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Introducéao

A matéria orginica que continuamente se forma na Terra nio se acumula de
forma progressiva, mas mantém-se mais ou menos constante através de um pro-
cesso de equilibrio entre acumulacédo e degradacéo. Sendo as formas mais comuns
de carbono orgédnico presente nos seres vivos as proteinas, os lipidos, os 4cidos
nucléicos (RNA e DNA), o amido, a celulose, as pectinas, a quitina e a lenhina, sdo
estes 08 compostos mais importantes passiveis de serem degradadoes efou trans-
formados pelos fungos filamentosos. Assim, o carbono ou é libertado para a
atmosfera pelo catabolismo ou é incorporado nos seres vivos através do anabo-
lismo. Os fungos, reconhecidos como biodegradadores, possuem um papel funda-
mental no desenrolar do ciclo do carbono. Por outras palavras, uma melhor
compreensio dos mecanismos de degradago enzimatica dos fungos, bem como da
sua ecologia, pode permitir a possibilidade do seu uso em diferentes dreas da bio-
tecnologia ambiental.

Séo conhecidas intimeras técnicas que pretendem avaliar actividades enzimati-
cas. No entanto, devido a varios factores, nem todas essas técnicas descritas se
adaptam as caracteristicas das estirpes ou aos objectivos dos estudos de caracte-
rizagio enzimatica.

O presente trabalho tem como objectivo a implementacéo de técnicas para ras-
treio enzimatico para diferentes estirpes de fungos pertencentes a Micoteca da
Universidade do Minho (MUM). Para o efeito foram utilizados métodos que se
baseiam fundamentalmente em alteragdes de cor ou transparéncia, de acordo
com o0s substratos usados nos meios de cultura.
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As estirpes

As estirpes utilizadas para este estudo foram fornecidas pela Micoteca da Univer-
sidade do Minho (MUM).

Aspergillus niger Tiegh. nom. cons MUM 02.48
Geotrichum candidum Link: Fr. MUM 94.02
Mucor hiemalis Wehmer MUM 97.32
Penicillium crustosum Thom MUM 02.30
Penicillium expansum Link MUM 02.03
Penicillium roqueforti Thom MUM 99.25
Phanerochaete chrysosporium Burdsall MUM 95.01
Trichoderma viride Pers.; Fr. MUM 97.54

Rejuvenescimento e crescimento de fungos

As estirpes utilizadas foram rejuvenescidas e crescidas em meio agarizado Cza-
pek Dox — CD (OXOID), excepto Mucor hiemalis e Phanerochaete chrysosporium
que foram rejuvenescidas, respectivamente, em meio de malte a meia concentra-
¢do —~ MEA (extracto de malte 10 g/, peptona 1 g/l, glucose 20 g1, agar 20 g/l) e em
melo de agar com 4gua da torneira — TWA (20 g/l agar). Para garantir que a idade
dos indculos fosse idéntica nos diferentes testes, utilizaram-se os fungos com 5 a
7 dias de crescimento.

Ensaios enzimaticos

Em todos os meios utilizados no decorrer dos ensaios que se descrevem de
seguida, foram inoculadas as oito estirpes. Os meios néo inoculados serviram
como branco.

Proteases

As proteinas, moléculas essenciais a todos os organismos vivos, desempenham
intimeras funcées, sendo elas enzimaticas, de transporte, de armazenamento,
estruturais, de defesa, etc. A sua unidade basica é 0 aminoécido, e estes encon-
tram-se ligados entre si por ligag6es peptidicas.

As proteases sdo um grupo extenso de enzimas capazes de hidrolisar ligacées pep-
tidicas libertando das proteinas péptidos ou amino4cidos. Podem ser considera-
das como exopeptidases ou endopeptidases consoante actuam, respectivamente,
apenas na extremidade da cadeia de aminodcidos ou aleatoriamente no interior
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desta (Fig. 1), e é de ter em conta a sua elevada especificidade, quer em relagio ao
pH, quer em relagdo aos locais de ataque.
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Figura 1. Esquema representativo da acgfo de endopepetidases (seta da direita) e exopep-
tidases (seta da esquerda) em proteinas.

Para detectar a degradagio enzimatica de proteases foi usado um meio que possui
leite desnatado (skim milk) na sua constitui¢do. Assim, foi adicionado 0,25 g de
KH,PO,, 0,125 g de KCl, 0,05 g de MgS0,.7H,0, 0,025 g de CaCl,, 6,25 ml de leite
desnatado a 22,5%, 2,5 g de glucose e 250 ml de dgua destilada. O pH foi acertado
a 5,4, adicionaram-se 3 g de agar para o meio, depois de cozido, ser esterilizado a
110 °C durante 20 min. O meio foi plaqueado em caixas de Petri que foram poste-
riormente inoculadas com os fungos e colocadas na estufa a 30 °C durante 6 dias.
Quando um fungo degrada as proteinas altera a opacidade do meio tornando-o
transparente.

Apos incubagao, observou-se em Penicillium expansum e Trichoderma viride a
formagao de halos concéntricos em redor das coldnias, mais transparentes que o
resto do meio, halos que indicam a actuacéo de proteases extracelulares. Nas res-
tantes placas a cor do meio manteve-se homogénea e semelhante & placa de
ensaio em branco.

Lipases

Qs lipidos sdo um grupo que compreende uma grande diversidade de compostos
quimicos e caracterizam-se por possuirem uma elevada solubilidade em solventes
organicos, por serem uma das principais formas de reserva de energia dos orga-
nismos, e por desempenharem um papel essencial na organizac¢io das membra-
nas celulares.

Os triacilglicerdis sdo os lipidos mais simples (Fig. 2), sdo também denominados
por gorduras neutras, e sao constituidos por trés acidos gordos, cada um ligado
através duma ligacio éster a um glicerol.
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Figura 2. Esquema representativo da estrutura quimica de um triacilglicerol.

As lipases encontram-se distribuidas por todos os grupos de organismos vivos e
podem ser definidas como glicerol éster hidrolases, catalisando a hidrélise de liga-
¢Bes éster em mono, di e triacilglicerdis, e pertencem ao grupo, mais abrangente,
das esterases.

Actualmente, para serem definidos como lipidos, os compostos tém que possuir
acidos gordos com cadeias de dez ou mais carbonos. No entanto, em muitos
ensaios que visam testar a actividade lipolitica usam-se compostos com cadeias
de acidos gordos muito mais curtas, como é o caso da tributirina.

A anélise da actividade das Lipases foi realizada de acordo com Lima et al. (1991)
usando meio mineral base de Czapek (Smith & Onions, 1983) com tributirina a
0,1% (p/v). O meio de cultura foi emulsionado usando um homogeneizador man-
tendo a temperatura nos 60 °C. Foram transferidos 7 ml de meio para cada tubo e
arrefeceu-se rapidamente em gelo, na posi¢io vertical. Os tubos foram inoculados
e colocados na estufa a 30 °C, durante 5 dias.

O principio deste teste baseia-se no facto da tributirina ser insoltivel tornando o meio
opaco. Quando é hidrolisada torna-se solivel produzindo-se assim um clareamento
no meio. A observacdo de um clareamento progressivo ao longo do tempo significa
que a estirpe inoculada possui lipases extracelulares. Existe alguma controvérsia
acerca da utilidade deste teste, uma vez que se pode considerar que as enzimas que
actuam na tributirina sdo esterases, e nio lipases. No entanto, este método foi usado
devido a facilidade em estudar a actividade lipolitica quando comparado com subs-
tratos de cadeias mais longas. Dada a subjectividade que a definigéo de lipases
encerra, consideram-se assim validos os resultados obtidos neste teste principal-
mente se os considerarmos como presuntivos.

Apés os b dias de incubacdo dos fungos, foi possivel observar em quase todos os
tubos um clareamento do meio. Observou-se que o0s tubos onde se havia dado
maior clareamento foram, por ordem crescente, os que continham as estirpes:
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Geotrichum candidum, Penicillium roqueforti, Mucor hiemalis, Trichoderma
viride, Aspergillus niger, Penicillium expansum e Penicillium crustosum. No tubo
branco nao se verificou qualquer clareamento do meio, em relacéo as condicées
iniciais, o que também ocorreu no tubo com a estirpe de Phanerochaete chrysospo-
rium. Paralelamente aos ensaios com fungos foram realizados ensaios em que se
inoculou 100 pl de lipase tipo VII de Candida rugosa (Sigma) com 10, 20, 50 e
100 pg. Mediu-se a profundidade de clareamento em mm de 24 em 24 horas até
aos b dias de ensaio. Estes resultados foram correlacionados com as actividades
determinadas quer por um método colorimétrico utilizando p-nitrofenil butirato
(p-NPB) como substrato lipolitico, quer através do método classico de titulacdo
dos acidos gordoes libertados durante a hidrélise da tributirina a um pH constante
de 7,2. Os valores de correlagie obtidos foram respectivamente, 0,9621 e 0,9335.
Estes resultados demonstram que este método se correlaciona com métodos
quantitativos de determinagéo da actividade lipolitica tornando-o robusto. Por
outro lado, poder-se-a converter profundidades de clareamento (mm) em unida-
des (U) de actividade enzimatica (umol/h). Por exemplo, no caso da estirpe de
Penicillium crustosum, ao fim de 5 dias, a uma profundidade de 43 mm devera
corresponder uma actividade de 583 U. Esta estirpe destacou-se em termos
degradativos, podendo por isso funcionar em estudos futuros como estirpe de refe-
réncia ao servir de controlo positivo na anélise lipolitica, ou avaliando a impor-
tancia que podera ter na biotecnologia ambiental,

RNases

0 RNA (4cido ribonucleico), pelas fungdes que desempenha, nomeadamente na
transcrigao e traducédo do codigo genético inscrito no DNA (4cido desoxirribonu-
cleico) em proteinas, é uma molécula essencial aos seres vivos. Os mondmeros sao
os nucleotideos, sendo constituidos por um agtcar (ribose), bases azotadas e acido
fosférico. Ao contrario do DNA, as moléculas de RNA sio de cadeia simples e pos-
suem a base azotada uracilo em vez da timina. Os monémeros ligam-se uns aos
outros por ligagdes fosfodiéster. As RNases (ribonucleases) actuam ao nivel das
ligagdes fosfodiéster, hidrolisando-as, podendo ser exorribonucleases ou endorri-
bonucleases, conforme actuam apenas na extremidade da cadeia, libertando
mondmeros, ou indiferentemente no interior da cadeia, fraccionando-a.

Para andlise da degradagfio das enzimas degradadoras de RNA foi feito o seguinte
meio: adicionaram-se 0,25 g de NH,H,PO,, 0,05 g de KCl, 0,05 g de MgS0,.7H,0,
0,2 de NaC,H;0,.3H,0, 0,5 g de RNA, 3 g de agar e 250 m! de dgua destilada. O
meio foi cozido no microondas e autoclavado a 121 °C durante 15 min. Depois de
inoculadas as placas foram colocadas a 30 °C na estufa durante 12 dias. Passado



72 ECOLOGIA DOS FUNGOS

esse tempo, as placas foram reveladas sendo inundadas com HCl 1M, e deixan-
do-as a temperatura ambiente durante 1 hora.

0 4cido adicionado, quando actua durante relativamente pouco tempo (uma hora)
vai reduzir a opacidade da zona do meio em que ocorreu degradagio. No entanto,
caso o dcido actue durante tempo demais todo o meio poder-se-a tornar mais
transparente devido a hidrdlise acida. Assim, as estirpes com RNases extracelu-
lares vio-se caracterizar por, apds a adicdo de HCI durante uma hora, terem um
halo transparente no local de hidrélise.

Apés a revelacdo foi observado que, em algumas das placas, 0 meio ficou mais
transparente. Isto surgiu nas zonas onde o fungo cresceu ou também em redor
dele, mas ocorreram casos em que todo o meio teve alteragio na transparéncia.
QOutros houve ainda em que néo se deu qualquer alteracdo. Assim, verificou-se
que em Trichoderma viride houve ligeiro aumento de transparéncia na zona onde
o fungo se desenvolveu e também numa Area circundante a esta, o que demonstra
a actuagiio de enzimas extracelulares. Quanto a Mucor hiemalis verificou-se que
apenas na zona onde este constituiu a sua colénia se evidenciou uma elevada
transparéncia. Ja em Penicillium crustosum e Penicillium expansum foi obser-
vada uma aparente alteracdo em todo 0 meio. Estes resultados constituem um
problema de interpretac¢fio, uma vez que a transparéncia além de homogénea é
também reduzida. Nestes casos, para confirmagéo, serd desejavel realizar novos
ensaios usando diferentes tempos de incubagfo. Nas restantes placas nao se veri-
ficou alterag@o na opacidade.

DNases

Nos seres vivos 0 DNA é a molécula que contém a informagao genética. Tal como o
RNA, é um 4cido nucléico, sendo cada nucleotideo constituido por um agiicar
(desoxirribose), uma base azotada e um 4dcido fosférico. Os mondmeros ligam-se
uns aos outros por ligacoes fosfodiéster. Ao contrario do RNA, 0 DNA é constituido
por uma cadeia dupla e possui, além de guanina, adenina e citosina presente no
RNA, a base timina. As DNases (desoxirribonucleases) actuam ao nivel das liga-
¢oes fosfodiéster, hidrolisando-as, podendo ser endonucleases de restrigdo, endo-
nucleases ou exonucleases conforme, respectivamente, actuam num local
especifico no interior da cadeia, indiferentemente no interior da cadeia, ou apenas
na extremidade.

Em relacfio 4 andlise a estas enzimas procedeu-se do mesmo modo que para as
RNases, apenas substituindo na composi¢io de meio o RNA por DNA. Sendo
baseado nos mesmos principios que o usado no teste das RNases, a composi¢io e
revelagdo do meio podem por isso ser explicados da mesma forma.

;
{
{
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Neste caso obtiveram-se dois tipos de resultados: 0 mais comum consistiu na
manuten¢io da opacidade. No entanto, na placa com Mucor hiemalis, o meio ficou
muito mais transparente na zona onde o fungo se desenvolveu. Logo, apenas
Mucor hiemalis demonstrou capacidade de hidrolisar o DNA.

Amilases

0 amido é um polissacarideo, constituido por cadeias ramificadas de glucose,
sendo uma das substancias de reserva mais comuns na Natureza e a principal
quando se fala no reino das plantas.

O amido é entdo constituido por amilose (17 a 25% do total da molécula de amido)
e amilopectina. A amilose é um polimero linear com ligagées a, , e a amilopectina
possui um corpo com ligacdes o, , mas também oligossacarideos ramificados com
ligagbes o, 4 (Fig. 3). O amido cora de azul quando em contacto com o iodo.

As amilases podem classificar-se em: q-amilases, B-amilases, pululanases, glu-
coamilases e ¢-glucosidases, baseando-se esta classifica¢fio nas suas actividades
especificas. As a-amilases sio endoglucosidases e actuam indiscriminadamente
no interior das cadeias. As B-amilases s@o exoglucosidases e actuam na extremi-
dade da molécula, libertando residuos de maltose (Rawn, 1983). As glucoamila-
ses, sendo também exoglucosidases, actuam na extremidade das cadeias, mas
libertam residuos de glucose e nio de maltose (Schellart et al., 1976). Por sua vez,
as a-glucosidases ou maltases hidrolisam a maltose. Finalmente, as pululanases
actuam ao nivel das higages o, ; da amilopectina (Takizawa & Murooka, 1985).
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Figura 3. Estrutura quimica da amilopectina (em cima) e amilose (em baixo).
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No caso das amilases, a andlise de actividade foi realizada usando um meio cuja
constituigéo se descreve em seguida: adicionou-se 1,25 g de amido soluvel, 0,5 g
de extracto de levedura, 0,25 g de K,HPO,, 0,125 g de MgS0,.7H,0, 25 pg de tia-
mina-HCl e 0,25 ml da solucio de micronutrientes, 4gua até perfazer 250 ml e
acertou-se o pH a 7,3+0,2. Por fim, juntou-se 4,25 g de agar. A solucdo de micronu-
trientes tinha a seguinte constituigio: juntou-se 0,127 g de FeNH(80,),.12H,0,
0,178 g de ZnS0,.7TH,0, 0,074 g de MnS0O,.4H,0, 0,008 g de CuSO,, 0,01 g de
CoS0y, 0,01 g de H;BO e 100 mi de dgua. De seguida, cozeu-se o agar e autocla-
vou-se a 121 °C durante 15 min, As placas com este meio foram inoculadas e incu-
badas a 30 °C durante 8 dias. De seguida, as placas foram reveladas, tendo sido
inundadas com uma solugio aquosa de iodo (1% I, e 2% KI). A solucdo de iodo foi
usada como revelador uma vez que esta solugéo confere cor azul-arroxeada
quando se associa a moléculas de amido, e nao reage com os produtos que resul-
tam da hidrélise deste.

Apds a revelagao verificou-se que a placa do ensaio em branco ficou azul-arro-
xeada, tal como nas placas de Geotrichum candidum, Mucor hiemalis e Penicil-
lium roqueforti. Nas outras placas foi observado que a alguma distancia do limite
das colénias a cor predominante era azul-arroxeada, enquanto onde os fungos se
encontravam, como em Phanerochaete chrysosporium, ou nas proximidades das
suas colonias formando halos de cor concéntricos, como em Penicillium crusto-
sum, Penicillium expansum (ver Fig. 4) e Trichoderma viride, o que dominava era
a transparéncia. Observou-se também, nos bordos dos halos referidos nas placas
com Penicillium expansum e Trichoderma viride uma fina camada concéntrica de
cor avermelhada. A formagdo de halo em volta da colénia indica existéncia de
amilases extracelulares, sendo possivel relacionar uma elevada actividade amilo-
litica com um maior raio do halo. As estirpes de Penicillium expansum e Aspergil-
lus niger possuem o maior poder amilolitico.

Figura 4. Resultado obtido apds o ensaio da amilase para P, expansum.

(
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O halo avermelhado que se formou nos ensaios existe devido & formacao de dex-
trinas que constituem uma etapa intermédia da degradac@o do amido e que for-
mam um complexo com essa cor quando em contacto com a solugdo de iodo.

Celulases

As moléculas de celulose sdo cadeias nido ramificadas de glucose ligadas entre si
por ligagdes B, ,. Estas cadeias possuem um nitmero varidvel de residuos, com um
comprimento médio por molécula de cerca de 8000 residuos. As unidades que, a0
longo de uma molécula, se repetem dd-se o nome de residuos de celobiose (Fig. 5).
Por sua vez, as moléculas de celulose organizam-se em unidades chamadas
microfibrilas. O centro de cada microfibrila é constituido por moléculas de celu-
lose dispostas numa perfeita disposi¢io tridimensional, formando uma regiao
cristalina sendo esta a de mais dificil biodegradagédo. A rodear o centro cristalino
encontra-se uma regido que, embora também constituida por moléculas de celu-
lose paralelas ds do centro, nfo tém a ji referida conformacéo tridimensional per-
feita, sendo esta regido periférica chamada por isso paracristalina (Goodwin &
Mercer, 1983).

Figura 5. Estrutura quimica da celulose, constituida por n residuos de celobiose.

A degradagiio microbioldgica da celulose € de natureza complexa, especialmente no
que diz respeito as zonas cristalinas, sabendo-se, actualmente, que é necessaria uma
interacgiio de uma variedade de diferentes enzimas para que ocorra a sua degrada-
cdo. Na degradagiio da celulose por fungos é comum falar-se na actuagdo de trés tipos
de enzimas; as exoglucanases (normalmente designadas por celobiohidrolases -
CBH), endoglucanases (EG) e B-glucosidases. De um modo geral, pensa-se que as
enzimas flingicas funcionam do seguinte modo: as endoglucanases actuam a nivel
interno nas cadeias de celulose, de modo aleatério, libertando cadeias mais peque-
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nas. Ja as celobiohidrolases actuaréo nas extremidades das cadeias, libertando resi-
duos de celobicse. Por seu lado as f-glucosidases hidrolisam as ligagées entre os dois
residuos de glucose presentes em cada molécula de celobiose. Este modo é, no
entanto, um modo simplista de visualizar as reac¢des enzimaticas ja que se sabe que
elas actuam sinergicamente e. em determinadas condigées, podem actuar de forma
diferente (ex: exoglucanases actuarem como endoglucanases).

A anilise da actividade celulolitica foi feita usando o teste baseado nas caracteris-
ticas da celulose-azure,

Assim, procedeu-se do seguinte modo:

PREPARACAO DE MEIO A: adicionou-se 0,1 g de NH,H,PO,, 20 mg de KC1, 20 mg de
MgS0,.7H,0, 100 ml de dgua destilada, acertou-se o pH para 4,520,2 e, por fim,
adicionou-se 1,2 g de agar. O meio foi cozido e dividido por tubos tendo cada um 6
ml de meio. Estes foram autoclavados a 121 °C, 15 min, e deixados a temperatura
ambiente até solidificarem.

PREPARACAO DE MEIO B: adicionou-se 0,05 g de NH,H,PO,, 10 mg de KCl, 10 mg de
MgS0,.7H,0, 33 ml de 4gua destilada, acertou-se o pH a 4,5+0,2 e por fim adicio-
nou-se 0,6 g de agar. Cozeu-se e autoclavou-se o meio, sendo depois este mantido
em banho-maria a 60 °C.

PREPARACAO DE SOLUCAO DE CELULOSE-AZURE: suspendeu-se 0,5 g de celulose-azure
(Sigma) em agua destilada e esta foi deixada durante a noite em agitac¢io. No dia
seguinte, de modo a lavar a celulose-azure e retirar o corante néo associado a
celulose, foram efectuadas centrifugacoes até que o sobrenadante se tornasse
transparente. Adicionou-se ao precipitado final 17 ml de agua destilada e a
quente, adicionou-se o meio B a solugdo de celulose-azure, constituindo esta mis-
tura o meio C. Em condigoes de assépsia, a cada um dos tubos com meio A prepa-
rados, adicionou-se 1,5 ml do meio C. Os tubos foram inoculados e mantidos a
30 °C na estufa durante 17 dias.

Sendo a celulose-azure um corante associado a cadeias de celulose quando as
celulases actuam esta associagdo desfaz-se e o corante liberta-se difundindo-se.
Assim, o grau relativo de celulolise detecta-se pela maior ou menor quantidade de
cor azul que se difunde da camada superior para o meio basal A.

Observaram-se, apos a incubagao, diferencas na intensidade e na profundidade
da cor azul nos meios. Assim, foram obtidos resultados nos quais o meio se man-
teve com duas camadas distintas, como em Geotrichum candidum e Penicillium
roqueforti, noutros deu-se uma ligeira difusdo de cor como em Mucor hiemalis,
Penicillium crustosum, Penicillium expansum, e outros houve ainda em que se
verificou uma grande difusdo de cor como em Aspergilius niger, Phanerochaete
chrysosporium e Trichoderma viride.
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Pectinases

As substancias pécticas s@o heteropolissacarideos com dcido galacturdnico e
metanol como principais componentes (Fig. 6) e alguns agucares neutros a eles
ligados. As ligagdes que formam estas moléculas sao o, , glicosidicas e surgem
entre os anéis de piranose das unidades de acido D-galacturdnico. As pectinas
possuem larga distribui¢do no reino das plantas.

COOCH; H OH
/4 i /oH ©
]
H\OH H H
0 0
4 OH COOCH;4

Figura 6. Estrutura quimica da molécula de pectina.

As pectinases sdo as enzimas responsdveis pela degradacao das pectinas. Estas
enzimas, para além de serem encontradas nas plantas, sdo também produzidas
por muitos microrganismos entre os quais os fungos filamentosos. Elas formam
um grupo de enzimas que inclui as enzimas de desesterificacéo (pectina metiles--
terase — PME), as enzimas de despolimerizagdo (poligalacturonases — PG e as
pectato/pectina liases). A PME catalisa a hidrélise dos grupos metil dos residuos
dos 4cidos D-galacturénicos da pectina, libertando metanol, as PG actuam hidro-
liticamente nas ligagdes glicosidicas «, , dos substratos de natureza péctica e as
pectato/pectina liases catalisam a quebra das ligacdes o, , glicosidicas de D-galac-
turonanos, removendo um dtomo de hidrogénio da posigdo C; com a formacéo de
uma dupla ligagao para estabilizagdo da nova molécula. Recentemente, estas
enzimas entre outros usos, tém sido utilizadas no tratamento de aguas residuais
com pectina (Kashyap et al., 2001).

A detecgao destas enzimas foi feita usando o meio preparado do seguinte modo:
adicionaram-se 0,25 g de extracto de levedura, 3,5 g de agar, 125 ml de 4gua cor-
rente e 125 ml de solugdo de micronutrientes. A solugio de micronutrientes foi
preparada do seguinte modo: adicionou-se 0,25 g de (NH,),SO,, 0,5 g de KH,PO,,
0,75 g de Na,HPO,, 0,025 de FeS0,.7H,0, 0,13 mg de CaCl,.2H,0 e 125 ml de
agua destilada. De seguida foram adicionadas 2,94 g de citrato de sédio e 1,25 g
de pectina. O meio foi cozido no microondas e agitado regularmente de modo a
dissolver ndo s6 0 agar mas também a pectina. O pH foi acertado a 4,5 com 4cido
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citrico. O meio foi depois autoclavado a 105 °C durante 20 min, inoculado e incu-
bado a 30 °C durante 3 a 4 dias. Apés a incubagfo as placas foram inundadas com
solugfio de revelacdo 1% CTAB (brometo de hexadecilirimetilaménia) e deixadas,
varias horas, 4 temperatura ambiente. A revela¢do com o produto CTAB leva a
formacio de um precipitado onde ocorreu degradagdo pectinolitica. Algumas
horas apés a revelagio verificaram-se duas situagdes: em Aspergillus niger e
Penicillium crustosum, foi notéria a formacéo de precipitados nas zonas onde o
fungo se desenvolveu e num halo em redor destas, o que demonstra a degradagdo
pectinolitica exdgena. Nas placas com as outras estirpes e na placa em branco nao
foi detectada qualquer alteragéo de relevo no meio. A estirpe Aspergillus niger foi
quem demonstrou a maior capacidade degradativa.

Quitinases

A quitina é um homopolimero de N-acetil-D-glucosamina com ligacdes P,
(Fig. 7), é produzida em enormes quantidades na Natureza e é utilizada como
componente estrutural por alguns organismos vivos. Existe, no entanto, mais que
um tipo de quitina, e esta pode ser modificada por desacetilagdo formando quito-
sano (D-glucosamina com ligagées B, ). Assim, e devido a esta complexidade de for-
mas quimicas, é normal que exista uma grande variedade de enzimas liticas que
atacam estes compostos. De um modo simplificado podemos considerar quitinases
como as enzimas que hidrolisam as ligagoes glicosidicas de quitina. Assim, temos as
endoquitinases, que quebram ligagdes aleatoriamente ao longo da cadeia, as exo-
quitinases, que libertam unidades de diacetilquitobiose da extremidade da cadeia e,
finalmente, p-N-acetilglucosaminidases, que podem actuar como exoquitinases fra-
cas, libertando unidades de monossacarideos da extremidade da cadeia. Os trés
tipos de enzimas constituem o sistema quitinolitico. Uma forma alternativa de
degradagio da quitina surge via desacetilagao, dando origem a quitosano, que apés
vérias hidrélises sucessivas por enzimas diferentes d4 origem a glucosamina.
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Figura 7. Estrutura quimica da molécula de quitina.
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A anadlise da actividade das quitinases foi realizada pelo seguinte método:

| PREPARAGAO DE MEIO A: adicionou-se 0,1 g de NH,H,PO,, 20 mg de KC1, 20 mg de
| MgS0,.7H,0, 100 ml de agua destilada, acertou-se o pH para 4,5+0,2 e, por fim,
adicionou-se 1,2 g de agar. O meio foi cozido e dividide por tubos, tendo cada um 6
ml de meio. Estes foram entdo autoclavados a 121 °C, 15 min e deixados & tempe-
ratura ambiente até solidificarem.

PREPARACAO DE MEIO B: adicionou-se 0,05 g de NH,H,PO,, 10 mg de KCl, 10 mg de
MgS0,.TH,0, 34 ml de 4gua destilada, acertou-se o pH 4,5+0,2 e, adicionou-se 0,6
g de agar. Autoclavou-se o meio e este foi mantido em banho-maria a 60 °C.

PREPARACAO DE SOLUGAO DE QUITINA-AZURE: dissolveu-se 0,3 g de quitina-azure
(Sigma) em 8 ml de 4gua destilada. A quente adicionaram-se 17 ml de meio B &
solugdio de quitina-azure e agitou-se, constituindo esta mistura o meio C. Em con-
digbes de assépsia, a cada um dos tubos com meio A adicionou-se 1,5 ml do meio C.

Os tubos foram posteriormente inoculados com os fungos e mantidos a 30 °C na
estufa, durante 20 dias.

As quitinases foram estudadas através de um método idéntico ao usado para
estudo das celulases baseado na celulose-azure, substituindo-se celulose-azure
por quitina-azure, e avaliando a degradacio através de uma maior ou menor difu-
sdo de cor, Constataram-se, apds o periodo de incubagao, diferencas entre os tubos
com as diferentes estirpes (Fig. 8). Enquanto na maioria dos tubos néo se verifi-
cou difuséo de cor, ja em Aspergillus niger, Phanerochaete chrysosporium e Mucor
hiemalis (por ordem crescente da intensidade) ocorreu uma difusio de cor da
camada superior para a camada inferior do meio.

Figura 8. Resultados obtidos apds o
ensaio da quitina-azure,

1 .
(ol B e

i et T Da direita para a esquerda: Tricho-
derma viride, Phanerochaete chrysos-
porium, Geotrichum candidum, Mucor
hiemalts, Penicillium roqueforti, Peni-
cillium expansum, Penicillium crusto-
sum, Aspergillus niger e Tubo con-

trolo.
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Lenhinases

Alenhina é um polimero aromético tridimensional sendo muito abundante na
Natureza. Encontra-se nas paredes de todas as plantas vasculares e é constituido
por trés principais compostos: 4lcool p-comarilico, 4lcool coniferilico e dlcocl sina-
pilico. Diferentes tipos de lenho possuem diferentes proporgdes destas unidades.
Devido 4 sua constituicie quimica, a lenhina é de muito dificil degradagéo, sendo
apenas biodegradada por fungos ligados & podridao branca da madeira. As princi-
pais enzimas que actuam ao nivel da degradagéo da lenhina sdo as familias da
lenhina peroxidases (LiP), da manganés peroxidases (MnP), e as lacases.

Para a deteccdo das lenhinases recorreu-se a quatro tipos de meios, os quais
foram preparados da forma que se descreve a seguir e apés terem sido inoculados
foram incubados a 30 °C.

MEIO DE POLY-R478: Adicionaram-se 0,5 g de glucose, 0,025 g de peptona mico-
légica, 0,0025 g de extracto de levedura, 0,05 g de poly-R478, 3,75 g de agar e
250 ml de 4gua destilada. Depois de cozido no microondas o meio foi autoclavado e
plagueado. As placas inoculadas permaneceram na estufa durante 12 dias.
Usando este método, obtiveram-se dois tipos de resultados: com desaparecimento
parcial da cor vermelha rosada inicial como em Phanerochaete chrysosporium, ou
sem alteracéo da cor inicial como nas restantes estirpes.

MEIO DE AZUL DEXTRANO: Este meto foi preparado de modo semelhante ao anterior
mas substituindo o poly-R478 por 0,125 g de azul dextrano. As placas com meio de
azul dextrano permaneceram na estufa durante 25 dias. No final obtiveram-se
dois tipos de placas: com desaparecimento total da cor azul inicial como em
Phanerochaete chrysosporium, ou sem alterago da cor inicial como nas restantes
estirpes.

MEIO DE AZUL DE COOMASSIE: igual ao primeiro mas contendo 0,0125 g de azul de
Coomassie em vez de poly-R478. As placas permaneceram na estufa durante
925 dias. Obtiveram-se dois tipos de placas: com desaparecimento total da cor azul
inicial como em Phanerochaete chrysosporium, ou sem alteragio da cor inicial,
nas restantes estirpes analisadas.

MEIO DE AZUL DE METILENO: de preparacéo idéntica ao primeiro meio mas usando
0,00125 g de azul de metileno em substituigdo do poly-R478. As placas permane-
ceram na estufa durante 25 dias. Obtiveram-se trés tipos de placas: com desapa-
recimento total da cor azul inicial como em Phanerochaete chrysosporium, com
modificacdo parcial da cor do meio de azul para verde como por exemplo em Peni-
cillium expansum, ou sem alteragio da cor inicial.

A constituigio dos diferentes meios é semelhante mas estes possuem substratos
diferentes na sua composicdo. Todos estes substratos tém como objectivo mimeti-
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zar a lenhina, uma vez que possuem uma constituigdo quimica simplificada e que
se assemelha em varios aspectos a esta, podendo por isso ser atacados por enzi-
mas lenhinoliticas, o que, ao acontecer, leva 4 quebra das ligagGes quimicas ou dos
anéis aromaticos que provoca uma perda de cor. Assim, uma diminuigao da cor
caracteristica do meio significa que o fungo inoculado é potencialmente degrada-
dor da lenhina. O uso de diferentes substratos di4 maior validade aos resultados
em caso de concordancia.

I de salientar que a estirpe Phanerochaete chrysosporium, em todas as placas em
que esteve presente, levou a degradagfo dos substratos, sendo por isso conside-
rada degradadora de lenhina. A alteracgédo de cor azul para verde nas placas com
azul de metileno explica-se por alterages do pH produzido pelo metabolismo dos
fungos ndo sendo indicadora de degradacéo.

Sintese dos resultados das actividades enzimaticas
Compilando o que até agora foi dito, a Tabela I resume as capacidades degra-

dativas de cada estirpe face aos substratos estudados nas técnicas de rastreio
utilizadas.

Tabela 1. Actividades enzimaticas das estirpes face aos diferentes substratos

A. G. M P. P, P P. T

niger |candidum | hiemalis | crustosum | expansum | roqueforti |chrysosporium| viride

Protases 0 0 0 0 + 0 0 ++
Lipases ++ + + +H+ + + 0 +
RNases 0 0 +H+ ? ? 0 0 ++
DNases 0 0 ++ 0 0 0 0 0
Amilases +H+ 0 0 ++ ++H+ 0 +++ +
Celulases +++ 0 + + + 0 +4+ ++
Pectinases +++ 0 0 + 0 0 0 0
Quitinases ++ 0 +++ 0 0 0 ++ 0
Lenhinases 0 0 0 0 0 0 +H+ 0

0 = sem actividade detectada;
+ a +++ = actividade relativa crescente;

? =resultado inconclusivo.
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Conclusao

Este trabalho visava a optimizacgdo de técnicas de rastreio enzimatico para o
estudo do potencial degradativo de fungos. Os resultados obtidos validam uma
bateria de testes rapidos de detecgdo das principais actividades enzimdticas em
fungos, habilitando a Micoteca da Universidade do Minho com um instrumento
analitico importante para a caracterizacio das estirpes que conserva. Por outro
lado, os resultados obtidos permitem indicar desde ja estirpes da coleccao que
poderdo ser usadas como controlos positivos ou negativos em futuros ensaios
enzimdaticos. Finalmente, a continuacgdo destes estudos podera permitir encontrar
isolamentos flingicos com elevado poder degradativo, os quais poderao ser estuda-
dos de forma mais aprofundada através de outros ensaios bioquimicos ou molecu-
lares.
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