiranosil
unidos por ligagdes b-1,4-glicosidicas (Biely, 1993). Em polpas Kraft de madeiras duras
a xilana pode representar mais de 90% da fragdo hemiceluldsica e cerca de 50% desta
fracdo no caso de madeiras macias (Erikson et a/, 1980). Localiza-se principalmente na
parede celular secunddria, formando uma interface entre a lignina e os outros
polissacarideos. Existem evidéncias de que xilana e residuos fenolicos de lignina
estejam unidos por ligacdes covalentes e de que pontes de hidrogénio e forgas de van
der Wall unem este polissacarideo a cadeia de celulose (Ferreira Filho, 1994).

Xilanases sdo enzimas extracelulares, produzidas principalmente por fungos e
bactérias, que podem ser empregadas em industrias de papel como auxiliares no
branqueamento de polpas Kraft. Tais enzimas atuam principalmente na xilana
reprecipitada, apds o cozimento, na superficie das fibras da polpa, hidrolisando este

polissacarideo e proporcionando maior permeabilidade a estrutura das mesmas. Isto

permite maior extragdo de lignina residual, o que leva a reducdo no consumo de
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reagentes quimicos a base de cloro durante o processo de branqueamento (Bajpai et al,
1994). Este processo ¢ conduzido sob altas temperatura e alcalinidade e as enzimas
empregadas devem ser tolerantes a estas condi¢des, além de serem livres de celulases
para que nao danifiquem as fibras.

Recentemente, existe grande interesse industrial na xilana e nos seus complexos
hidrolisados enzimaticamente, como suplemento animal, para manufatura de pao,
alimentos e bebidas, industria de polpa de celulose e papel, téxtil e produgdo de xilitol
(Dhillon et al. 2000). As xilanases sdo produzidas por diversos microorganismos,
entre os quais os fungos sdo os maiores produtores (Pham et al. 1998).

A hemicelulose chega a representar 40% do peso seco de residuos
lignoceluldsicos e sua degradagdo ¢é realizada por hemicelulases como a xilanase, que
hidrolisa este heteropolissacarideo de cadeias curtas ramificadas, compostas de hexoses,
pentoses, acido urdnico e agucares menores.

Nakamura (1975) acompanhou a atividade amilolitica e proteolitica durante a
fermentag¢do da fécula de mandioca mencionando a presenga de uma flora variada de
microrganismos. Considera-se, entretanto, que o abrandamento da textura de alimentos
fermentados esteja associado a acdo de enzimas de maceragdo como as pécticas,
celuloliticas e hemiceluloliticas, que degradam a parede celular dos tecidos das plantas
(Codner, 1971). Essas enzimas seriam produzidas pela flora microbiana durante o
processo de fermentacdo ou pelas enzimas endogenas da planta (Ampe & Brauman,
1995). Almeida (1992) mostrou que na pubagem a flora de microrganismos se altera,
iniciando-se com enterobactérias e corinebactérias, aos poucos substituidas por bactérias
lacticas e bactérias esporuladas, surgindo, posteriormente, os fungos Candida,
Saccharomyces, Penicillium e Aspergillus. Entre as bactérias, diversas linhagens eram

amiloliticas ou pectinoliticas, algumas hidrolisavam tanto o amido como a pectina e
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outras nenhum desses substratos. Bactérias laticas importantes na fermentagao da
mandioca, como Lactobacillus plantarum e Leuconostoc mesenteroides, sao produtoras
de pectinases e algumas espécies de Aspergillus sao reconhecidamente produtores de
enzimas pécticas, celuloliticas e hemiceluloliticas (Juven et al., 1985; Sakellaris et al.,

1989).

4.2.3. Celulases

A celulose, dentre os materiais naturais, ¢ o biopolimero mais abundante do
mundo (Bayer & Lamed, 1992). A hidrolise da celulose por celulases resulta na
produgdo final de glicose. Estas, porém, por serem proteinas, ndo conseguem penetrar
com facilidade a barreira da lignina das células vegetais e, desta forma, o dificil acesso
destas enzimas as fibras de celulose constitui o principal problema para
desencadeamento desse processo de degradagdo (Thiemann et al. 1980).

Na natureza, existe uma grande variedade de microrganismos que produzem
celulases; apenas alguns s3o conhecidos como verdadeiros celuloliticos, isto €, sdo
capazes de degradar a celulose natural. Em condigdes laboratoriais, algodao e papel de
filtro, dentre outros, sdo usados como substratos indutores para a produgdo de exo-
glicosidases e para medir a atividade do complexo celulolitico total (Robson &
Chambliss, 1989).

Em geral, os fungos que decompdem substancias celuldsicas ocorrem no solo,
colonizando vegetais, suas raizes e residuos, com importante fun¢ao na reciclagem de
nutrientes. O conhecimento da microbiota do solo, além de fundamental para o
levantamento taxonomico das populagdes que ali se encontram, pode levar ao
descobrimento de processos metabolicos utilizados por estes organismos, tornando-se

importante para interagdes ambientais e aplicacdes biotecnoldgicas, como em industriais
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alimenticias, onde a celulose ¢ bastante utilizada (Lynch et al. 1981). A eficiente
utilizacdo da celulose por fungos degradadores, requer agdo cooperativa de vérias
enzimas hidroliticas, que atuam na hidrolise dos polissacarideos em mondmeros
passiveis de absor¢ado (Cai et al. 1998, 1999; Ding et al. 2001).

As celulases, assim como as demais enzimas extracelulares de hidrolise, sdo
induzidas quando ha a necessidade de serem secretadas pelos microrganismos para que
estes cresgam em celulose (Kubicek et al., 1993). Grande parte da producdo industrial
de celulases ¢ realizada com o emprego de alguns fungos filamentosos, os quais sdo
eficientes produtores de enzimas hidroliticas. Do mecanismo de indugdo de celulases
nestes microrganismos, que ainda ndo estd totalmente esclarecido, ha evidéncias da
participagdo de dissacarideos, como a celobiose e a soforose (Ilmén et al. 1997).
Adicionalmente, alguns estudos realizados com Ttrichoderma reesei sugerem a
possibilidade da utilizacdo do dissacarideo lactose como substrato indutor para a
produgdo de celulases (Andreotti ef al. 1980).

Na industria alimenticia, as celulases sdo usadas em varios processos,
principalmente, na extragdo de: componentes do cha verde, proteina de soja, 6leos
essenciais, aromatizantes ¢ do amido da batata doce. Essas enzimas participam, ainda,
dos processos de producdo do vinagre de laranja e do agar e na extragdo e clarificagdo
de sucos de frutas citricas (Orberg, 1981).

Atualmente, as celulases s3o utilizadas principalmente no descoramento e
amaciamento de tecidos. Também sdo empregadas em: formulacdes de detergentes
domésticos e industriais, extracdo de oOleos, pigmentos, esséncias, alcaldides e amido;
producdo de sucos; preparagao de alimentos infantis, produtos dermatolégicos, produtos
estimulantes de digestdo, ragdes animais, produtos estimuladores de ensilagem,

adjuvante para o malte da cerveja e no tratamento de lixo organico (Kubicek et al.,
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1993). Ainda, ¢ importante destacar o uso potencial das celulases na hidrolise de
material lignoceluldsico para producao de xarope de glicose.

O interesse na pesquisa de enzimas lignoceluloliticas fundamenta-se na
utilizacao destas na reciclagem de residuos da agricultura e rejeitos urbanos (Vassilev et
al. 1994) e também no tratamento de solos e efluentes diversos (Duran & Esposito,
2000). Estas enzimas possuem vantagens na remediacdo de diversos tipos de
contaminantes, por nao possuirem alta especificidade com os substratos, uma vez que a
estrutura da lignina apresenta diversos modelos (Goldstein 1981; Bumpus et al. 1985;

Mester & Tien 2000; Hofrichter 2002).
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Fungos filamentosos isolados de sedimento do manguezal Barra das Jangadas,

Jaboatio dos Guararapes, Pernambuco, Brasil
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ABSTRACT

Mangroves constitute transition ecosystems between terrestrial and marine
environments characterized by physical-chemical properties, influencing local biota. In
view of the ecological instability of Barra das Jangadas mangrove, aggravated by drain of
Jaboatdo and Pirapama rivers, becomes important the knowledge of filamentous fungi
species from this ecosystem. The aim of this work was to isolate and to identify
filamentous fungi from Barra das Jangadas mangrove, Jaboatdo dos Guararapes, PE.
Sediment samplings of Barra das Jangadas mangrove were collected in March and
April/2004 and October 2005 (dry season); June and July/2004 and Julho/2005 (rainy
season). Samplings were carried out on four points: 1 and 3, 2 and 4 in Jaboatdo and
Pirapama River, respectively. Twenty four sediment samples had been collected and

spread, in triplicate, onto Petri dishes containing Sabouraud Agar added of
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chloramphenicol. Fifty species of filamentous fungi were isolated and identified, making a
total of 273 UFC. Penicillium and Aspergillus were the most frequent genera with 21 and
11 species respectively, followed by Trichoderma (5), Fusarium, Phoma and Talaromyces
(2), Cladosporium, Eupenicillium, Gongronella, Microsphaeropsis, Mucor, Stilbella and

Thielavia with 1 specie.

Key words: Filamentous fungi, mangroves, taxonomy

1. INTRODUCAO

O manguezal ¢ um ecossistema costeiro de transicdo entre os ambientes terrestre e
marinho, caracteristico de regides tropicais e subtropicais. E constituido de espécies
vegetais lenhosas tipicas, adaptadas a flutuacdo de salinidade e caracterizadas por
colonizarem sedimentos predominantemente lodosos, com baixos teores de oxigénio (34).
Apresenta condi¢des propicias para alimentacdo, protecao e reproducdo de muitas espécies
animais, sendo considerado importante transformador de nutrientes em matéria organica e
gerador de bens e servigos (30).

Pouco se conhece a respeito dos fungos que ocorrem em manguezais. Sabe-se que
diferentes tipos estdo associados a esse ecossistema, como saprobios e patdgenos, em
diferentes substratos, tais como folhas, caules, frutos e solo. A maioria dos fungos isolados
em manguezais tropicais e subtropicais corresponde aos Basidiomycota, Ascomycota e
anamorfos (22). Durante muitos anos, pesquisadores estudaram a ecologia ¢ a fisiologia de
sedimentos dos manguezais, mas ainda ha muito a ser descoberto sobre as comunidades

microbianas fingicas nesses sedimentos (24).
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No Brasil, o conhecimento de fungos em manguezais ainda € muito incipiente.
Estudos sobre fungos em manguezais tiveram destaque especialmente referentes a fungos
macroscopicos (1, 3, 5, 6, 17, 18, 37, 38). Hagler et al. (19) e Aratjo et al. (2) estudaram
leveduras em manguezais no Rio de Janeiro. Recentemente, Costa (10) isolou e identificou
fungos endofiticos do manguezal do Rio Paripe, Ilha de Itamaraca, Pernambuco.

Tendo em vista a instabilidade ecoldgica do manguezal Barra das Jangadas,
provocado pelos desaglies dos Rios Jaboatdo e Pirapama, torna-se importante o
conhecimento de espécies de fungos filamentosos desse ecossistema. Este trabalho visou o
isolamento e a identificacdao fungos filamentosos de sedimentos do manguezal de Barra das

Jangadas, Jaboatdao dos Guararapes, Pernambuco.

2. AREA DE ESTUDO

O sistema estuarino de Barra das Jangadas ¢ formado pela jungdo dos Rios
Pirapama e Jaboatdo e por seus afluentes. Localiza-se no municipio de Jaboatdo dos
Guararapes a 20 km ao sul da cidade do Recife. Apresenta-se na forma de um “S”
alongado, ¢ pouco profundo e tem uma largura que varia entre 200 ¢ 250 m de
comprimento. Estes rios, juntos, drenam cerca de 1000 km® até a desembocadura no
Oceano Atlantico (7). Recebem despejos industriais e domésticos das localidades por eles
percorridas, atravessando um total de sete cidades (9).

O clima ¢ tropical quente e umido, do tipo As’, com chuvas de outono-inverno
segundo Koppen, caracterizando-se por apresentar temperatura anual elevada de
aproximadamente 25,5°C e precipitagdo anual superior a 2000 mm, com duas estagdes
distintas: seca, determinada pela evaporagdo superior a precipitagdao; e chuvosa, onde a

evaporacao ¢ inferior a precipitagdo (7). Na zona litoranea o dominio terrestre estd
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representado pela vegetacdo das dunas e restingas, que demonstram ter sofrido agdo
antropica ¢ no dominio maritimo s3o encontrados vegetais dos manguezais,
correspondentes a zona fitogeografica do litoral, pertencentes as espécies Rhizophora
mangle L. (mangue vermelho), Conocarpus erectus L. (mangue-de-botdo), Laguncularia

racemosa Goaert (mangue branco) e Avicenia schaueriana Jacq (mangue siriaba) (11).

3. MATERIAL E METODOS
3.1. COLETA DO SEDIMENTO

Foram coletadas amostras de sedimento do manguezal Barra das Jangadas nos
meses de marco e abril/2004 e outubro/ 2005 (periodo de estiagem), junho e julho/2004 e
julho/2005 (periodo chuvoso). As coletas foram realizadas em quatro pontos onde a
vegetacao caracteristica de mangue era predominante. Em cada ponto foi coletada uma
amostra de sedimento, perfazendo um total de 24 amostras. Os pontos 1 e 3 foram
delimitados ao longo do Rio Jaboatdo e os pontos 2 e 4 assinalados ao longo do Rio
Pirapama. Estes pontos recebem despejos de residuos industriais e domésticos dos
municipios vizinhos. As amostras de sedimento foram coletadas com o auxilio de uma pa
de jardinagem, acondicionadas em sacos plasticos e encaminhados para o Laboratério da

Pos — graduagdo em Biologia de Fungos.

3.2. ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DOS FUNGOS FILAMENTOSOS

Para o isolamento das amostras fingicas, o sedimento foi suspenso e plaqueado
segundo o método de Clark (8) modificado, com o seguinte procedimento: 25g de cada
amostra do sedimento foi suspensa em 225ml de 4gua destilada e esterilizada. Desta

suspensao foi retirado 10ml e adicionado a 990 ml de 4gua destilada e esterilizada, onde 1
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ml foi retirado e semeado em placas de Petri contendo Agar Sabouraud + cloranfenicol
(100mg/L). As placas permaneceram em temperatura ambiente (28°C + 1°C) e o
crescimento das colonias foi acompanhado por 72h. Apds a confirmagdo da pureza, os
fungos foram identificados de acordo com as caracteristicas macroscopicas e

microscopicas, seguindo literatura especifica (4, 12, 13, 14, 15, 28, 32, 33 e 39).

3.3. FATORES ABIOTICOS: pH, temperatura e salinidade
A temperatura da agua e do sedimento foi medida com um termometro digital
Hanna, o pH do sedimento foi utilizado o pHmetro digital Hanna, e a salinidade da agua foi

determinada através de um refratometro manual de marca ATAGO.

3.4. FREQUENCIA E DIVERSIDADE DAS ESPECIES

A freqliéncia foi calculada de acordo com Schnitler & Stephenson (35),
empregando-se a formula abaixo e considerando as seguintes categorias: rara (< 0,5%),
ocasional (> 0,5% - 1,5%), comum (> 1,5 — 3%) e abundante (> 3%). Di = ni x 100/N,
onde: Di = distribui¢do da espécie i; ni = nimero de amostras da espécie i € N = numero
total de amostras.

Para determinar a diversidade foi utilizado o indice de Shannon e para verificar se
houve diferenga significativa de diversidade entre os pontos, foi aplicado o teste ¢ utilizando
o software Systat 10.0. O nivel de significancia critico admitido para rejeicao da hipotese
nula adotado foi de uma possibilidade maxima de erro de 1% (p<0,01) e 5% (p<0,05), a

depender do caso: t = H;, — H,/s H;— H,
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Isolamento de fungos filamentosos em manguezais

Através de diluigdes de 24 amostras de sedimentos do manguezal Barra das
Jangadas, obteve-se o isolamento de 50 espécies de fungos filamentosos, perfazendo um
total de 273 UFC. Penicillium e Aspergillus foram dominantes com 21 e 11 espécies
respectivamente, seguidos de Trichoderma (5), Fusarium, Phoma e Talaromyces (2), sendo
os demais géneros: Cladosporium, Eupenicillium, Gongronella, Microsphaeropsis, Mucor,
Stilbella e Thielavia representados por 1 espécie (Tabela 1).

Estudando a ecologia de microfungos em sedimento de manguezal no Hawai, Lee &
Baker (24) isolaram um total de 52 espécies. Os anamorfos foram dominantes em nimero
de espécies (47). Penicillium (14 espécies) foi considerado o género com maior nimero de
espécies, seguidos de Fusarium (7), Aspergillus (6) e Trichoderma (2). Na presente
pesquisa, os anamorfos também foram dominantes (44 espécies). Penicillium foi o género
com maior numero de espécies (21), seguido de Aspergillus (11), Trichoderma (5),
Fusarium ¢ Phoma (2), Cladosporium, Microsphaeropsis e Stilbella (1 espécie). O mesmo
foi observado em estudos realizados em sedimento de manguezal no Rio Ganges na India
por Sengupta & Chaudhuri (36). Foi isolado um total de 38 espécies. Penicillium e
Aspergillus foram os géneros dominantes com 14 e 9 espécies respectivamente.

Espécies do género Thielavia e Microsphaeropsis foram referidas em pedagos de
madeira em manguezal na India (20, 31) e como fungo endofitico em folhas de 3 vegetais
do manguezal do Rio Paripe, Itamaraca, Pernambuco (10), respectivamente. Os mesmos
géneros Thielavia e Microsphaeropsis também foram isolados na presente pesquisa, com as
espécies T. coactalis e M. olivacea. Estudando a diversidade de fungos filamentosos em

pedagos de madeiras em manguezais na Costa da india, Maria & Shidhar (25), isolaram um
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total de 78 espécies: 46 Ascomycetes, 1 Basidiomycete e 31 anamorfos. Na presente
pesquisa, as 50 espécies isoladas estdo divididas em anamorfos (44), Ascomycetes (4) e
Zygomycetes (2 espécies).

Dos fungos endofiticos isolados em folhas de 3 vegetais do manguezal do Rio
Paripe, [tamaracd, Pernambuco, Costa (10) citou trés espécies também referidas na presente
pesquisa: Penicillium pinophilum, Phoma eupyrena e Trichoderma pseudokoningii.

Maria & Shidhar (27), estudaram a colonizagdo de fungos em madeira
submersaem manguezal na Costa da India, isolando um total de 45 espécies, onde 25 foram
anamorfos. Alguns géneros citados pelos autores, tais como: Aspergillus, Cladosporium,
Penicillium ¢ Phoma, também foram isolados em sedimento do manguezal Barra das
Jangadas.

Gongronella butleri e Stilbella clavispora, ambas isoladas nesta pesquisa, sao

considerados como primeira ocorréncia em sedimento de manguezal para o Brasil.

4.2. Fatores abiéticos: pH, temperatura e salinidade

A habilidade de sobrevivéncia, adaptabilidade e estabelecimento de microrganismos
em um habitat especifico ¢ determinada pelo ambiente. A sobrevivéncia da micobiota ¢
influenciada isoladamente ou em combinag¢do, por um numero de fatores abioticos. A
concentracao de hidrogénio ¢ um dos maiores fatores abioticos influenciando a capacidade
de crescimento e a composicdo dos fungos; além deste, a temperatura, a salinidade, a
disponibilidade, a diversidade de substratos e a quantidade de propagulos na agua sdo
fatores que também podem influenciar a composi¢ao de fungos em um ambiente especifico
(21,22). Durante os periodos de coleta, o sedimento do manguezal Barra das Jangadas

apresentou pH alcalino variando entre 6,44 a 7,83 no periodo de estiagem e 6,70 a 7,94 no
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chuvoso (tabela 2). Estudando a ecologia de fungos filamentosos em sedimento de
manguezais do Rio Ganges na India, Sengupta & Chaudhuri (36) encontraram pH alcalino
semelhante, variando de 7,2 a 8,0. Isolando fungos termofilicos do solo e de madeira no
mesmo manguezal, Jaitly (21) observou que diferentes fungos requerem diferentes niveis
de pH para crescer. As 12 espécies de fungos isoladas pelo autor toleraram extremos
alcalinos, mas apresentaram maior crescimento na faixa de neutro a acido. O autor
observou ainda que o pH atua mais na esporulagdo do que no crescimento vegetativo.
Excelente esporulagdo foi observada em substrato com pH entre 5,0 e 7,0. Todos os fungos
testados foram capazes de tolerar uma ampla faixa de pH, mas o grau de tolerancia variou
com a espécie. Chaetomium termophilum ¢ Rhizomucor pusillus mostraram um alto grau de
tolerancia ao pH, entretanto Aspergillus niveus, A. terreus ¢ Emericella nidulans foram
pouco tolerantes. Na presente pesquisa, Aspergillus terreus foi a espécie com maior nimero
de unidades formadoras de colonias (47 UFC), diferente dos resultados observados por
Jaitly (21).

Durante a presente pesquisa, a temperatura do sedimento oscilou entre 25,9 a
29,0°C no periodo de estiagem e 23,0 a 24, 30°C no periodo chuvoso (tabela 2). Maior
quantidade de fungos foi isolada no periodo de estiagem, corroborando com estudos
realizados por Evans (16).

O solo de manguezal, devido as caracteristicas particulares, como salinidade,
umidade, matéria organica, pH, aeracdo pobre, densa vegetacdo e baixa temperatura,
oferece um excelente habitat para exploragdo dos fungos termofilicos e termotolerantes
(20). Estes autores isolaram 25 espécies de fungos do manguezal de Sunderban, na India,
sendo 14 termotolerantes e 11 termofilicos. Das 14 espécies termotolerantes, cinco foram

isoladas do sedimento no manguezal Barra das Jangadas: Aspergillus carneus, A. flavus, A.



GOMES, D.N.F. Biodiversidade e potencial biotecnologico de fungos filamentosos... 45

fumigatus, A. niger e A. terreus. A salinidade foi alta no periodo de estiagem e baixa no
chuvoso, variando entre 25 a 32%o € 3 a 10%o respectivamente (Tabela 2). Rai et al. (31)
citam que os anamorfos constituem um grupo de fungos sendo Aspergillus o mais
prevalente. O dominio de Aspergillus em manguezal indica que sdo os fungos mais
tolerantes a baixas concentracdes de salinidade (3 ou 6%o). Diferentes resultados foram
observados na presente pesquisa, onde Penicillium foi considerado o género com maior
diversidade de espécies, com a maioria das espécies isoladas no periodo de estiagem, onde
a salinidade foi considerada alta. Resultados semelhantes a esta pesquisa foram observados
em estudos realizados por Sengupta & Chaudhuri (36), onde a maioria dos fungos isolados
foram considerados halotolerantes, com a salinidade variando entre 11 a 15%.. Das 38
espécies isoladas pelos autores, trés foram isoladas na presente pesquisa: Aspergillus niger,
A. terreus e Penicillium oxalicum.

Trabalhando com fungos isolados de madeira submersa em manguezais da Costa
Sudeste da India, Maria & Shidhar (27), isolaram durante o periodo chuvoso espécies de
Aspergillus, Cladosporium, Penicillium e Phoma com os seguintes parametros
hidrolégicos: temperatura 28,6°C, pH 7,2 e salinidade 1,1 a 5,7%o. Na presente pesquisa,
espécies destes géneros também foram isoladas em condi¢des semelhantes no periodo

chuvoso (pH 6,70 a 7,94, temperatura 23,0 a 24, 30°C e salinidade 3 a 10%o).

4.3. Freqiiéncia e diversidade das espécies

O método de Schnitler & Stephenson (35) apontou Aspergillus terreus (17,21%), A.
sclerotiorum (16,48%), Penicillium commune (10,25%), A. japonicus e A. ustus (5,12%),
Trichoderma aureoviride (4,39%), P. corylophilum e T. virens (3,66%) e P. oxalicum

(3,29%) como espécies abundantes; Aspergillu niger (2,56%), Mucor hiemalis, Penicillium
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fellutanum, P. islandicum e Talaromyces flavus (1,83%) como comum; Penicillium
janczewski e Phoma capitulum (1,46%), Aspergillus fumigatus, Penicillium paxilli, P.
waksmanii e Trichoderma pseudokoningii (1,09%), Cladosporium tenuissimum,
Eupenicillium brefeldianum, Microsphaeropsis olivacea, Penicillium expansum, P.
Sfuniculosum, P. lividum e Trichoderma harzianum (0,73%) como ocasionais. Aspergillus
caespitosus, A. carneus, A. ochraceus, A. sydowi, A. tamarii, Fusarium oxysporum, F.
solani, Gongronella butleri, Penicillium brevicompactum, P. citrinum, P. crustosum, P.
decumbens, P. glabrum, P. grandicola, P. lanosum, P. lapidosum, P. pinophillum, P.
turbatum, Phoma eupyrena, Stilbella clavispora, Talaromyces wortmanii, Thielavia
coactalis e Trichoderma koningii (0,36%), foram as espécies de rara ocorréncia.

Estudando a ecologia de microfungos em sedimento de manguezal no Hawai, Lee &
Baker (24) isolaram um total de 52 espécies. Os anamorfos foram dominantes em numero
de espécies (47). Dentre os géneros, Trichoderma foi o mais comum representando 34,8%
do total de isolados, seguido de Penicillium (12,2%), Fusarium (9,1%) e Aspergillus
(3,3%). Na presente pesquisa, o género Aspergillus representou 49,38% do total de
isolados, seguido de Penicillium (30,29%), Trichoderma (10,23%) e Fusarium (0,72%).

Rai et al (31) isolaram 87 fungos saprobios em madeira de manguezal na India;
destes, 4 eram Zygomycetes, 18 Ascomycetes e o restante anamorfos. Dentre os anamorfos,
Aspergillus foi o género dominante. Espécies de Trichoderma, Fusarium e Penicillium
também foram freqlientemente isoladas. Na presente pesquisa, Aspergillus terreus,
Penicillium oxalicum e Trichoderma aureoviride foram as espécies abundantes. Fusarium
solani e F. oxysporum foram as espécies de rara ocorréncia.

Pesquisando a incidéncia de fungos termofilicos e termotolerantes no manguezal de

Sunderban na india, Jaitly & Ray (20) isolaram 25 espécies de fungos filamentosos.
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Aspergillus fumigatus (56%) e A. terreus (52%) foram muito abundantes e A. niger (32%)
como freqiiente. Na presente pesquisa estas mesmas espécies foram isoladas, porém com
resultados diferentes em relacdo a freqiiéncia. Aspergillus terreus (17,21%) foi a espécie
mais abundante, 4. niger (2,52%) comum e A4. fumigatus (1,09%) de rara ocorréncia.

Maria & Shidhar (25) isolaram um total de 48 géneros de fungos filamentosos em
pedagos de madeira em manguezais da Costa Leste da India, dentre os quais Aspergillus
(1,8%), Fusarium e Penicillium (0,4%) e Phoma (1,6%). Os 4 géneros isolados na India
também foram isolados no manguezal Barra das Jangadas, apresentando uma freqiiéncia
diferente: Aspergillus (49,38%), Penicillium (30,29%), Phoma (1,82%) e Fusarium
(0,72%).

Posteriormente, Maria & Shidhar (27) investigando fungos isolados de madeira
submersa em manguezais da Costa Sudeste da India isolaram e analisaram a freqiiéncia de
ocorréncia dos seguintes géneros: Aspergillus (16,7%), Cladosporium (6,7%), Penicillium
(10,0%) e Phoma (13,4%). Na presente pesquisa estes mesmos géneros também foram
isolados, mas a freqiiéncia foi determinada com diferentes valores, Aspergillus (49,38%),
Cladosporium (0,73%), Penicillium (30,29%) e Phoma (1,82%).

Comparando a diversidade entre os pontos de coletas nos periodos de estiagem e
chuvoso, houve diferenga significativa (tc = 2,2934 > tt = 1, 672 periodo chuvoso; tc =
4,5017 > tt = 1,659 periodo de estiagem). Entretanto, a diversidade entre os periodos nos
pontos 1, 2, 3 e 4, houve diferenca significativa para os pontos 1 e 3 (tc = 5,9516 > tt =
1,661). Para os pontos 2 e 4 ndo houve diferenca significativa (tc = 0,1071 < 1, 671). Onde
tc = valor de t calculado e tt = valor do t tabelado.

Com relagdo a diversidade dos fungos isolados, tanto nos pontos de coletas quanto

nos periodos, levando em conta o ecossistema manguezal, verificou-se que houve maior
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incidéncia de fungos no periodo de estiagem (77%) em rela¢do ao chuvoso (23%). Deve-se
levar em consideracdo que, durante o periodo de estiagem, o fluxo e refluxo das marés, a
atividade das populagdes ribeirinhas, a atividade de banhistas locais nas marinas e o
fluxo de embarcagdes no manguezal Barra das Jangadas foi maior, aumentando com
isso a poluigdo, e em conseqiiéncia maior numero de fungos isolados.

O manguezal Barra das Jangadas apresentou maior diversidade de espécies
durante o periodo de estiagem (H'= 32) e menor no chuvoso (H'= 29). Dentre essas
espécies, 11 (Aspergillus terreus, A. niger, Eupenicillum brefaldianum, Microsphaeropsis
olivacea, Penicillium commune, P. corylophillum, P. funiculosum, P. islandicum, Phoma
capitulum, Trichoderma aureoviride e T. virens) foram comuns em ambos os periodos.
Diferentes resultados foram encontrados em estudos realizados por Maria & Shidhar (26)
sobre a diversidade de fungos filamentos em madeira de cinco espécies de vegetais de
manguezais na Costa Sudeste da India, os quais referem maior diversidade de fungos no
periodo chuvoso (H'= 79) e menor no de estiagem (H'= 49), corroborando com Pinto ef al.
(29), onde a precipitacdo pluviométrica em ecossistemas terrestre e aquatico influencia
de maneira significativa na quantidade de fungos isolados, visto que, apés um periodo

de chuva, a quantidade de isolados ¢ maior que no periodo de estiagem.
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Tabela 1. Unidades formadoras de colonias (UFC x 10%/g) de fungos filamentosos isolados
do manguezal Barra das Jangadas, Jaboatdo dos Guararapes, PE, nos periodos de estiagem

e chuvoso
GENEROS/ ESPECIES PERIODO DE ESTIAGEM PERIODO CHUVOSO
PONTO1  PONTO3 PONTO 2 PONTO 4 TOTAL
Aspergillus caespitosus Raper & Thom 0 0 0

A. carneus (v. Tiegh) Blochwitz

A. fumigatus Fresenius

A. japonicus Saito

A. niger van Thieghem

A. ochraceus Wilhelm

A. sydowi (Bain & Sart.) Thom & Church
A. sclerotiorum Huber

A. tamarii Kita

A. terreus Thom

A. ustus (Bainier) Thom & Church
Cladosporium tenuissimum Cooke
Eupenicillium brefeldianum Dodge
Fusarium oxysporum Schelecht

F. solani (Mart.) Appel & Wollenw
Gongronella butleri Peyronel & Valdesco
Microsphaeropsis olivacea (Bonod.) Hohn
Mucor hiemalis Wehmer
Penicillium brevicompactum

P. citrinum Thom

P. commune Thom

P. corylophilum Dierckx

P. crustosum Thom

P. decumbens Thom

P. expansum Link

P. fellutanum Biourge

P. funiculosum Thom

P. glabrum (Wehmer) Westiling

P. grandicola (Oudem.) Seifert & Samson
P. islandicum Biourge

P. janczewskii Zaleski

P. lanosum Westling

P. lapidosum Raper & Fennell

P. lividum Westling

P. oxalicum Currie & Thom

P. paxilli Bainier

P. pinophilum Hedgcock

P. turbatum Westiling

P. waksmanii Zaleski

Phoma capitulum Speg.

P. eupyrena Sacc.

Stillbella clavispora Seifert

Talaromyces flavus (Klocker) Stolk & Samson

T. wortmanni (Klocker) C. R. Benjamin
Thielavia coactalis

Trichoderma aureo viride Rifai

T. harzianum Rifai

T koningii Oud.

T. pseudokoningii Rifai

T. virens (Muller, Gidden & Foster) von Arx

TOTAL DE UFC
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Tabela 2. Temperatura, pH e salinidade do sedimento do manguezal Barra das Jangadas,
Jaboatao dos Guararapes, PE

ESTIAGEM CHUVOSO
COLETAS
PONTOS 1e3 PONTOS 2 e 4 PONTOS 1e3 PONTOS 2 e 4

pH T S pH T S pH T S pH T S
O (%) O (%) O (%) O (%0)

09/03/04 6,44 274 250 7,72 28,40 32,0 - - - - - -

05/04/04 6,50 284 30,0 7,80 26,50 30,0 - - - - - -
30/06/04 - - - - - - 7,50 23,2 30 741 2344 9,0
29/07/04 - - - - - - 6,70 23,8 70 7,82 23,00 7,0
25/07/05 - - - - - - 7,94 2390 10,0 7,85 24,30 7,0

03/10/05 7,02 29,0 250 7,83 25090 29,0 - - - - - -
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RESUMO
Os manguezais sdo ecossistemas de transicdo entre os ambientes terrestre € marinho
caracterizados por propriedades fisico—quimicas Unicas, influenciando a biota local. Tendo
em vista a instabilidade ecoldgica do manguezal Barra das Jangadas, provocado pelos
desagiies dos rios Jaboatdo e Pirapama, torna-se importante o conhecimento de espécies de
fungos filamentosos desse ecossistema. Este trabalho teve como objetivo isolar e identificar
fungos filamentosos de sedimentos do manguezal Barra das Jangadas, Jaboatdo dos
Guararapes, Pernambuco. Foram coletadas amostras de sedimento do manguezal Barra das
Jangadas nos meses de margo e abril/2004 ¢ outubro/2005 (periodo de estiagem); junho e
julho/2004 e julho/2005 (periodo chuvoso). As coletas foram realizadas em quatro pontos:
1 e 3,2 e 4, ao longo dos Rios Jaboatdo e Pirapama, respectivamente. Vinte e quatro
amostras foram coletadas e semeadas em placas de Petri contendo agar Sabouraud
acrescido de cloranfenicol. Foram isoladas e identificadas 50 espécies de fungos
filamentosos, perfazendo um total de 273 UFC. Penicillium e Aspergillus foram os géneros
dominantes com 21 e 11 espécies respectivamente, seguidos de Trichoderma (5),
Fusarium, Phoma e Talaromyces (2), sendo os demais géneros: Cladosporium,
Eupenicillium, Gongronella, Microsphaeropsis, Mucor, Stilbella e Thielavia com uma

espécie.

Palavras-chaves: Fungos filamentosos, manguezais, taxonomia
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ANALISE QUALITATIVA ENZIMATICA DE FUNGOS FILAMENTOSOS
ISOLADOS DE SEDIMENTO DO MANGUEZAL BARRA DAS JANGADAS,

JABOATAO DOS GUARARAPES, PERNAMBUCO

. . . . oy . 1
Gomes, Daniela Neto Ferrelral; Cavalcanti, Maria Auxiliadora de Queiroz ;

Porto, Ana Lucia Figueiredo®

'Universidade Federal de Pernambuco/Departamento de Micologia, * Universidade
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RESUMO

Os fungos secretam uma grande diversidade de eficientes enzimas no ambiente que sao
utilizadas para auxiliar sua nutricdo. Desta maneira sdo responsaveis pela deterioracao
de varios materiais naturais, refinados ou processados. Os compostos fenodlicos
enquadram-se nos residuos resultantes da biodegradacdo de residuos naturais e da
atividade antropica. Apesar de amplamente distribuidos na natureza, os compostos
fenolicos fazem parte dos principais poluentes toxicos residuais descartados pela
indlstria petroquimica, téxtil, entre outras. Utilizou-se 50 espécies de fungos
filamentosos isoladas de sedimento do manguezal de Barra das Jangadas, Jaboatdo dos
Guararapes, Pernambuco, com a finalidade de selecionar qualitativamente os produtores
de fenoloxidases, celulase e xilanase. Das 50 espécies testadas, 21 apresentaram-se
positivas para fenoloxidase e 11 para celulase, entretanto nenhuma foi positiva para
xilanase. Os fungos selecionados demonstraram potencial para serem introduzidos em

processos de biorremediagdo, com perspectivas de resultados promissores para
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tratamento de residuos e efluentes fendlicos.

Palavras — chave: fungos filamentosos, fenoloxidases, xilanase e celulase

ABSTRACT

Fungi show a great enzyme diversity in the environment that is used to assist its
nutrition. In this way they are responsible for the deterioration of some natural, fine or
processed materials. The phenolic compounds are fit in the resultant residues of the
biodegradacao of natural residues and men activity. Although widely distributed in the
nature, the phenolic compounds are part of the main discarded residual toxic pollutants
for the petrochemical industry, textile, among others. Fifty species of filamentous fungi
from sediment of Barra das Jangadas mangrove, Jaboatdo dos Guararapes, Pernambuco,
were used with the purpose qualitatively to select the producers of phenoloxidases,
cellulase and xylanase. Of the 50 tested species, 21 were positive for fenoloxidase and
11 for cellulase, however none was positive for xylanase. The selected fungi
demonstrated potential to be introduced in bioremediation processes, with perspectives

of promising results for treatment of phenolic effluent residues.

Key — words: filamentous fungi, phenoloxidases, xylanase and cellulase

1. INTRODUCAO

Os fungos secretam uma grande diversidade de eficientes enzimas no ambiente
que sdo utilizadas para auxiliar sua nutrigdo. Desta maneira sd3o responsaveis pela
deterioragdo de varios materiais naturais, refinados ou processados. Nas ultimas

décadas, a utilizagdo de fungos filamentosos e seus metabolitos nos processos de
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biorremediacdo vém crescendo, em virtude do alto potencial degradativo, biossortivo e
dos mecanismos de resisténcia em condigdes ambientais adversas (Bennett, 1998).

Basicamente, sdo encontrados dois grupos de enzimas responsaveis pela
degradacao da lignocelulose, as enzimas oxidativas e as hidroliticas. As enzimas
oxidativas, como lacase, manganés-peroxidase e lignina-peroxidase, atuam na
degradacdo da lignina e detoxificam o meio de crescimento dos metabolitos gerados
durante a degradacdo. A degradacdo e/ou biotransformacdo da lignina permite que as
enzimas hidroliticas como a celulase e a xilanase entre outras, atuem nas fontes de
carbono, possibilitando a absor¢ao de polissacarideos pelo micélio, os quais constituem
fonte de carbono principalmente para formagao das frutificacdes (Durrant et al. 1991).

A utilizagdo de fungos no tratamento dos mais diversos tipos de efluentes tem
sido alvo de inimeros estudos, especialmente por sua capacidade de produzir enzimas
extracelulares (Silva & Esposito, 2004), tais como a lignina peroxidase (LiP), manganés
peroxidase (MnP) e lacase. Estas enzimas atuam sob compostos poluentes
recalcitrantes, removendo-os ou transformando-os em outros produtos menos toxicos
(Karam & Nicel, 1997). S2o as enzimas mais comuns que apresentam o maior potencial
para aplicagdes industriais. Nestas enzimas falta especificidade pelo substrato e, com
isso, sdo capazes de degradar uma ampla faixa de xenobidticos, incluindo efluentes
corados (De Souza & Peralta, 2003).

Tendo em vista a instabilidade ecoldgica do Manguezal Barra das Jangadas,
provocada pelos desagilies dos Rios Jaboatdo e Pirapama, este trabalho teve como
objetivo, a analise qualitativa enzimatica de fungos filamentosos isolados de sedimento
do manguezal Barra das Jangadas, Jaboatdo dos Guararapes, Pernambuco, com a
possivel utilizacao destes em processos biotecnoldgicos, principalmente a sua aplicagdo

nos processos de biorremediacao.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. ESPECIES DE FUNGOS TESTADAS

Foram utilizadas 50 espécies de fungos filamentosos (21 de Penicillium, 11 de
Aspergillus, 5 de Trichoderma, 2 de Fusarium, Phoma e Talaromyces, 1 de
Cladosporium, Eupenicillium, Gongronella, Microsphaeropsis, Mucor, Stilbella e
Thielavia) isoladas de sedimento do manguezal Barra das Jangadas, Jaboatdo dos
Guararapes, Pernambuco. As espécies foram cultivadas em meios de BDA e Agar
Czapeck, durante cinco dias a 28°C £ 1°C. Apos esta etapa, indculos de 5 mm de
diametro foram depositados em placas de Petri contendo os meios de cultura especificos

suplementado com diferentes substratos indutores.

2.2. DETERMINACAO QUALITATIVA DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS
2.2.1. FENOLOXIDASES

Os ino6culos foram depositados em placas de Petri contendo Agar malte
acrescido de 0,5% de acido galico. Durante 15 dias, a 28°C = 1°C, acompanhou-se a
progressdo do halo e a intensidade da cor, através do aparecimento de uma zona de

difusdo acastanhada ao redor da colonia, indicando a oxidagdo do acido galico

(Davidson et al., 1938).

2.1.2. CELULASE

Os in6culos foram depositados em placas de Petri contendo meio de cultura
acrescido de carboximetilcelulose (sulfato de amodnia 1,0g; fosfato de potassio 2,0g;
sulfato de magnésio 0,1g; cloreto de potassio 3,8g; citrato de sodio 10Mm; extrato de
malte 0,6g; carboximetilcelulose 10,0g; agar 15g e agua destilada 1000mL). Apos o

término do periodo de incubagdo (10 dias) foi adicionado em cada placa 10mL de uma
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solugdo de vermelho-congo (0,025% em tampao Tris HCl 0,1M, pH 8,0) por 30
minutos. As culturas foram lavadas com 5SmL de uma solucao de NaCl 0,5M. Apos 5
minutos a exibi¢ao de uma zona de difusdo clara ao redor da colonia, indica a hidrélise

da celulose (Neirotti & Azevedo, 1988).

2.1.3. XILANASE

Os in6culos foram depositados em placas de Petri contendo Agar acrescido de
1% de Xilana. As culturas foram incubadas durante 14 dias a 28°C £+ 1°C. A
positividade ¢ indicada apenas pelo aparecimento do halo translicido de inibigdo

(Dingle et al., 1953), modificado com 15g de extrato de malte.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A "Reagdo de Bavendamm" pode ser citada como um exemplo cldssico da
utilizagdo das técnicas de formacdo de halo. Nesta reagdo, o acido galico (3,4,5-
trihidroxibenzoico) (Davidson et al., 1938; Nobles, 1965), sob acdo das fenoloxidases
fungicas formam quinonas, que sdo identificadas pela formagdo de um halo de cor
ambar em torno do micélio. Das 50 espécies testadas, 21 apresentaram reacao positiva
através do aparecimento de uma zona de difusdo acastanhada (dmbar) ao redor da
coldnia, indicando a oxidacdo do acido galico (Tabela 1). Cladosporium tenuissimun e
Penicillium commune apresentaram os melhores halos em relagdo a cor (Figuras 1 e 2),
seguidos de Trichoderma, Fusarium e Eupenicillium.

Hofrichter et al. (1993) selecionaram os géneros Penicillium e Mucor isolados
de solos contaminados por fenois e benzeno provenientes do efluente industrial no Leste
da Alemanha; Zhdanova et al. (2001) isolaram os géneros Penicillium, Cladosporium,

Fusarium, Aspergillus ¢ Mucor, em locais com altos indices de radiacdo na Usina
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Nuclear de Chernobyl, alguns anos ap6s um acidente nuclear. Espécies destes géneros
foram isoladas no Manguezal de Barra das Jangadas, constituindo um grupo de fungos
filamentosos que definitivamente apresentam mecanismos de resisténcia a condigdes
ambientais adversas. De acordo com a reacdo de Bavendamm, varias espécies destes
fungos sdo capazes de degradar compostos fenolicos.

Alguns dos géneros isolados e selecionados na presente pesquisa (Cladosporium
e Phoma) mostraram—se efetivos na degradagdo do acido galico. No trabalho realizado
por Seigle-Murandi et al. (1995), Phoma degradou aproximadamente 30% do
organoclorado (100mg L-1). Minoura & Okazaki (1968) citaram a formagao de um halo
em meio de acido galico ou tanico por Cladosporium cladosporioides; Rosch & Liese
(1971) demonstraram que Cladosporium cladosporiodes e Penicillium sp.
desenvolvem-se em meio contento taninos, os quais apresentam estruturas moleculares
semelhantes as do 4acido galico. Donnison et al. (2000) revelaram a producdo de
fenoloxidases e peroxidases pelos géneros Phoma e Cladosporium, isolados de solos
alterados por organoclorados na Inglaterra.

Trabalhando com fungos filamentosos biodegradadores de compostos fenolicos
isolados do Rio Atibaia (SP) e refinaria de petroleo, Conceicdo et al. (2005)
determinaram a atividade fenolitica de 257 amostras fungicas. Cladosporium, Fusarium,
Phoma e Penicillium foram caracterizados. Na presente pesquisa estes mesmos géneros
foram isolados de sedimento do manguezal e também determinada a atividade
fenolitica, onde foi aplicada a mesma metodologia que caracteriza a reagdo de
Bavendamm.

Das 50 espécies testadas para atividade celulolitica, 42 germinaram, entretanto
somente 11 apresentaram uma zona de difusdo clara ao redor da colonia, indicando a

hidrolise da celulose (Tabela 1). Aspergillus fumigatus e Stilbella clavispora
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apresentaram os halos significativos (Figuras 3 e 4), seguidos de Cladosporium
tenuissimun Phoma capitulum, Phoma eupyrena, Penicillium crustosum, Penicillum
grandicola, Aspergillus carneus, Aspergillus caespitosus, Talaromyces flavus e
Talaromyces wortmanii. Resultado semelhante foi observado em 36 linhagens de
fungos isolados do solo da Estacdo Ecoldgica de Juréia — Itatins (SP) por Ruegger &
Tauk-Tornisielo (2004), onde 11 apresentaram halo ao redor das coldnias.

Estudando fungos filamentosos isolados de aveia processada, Nogueira &
Cavalcanti (1996) testaram 48 espécies quanto a capacidade celulolitica. Das 48
espécies, 13 também foram testadas na presente pesquisa. A mesma metodologia foi
aplicada, porém apenas duas (Aspergillus fumigatus e Cladosporium tenuissimum) das
treze espécies testadas apresentaram atividade celulolitica.

O halo indicador da degradac¢ao ndo foi observado em 42 espécies, incluindo 5
do género Trichoderma (T. aureoviride, T. harzianum, T. koningii, T. pseudokoningii e
T. virens), considerado como fonte de celulases (Feldman et al. 1988, Galliano et al.
1988). A visualizagdo do halo depende de varios fatores, além da composi¢cdo do meio
de cultura. Algumas substincias quimicas do meio de cultura podem interferir no
corante proporcionando resultados falso-positivos, ou ainda provocar sua precipitagao
ou inibir a ligacdo deste aos polissacarideos (Neirotti & Azevedo, 1988). As outras
espécies isoladas ndo cresceram nas condigdes desse experimento. Esse resultado
ressaltou a importancia do controle dos fatores ambientais de crescimento, como a
presenga de aminoacidos e/ou fontes organicas de nitrogénio, além de outros.

Trabalhando com a producdo de enzimas extracelulares por Crinipellis
perniciosa, Bastos (2005) detectou atividade celulolitica para 5 isolados desta espécie,
quando celulose Whatman foi usada como substrato. Contudo, nenhum dos isolados

demonstrou atividade para degradar carboximetilcelulose. Diferentes resultados foram
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encontrados na presente pesquisa, quando 11 das 50 espécies testadas apresentaram
atividade celulolitica para carboximetilcelulase.

Todas as espécies testadas em meio de cultura contendo xilana germinaram,
entretanto nenhuma apresentou a formagao de um halo translucido de inibi¢ao de acordo
coma metodologia aplicada (Tabela 1). A metodologia utilizada permitiu uma
interpretacdao simples dos resultados obtidos na sele¢do, principalmente por causa da
concentragdo utilizada (0,5% de acido galico e 1% de carboximetilcelulose e xilana).
Torna-se importante mencionar que o presente trabalho nao objetivou a degradagdo da
molécula lignina, apesar do equipamento enzimdtico dos fungos selecionados
possibilitarem esta experimentagao.

Os fungos selecionados demonstraram potencial importante para serem
introduzidos em processos de biorremediagdo, com perspectivas de resultados
promissores para tratamentos de residuos e efluentes fenolicos, reforcando a idéia que
numerosas espécies com potencial para degradar e/ou reciclar compostos toxicos,

podem ser isoladas de ambientes alterados pela poluicao.
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Tabela 1. Analise qualitativa enzimatica de fungos filamentosos isolados do manguezal

Barra das Jangadas, Jaboatao dos Guararapes, PE

Fungos filamentosos Fenoloxidases

Aspergillus caespitosus
Aspergillus carneus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus japonicus
Aspergillus niger
Aspergillus ochraceus
Aspergillus sydowi
Aspergillus sclerotiorum
Aspergillus tamari
Aspergillus terreus
Aspergillus ustus
Cladosporium tenuissimum
Eupenicillium brefaldianum
Fusarium solani

Fusarium oxysporum
Gongronella butleri
Microsphaeropsis olivacea
Mucor hiemalis
Penicillium brevicompactum
Penicillium citrinum
Penicillium commune
Penicillium corylophyllum
Penicillium crustosum
Penicillium decumbens
Penicillium expansum
Penicillium fellutanum
Penicillium funiculosum
Penicillium glabrum
Penicillium grandicola
Penicillium islandicum
Penicillium janczewski
Penicillium lanosum
Penicillium lapidosum
Penicillium lividum
Penicillium oxalicum
Penicillium paxilli
Penicillium pinophillum
Penicillium turbatum
Penicillium waksmanii
Phoma capitulum

Phoma eupyrena

Stilbella aciculosa
Talaromyces flavus
Talaromyces wortmanni
Thielavia coactalis
Trichoderma aureoviride
Trichoderma harzianum
Trichoderma koningii
Trichoderma pseudokoningii
Trichoderma virens

(+) positivo (presenga de halo) e () negativo (auséncia de halo)

+

+ o+

+ o+ 4o

+ o+ o+t

Celulase

Xilanase
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Figura 1. Expressdo da atividade fenolitica em Cladosporium tenuissimum cultivado
em meio Agar Malte acrescido de 0,5% de acido gélico.

Figura 2. Expressdo da atividade fenolitica em Penicillium commune cultivado em
meio Agar Malte acrescido de 0,5% de acido galico.
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Figura 3. Expressdo da atividade celulolitica em Aspergillus fumigatus cultivado em
meio de cultura contendo solugdo de sais, acrescido de carboximetilcelulose e revelado
com uma solu¢do de vermelho-congo (0,025% em tampao Tris HC1 0,1M, pH 8,0).

Figura 4. Expressdo da atividade celulolitica em Stilbella clavispora cultivado em meio
de cultura contendo solucao de sais, acrescido de carboximetilcelulose e revelado com
uma solucao de vermelho-congo (0,025% em tampao Tris HCI1 0,1M, pH 8,0).
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RESUMO

Os microrganismos sintetizam inimeros compostos de importancia industrial tais como
vitaminas, antibioéticos e enzimas. Dentre esses metabolitos, as enzimas tém sido
utilizadas em diversos processos industriais, principalmente no processamento de
produtos alimenticios (celulases e xilanases) e despoluicdo ambiental (fenoloxidases).
Este trabalho teve como objetivo selecionar quantitativamente fungos filamentosos
produtores de enzimas hidroliticas (celulase e xilanase) e lignoliticas (manganés-
peroxidase, lignina-peroxidase e lacase), com a possivel utilizagdo destes em processos
principalmente a sua aplicagdo nos processos de biorremedia¢do. Foram utilizadas 50
espécies de fungos filamentosos isoladas de sedimento do Manguezal de Barra das
Jangadas, Jaboatdo dos Guararapes, Pernambuco. De acordo com os métodos
utilizados, os maiores produtores de celulase foram Microsphaeropsis olivacea (0,4546

U/mg) e Stilbella clavispora (0,3584 U/mg), e de xilanase foram Phoma capitulum (271
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U/mg) e Trichoderma aureoviride (268 U/mg). Para as fenoloxidases, Aspergillus
sclerotiorum (739,7569 nanokatals/mg), Penicillium Commune (8,785982 U/mg) e
Penicillium oxalicum (28,6021 U/mg/min) foram os maiores produtores de lacase,

manganés peroxidase e lignina peroxidase, respectivamente.

Palavras — chave: fungos filamentosos, analise quantitativa, fenoloxidases, xilanase e

celulase

ABSTRACT

Microrganisms synthetize countless compounds of industrial importance such as
vitamins, antibiotics and enzymes. Amongst these metabolites, the enzymes have been
used in diverse industrial processes, mainly in the processing of food products (cellulase
and xylanase) and environment clean up (phenoloxidase). This work had the aim of
selecting filamentous fungi producing quantitatively hidrolitic enzymes (cellulase and
xylanase) and lignolitic (manganese-peroxidase, lignin-peroxidase and lacase), with the
possible use of these in biotechnological processes, mainly its application in the
biorremediation processes. Fifty species of filamentous fungi, isolated from sediment of
Barra das Jangadas mangrove, Jaboatdo dos Guararapes, Pernambuco, had been used. In
accordance with the used methodologies, the greatest producers for celulase had been
Microsphaeropsis olivacea (0.4546 U/mg) and Stilbella clavispora (0.3584 U/mg), and
for xylanase they had been Phoma capitulum (271 U/mg) and Trichoderma aureoviride
(268 U/mg). For phenoloxidase, Aspergillus sclerotiorum (739.7569 nanokatals/mg),
Penicillium commune (8.7859 U/mg) and Penicillium oxalicum (28.6021 U/mg/min)
were the greatest producers of lacase, manganese peroxidase and lignin peroxidase,

respectively.
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Key — words: filamentous fungi, quantitative analysis, phenoloxidases, xylanase and

cellulase

1. INTRODUCAO

Os microrganismos sintetizam inimeros compostos de importancia industrial
como vitaminas, antibioticos e enzimas. Dentre esses metabdlitos, as enzimas tém sido
utilizadas em diversos processos industriais, principalmente no processamento de
produtos alimenticios (celulases e xilanases) e despoluicdo ambiental (fenoloxidases)
(Gray & William, 1975).

Os fungos constituem um dos grupos de microrganismos mais importantes na
atividade de decomposicdo da matéria organica em funcdo de sua capacidade
especializada de degradagdo. Essa atividade ocorre na sua fase vegetativa ou miceliana.
Nas fases vegetativa e reprodutiva, a formacdo de biomassa depende da produgdo de
enzimas extracelulares, que sdo fundamentais na degradacdo dos componentes dos
substratos, principalmente lignocelulose (Velazquez-Cedefio et al., 2002). Os requisitos
nutricionais ¢ ambientais da fase reprodutiva diferem daqueles que s3o 6timos para o
crescimento miceliano e, portanto, o estudo da ecologia e fisiologia de um fungo deve
considerar ambas as fases do ciclo, no entanto, estudos durante a fase vegetativa podem
evidenciar a capacidade degradativa e competitiva, entre outras, que refletem
diretamente na produtividade (Brum, 2005).

O interesse na pesquisa de enzimas lignoceluloliticas fundamenta-se na
utilizagdo destas na reciclagem de residuos da agricultura e rejeitos urbanos (Vassilev et
al. 1994) e também no tratamento de solos e efluentes diversos (Duran & Esposito,
2000). Estas enzimas possuem vantagens na remediacdo de diversos tipos de

contaminantes, por nao possuirem alta especificidade para os substratos, uma vez que a
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estrutura da lignina apresenta diversos modelos (Goldstein 1981; Bumpus et al. 1985;
Mester & Tien 2000; Hofrichter, 2002).

Tendo em vista a instabilidade ecoldgica do Manguezal de Barra das Jangadas,
provocada pelos desagilies dos Rios Jaboatdo e Pirapama, este trabalho teve como
objetivo a quantificacdo das enzimas produzidas por fungos filamentosos, com vistas a
possivel utilizagdo destes em processos biotecnologicos, principalmente a sua aplicacao

nos processos de biorremediacao.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. ESPECIES DE FUNGOS FILAMENTOSOS TESTADAS

Foram utilizadas 50 espécies de fungos filamentosos (21 de Penicillium, 11 de
Aspergillus, 5 de Trichoderma, 2 de Fusarium, Phoma e Talaromyces, 1 de
Cladosporium, Eupenicillium, Gongronella, Microsphaeropsis, Mucor, Stilbella e
Thielavia) isoladas de sedimento do Manguezal de Barra das Jangadas, Jaboatdo dos
Guararapes, Pernambuco. As espécies foram cultivadas em meios de BDA e Agar
Czapeck, durante cinco dias a 28°C + 1°C. Apoés esta etapa, indculos de Smm de
diametro foram depositados em frascos de Erlenmeyers contendo solugdo de Manachini

et al., (1987) e suplementado com diferentes substratos indutores.

2.2. PRODUCAO DE ENZIMAS EM MEIO DE CULTURA LiQUIDO

Para o crescimento das diferentes espécies e indugdo das enzimas, utilizou-se
solugdo de Manachini suplementada com diferentes substratos indutores
(carboximetilulose, xilana e 4cido tanico), numa proporg¢do de 0,5%. O pH de cada meio
foi ajustado de acordo com a enzima analisada; celulase e xilanase (pH 5,0) e

fenoloxidases (pH 6,0). Os cultivos foram mantidos sob agita¢do constante (140 rpm), a
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30°C durante 72 horas, em agitador horizontal. Apds o periodo de incubagao, as culturas
foram filtradas sob vacuo em papel de filtro Waltman n° 10, para separar a massa

micelial do fluido da cultura e posterior quantificacao enzimatica (Teixeira, 1997).

2.3. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA
2.3.1. CELULASE

A atividade celulasica foi detectada utilizando como  substrato
carboximetilcelulose a 1% em tampao citrato fosfato pH 5,5 (0,1M) (Kansoh et al.,
1999), e determinada pelo método de DNSA (Acido dinitrosalicilico), utilizando a

glicose como padrao (Miller, 1959).

2.3.2. XILANASE
A atividade xilandsica foi realizada utilizando como substrato xilana a 1% em
tampao acetato pH 5,5 (0,05M) (Oliveira et al., 2006), e determinada pelo método de

DNSA (Acido dinitrosalicilico), utilizando a xilose como padrao (Miller, 1959).

2.3.3. FENOLOXIDASES
2.3.3.1. Lacase

A lacase foi determinada espectrofotometricamente a 436 nm em 5 min a partir
da degradagdo de ABTS [2,2’-azinobis (3-ethylbenzathiazoline-6-sulfonic acid)] 14uM
em tampao glicina — HCI 50 mM (pH 3,0), a atividade foi expressa em nanokatal

(nanomoles/seg) em 1mL (Sirinivasan et al., 1995).
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2.3.3.2. Lignina-peroxidase

A atividade da lignina-peroxidase foi analisada pela oxidagao do corante Azul de
metileno na presenca de peroxido de hidrogénio a 651 nm. A mistura foi composta por
tampao tartarato de sodio 50 mM (pH 4,0), Azul de metileno 32 uM e 0,49 mL do
extrato enzimatico. A reagdo foi iniciada pela adi¢dao de 0,5 mL de H202. Uma unidade
enzimatica foi equivalente a quantidade de enzima necessaria para diminuir a

absorbancia em 0,1 por minuto (Archibald, 1992 e Arora ef al., 2002).

2.3.3.3. Manganés-peroxidase

A atividade da enzima foi determinada pela oxida¢do do vermelho fenol como
substrato, na concentragao de 0,01% no volume de ImL, complementada com lactato de
litio (25 mM), sulfato de manganés (100 uM), ovoalbumina (0,1%) em tampao
succinato de sodio 20mM pH 4,5. A mistura de reagdo contendo ImL da solugdo
substrato acima descriminada, 0,5 mL do extrato enzimatico ¢ 0,5 mL de peréxido de
hidrogénio 0,4 mM, foi incubada a 30°C por 5 min. A reagdo foi paralisada pela adi¢ao
de 0,04 mL de hidroxido de s6dio 2 M e realizada a leitura em espectrofotometro a

610nm (Kuwahara et al., 1984).

2.4. DETERMINACAO DE PROTEINA TOTAL
O conteudo protéico foi determinado pelo método de Bradford (1976), que
utiliza o coomassie blue como substrato. A albumina sérica bovina foi utilizada como

proteina padrao.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 50 espécies testadas, 20 mostraram atividade quatitativa enzimadtica para
celulase, destacando-se Microsphaeropsis olivacea (0,4546 U/mg) e Stilbella clavispora
(0,3584 U/mg) com producdo significativa (figura 1); 28 mostraram atividade
enzimatica para xilanase destacando-se Phoma capitulum (271 U/mg) e Trichoderma
aureoviride (268 U/mg) (figura 2). Para as fenoloxidases, 25 espécies mostraram
atividade  enzimatica,  destacando-se  Aspergillus  sclerotiorum  (739,7569
nanokatals/mg), Penicillium commune (8,785982 U/mg) e Penicillium oxalicum
(28,6021 U/mg/min) como boa producdo de lacase, manganés peroxidase e lignina
peroxidase respectivamente (Figuras 3,4 ¢ 5).

As celulases constituem-se em um complexo de enzimas encontradas em
secrecdes de microrganismos, como fungos e bactérias. Também estdo presentes no
sistema digestorio de algumas espécies de gastropodes. Esse complexo enzimatico é
capaz de hidrolisar a celulose até moléculas de glicose e pequenos oligossacarideos
(Kubicek et al., 1993). Analisando a atividade da celulase de fungos isolados do solo da
Estacdo Ecoldgica de Juréia — Itatins, Sdo Paulo, Ruegger & Tauk — Tornisielo (2004)
mostraram Trichoderma harzianum (1,64 U) como a espécie de melhor atividade em
meio de cultura contendo farelo de trigo. Na presente pesquisa, trés espécies de
Trichoderma apresentaram atividade enzimatica em meio de cultura contendo
carboximetilcelulose, tais como: 7. aureoviride (0,1967), T. pseudokoningii (0,181
U/mg) e T. virens (0,0056 U/mg). Entretanto, de acordo com a metodologia aplicada,
nao foram consideradas as mais expressivas na producao de celulase. Observa-se que a
atividade da celulase depende, ndo somente das espécies, mas das técnicas utilizadas.

Apesar de estudos demonstrarem o potencial de Trichoderma na producao de

celulases (Cochet 1991, Gashe 1992), e serem algumas espécies usadas intensivamente
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para a despoluicao ambiental pela capacidade de degradarem residuos e efluentes
(Buchert et al. 1993), espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium também tém sido
citadas como boas produtoras destas enzimas (Kurasawa et al. 1992, Kuhad & Singh
1993, Castillo et al. 1994, Kim et al. 1997). Na presente pesquisa, duas espécies de
Aspergillus foram testadas e apresentaram diferentes resultados A. niger (0,0633 U/mg)
e A.sydowi (0,0204 U/mg). O género Penicillium, representado por maior numero de
espécies aqui estudadas (9 espécies) tem sido constantemente utilizado como fonte de
enzimas em varios setores industriais (Carvalho et al. 1992, Teixeira 1994).

Trabalhando a atividade celuldsica de fungos filamentosos, Ruegger & Tauk —
Tornisielo (2004) analisaram seis espécies de fungos filamentosos também estudadas na
presente pesquisa. Entretanto, diferentes resultados foram encontrados em ambas as
pesquisas. Aspergillus niger (1,01 U), Penicillium corylophilum (0,60 U), P. decumbens
(0,18 U), P. funiculosum (0,57 U), P. oxalicum (0,79 U) e Trichoderma pseudokoningii
(1,275 U) isoladas da Estacao Ecologica de Juréia, Sdo Paulo; e A. niger (0,0633 U/mg),
P. corylophilum (0,2022 U/mg), P. decumbens (0,0243 U/mg), P. funiculosum (0,1531
U/mg), P. oxalicum (0, 1301 U/mg) e Trichoderma pseudokoningii (0,1810 U/mg)
isoladas do Manguezal de Barra das Jangadas, Pernambuco.

De acordo com a literatura estudada para realizacdo desta pesquisa, nenhum
registro foi feito sobre atividade celuldsica em Zigomycetes ¢ Ascomycetes. Na presente
pesquisa, duas espécies representantes destas classes (Stilbella clavispora e
Microsphaeropsis olivacea) destacaram-se como melhores produtoras de celulase.

Xilanases sdo enzimas extracelulares, produzidas principalmente por fungos e
bactérias (Bajpai et al, 1994). Os fungos xilanoliticos conhecidos sdo na maioria
Ascomycetes, Basidiomycetes e Deuteromycetes. Atencdo particular foi concedida as

enzimas produzidas por Aspergillus (de Vries & Visser, 2001 e Shah & Madamwar,
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2004), Trichoderma (Wong & Saddler, 1992) e Penicillium (Chavéz et al., 2006). Os
fungos filamentosos estudados na presente pesquisa, corroboram com os autores acima,
pois Phoma capitulum (271,4 U/mg) e Trichoderma aureoviride (268 U/mg)
apresentaram melhores atividades enzimaticas especificas.

Penicillium representa um grupo de fungos saprobios que crescem nos mais
variados substratos organicos e produzem hidrolases extracelulares, tais como celulases
e xilanases (Hamlyn et al., 1987). A produgdo de xilanases por Penicillium tem sido
estudada em muitas espécies, destacando-se P. funiculosum e P. expansum. Na presente
pesquisa, estas duas espécies foram cultivadas em meio de cultura contendo
carboximetilcelulose e apresentaram atividade enzimatica de 15,3 U/mg e 13,9 U/mg
para P. funiculosum e P. expansum respectivamente. Resultados superiores foram
encontrados para P. expansum (26 U/mg) por Querido et al., 2006 ¢ P. funiculosum (16
U/mg) por Mishra et al., 1985, ambas cultivadas em meio de cultura contendo farelo de
trigo.

A utilizagdo de fungos no tratamento dos mais diversos tipos de efluentes tem
sido alvo de intimeros estudos, especialmente por sua capacidade de produzir enzimas
extracelulares (Silva & Esposito, 2004), tais como a lignina peroxidase (LiP), manganés
peroxidase (MnP) e lacase. Das 50 espécies de fungos filamentosos testadas na presente
pesquisa, 25 apresentaram atividade enzimatica para fenoloxidases, destacando-se
Aspergillus sclerotiorum (739,7569 nanokatals/mg), Penicillium commune (8,785982
U/mg) e Penicillium oxalicum (28,6021 U/mg/min) como os maiores produtores de
lacase, manganés peroxidase e lignina peroxidase respectivamente. Estas enzimas atuam
sob compostos poluentes recalcitrantes, removendo-os ou transformando-os em outros

produtos menos toxicos (Karam & Nicel, 1997).
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Os substratos enzimaticos mais utilizados para a determinagao das atividades de
lacases, lignina peroxidases (LiP) e manganés peroxidases (MnP) sao o ABTS, o alcool
veratrilico e o vermelho de fenol, respectivamente (Kuwahara et al. 1984, Tien & Kirk
1984, Bourbonnais & Paice 1988). Estes métodos sdao simples, versateis, muito
sensiveis e de baixo custo. Durante os ensaios enzimaticos, realizados na presente
pesquisa, estes mesmos substratos foram utilizados, exceto para lignina peroxidase,
onde foi utilizado o azul de metileno, de acordo com a metodologia descrita por
Archibald (1992) e Arora et al., (2002).

Alguns fungos, aparentemente, apresentam os dois tipos de exoenzimas
(peroxidases e lacases) enquanto outros podem ter um ou o outro tipo (Tuor et al., 1995;
Hofrichter, 2002). Na presente pesquisa, Penicillium commune apresentou atividade
enzimatica para as trés enzimas testadas com os seguintes valores: lacase (585, 5585
nanokatals/mg), manganés peroxidase (8,7859 U/mg) e lignina peroxidase (20,1682

U/mg/min).
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Figura 1. Atividade celuladsica (U/mg) de fungos filamentosos isolados do manguezal
Barra das Jangadas, Jaboatao dos Guararapes, PE
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Atividade Xilanasica

U/mg

Espécies

Figura 2. Atividade xilanésica (U/mg) de fungos filamentosos isolados do manguezal
Barra das Jangadas, Jaboatao dos Guararapes, PE

Atividade Lacase

nanokatals/mg

Espécies

Figura 3. Atividade enzimatica especifica de lacase (nanokatals/mg) de fungos
filamentosos isolados do manguezal Barra das Jangadas, Jaboatdo dos Guararapes, PE.
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Figura 4. Atividade enzimatica especifica de manganés Peroxidase (U/mg) de fungos
filamentosos isolados do manguezal Barra das Jangadas, Jaboatdao dos Guararapes, PE.

Atividade LiP

U/mg/min

Figura 5. Atividade enzimatica especifica de lignina peroxidase (U/mg/min) de fungos
filamentosos isolados do manguezal Barra das Jangadas, Jaboatdo dos Guararapes, PE.
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CONCLUSOES GERAIS

e Os fungos anamorficos sdo predominantes no sedimento do manguezal de Barra

das Jangadas, Jaboatdo dos Guararapes, Pernambuco;

o Gongronella butleri e Stilbella aciculosa, sao consideradas primeira ocorréncia

em sedimento de manguezal para o Brasil;

e Com relacdo a abundancia dos fungos isolados, verificou-se que houve maior
incidéncia de fungos no periodo de estiagem e nos pontos 1 e 3, localizados ao

longo do Rio Jaboatao;

e Na andlise enzimatica qualitativa, das 50 espécies testadas, 21 apresentaram

reagdo positiva para degradagdao de compostos fenolicos;

o Aspergillus niger, Penicillium commune, P. corylophillum, P. decumbens, P.
oxalicum e Trichoderma aureoviride apresentaram potencial enzimatico para

todas as enzimas testadas;

e Os fungos filamentosos testados demonstraram potencial para serem

introduzidos em processos biotecnologicos.
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Normas gerais para publicagdo de artigos na Brazilian Journal of Microbiology

A Brazilian Journal of Microbiology
destina-se a publicacdo de trabalhos de
pesquisa originais, notas breves e,
ocasionalmente, revisdes, envolvendo
todos os aspectos da microbiologia. Os
textos submetidos a publicagdo devem
ser redigidos em inglés, e conter Titulo,
Resumo e Palavras-chave também em
portugués. A Brazilian Journal of
Microbiology tem uma politica muito
severa de avaliacio dos trabalhos
submetidos a publicacdo, sendo cada
manuscrito avaliado por pelo menos
dois revisores criteriosamente
selecionados.

Publicacio de um manuscrito

Manuscritos sdo aceitos para publicacdo
somente apos criticamente revisados.
Os trabalhos sdo avaliados por revisores
indicados pelo Editores. Apos a revisao,
os manuscritos sdo devolvidos para o
autor indicado, para as corregdes
sugeridas pelos revisores, quando
necessarias. Os autores devem retornar
o novo texto para os Editores. O autor
indicado recebe uma notificagdo sobre o
recebimento, a aceitacao ou a recusa de
um trabalho submetido a publicacao.

Quando um manuscrito ¢ aceito, o autor
indicado ¢ avisado sobre a necessidade
de envio de um disquete de computador
contendo o texto. O autor indicado
receberd provas tipograficas para
correcao, que deverao ser
cuidadosamente revisadas de acordo
com as instrugoes enviadas e devolvidas
no prazo de 5 dias.

Preparaciao do texto
Geral

1. Todos os manuscritos devem ser
datilogratados em espago duplo, com

amplas margens, com as paginas
numeradas em seqiiéncia. Trabalhos de
pesquisa devem ter no maximo 15
paginas impressas, incluindo figuras e
tabelas. Notas breves devem ter no
maximo 6 paginas.

2. Todos os manuscritos devem ser
redigidos em inglés. Os Editores
recomendam que, antes de ser
submetido, o texto seja cuidadosamente
revisado por alguém fluente em inglés.
Manuscritos em inglés precario nao
serdo aceitos.

3. O texto deve ser organizado em
topicos, conforme descrito no proximo
paragrafo. O nome dos topicos deve ser
digitado em  letras  maidsculas
(ABSTRACT, INTRODUCTION etc.).
A citacdo de tabelas e de figuras deve
iniciar com maitsculas (as shown in
Table 1..., as presented in Fig. 2..., etc.).

4. A abreviagdo de palavras e de
simbolos deve seguir as recomendagdes
da IUPAC-IUB Commission. O Sistema
Meétrico deve ser adotado em todo o
texto.

5. Como regra, as referéncias devem ser
citadas por seus numeros.
Excepcionalmente, quando autores sao
mencionados no texto, a mencao deve
ser feita de acordo com os seguintes
exemplos: Bergdoll (numero) reported
that..., Bailey and Cox (numero)
observed that.., ou Smith et al.
(mimero) mentioned that... Nao utilizar
letras maiusculas.

6. Aos autores dos trabalhos aceitos
para publicag¢do serd solicitado o envio
de um disquete de 3 1/2" contendo o
trabalho digitado em um processador de
texto adequado para PC. Esse material
pode ser enviado também por correio
eletronico.
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Organizacao

Pagina de titulo: Uma pagina separada
deve conter o titulo do trabalho, o nome
completo (inclusive o primeiro nome e
as iniciais intermediarias) e a afiliagao
de cada autor. Um asterisco deve
indicar o autor para correspondéncia. Os
numeros de telefone ¢ fax e o endereco
eletronico, quando disponivel, devem
ser assinalados no pé da pagina. A
pagina de titulo ndo deve ter nenhum
texto. O titulo deve ser o mais conciso
possivel e indicar claramente o objetivo
do trabalho, ndo devendo conter
abreviagdes. Expressdoes do  tipo
"Effects of...", "Influence of...", "Study
on..." etc. devem ser evitadas. O titulo
deve ser preparado com muito cuidado
pois ele ¢ utilizado nos sistemas de
busca.

Abstract: Deve ser apresentado em
uma pagina separada, limitando-se a no
maximo 250 palavras. Ele deve resumir
o conteudo basico do trabalho, devendo
ser compreensivel mesmo sem a
consulta do texto completo. Um
abstract ndo deve conter referéncias,
tabelas ou abreviagdes incomuns.
Abstracts devem ser preparados com
muito cuidado pois sdo publicados em
textos de referéncia e lidos por pessoas
que nao tém acesso ao trabalho
completo. Trés a cinco keywords
também devem ser apresentados.

Resumo: Resumo € o abstract redigido
em portugués. Sua preparagao deve
seguir as recomendacdes para a
preparagao do abstract em inglés. O
resumo deve ter também um titulo em
portugués. As regras para o titulo em
portugués sdo as mesmas para o titulo
em inglés (ver acima). Trés a cinco
palavras-chave também devem ser
apresentadas. O resumo e o titulo em
portugués  também  devem  ser
apresentados em pagina separada.

Introdug¢do: Deve iniciar em pagina
nova e fornecer ao leitor informagoes
suficientes para que os resultados
relatados no trabalho possam ser
avaliados sem consulta a literatura.
Entretanto, a introduction nao deve ser
uma extensa revisdo de literatura. Deve
também dar subsidios para a
compreensdo dos objetivos do trabalho

que estd sendo apresentado.

Materiais e Métodos: Esse topico deve
fornecer informacgdes suficientes para a
repeticdo do  trabalho. Descricao
repetida de detalhes de técnicas
anteriormente  publicadas deve ser
evitada. Quando um método publicado ¢
modificado  pelos autores, essas
modifica¢des devem constar do texto. A
origem de reagentes, meios de cultura e
equipamentos  (companhia, cidade,
estado, pais) deve ser mencionada.
Nomes comerciais e marcas registradas
também devem ser indicados. A
utilizagdo de subtdpicos geralmente
facilita a leitura e a compreensao desse
item.

Resultados: Esse topico deve, através
de texto, tabelas ou figuras, fornecer os
resultados experimentais. Caso um
topico relativo a Discussion seja
incluido, evitar a excessiva
interpretagdo dos resultados, que devera
ser feita na Discussion. Caso Results ¢
Discussion sejam combinados em um
unico tdépico, os resultados devem ser
discutidos no texto quando adequado.
Tabelas devem  ser  numeradas
independentemente das figuras,
devendo-se utilizar nimeros arabicos.
Todas as tabelas e figuras devem ser
mencionadas no texto. A localizacao
mais adequada das tabelas e figuras
deve ser assinalada.

Discussao: Deve fornecer a
interpretacdo dos resultados em fungao
das informacdes disponiveis.
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Destina-se a agradecimentos por apoio
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D.K.; Rai, B.; Mukerji, K.G.;
Knudsen, G. (eds). Handbook of
applied mycology: soils and
plants. Marcel Dekker, New
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Referéncias como personal
communication ou unpublished data
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casos, elas devem ser citadas no texto e
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press podem ser utilizadas. No entanto,
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Tabelas

As tabelas ndo devem estar no meio do
texto. Cada tabela deve ser apresentada
em uma pagina separada e numerada em
seqliéncia empregando numeros
arabicos. O titulo da tabela deve
aparecer no topo, e descrever de
maneira clara as informagdes
apresentadas. Titulos e subtitulos devem
ser concisos, apresentando os dados em
colunas e linhas, cuidadosamente
arranjadas.

Figuras

As figuras devem ser identificadas com
nimeros arabicos. Dados apresentados
em tabelas ndo devem ser repetidos nas
figuras. A legenda deve vir no pé da
figura.

Fotografias e desenhos

Apenas  fotografias  extremamente
necessarias para a compreensao do

trabalho devem ser apresentadas. Sua
qualidade deve ser suficiente para
garantir boa reproducdo. As fotografias
devem ser numeradas no verso e
identificadas com o nome do autor. No
caso de desenhos, os detalhes devem ter
qualidade suficiente para permitir
reducdo. Desenhos e figuras devem ser
desenhados ou impressos em preto e
devem ser preparados como indicado
para as fotografias. [lustragdes coloridas
nao sao aceitas.

Copias

O autor indicado recebera gratuitamente
quinze copias do trabalho. Copias
adicionais, pagas, devem ser
requisitadas no retorno da prova grafica
corrigida.



