| [~2
[ [
ne~-

|

@

VIRTUS IMPAVID,

v vy

el

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE BIOCIENCIAS

CIENCIAS BIOLOGICAS BACHARELADO

SAMANTHA SEEHAGEN WANDERLEY

ANALISE DO CRESCIMENTO E PRODUCAO ENZIMATICA POR
AGARICOMYCETES SOB A INFLUENCIA DE NANOPARTICULAS

Recife

2023



SAMANTHA SEEHAGEN WANDERLEY

Analise do crescimento e producdo enzimatica por

Agaricomycetes sob a influéncia de nanoparticulas

Trabalho de concluséo de curso
apresentado a Coordenacdo do curso de
Bacharelado em Ciéncias Biol6gicas da
Universidade Federal de Pernambuco,
como requisito parcial a obtenc¢éo do titulo
em Bacharel em Ciéncias Biol4gicas.

Orientador (a): Tatiana Baptista Gibertoni

Coorientador (a): Renato Lucio Mendes Alvarenga

Recife

2023



SAMANTHA SEEHAGEN WANDERLEY

’;\,ti’;\LlFiE-1D"1_<‘fh£] XESCIMENTO E PRODUCAO ENZIMATICA POR
AGARICOMYCETES SOB A INFLUENCIA DE NANOPARTICULAS

Trabalho de conclusdgo de curso
apresentado a Coordenagao do
curso de B f‘an‘lKJE(a{o em Ciénci:

Biol6gicas da "'J)nwuuw(o e Fe

de Pernambuco, como requisit
parcial a obtencdo do titulo em
Bacharel em Ciéncias Biolégicas.

COMISSAO EXAMINADORA

atiana Baptista Gibertoni / \U’FF'}E

tadual de IE:\SIJ;‘:'..‘A{.J"i;lu\




Ficha de identificagdo da obra elaborada pelo autor,
através do programa de geracdo automatica do SIB/UFPE

Seehagen Wanderley, Samantha.

ANALISE DO CRESCIMENTO E ?RDDUC.&D ENZIMAT[CA POR.
AGARICOMYCETES SOB A INFLUENCIA DE NANOPARTICULAS /
Samantha Sechagen Wanderley. - Reaife, 2023,

49 : 1l

Orientador(a): Tatiana Baptista Gibertoni
Cooonentador(a): Renato Lucio Mendes Alvarenga
(Graduagdo) - Umiversidade Federal de Pernambuco, Centro de Biociéncias,
, 2023,
Inclu referéncias, anexos.

. Agancomycetes. 2. Biodegradacido. 3. Polifenoloxidases. 4. Nanoparticulas.
[. Baptista Gibertoni, Tatiana. (Orentagdo). II. Lucio Mendes Alvarenga, Renato
. (Coorientagio). I11. Titulo.

570 CDD (22.ed.)




AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a minha familia, aos meus tios e minhas tias de
coracgdao, pois sem eles néo teria recebido todo o suporte e privilégio de cursar a
graduacdo que desejava. Especialmente meu falecido pai, que se foi
repentinamente neste trajeto e que continua presente sempre que alcango um

novo objetivo.

Agradeco a minha orientadora, que acolheu uma Samantha perdida
desde o inicio da graduacao e me levou a dar os primeiros passos dentro da vida

académica.

Agradeco ao meu coorientador, que com toda a paciéncia do mundo
suportou as minhas doidices e me acompanhou nos ultimos momentos dessa

jornada, o melhor apoio e companhia em laboratério que eu poderia ter tido.

Agradeco aos meus amigos, Débora, Vitdria, Rafael, Yasmim e Nicholas,
com quem tanto aprendi dentro da graduacdo e que me ajudaram a crescer

imensamente como pessoa.

Agradeco a Pedro Ximenes, meu melhor amigo, quem mais me aturou,
acompanhou e ajudou durante este trajeto. Espero té-lo em minha vida até o fim

dos meus dias.

Agradeco a minha psicologa e grande mestra Regina, que também me

traz ensinamentos e perseveranca nesta longa caminhada que esté por vir.

Agradeco também a Fernanda, Joicy e Dilliane por todo o apoio e todos

0s momentos compartilhados em tantas vidas.

Agradeco a todos os meus amigos e aqueles que de algum modo, em
algum momento, pensaram em mim e me deram apoio NOS momentos mais

dificeis e necessarios.



Por fim, mas ndo menos importante, agradeco imensamente a
universidade, os professores com quem mais aprendi, e a banca, por aceitar

estar presente nesta etapa final.
RESUMO

Agaricomycetes é uma classe de fungos degradadores da madeira
conhecidos por sua producdo enzimatica que vem sendo estudada para diversos
fins biotecnologicos, como por exemplo a biorremediacdo de ambientes
contaminados por compostos recalcitrantes e xenobibticos por lacases e
fenoloxidases. Portanto, o presente estudo teve em foco analisar e comparar a
capacidade de producdo enzimatica de isolados de Agaricomycetes sob a
influéncia de nanoparticulas baseadas em carbono e nitrogénio, vinculadas a
metais que muitas vezes fazem parte dos sitios cataliticos de cofatores,
responsaveis por atuar de forma conjunta a grupos enzimaticos. Os isolados de
Agaricomycetes foram avaliados segundo o0 seu crescimento e producdo de
tanases, amilases e celulases, mediante os testes de assimilacdo e
bioestimulacao realizados em meio sélido, e de lacases em meio liquido, ambos
0s meios adicionados com nanoparticulas. Foi possivel detectar a producao de
tanases, celulases e amilases para Schizophyllum sp., Trametes sp.,
Pycnoporus sp. e Psilocybe sp. Foi observada atividade reduzida de lacases por
Trametes sp., Unico isolado a apresentar tal atividade. Nao foram observados
resultados especialmente promissores utilizando os isolados testados sob

influéncia de nanoparticulas.

Palavras-chave: Agaricomycetes, biodegradacdo, polifenoloxidases,

nanoparticulas.



ABSTRACT

Agaricomycetes is a class of wood-decay fungi known for their enzymatic
production that have been studied for various biotechnological purposes, such as
the bioremediation of environments contaminated by recalcitrant and xenobiotic
compounds by laccases and phenoloxidases. Therefore, the present study
focused on the analysis and comparison of the enzyme production capacity of
Agaricomycetes isolates under the influence of carbon and nitrogen based
nanoparticles, bound to metals that are often part of the catalytic sites of
cofactors, responsible for working with enzymatic groups. The Agaricomycetes
isolates were evaluated according to their growth and production of tannases,
amylases and cellulases, through assimilation and biostimulation tests carried out
in solid medium, and laccases in liquid medium, both mediums added with
nanoparticles. It was possible to detect the production of tannases, cellulases
and amylases for Schizophyllum sp., Trametes sp., Pycnoporus sp. and
Psilocybe sp. Reduced activity of laccase was observed by Trametes sp., the
only isolate to show such activity. No particularly promising results were observed

using the tested isolates under the influence of nanoparticles.

Keywords: Agaricomycetes, biodegradation, polyphenoloxidases,

nanoparticles.
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1 INTRODUCAO

O reino Fungi é constituido de organismos uni e pluricelulares,
heterotréficos e eucariotos que apresentam alta capacidade degradativa. Atuam
em uma ampla gama de substratos e desempenhando importante papel na
ciclagem de nutrientes (Esposito; Azevedo, 2004). Os Agaricomycetes (filo
Basidiomycota) sdo constituidos por fungos macroscopicos conhecidos
popularmente como cogumelos e orelhas de pau e pela sua ampla capacidade
de producéo enzimatica, responsavel pela degradacdo de todos os polimeros
que constituem a madeira, sendo eles a celulose, hemicelulose e a lignina, um
dos polimeros mais abundantes na natureza e de dificil degradacédo (Hao;
Mohnen, 2014).

A producdo enzimatica dos Agaricomycetes, como as oxidases,
peroxidases e lacases, apresenta grande importancia em aplicacdes industriais
pela sua eficiéncia em degradar compostos organicos e fendlicos, bem como
corantes antraquindnicos (Aguiar; Ferraz, 2011). Essa producdo enzimética
ligninolitica dos fungos de podridao branca, ou seja, capaz de degradar a lignina
e celulose, é a responsavel por um diferencial na capacidade de interagir com
certos compostos especificos de substancias recalcitrantes, atuando contra uma
grande diversidade de estruturas fendlicas e complexas consideradas poluentes

guando encontradas em excesso na hatureza (Santana et al. 2017).

7

O descarte de corantes sintéticos na nhatureza é um exemplo de
substancias que, quando despejadas, modificam a atividade fotossintetizante
dos organismos presentes em ambientes aquaticos, bem como o regime de
solubilidade dos gases (Pereira et al. 2010). Nesse sentido, surge uma vasta
quantidade de estudos em biotecnologia para testar a utilizagdo de fungos e
outros micro-organismos quanto a remoc¢ao de corantes poluentes e substancias
provenientes, por exemplo, de industrias téxteis (Pointing 2001; Novotny et al.
2004; Rani et al. 2014).

No entanto, h& poucos estudos que fazem o uso de espécies brasileiras
para testes de degradacdo de corantes e outras substancias xenobiéticas
(Machado et al. 2005; Cannon et al. 2018). Além disso, existem muitas espécies
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gue ainda nao foram testadas quanto a sua capacidade ligninocelulolitica, tendo
em vista a grande diversidade de biomas brasileiros e o potencial de uma riqueza

ainda inexplorada (He et al. 2022).
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1 OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o crescimento e producdo enzimatica ligninolitica de espécies
selecionadas de Agaricomycetes coletados no Norte e Nordeste do Brasil sob

influéncia de nanoparticulas

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Avaliar o crescimento e capacidade de producao de tanases, amilases,

celulases e lacases pelos espécimes selecionados;

v/ Acompanhar a capacidade degradativa dos espécimes em meios

distintos contendo nanoparticulas associadas a diferentes metais;

v Verificar a estimulacdo da producdo das enzimas na presenca de

nanoparticulas associadas a diferentes metais;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 AGARICOMYCETES E CAPACIDADE ENZIMATICA

Os Agaricomycetes sdo uma classe pertencente ao filo Basidiomycota
(reino Fungi). Apresentam cerca de 30.143 espécies distribuidas em 1.434
géneros, 22 ordens, 128 familias e 22 ordens (He et al. 2019). De modo geral,
sdo espécies macroscopicas, popularmente conhecidas como cogumelos ou
orelhas de pau (Shortle; Dudzik, 2012) e, em sua maioria, degradadores da
madeira (Hibbett et al. 2007).

Neste grupo, se encontram os fungos conhecidos pelo seu papel em
ecossistemas florestais, com importancia no equilibrio do carbono, formacéo do
solo e reflorestamento devido a sua capacidade de degradar todos os
componentes da parede celular das plantas (Shakhova; Volobuev, 2020). A
depender do tipo de componente da parede celular degradado, esses fungos
recebem os nomes de causadores de podriddao branca, quando degradam
celulose, hemicelulose e lignina, ou parda/marrom, quando degradam apenas
celulose e hemicelulose. As espécies mais estudadas para fins biotecnolégicos
sdo as causadoras da podridao branca, respectivamente (Dashtban et al. 2010;
Abdel-Hamid, 2013).

Consequentemente, contribuem imensamente para 0s ecossistemas ao
participarem da importante ciclagem de nutrientes e decomposicdo de
compostos de dificil degradacdo como a lignina (Figura 1), considerada uma das
mais abundantes fontes de polimeros aroméaticos encontrados na natureza
(Yang, 2011, Stangerlin et al. 2013).



16

Figura 1 — Estrutura basica da lignina.

Lignin

Fonte: Polymerdatabase (2022)

A lignina é um polimero responsavel por conferir rigidez e resisténcia a
ataques microbiolégicos e fisicos a madeira e, portanto, resisténcia a
decomposicao biolégica. Ela atua como ligante entre as cadeias de celulose e
hemicelulose, conferindo resisténcia mecanica e a perda de agua as plantas
(Coelho, 2007; Hao; Mohnen, 2014). A capacidade dos Agaricomycetes em
degradar tal polimero complexo se deve a producdo de enzimas ligninoliticas

extracelulares, dentre elas as oxidases e peroxidases (Wong. 2009).

Este potencial enzimatico, responsavel pelas reacdes oxidativas sobre a
lignina e produzido pelos Agaricomycetes, tem se mostrado de grande potencial
nao sé na biorremediacdo ambiental para degradar compostos recalcitrantes e
xenobidticos (Aguiar; Ferraz, 2011), mas também para variadas aplicacdes e fins
biotecnolégicos nas industrias alimenticias e do papel, bem como aplicacdes
organicas, médicas, farmacéuticas, cosméticas e de nanotecnologia (Maciel et
al. 2010).

3.2 GRUPOS ENZIMATICOS

Como produtores de uma grande variedade de enzimas extracelulares, os
fungos ligninoliticos produzem enzimas divididas em 4 grupos principais para a

degradacéao da lignina. S&o elas as LiP (ligninases ou lignina peroxidases), MnP
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(manganés peroxidases), VP (peroxidases versateis) e as lacases, também
conhecidas como fenoloxidases. Esses grupos atuam muitas vezes com a acao

cooperativa de varias enzimas acessorias (Wong, 2009).

A degradacao, como no caso da madeira, ocorre a partir da ligacado dos
grupos das enzimas funcionais com o devido substrato, causando a oxidacao
dos compostos aromaticos relacionados com a lignina (Labat, 2008; Oliveira,
2015). A alta capacidade das enzimas ligninoliticas também se deve a sua baixa
especificidade, que permite a atuacao sobre uma ampla gama de substancias,
compostos aromaticos, bem como, possivelmente, diversos tipos de
xenobidticos e estruturas quimicas recalcitrantes (Aguiar et al. 2010; Nengah et
al. 2019).

3.2.1 Polifenoloxidases

As polifenoloxidases, pertencentes ao grupo das oxirredutases, s&o um
grupo de enzimas responsaveis pela oxidacdo de compostos fendlicos que
apresentam ions Cu2+ em seu sitio ativo, dentre elas, as lacases (Martinez;
Whitaker, 1995., Figura 2). E sabido que as lacases produzidas por fungos
apresentam capacidade oxidativa superior a de outros organismos, alta
estabilidade molecular e consequentemente maior potencial redox, o que 0s

tornam foco de estudo biotecnolégico (Rodgers et al. 2009).

Figura 2 — Estrutura da lacase produzida por Trametes versicolor.

Fonte: Wong 2009.
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Essas enzimas realizam a oxidacdo de compostos fendlicos utilizando o
oxigénio molecular como aceptor de elétrons e, portanto, diferente das
peroxidases, ndo necessitam de cofatores para exercerem a sua atividade
(Agrawal; Chaturvedi; Verma. 2018). Por conta da baixa especificidade das
lacases, atuam em uma ampla gama de substratos e tem atuacdo em processos
biotecnoldgicos de diferentes setores industriais, como de impressao, tingimento
e como oxidantes nas industrias papeleiras (Polizeli; Rai, 2014; Zheng et al.
2016).

3.2.2 Peroxidases

As peroxidases extracelulares fungicas fazem parte da familia das
hemeproteinas, também conhecidas como a classe Il das heme-peroxidases
microbianas e o primeiro grupo de proteinas produzidas e expressas durante a
degradacéo da lignina (Hofrichter et al. 2010). As LiP, MnP e VP requerem a
presenca de peroxidos, principalmente o peroxido de hidrogénio, utilizado como
co-substrato para catalisar a oxidacédo dos substratos correspondentes (HeinzKill
et al. 1998).

A LiP (Figura 3) tem papel fundamental na degradacgéo da parede celular
da lignina, com capacidade para catalisar substratos arométicos fendlicos e ndo
fendlicos, apresentam um alto potencial redox e, portanto, ndo necessitando de
mediadores (Wong 2009; Dashtban et al. 2010).

Figura 3 — Estrutura tridimensional da LiP produzida por Phanerochaete chrysosporium.

Fonte: Wong 2009.
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A MnP (Figura 4) é descrita como a peroxidase modificadora de lignina
mais comumente secretada pelos fungos de podriddo branca. O resultado de
oxidacao das moléculas de Mn é bastante reativo e, portanto, capaz de oxidar
uma variedade de substratos fendlicos como a lignina. Esta capacidade é
limitada quanto a oxidacdo de substratos nao fendlicos, que ocorre apenas sob
a presenca de mediadores (Hofrichter, 2002). Dessa forma, sdo relatados a
aplicacdo e os estudos das MnP na degradacado de compostos recalcitrantes,
bem como na despolimerizagdo de formas de lignina naturais e sintéticas que
embasam o seu fundamental papel no branqueamento da celulose (Falade et al.
2016).

Figura 4 — Estrutura tridimensional da MnP produzida por Phanerochaete

chrysosporium.

Fonte: Wong 2009.

Diferente das LiP, que tem em foco a degradacéo de substratos n&o
fendlicos, e das MnP, que degradam apenas os substratos fendlicos sem a ajuda
de mediadores, as peroxidases versateis (Figura 5) sdo capazes de atuar sobre
ambos os tipos de substrato com eficiéncia. Tal combinacdo da capacidade
degradativa da LiP e da MnP presente nas VP é caracterizada pela presenca de
diferentes sitios ativos de oxidacdo que interagem com o cofator heme e déao a

este grupo uma conformacéo unica (Ruiz-Duefias et al. 2009; Wong 2009).
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Figura 5 — Estrutura tridimensional de peroxidase versatil produzida por Phanerochaete

chrysosporium

Fonte: Wong 2009.

3.2.3 Hidrolases

As hidrolases sdo enzimas que realizam a catalise das reacdes
quimicas e quebram das moléculas na presenca de agua. Dentre elas, as
amilases, celulases, lipases, pectinases e catalases estdo entre as mais
conhecidas. De acordo com Pietro e Said (2004), cerca de 75% das enzimas que
sdo aplicadas industrialmente sdo hidrolases, sendo 40% delas proteases
comercializadas. O processo da hidrolise é facilitado pelos fungos, que
conseguem penetrar com mais facilidade substratos compactados e realizar a

fermentacao a base de sélidos (Erdal; Taskin, 2010).

7

A celulase é um complexo enzimético dividido em trés grupos,
definidos de acordo com o seu local de atuacdo no substrato celuldsico. Apesar
da individualidade nas alteracbes causadas por estes grupos na celulose, as
enzimas atuam de forma altamente sinergética por apresentarem propriedades
complementares (Lynd; Zhang, 2002; Ramos, 2000). Estudos anteriores referem
gue este complexo enzimatico € normalmente obtido a partir de espécies do filo

Ascomycota, Trichoderma e Aspergillus, para uma grande diversidade de
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aplicacdes em setores industriais, como na clarificacdo, producdo de agar e
glicose, industria alimenticia e industria téxtil (Pietro; Said, 2002; Ruegger; Tauk-
Tornisielo, 2004). Estudos mais recentes indicam que ainda sdo necessarias
mais pesquisas que utilizem espécies de Agaricomycetes para a producdo
industrial de celulases para fomentar a conservacdo ambiental (Okal et al.
2020).

A amilase é outro complexo enzimatico produzido principalmente
por micro-organismos que tém apresentado aplicacdo diversa em processos
industriais, principalmente em inddstrias téxteis, de panificacdo, bem como na
fabricacdo de detergentes. Representam o segundo maior grupo utilizado para
essas atividades, depois das proteases (Cherry; Fidantsef, 2003; Abu et al.
2005). Sua producéo tem também relagdo com a agéo antimicrobiana de plantas
contra fungos endofiticos, que usam a amilase para superar a defesa do

hospedeiro (Ayob; Simarani, 2016).

Atanase é uma enzima capaz de hidrolisar os taninos e que liberam, como
produto da reacéo, a glicose, o acido galico e o acido elagico, além de também
degradar posteriormente a glicose, conhecida como fonte base de energia, e o
acido galico por completo (Mahendran et al., 2006). Assim como as amilases, a
tanase, através da quebra dos compostos fendlicos presentes nos tecidos de
plantas hospedeiras, também favorece a invasdo de microrganismos como as
espécies de fungos que a produzem (Scalbert, 1991). A producéo de acido gélico
a partir da hidrolise realizada pelas tanases tem diversos usos industriais, com
principal aplicacdo na industria alimenticia e potencial na aplicacdo
biotecnolégica do tratamento de efluentes de curtumes, que apresentam altas
concentragdes de polifendis e taninos reconhecidos como poluentes. A utilizacdo
da tanase nesse tipo de tratamento representa uma solu¢do menos custosa e
efetiva (Aguilar et al., 2007)

3.3 NANOPARTICULAS

O uso de nanoparticulas baseadas em carbono-nitrogénio

acrescidas de metais para a andlise de crescimento flngico e sua influéncia em
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outros organismos ainda € recente e escasso. Anteriormente, foram realizados
estudos utilizando este tipo de nanoparticulas em fungos micorrizicos
arbusculares (FMA, filo Glomeromycota) para observar sua influéncia, inibicao e
reducdo do estresse em plantas através da assimilacéo realizada pelos fungos
(Feng et al. 2013; Aleksandrowicz-Trzcinska et al. 2018). Em ambos os estudos,

foi observado o aumento da massa e funcdes ecoldgicas dos FMA.

Outra funcdo da aplicacdo das nanoparticulas associadas a metais foi
realizada por Nsengumuremyi et al. (2020), que observaram a capacidade das
nanoparticulas em atuar como supressores da sintese de micotoxinas em fungos
filamentosos, obtendo resultados positivos que sdo vistos como avanco para

reduzir a questéo da prevaléncia de aflatoxina em todo o mundo.

Estudos mais similares ao estudo presente também foram realizados por
Aleksandrowicz-Trzcinska et al. (2018), que observaram a influéncia das
nanoparticulas vinculadas a metais sob o crescimento de fungos degradadores
da madeira e espécies patogénicas. Apesar da variacdo sobre a atividade
antifingica dos isolados, os resultados apresentaram as nanoparticulas como
Uteis o suficiente para sugerir tal uso como método alternativo as medidas
guimicas contra algumas espécies patogénicas e degradadoras de madeira. No
entanto, ainda ndo ha estudos que facam o uso de nanoparticulas sintetizadas
e vinculadas a metais para a analise de crescimento fungico e producédo

enzimatica em isolados de Agaricomycetes no Brasil.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ISOLAMENTOS E PURIFICACAO DE ISOLADOS DE AGARICOMYCETES

Foram selecionados quatro espécimes depositados no Banco de
Fragmentos de Basidioma (BDNA) coletados em diferentes areas de Mata

Atlantica no Nordeste do Brasil. (Quadro 1).

Quadro 1: Espécimes de Agaricomycetes selecionados.

Numero de identificacéo Micoteca URM Espécies
BDNA AS172 a ser depositado Schizophyllum sp.
BDNA 1001 a ser depositado Trametes sp.
BDNA ABP401 a ser depositado Pycnoporus sp.
BDNA V11 a ser depositado Psilocybe sp.

Fonte: A autora (2023)

Os fragmentos selecionados foram tratados assepticamente com
hipoclorito de sodio (NaClO) a 3%, e enxaguados em &gua destilada
autoclavada. O material foi incubado em tubos contendo meio BDA (Agar batata
dextrose) a temperatura ambiente de + 28 °C no periodo de 1 a duas semanas
ou até o desenvolvimento micelial (Cavalcante 1972). Foram realizados repiques
até a obtencéo das culturas puras. Os isolados purificados foram determinados
utilizando biologia molecular e dados morfolégicos dos seus respectivos
basidiomas, em trabalhos anteriores. Todos o0s ensaios a seguir foram realizados
em triplicata, a fim de permitir observar a variacdo dos halos de crescimento e

halos de producédo enzimatica entre os isolados.
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4.2 ENSAIOS FISIOLOGICOS E BIOQUIMICOS

4.2.1 Bioassimilagcao

Os isolados dos quatro espécimes foram inoculados em placas de Petri
em quatro meios distintos, além do controle negativo (agar puro), contendo as
diferentes nanoparticulas como Unica fonte de carbono e nitrogénio. As
nanoparticulas foram sintetizadas pelo Prof. Dr. Severino Alves Junior do
Departamento de Quimica Fundamental da UFPE e pelo Pds-Doutorando Idio
Alves de Souza Filho (BFP-FACEPE) a partir de residuos de folhas, com o intuito
de desenvolver bio-hibridos voltados para a biodegradacdo de polimeros
sintéticos. No estudo presente, os testes foram realizados com a adicdo de
diferentes ions metalicos as nanoparticulas separadamente, sendo eles Cu, Mn
e Fe. Os ions metélicos foram selecionados a fim de estimular a interacédo entre
as fenoloxidases e o substrato, devido a afinidade de certos grupos enzimaticos
com os metais escolhidos ou a presenca desses metais como cofatores
enzimaticos, como as lacases, por exemplo, que apresentam quatro ions de Cu
em seu centro catalitico mediando os processos de redox (Messerschmidt;
Huber, 1990).

Para formulacdo de 250 mL de &4gar+NP, foram utilizados 4,5 g de agar e
a concentracdo de cada nanoparticula acrescida de metais padronizada a 2
mg/mL. Posteriormente, os indéculos das culturas foram padronizados em
diametros de 6 mm para a analise comparativa do crescimento dos isolados. Os
halos de crescimento foram aferidos com o paquimetro, e os isolados foram
categorizados segundo a capacidade de despigmentacédo do meio em 7 dias e
em 28 dias. Essa categorizacdo foi utilizada para indicar a assimilacdo da

nanoparticula para o crescimento dos isolados.

4.2.2 Bioestimulagéo

Seguindo a mesma concentracdo das nanoparticulas do teste anterior,
250 mL de meio CMC (carboximetilcelulose) a 1% e Agar Amido a 1% foram
preparados para a deteccdo da bioestimulacdo de celulose e amilase,

respectivamente. Discos de 6 mm dos isolados foram inoculados nos meios
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especificos e o tamanho do crescimento das culturas foi aferido com o
paquimetro apds 120 h. Apos a medi¢cao do micélio aéreo, foi adicionada solucao
de iodo as placas de Petri, atuando como revelador dos halos de producao de

enzimatica e mensurados com o auxilio de um paquimetro.

Adicionalmente, para verificar a bioestimulacdo de polifenoloxidade, foi
preparado meio contendo 0,25 g de acido tanico adicionados ao meio BDA. Néo
foram adicionadas nanoparticulas ao meio BDA+acido tanico, devido a
pigmentacdo da nanoparticula que inviabiliza a observacdo do positivo para a

reacao de tanase.

4.3 BIOESTIMULACAO DA PRODUCAO DE LACASE

Foram preparados dois meios liquidos, caldo glicosado e malte,
ambos a 1%, com adicao de diferentes combina¢des das nanoparticulas, na
concentracdo de 1 mg/mL, que resultaram em sete tratamentos distintos, além
do controle (Tabela 1). Para a elaboracdo do experimento, as nanoparticulas
puras ou acrescidas de Fe e Cu foram selecionadas devido aos resultados
positivos quando comparados aos testes realizados com Mn.
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Quadro 2 — Tratamentos contendo as diferentes combinac¢des de nanoparticulas. 0 =

auséncia de determinada NP; + = Presenca de determinada NP.

NPP [ NP + Fe | NP + Cu
Controle| O 0 0
Trat 1 + 0 0
Trat 2 0 + 0
Trat 3 0 0 +
Trat 4 + + 0
Trat 5 + 0 +
Trat 6 0 + +
Trat 7 + + +

Fonte: A autora (2023).

4.3.1 Quantificacdo da atividade de lacase

Para o teste enziméatico da atividade da lacase foi preparado tampao de

acetato de sodio na concentracdo de 100 mM (pH 5) e uma solucdo de ABTS

realizada na concentracdo de 0,5 mM. O extrato enzimatico foi obtido utilizando

1 ml do caldo nutritivo centrifugado a 14000 rpm por 5 min, sendo utilizado

apenas o sobrenadante na reacéo.

A reacao foi preparada adicionando 100 pl de tampéao, 100 pl do extrato

e 800 ul de ABTS, e lida em espectrofotometro a 420 nm durante o periodo de
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1,5 min. Para calcular a atividade enzimatica foi utilizada a férmula de atividade
da lacase segundo BUSWELL et al. (1996, figura 6):

Figura 6 — Formula do célculo de atividade enzimatica da lacase

U Aabs . V

L g.d.v.t

Fonte:Buswell (1998)

em que: A abs representa a diferenca entre absorbéncia final e
absorbancia inicial; V € o volume total da reagcdo (mL); € € o coeficiente de
extincdo molar (M-1 cm -1 ); v € o volume de amostra (mL); d € o comprimento
do passo através da cubeta (cm); e t é o tempo de reacdo (min), expressa em U

L-1 (umoles produto min-1 L -1).

A unidade de atividade de enzima foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para oxidar 1 pmol do substrato por minuto (BUSWELL et al.,
1996).
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5 RESULTADOS

5.1 BIOASSIMILACAO

Apés 7 dias de crescimento, com excecdo do isolado V11, os demais
isolados ndo apresentaram crescimento maior do que o controle positivo
realizado em meio BDA. Em meio com nanoparticula, a NPP estimulou

consideravelmente o crescimento dos isolados, exceto em 1001 e V11 (Gréfico
1).

Gréfico 1 — Halos de crescimento médio dos isolados em meios distintos apds 7 dias
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Fonte: A autora (2023).

ABP401 apresentou maior crescimento, com halos médios de 61 mm em
NP + Cu, 81 mm em NP + Fe, 33,3 mm em NP + Mn e 77,3 mm em NPP. O
isolado 1001 apresentou 0 segundo maior crescimento (60,6 mm em NP + Cu,
76,3 mm em NP + Fe e 33,3 mm em NP + Mn), seguido por AS172 (55,5 mm em
NP + Cu, 62,3 mm em NP + Fe, 27,8 mm em NP + Mn, 48,6 mm em NPP). O
isolado 1001 também apresentou crescimento maior na presenca de Fe, mas
teve o seu crescimento inibido na presenca das nanoparticulas vinculadas a Mn
e na presenca de NPP (Figura 7B). O isolado V11 apresentou crescimento
apenas para o meio contendo NP + Fe, sinalizando que este pode ser o Unico

metal a estimular consideravelmente o crescimento do isolado (Grafico 1).
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Figura 7 — Teste de bioassimilacdo. A) Crescimento do isolado AS172. B) Crescimento
do isolado 1001. C) Crescimento do isolado ABP401. D) Crescimento do isolado. V11 E)

Despigmentacdo do meio observada em V11. F) Controles dos isolados utilizados.

Fonte: A autora (2023).

Dentre as variedades de nanoparticulas analisadas, a NP + Fe foi a que
mais estimulou o crescimento dos isolados, apesar do crescimento aparente
menos robusto quando comparado aos meios contendo Mn (Figura 7). A
despigmentacao visual foi observada apenas no isolado V11 em 7 dias de
crescimento (Figura 7E) e, apés 28 dias foi observada a despigmentacao visual
no isolado ABP401.
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5.2 BIOESTIMULACAO

Apos 7 dias de crescimento, foi possivel observar os isolados que
mais cresceram e mais apresentaram reacfes positivas para producao
enzimatica em meios distintos (amido e CMC), com a adicdo das diferentes

nanoparticulas (Gréficos 2, 3).

Gréfico 2 — Comparacéao entre halos médios de crescimento e halos médios de

despigmentacdo em meio de amido.
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Gréfico 3 — Comparacao entre os halos médios de crescimento e halos médios de

despigmentacdo em meio CMC
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Para ambos os meios, o isolado 1001 apresentou 0 maior crescimento
quando observados apenas os meios contendo a adicdo de nanoparticulas
vinculadas aos metais Fe e Cu (Gréficos 2, 3) com tamanhos médios de halo de
30,3mmem NP + Fe e 46,6 mm em NP + Cu para meio amido, respectivamente,
e 48,6 mmem NP + Fe e 33,6 mm em NP + Cu em CMC. Entretanto, este isolado
nao se desenvolveu nos meios NP + Mn e NPP, o que pode indicar a possivel
inibicdo do crescimento em ambos o0s casos. Seguido de 1001, em meio amido,
APB401 apresentou melhor crescimento micelial em todos os meios (38 mm em
NP + Cu, 21 mm em NP + Fe e 30mm NP + Mn), incluindo NPP, que apresentou
maior crescimento micelial e maior halo de despigmentacgéo (82,3 mm e 64,3 mm

respectivamente, Figuras 8, 9).
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Figura 8 — Halos de crescimento em teste de bioassimilacdo meio NPP
A) Halos de crescimento em AS172 B) Halos de crescimento em ABP401 C)
Halos de crescimento em V11 D) Halos de crescimento em 1001 E) Halo de

degradagéo do meio observada em V11

\ l

r 001

Fonte: A autora (2023).
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Figura 9 — Halos de degradacao do substrato A) Halo de degradacdo em meio

amido B) Halo de degradacdo em meio CMC
i ABP401 ABP401 P401

.y \ N
Fonte: A autora (2023).

Ainda em relacdo ao meio amido, o isolado AS172 teve menor
crescimento em comparacao aos testes anteriores (35,3 mm em NP + Cu, 17
mm em NP + Fe, 21,3 mm em NP + Mn), seu maior crescimento micelial e halo
de despigmentacdo ocorreram em meio NPP (47 mm e 46,6 mm
respectivamente). O isolado V11 apresentou o0 menor desenvolvimento micelial
para ambos 0s meios, nao atingindo os 6 mm padronizados durante a
inoculacdo. Em relacdo aos halos de degradacdo do substrato, os isolados
ABP401 e AS172 apresentaram 0s maiores halos de degradacdo do substrato
na presenca de NPP (64,6 e 46,4, respectivamente), em meio amido, seguidos
dos isolados AS172 (31,3 mm) e 1001 (31,3 mm) em meio NP + Cu. NP + Cu
também foi o Unico meio a estimular a producdo de amilases em V11 (13 mm;
Figura 10, D).
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Figura 10 — Teste de bioassimilacdo em meio amido acrescido de NP + Cu. A)
Crescimento micelial dos isolados B) Halos de degradacédo do meio pelo isolado
AS172 C) Halos de degradacao do meio pelo isolado ABP401 D) Halos de degradagéo

do meio pelo isolado V11 E) Halos de degradagdo do meio pelo isolado 1001.

Fonte: A autora (2023).

Em meio CMC, foi possivel observar menor desenvolvimento do
crescimento micelial em relagdo ao meio amido na maioria dos isolados, com
excec¢do dos meios acrescidos de Fe para os isolados 1001 e ABP401. O isolado
ABP401 apresentou maior crescimento e halo de degradacéo do substrato em
meio NPP (72 mm e 67,3 mm, respectivamente. Figuras 7, 8). Também é
possivel observar a inversdo no tamanho dos halos de crescimento e producdo

enzimatica em meios contendo NP + Mn, quando comparado ao meio amido.
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O isolado V11 ndo apresentou crescimento micelial aparente, no entanto
produziu halo de degradacéo do substrato para os meios NP + Cu (9 mm ), NP
+ Mn (24 mm) e NPP (18,6 mm). Todos os isolados com crescimento visivel
apresentaram maior crescimento na presenca de Cu para o meio amido,
enguanto para o meio CMC os halos de crescimento foram maiores na presenca
de Fe.

5.2.1 Bioestimulagdo em BDA + Acido-Tanico

Todos os isolados apresentaram halo escurecido e amarronzado no
reverso da placa em reacdo ao acido-tanico, indicativo da producdo de
fenoloxidases (Figura 11). Os isolados 1001 e AS172 apresentaram crescimento
mais robusto, sendo o halo de reacdo enzimatica proporcional ao halo de
crescimento em 1001. O isolado ABP401 apresentou maior produgéo aparente
de fenoloxidases e crescimento mais delgado do micélio aéreo. O isolado V11
mais uma vez nao apresentou crescimento aparente na superficie do meio,
apesar de apresentar forte producéo de tanases, observado na coloracdo mais
escura dos halos em relagéo aos outros isolados (Figura 11), o que pode ser um
indicador do crescimento vegetativo do micélio dentro do meio sélido.

O isolado 1001 apresentou o maior halo médio de crescimento (60,1 mm)
e maior halo médio de producao de fenoloxidases (62,3 mm), seguido por 1001,
que também apresentou halo de reagdo enzimatica quase que sobreposta ao
halo de crescimento, 48,6 mm e 47 mm, respectivamente (Grafico 4; Figura 10).
O isolado AS172, além de apresentar aspecto mais robusto de crescimento, foi
o Unico isolado a apresentar halo de crescimento (42,1 mm) relativamente maior
que o halo de reacao enziméatica (27,5 mm), evidenciando que o isolado ndo
produziu em especifico inicialmente a tanase (Figura 11).
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Figura 11 — Teste de producgéo de tanases em triplicata.

Fb: A autora (2023).

Gréfico 4 — Andlise de producgéo de tanases
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Fonte: A autora (2023).
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5.2.2 Bioestimulacao da lacase

Apos 7 dias de crescimento, o isolado V11 apresentou capacidade
visivel de degradacéo no primeiro tratamento, em caldo glicosado, constituido
apenas de NPP (Figura 12, B). Todos os tratamentos seguintes n&o
apresentaram despigmentacdo para nenhum dos isolados (Figura 12).
Adicionalmente, a atividade de lacase ndo foi detectada utilizando caldo

glicosado nos diferentes tratamentos.

Quando inoculados em caldo malte, ndo foi possivel detectar a
atividade nos tratamentos contendo as diferentes nanoparticulas. A atividade foi
mensurada apenas no caldo malte sem a adicdo de nanoparticulas, onde a
atividade enzimatica foi detectada e calculada para o isolado 1001, que teve

como resultado de atividade média 1534,18 UI/L e + 93,06 de desvio padréo.

Figura 12 — Teste de despigmentacdo dos tratamentos utilizando caldo glicosado e
contendo as diferentes combinacdes de nanoparticulas A) Controles dos isolados B)
Tratamento 1 C) Tratamento 2 D) Tratamento 3 E) Tratamento 4 F) Tratamento 5 G)

Tratamento 6 H) Tratamento 7

T1 B 12
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AS172  ABP 19?’ Vw11 As172

Fonte: A autora (2023).
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, foi possivel observar que os isolados selecionados
apresentam grande potencial enzimatico ainda pouco explorado e que a
utilizacdo de nanoparticulas, em determinados casos, pode ser promissora,

tendo em vista a escassez de estudos no mundo e a auséncia no Brasil.

Orlandelli et al. (2013) realizaram andlises comparativas do crescimento
de isolados selecionados em meio BDA em relacdo a meios acrescidos de
diferentes tipos de corantes de importancia em biorremediacdo. Foram
analisados trés isolados: Marasmius cladophyllus, Phlebia sp, e Schizophyllum
commune, espécie usada em nossos estudos, apresentou crescimento de 75
mm em meio BDA no periodo de 7 dias de crescimento, comparado ao
desenvolvimento dos isolados em meios acrescidos dos corantes téxteis preto
direto e turquesa G reativo na concentragdo de 0,1% (v/v). Os resultados de
crescimento dos isolados no estudo foram similares ao seu controle positivo, 75

mm para o corante preto direto e 74,3 mm para o turquesa G reativo.

No estudo realizado por Machado et al. (2006), Trametes villosa e
Pycnoporus sanguineus apresentaram crescimento que atingiu as extremidades
das placas no 7° dia de crescimento, assim como no presente estudo que utilizou
espécies do mesmo género (Quadro 1). Dessa forma, é possivel observar que
nenhum dos isolados apresentou crescimento na presenca das nanoparticulas
maior do que os controles positivos em meio BDA, com excecéo do isolado V11,
diferente dos estudos que fizeram uso de corantes como substrato, nos quais foi
observado que quase todos os halos de crescimento apresentavam o0 mesmo

tamanho que os isolados que cresceram em meio BDA.

Baldrian; Gabriel (2002) realizaram testes de otimizagcao de producao de
lacase em Pleurotus ostreatus a partir da adicédo de diferentes fontes de carbono
e nitrogénio, além da adicdo de ions metalicos e compostos aromaticos. Foi
confirmada a inducdo da producédo de lacases na presenca de Cu em meio
limitado de hidrogénio, registrada anteriormente por Palmieri et al (2000).
Baldrian; Gabriel (2002) observaram, pela primeira vez, a inducéo da producao
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de lacases na presenca de Cd, que ocorreu apenas quando a adicdo de Cd foi
realizada durante os estagios finais de crescimento. Os mesmos autores
constataram também que metais pesados tém influéncia ndo sé na atividade de
lacases como também em MnP, que demonstrou alta sensibilidade a meios
acrescidos de metais pesados como Cu e 0 Cd em testes realizados em Stereum

hirsutum e Phanerochaete chrysosporium (Baldrian et al. 1996).

A sensibilidade dos isolados a presenca de certos metais como 0 Mn
também foi observada no estudo atual, em que as espécies apresentaram
melhor desenvolvimento na presenca de NPP. Portanto, mais estudos se tornam
necessarios para entender a interacdo dos metais em relacdo a producao

enzimatica das espécies selecionadas.

No presente estudo, o isolado 1001 foi evidenciado como o maior produtor
de tanases. De acordo com Almasi et al. (2019), genes relacionados com a
producdo de tanases foram encontrados em 10 das 31 espécies testadas da
familia Schizophyllaceae, usualmente mais frequentes em cascas de arvores,
sendo elas pertencentes aos géneros Auriculariopsis, Schizophyllum, como o
isolado testado, Peniophora, Dendrothele, Plicaturopsis, Gymnopus, Pterula,
Fibulorhizoctonia, Omphalotus e Fistulina. Ferreira-Silva et al. (2022)
observaram a producdo de tanases por espécies do género Trametes, que
apresentaram o halo ambar escuro em trés dias do experimento, evidenciado
pela degradacéo de acido tanico e a producao de fenoloxidases, de diametro 80

mm para T. villosa e 85 mm de halo médio para T. lactinea.

Pesquisas anteriores estudaram diferentes espécies dos géneros
selecionados no estudo atual para realizar testes de produgdo enzimatica, com
0 intuito de avaliar a capacidade degradativa de diferentes compostos poluentes
despejados pelas industrias, que chegam as redes de esgoto e nos rios das mais
diversas formas. O estudo realizado por Sales et al (2012), que teve em foco a
degradacdo de medicamentos recalcitrantes, testou a produgcdo enzimatica
utilizando Pycnoporus sanguineus e Schizophyllum commune, obtendo resultados
positivos quanto a degradagdao da matéria organica e descoloragao visivel do
substrato observado. Entretanto, enfatizam que nao foi observada a producgao

de lacases por S. commune para o substrato em estudo neste experimento e que
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o oxigénio dissolvido nas amostras pode ter sido um fator inibitério para a
producdo de lignina peroxidases. Portanto, a producdo de lacase, neste

experimento, foi apenas observada em Pycnoporus sanguineus (14.000 U/L).

Quanto ao uso de fenoloxidases na degradacdo de corantes
recalcitrantes, a pesquisa realizada por Dayaram et al. (2008) foi capaz de
observar, pela primeira vez, a atividade de lacases por Polyporus rubidus, outra
espécie de Agaricomycetes testada quanto a suas propriedades para a
descoloracdo de quatro tipos de corantes, incluindo o Vermelho Congo e o
Remazol Brilliant Blue R (RBBR). Foi observada a atividade de lacase obtida,

gue atingiu valor maximo de 17.100 UJ/L.

Pesquisas mais recentes também ressaltam que obtiveram bons
resultados para a descoloragdo de corantes utilizando espécies do género
Trametes, Ferreira-Silva et al. (2022) que as espécies T. lactinea e T. villosa sao
capazes de degradar o corante indigo carmim de forma eficiente, com mais de
80% de descoloracédo, ainda ressaltando que a lacase se mostrou integrada no
mecanismo de degradacao, apresentando atividades de 27.833 U/L e + 0.031U/L
de desvio padréo para T villosa e em média 0.500 U/L com + 0.002 U/L para T.
lactinea. Portanto, T. villosa apresentou atividade de lacase bastante superior ao
isolado 1001 no presente estudo, enquanto T. lactinea ndo obteve resultados tdo

positivos.

Moreira et al. (2009) também realizaram o estudo para a degradacao do
corante RBBR a partir de Lentinus crinitus e Psilocybe castanella. Além de testar
sua acao positiva para a producdo das enzimas e descoloracdo do corante, foi
feito uma andlise sobre o pH favoravel para as espécies e a sua influéncia no
processo de producéo das fenoloxidases. In vitro, a descoloracdo do RBBR foi
total para ambas as espécies em um periodo de 14 dias. Foi também possivel
observar que as espécies selecionadas foram capazes de modificar o pH inicial
do meio para o seu pH 6timo de desenvolvimento. Os estudos sugerem que as
lacases produzidas por tais isolados podem descolorir corantes sintéticos em
uma grande variedade de concentracdes e sem a agao de mediadores redox, no
caso de Polyporus rubidus (Dayaram et al. 2008). Os resultados chamam a

atencao para um método efetivo, facil e de baixo custo para a degradacao de
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corantes antraquindnicos e possivelmente outros grupos de compostos fendlicos

de importancia.

Dessa forma, a inclusdo de nanoparticulas como agente estimulante do
crescimento e de producdo enzimética possibilita novas abordagens que
requerem maior numero de testes para melhor compreensao da interacdo entre
as nanoparticulas e os grupos enzimaticos. E esperado que surjam novos
estudos que tenham como intuito complementar e enriquecer o conhecimento
acerca da producdo de enzimatica de espécies de Agaricomycetes brasileiras

ainda nao estudadas e testadas.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista o0s resultados observados, € destacado que as
nanoparticulas vinculadas a metais ndo foram capazes de estimular o
crescimento e producdo enzimatica dos isolados tanto quanto em meios
contendo apenas nanoparticulas (NPP), exceto para o isolado V11. A NPP
também nao influenciou o crescimento dos isolados tanto quanto os controles
positivos realizados em meio BDA. Portanto, apesar de servir como um meio de
cultura menos custoso para o desenvolvimento desses isolados, ainda ndo foram
observados resultados especialmente promissores utilizando os isolados
testados sob influéncia de nanoparticulas. E necessario que testes utilizando o
isolado 1001 em meio NPP sejam refeitos para avaliar a sua influéncia e
comprovar o possivel efeito inibidor da NPP neste isolado, bem como,
posteriormente, realizar andlises estatisticas dos dados observados. A producédo
enzimatica proveniente dos fungos Agaricomycetes é compreendida como uma
alternativa menos custosa e efetiva para diversos processos biotecnolégicos,
incluindo a micorremediacdo, mas requer que mais estudos continuem sendo
realizados para sua futura aplicacdo nas mais diversas areas. Além disso, é
aconselhavel que mais espécies de riqueza tropical sejam testadas, a fim de

enriquecer o conhecimento sobre o potencial de aplicacdo dessas espécies.
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