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RESUMO

WILLE, Caroline Neugebauer. Potencial do fungo Pycnoporus sanguineus na
biopolpacdo de Eucalyptus grandis e Acacia mearnsii . 2007. 56f. Monografia
(Bacharelado em Ciéncias Bioldgicas) — Instituto de Biologia. Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas.

Orientador: José Soares do Nascimento

A produgéao de celulose e papel, no Brasil, € uma atividade com grandes perspectivas
de crescimento, porém o aumento da demanda de polpa celulésica acarreta em
diversos problemas ambientais. Sao necessarias mudangas urgentes neste setor
produtivo, melhorando sua sustentabilidade econ6mica e ambiental. A extracdo de
celulose pelo método de biopolpagao, utiliza fungos de decomposigédo branca como
agentes em um tratamento prévio da madeira, devido a capacidade destes organismos
em degradar a lignina seletivamente, facilitando o processo de polpagéo. Diversos
estudos tém demonstrado a capacidade deste tratamento de reduzir o consumo de
energia, reagentes e impactos ambientais, além de melhorar algumas propriedades da
polpa. Porém sua aplicagdo industrial esta limitada pela dificuldade de produgdo de
inoculo em larga escala e pela presenca de contaminantes interferindo na qualidade do
tratamento. Os fungos lignoliticos utilizados s&o predominantemente espécies
importadas, sendo necessarias pesquisas com espécies nativas. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi estudar o potencial do fungo Pycnoporus sanguineus para o
tratamento prévio de cavacos de Acacia mearnsii e Eucalyptus grandis, utilizando o
fungo Ceriporiopsis subvermispora, amplamente reconhecido e utilizado neste processo
como referéncia comparativa. Para tanto, foram conduzidos trés experimentos. Nos
experimentos 1 e 2, respectivamente, foram realizadas avaliagcbes do crescimento
miceliano em placas de Petri contendo meio de cultivo a base de serragem, e em tubos
de ensaio, contendo cavacos umedecidos e esterilizados. Os meios inoculados com
fungos foram incubados a 25°C, realizando-se diariamente medigdes do crescimento
miceliano, a partir do segundo dia de incubagao até a completa colonizagdo em um dos
tratamentos. No experimento 3, utilizaram-se os mesmos tratamentos dos experimentos
anteriores, inoculando-se cavacos pré-umedecidos e pasteurizados a 100°C por 40
minutos. As amostras foram inoculadas e incubadas nas mesmas condi¢gdes, foram
realizados avaliacbes de colonizagcdo dos cavacos, indicios de contaminacbdes e a
degradacdo da lignina. Os resultados demonstraram uma maior velocidade de
crescimento em meios a base de serragem para C. subvermispora, especialmente no
meio com E. grandis. A velocidade de crescimento sobre os cavacos foi maior para P.
sanguineus, especialmente sobre A. mearnsii, apresentando também uma colonizagéo
mais intensa. A utilizagdo de serragem como substrato para a produgdo de inoculo
mostrou-se viavel, favorecendo a rapida colonizacdo dos cavacos e diminuindo a
possibilidade de surgimento de contaminantes durante o processo de incubagéo. Estes
efeitos foram maiores para o P. sanguineus sobre A. mearnsii. Apesar dos resultados
promissores na biopolpacao houve interferéncias na metodologia de determinagédo da
lignina degradada que ndo permitiram especificar qual foi o fungo mais indicado.



Palavras chave: Biopolpas, Podridao branca, Basidiomicetos, Fungos

lignoliticos, Decomposigao seletiva.
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INTRODUCAO GERAL

No Brasil, a industria de polpa e celulose possui uma importancia econémica
bastante significativa, por isso, ao longo de anos vem se buscando processos mais
eficientes, que diminuam o impacto ambiental pelo consumo energético e geracao de
residuos, melhorando a qualidade e a competitividade do produto.

Segundo Morais et al. (2007) o Brasil possui uma produgdo bastante
significativa de papel, colocando-se entre os dez maiores produtores mundiais.
Possuindo uma perspectiva de crescimento no mercado estrangeiro, devido a sua
disponibilidade de recursos materiais e energéticos frente ao esgotamento destas
fontes nos paises em desenvolvimento. Porém a crescente preocupacao e
conscientizagdo ambiental tém gerado impacto na industria de papel e celulose,
indicando a necessidade urgente de alternativas neste setor, responsavel pela emissao
de uma série de residuos.

O processo de extragao da celulose também conhecido como polpacao da
madeira pode ser feito por dois métodos, mecanico e quimico. Ambos consumem altos
niveis de energia elétrica, sendo o processo quimico também responsavel pela geragao
de residuos, com implicacbes na poluicdo do ambiente. Isto ocorre principalmente
devido a produgédo de um grande volume de efluentes, muitas vezes podendo alcangar
valores acima de 200.000m?/dia, cujas caracteristicas variam dependendo do processo
de fabricagao utilizado (REZENDE, 2000).

Uma publicacdo da Agéncia de Protegdo Ambiental EPA, na década de 90
propds uma reducdo severa nas emissdes de residuos permitidas, para
regulamentacgao das industrias de papel e celulose (SCOTT, 1995). Sendo assim, pode-
se dizer que, a ampliagcdo da produgao de papel e celulose requer urgentes alteragdes
do processo produtivo, pois apesar da alta demanda do mercado, existem limitagdes
que devem ser consideradas, tais como o esgotamento de recursos hidricos e

energéticos, e o aumento do rigor nas leis ambientais.



-14 -

Atividades de remediacao e tratamento de residuos ndo sao solugdes efetivas
para este problema. Sao acdes de fim de tubo que acrescentam custos ao processo,
sendo a melhor opc¢ao, a implantagao de técnicas de produgcado mais limpa que visem a
redugdo do consumo de insumos, energia necessaria para producdo e emissdo de
residuos. Estas mudangas ndo s6 melhoram a condicdo ambiental, mas também geram
beneficios as industrias, pois podem reduzir os custos da producéo, além de melhorar a
aceitagcéo do produto no mercado consumidor pela certificacdo e aquisicado de selos
ambientais.

Uma alternativa recentemente estudada, tem sido a producido de biopolpas,
onde microrganismos podem ser aplicados nos processos de biobranqueamento e
biopolpacao. O biobranqueamento substitui ou reduz o uso de agentes quimicos para o
clareamento da polpa celuldésica. Na biopolpacdo ocorre a extracdo de celulose
facilitada pela utilizagdo de fungos de decomposi¢cdo branca como agentes em um
tratamento prévio da madeira, devido a capacidade destes organismos de degradar a
lignina seletivamente, facilitando o processo de polpagao.

O processo usado para fermentagcdo de materiais lignoceluldsicos € conhecido
como fermentacdo solida. Este processo depende do tipo de substrato e de suas
caracteristicas, bem como das condi¢gbes de incubagdao (CAPELARI, 1996). A melhora
da qualidade do material depende da espécie de fungo, da fragdo botanica estudada e
da preparacdo prévia do substrato para degradacdo fungica (KARUNANANDAA &
VARGA, 1996).

A biopolpacéo € considerada um tipo de fermentacéo em estado sélido aplicada
como um pré- tratamento fungico de cavacos de madeira para produgdo de polpas
mecanicas ou quimicas.(AKHTAR et al., 1998; MENDONCA et al., 2002, 2004;
FERRAZ et al., 2005). A partir disto, diversos estudos, realizados em escala de
laboratoério, demonstraram o potencial da biopolpacéo para reduzir impactos ambientais
e 0 consumo de energia no processo de extracdo de celulose, bem como melhorar as
propriedades da polpa celuldsica.

Segundo Ferraz et al. (2006) a biodegradacédo de madeira sob condigdes
controladas e com fungos pré-selecionados, tem se mostrado um importante processo

biotecnoldgico de aplicagao industrial recente.
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A economia de energia durante a polpacdo mecanica é um fato bem conhecido
(AKHTAR et al., 1998). Estudos demonstram uma economia de até 27% de energia, no
caso da polpacao quimiomecanica, € 18% no caso da polpagdo termomecanica
(GUERRA et al., 2006). Além da redugcdo no consumo de energia, a biopolpacao,
proporciona a obtenc&o de polpas celulésicas com melhor resisténcia a tragéo, rasgo e
estouro (FERRAZ et al., 2006).

Dentre as espécies de fungos, atualmente estudados para tratar a madeira,
destacam-se alguns basidiomicetos, classificados como fungos de decomposicéo
branca, predominando espécies exaticas. Exemplos ja estudados como Phanerochaete
chrysosporium e Ceriporiopsis subvermispora, tém provado ser particularmente efetivos
na degradacgao de lignina (BLANCHETTE et al., 1992; FERRAZ et al., 2006).

Embora se saiba das vantagens do método biolégico, ainda existem
dificuldades para implantagdo do processo em larga escala, principalmente porque as
espécies de fungos estudadas apresentam baixo poder de competitividade com os
fungos contaminantes durante o processo de colonizagdo. Possivelmente estas
espécies necessitem de um incremento no substrato e na temperatura para se
estabelecer ou de outras alteragdes na metodologia de condu¢do. Dai a importancia de
se estudar o processo de degradacao de diferentes tipos de madeira por fungos e a
viabilidade de sua aplicagado na extracdo de celulose, tornando a producao de papel e
polpa celulésica eficiente e economicamente competitiva.

No Brasil, ha ocorréncia de diversas espécies nativas com potencial
decompositor de lignina, sendo algumas ja cultivadas para outros fins. A pesquisa de
fungos nativos de decomposi¢ao branca, para aplicagdo na biopolpagao, pode revelar
espécies que apresentem maior competitividade frente aos contaminantes e resultem
em maiores beneficios a extragao de celulose.

Segundo Eggert et al. (1996) o género Pycnoporus se mostra bastante
promissor devido sua capacidade de produzir enzimas lignoliticas. Lamascolo et al.
(2002) afirmam que linhagens de Pycnoporus sanguineus de origem tropical e
subtropical produzem maior quantidade de enzimas lignoliticas que as linhagens de

outras regiodes.
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Considerando-se estes aspectos em relagédo a utilizagcado de espécies nativas e
os efeitos dos contaminantes durante o processo, o objetivo geral deste trabalho foi
avaliar o potencial da espécie nativa Pycnoporus sanguineus no tratamento biolégico de

Eucalyptus grandis e Acacia mearnsii para posterior polpacao.



Capitulo 1

Colonizacao de Eucalyptus grandis e Acacia mearnsii em
cavacos por Pycnoporus sanguineus e Ceriporiopsis

subvermispora



Introducéo

Como quase em todos grandes descobrimentos cientificos, a proposta de
utilizagdo de fungos na degradagdo da lignina surgiu a partir da observacéo de
fendbmenos naturais, pois o crescimento de varios tipos de fungos sob a madeira pode
ser facilmente confirmado pela observag¢ao da natureza.

Alguns fungos possuem um sistema complexo de mecanismos e enzimas que
Ihes permite a utilizagcdo de madeira e outros materiais lignocelulésicos, mesmo que
pobres nutricionalmente, como substrato, desempenhando um papel fundamental na
reciclagem de carbono na natureza (MARTINEZ et al., 2005). A obtencdo de nutrientes,
pelos fungos, ocorre por absor¢ao através da parede celular em contato com uma
solugao nutritiva. O micélio segrega enzimas especiais que atuam sobre substancias
liquefazendo-as, e no caso dos fungos lignoliticos ocorre uma despolimerizagdo da
lignina. Em outras situagdes, especialmente no parasitismo de plantas, o micélio emite
orgaos chamados apressorios que penetram na célula do hospedeiro, e se ramificam
na forma de haustorios absorvendo os nutrientes intracelulares (GRIFFIN, 1994).

Os fungos podem atuar de diversas formas sobre a madeira. Existem aqueles
que se limitam a superficie da madeira, especialmente quando umida, alterando apenas
sua aparéncia. Ja os fungos manchadores utilizam como nutrientes substancias
contidas no parénquima, como amido, agucares, sais minerais e outras substancias da
madeira recém cortada ou durante a secagem. Existem também os fungos
apodrecedores que, por sua vez, apresentam potencialidades deterioradoras dos
compostos da parede celular, catalizando-os e transformando-os em substancias
menos complexas e soluveis que possam ser absorvidas e digeridas, resultando em
varios tipos de decomposi¢cao da madeira (MESQUITA et al., 2006). De acordo com
Donini (2006) os fungos deste grupo sdo conhecidos como fungos de podridao branca
da madeira por possuirem um aparato de enzimas que lhes permitem degradar e
modificar a lignina, celulose e hemicelulose, processo que Martinez et al. (2005)
acreditam ter sido originado no periodo Devoniano Superior, paralelo a evolugdo de

plantas vasculares.
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Os mesmos autores descrevem que o0s basidiomicetos que causam
apodrecimento da madeira, podem ser divididos em dois grupos: fungos de podridao
branca e fungos de podriddo parda, baseado em aspectos macroscopicos. A
degradacdo da lignina por fungos de podriddo branca, especialmente quando este
constituinte & degradado seletivamente na madeira, € uma caracteristica que faz com
que alguns fungos de decomposigdo branca sejam apropriados para aplicagdo
industrial em processos onde a lignina ou varios compostos fendlicos necessitem ser
modificados ou removidos (BLANCHETTE et al., 1988), estes mesmos autores citam
que existem varios fungos de podriddo branca que nao realizam uma decomposigao
seletiva da lignina, removendo grandes quantidades de polissacarideos. Estas espécies
tem sido usadas erroneamente como representantes de todos os fungos de
decomposi¢cao branca. Todavia existe uma grande variagdo entre fungos de
decomposicdo branca e ainda existem aqueles que podem utilizar as duas rotas de
decomposicao, dependendo do substrato.

Blanchette et al. (1988) sugere uma série de caracteristicas que indicam os
principais tipos de interagdo fungica com a madeira como substrato, identificando as
particularidades de cada rota de degradacao (tab.1).

A biopolpacao pelo fungo Ceriporiopsis subvermispora ja foi explorada por
diversos autores (AKHTAR et al.,1992; BLANCHETTE, 1992; FISCHER et al.,1994;
SCOTT et al., 1995; FERRAZ et al.,2006). Porém sabe-se que a principal dificuldade de
aplicar a biopolpacdo por esta espécie em escala industrial reside na sua
suscetibilidade a contaminacdo. O processo de fermentacdo em estado sodlido, a
biopolpacao, é influenciado por diversos fatores, como a espécie de fungo utilizado e o
tipo de substrato e as condigdes de cultivo, sendo assim torna-se importante estudar

diversas espécies nativas de fungos para o tratamento prévio de diferentes madeiras.
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Tabela 1- Caracteristicas anatdbmicas e fisicoquimicas dos diferentes tipos de
degradacgao da madeira (BLANCHETTE et al., 1988).

Perda da
consisténcia

Madeira
hospedeira

Constituintes
celulares
degradados

Rota
anatomica de
acao

Agentes
causais

Podriddo branca

Perda da pigmentacdo, tornando a
aparéncia alvejada, a madeira torna-
se mais macia, esponjosa, e apos
um longo periodo a perda da

consisténcia

Apodrecimento
simultaneo

Apodrecimento
seletivo

Madeira dura,
raramente
madeira macia

Celulose, lignina
e hemicelulose.
Tornam-se
quebradigos

A parede celular
é atacada
progressivament
e no lumen. Ha
erosdo em forma
de sulcos onde
as hifas
crescendo.

Basidiomycetes
(e.g. T.
versicolor,

Irpex lacteus,
P.
chrysosporium

Heterobasidium
annosum)
também alguns
Ascomycetes
(e.g. Xylaria
hypoxylon).

Ambas

Inicialmente ha
um ataque
seletivo a lignina
ea
hemicelulose,
apos ocorre um
ataque também
a celulose.
Tornam-se
fibrosos

A degradacao da
lignina ocorre na
lamela média e
parede
secundaria. A
lamela média é
dissolvida través
de um processo
de difusdo, onde
nao ha contato
com as hifas,
formando
cavidades
radiais na
parede celular

Basidiomycetes
(e.g.
Ganoderma
australe,
Phlebia
tremellosa,

C.
subvermispora,
Pleurotus spp. E
Phellinus pini).

Podrid&o parda

Desintegragéo
marrom seca e
pulverulenta, perda
da consisténcia muito
uniforme

Madeira macia,
raramente pode
ocorrer em madeiras
duras, tanto em
madeiras expostas ao
ambiente como em
objetos de madeira

Celulose e
hemicelulose, a
lignina é pouco
afetada, em alguns
casos a degradagao
extende-se até a
lamela média

A degradacéo é
realizada a uma longa
distancia das hifas
através do processo
de difusdo. A parede
celular inteira &
atacada rapidamente
através de fissuras e
rachaduras

Basidiomycetes
exclusivamente

(e.g. C. puteana,
Gloeophyllum
trabeum,

Laetiporus
sulphureus,
Piptoporus betulinus,
Postia placenta e
Serpula lacrimans).

Podridé&o soft

Desintegragéo
marrom Umida
perda da
consisténcia
uniforme

Geralmente
madeiras duras,
em ambientes
umidos.

Celulose e
hemicelulose, a
lignina quase nao é
alterada

As células
proximas as hifas
s&o atacadas
comegando pelas
células do lumen.
Sao formadas
cavidades
cilindricas e
conicas na parede
secundaria ou
erosao da parede
secundaria das
células do lumen.

Ascomycetes
(Chaetomium
globosum, Ustulina
deusta)

e Deuteromycetes
(Alternaria
alternata,
Thielavia terrestris,
Paecilomyces
spp.), também uma
bactéria

Fungos de manchas

Ocorrem areas da
madeira
descoloradas, com
manchas azuis,
negras, vermelhas, ou
outras cores,
causadas pelos
pigmentos das hifas
ou por uma reagao da
planta a agressao

Ocorre em ambos
tipos de madeira tanto
no ambiente, como
também durante o
armazenamento e
transporte de madeira
bruta.

Extratos ativos e
solugdes com agua,
como agucares e
gomas

Primeiramente afeta o
parénquima e os
canais de resina,
gerando covas.

Ascomycetes (e.g.
Ophiostoma

E Ceratocystis spp.)
E Deuteromycetes
(e.g.
Aureobasidium
pullulans,
Phialophora spp. e
Trichoderma spp.)
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De acordo com Donini (2006) a fase de miceliagdo do substrato possui uma
importancia fundamental para o crescimento dos cogumelos, pois quanto mais rapido
ocorrer seu desenvolvimento menor sao os riscos de ocorrerem contaminagdes, sua
capacidade de crescer em substratos lignocelulésicos também esta relacionada a sua
capacidade de ativar mecanismos fisiolégicos, sendo importante a sele¢ao de linhagens
de acordo com suas exigéncias nutricionais, favoraveis ao crescimento miceliano.

O objetivo deste trabalho foi comparar a velocidade de colonizagdo da madeira
pelo fungo nativo Pycnoporus sanguineus em relagdo a uma espécie exotica
Ceriporiopsis subvermispora. Através do crescimento micelial em dois tipos de madeira:

A. mearnsii e E. grandis, conduzidos em laboratdrio.



-22.-

Material e métodos

O experimento foi realizado no Laboratério Experimental de Micologia
(LEMICO), do Departamento de Microbiologia e Parasitologia (DEMP) do Instituto de
Biologia (IB), situado no campus Capdo do Ledo, RS da Universidade Federal de
Pelotas (UFPel).

O fungo Pycnoporus sanguineus (Fig. 1) foi coletado no campus da
Universidade Federal de Pelotas, Capao do Le&do,RS. No laboratério LEMICO/ DEMP/
IB/ UFPel, procedeu-se o isolamento a partir do basidioma, em condi¢gbes assépticas,
retirando pequenas porgdes deste e transferindo para o meio de cultivo batata dextrose

agar (BDA), em placas de Petri sendo cultivadas durante sete dias, em estufa a 25°C.

Figura 1- Basidioma de Pycnoporus sanguineus coletado na UFPel para o isolamento
em laboratorio. Pelotas- RS, 2007.

Apds o crescimento o fungo foi repicado para placas de Petri contendo o

mesmo meio BDA, para multiplicagcdo. Um isolado de Ceriporiopsis subvermispora,
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cedida pelo Professor André Ferraz do Departamento de Biotecnologia da Faculdade
de Engenharia Quimica de Lorena- (FAENQUIL), também foi multiplicado em placas
contendo BDA. As amostras foram cultivadas em estufa a 25°C durante sete dias.

Amostra de cavacos de Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden e Acacia mearnsii
de Wild. fornecidas pelo Laboratério de Celulose e Efluentes (LACE) do Centro Federal
de Educacao Tecnologica (CEFET-RS), coletadas por quarteamento, foram mantidos
imersos em agua durante 24 horas. Apos foram escorridos e colocados umidos em
tubos de ensaio, contendo um chumago de algoddo umedecido na base e na superficie,
dos tubos, os quais foram vedados, com papel aluminio e filme de pvc, e autoclavados
a 120°C por 30 minutos.

Apos o resfriamento em condi¢gdes ambientais, cada unidade / tubo recebeu um
disco de micélio com 10mm de diametro, previamente crescidos em BDA. Foram
utilizadas cinco repeticdes, sendo os tratamentos constituidos pela interacdo de dois
fungos e dois tipos de madeira.

Os tubos foram incubados nas mesmas condi¢gdes de crescimento do micélio
em placas de Petri. As avaliagbes foram iniciadas apdés 48 horas de incubacéao,
marcando-se o crescimento micelial a cada 24 horas durante cinco dias.

As informagdes foram calculadas e analisadas estatisticamente pelo programa
SANEST (ZONTA & MACHADO, 1994) através do teste de Tukey.
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Resultados e Discussao

A interacao entre espécie de fungo, o substrato e o tempo de incubacao foi
significativa (« =0,05). Os dados referentes a velocidade de crescimento diario do
micélio dos isolados de C. subvermispora e P. sanguineus, cultivados em substrato
cavacos de A. mearnsii e E. grandis, foram ajustados a modelos quadraticos e lineares,
sendo as equacgdes descritas juntamente com as curvas de crescimento (« = 0,05).

O crescimento do micélio foi mais rapido em cavacos de A. mearnsii em ambos
isolados, comparado ao crescimento em cavacos de Eucalyptus grandis (Fig. 2). Isto
ocorreu devido a madeira de A. mearnsii apresentar uma menor densidade do que a de
E. grandis, sendo a densidade da madeira proporcional a sua resisténcia a degradacgéo,
tanto quimica como biolégica. O fungo P. sanguineus evidenciou-se uma equagao
quadratica enquanto para o C. subvermispora foi linear (Fig. 3), demonstrando o maior
potencial deste fungo quando esta crescendo na madeira, diferentemente do que
ocorreu no crescimento in vitro, em meios de cultura a base de serragens destas
respectivas madeiras, conforme observado no experimento 2. Possivelmente, a acao
enzimatica do P. sanguineus atue mais eficientemente, extraindo nutrientes da madeira,
favorecendo, assim o seu crescimento.

As diferengas na velocidade de crescimento passaram a ser expressas em torno
do quinto dia de incubagado, quando P. sanguineus destacou-se no crescimento em
relacdo ao C. subvermispora. Outro aspecto que chamou a atencéao foi a tonalidade
miceliana branca e depois alaranjada na madeira, demonstrando uma intensa
colonizagao, sendo mais evidente na A. mearnsii no E. grandis. Esta caracteristica,
observada visualmente, torna-se importante, pois conforme evidencia Ferraz et al.
(2006) as espécies utilizadas na biodegradacdo ndo sdo bem estabelecidas na
madeira, sendo a espécie C. subvermispora mais susceptivel aos efeitos dos
contaminantes no estabelecimento de uma competicdo, em escala industrial. Outra
espécie com caracteristicas similares ao P. sanguineus utilizada neste experimento,
indicada pelos referidos autores, foi Phanerochaete chrysosporium, que demonstrou
maior poder de competicdo. Desta forma, um substrato rapidamente colonizado, tende

a homeostase, que diminui a acdo de interferéncias externas e nao permitindo que
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outros fungos contaminantes se estabelecam na madeira que foi mais rapidamente

colonizada.

E/ICS  AICS E/PS A/PS ‘EICS _AICS E/PS A/PS

'.Ji H k’w'.‘ J 4

ll £l
'

Figura 2- Tubos de ensaio contendo cavacos de madeira: A= logo apods a inoculagéo e
B= apos os 7 dias de incubacdo. E/CS= E. grandis inoculado com Ceriporiopsis
subvermispora, A/CS= A. mearnsii inoculada com Ceriporiopsis subvermispora, E/PS=
E. grandis inoculado com Pycnoporus sanguineus., A/PS= A. mearnsii inoculada com
Pycnoporus sanguineus, Pelotas- Rs, 2007.
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Figura 3- Velocidade de crescimento miceliano (cm.dia™) dos isolados de Ceriporiopsis
subvermispora e Pycnoporus sanguineus cultivados em substrato cavacos de A.
mearnsii e E. grandis. Pelotas — RS, 2007.
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Conclusodes

O fungo P. sanguineus apresenta maior velocidade de crescimento nos
substratos cavacos de A. mearnsii e E. grandis demonstrando maior potencial
aos agentes de tratamento atualmente utilizados como o isolado de C.

subvermispora.

Dentre os dois tipos de madeira, a de A. mearnsii favorece a maior velocidade de

crescimento miceliano, especialmente quando colonizada por P. sanguineus.
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Capitulo 2

Desenvolvimento in vitro de Pycnoporus sanguineus e
Ceriporiopsis subvermispora em meios de cultura a base de

serragem Acacia mearnsii e Eucalyptus grandis



Introducéo

Segundo Martinez et al. (2005) os basidiomicetos de podridao branca, sao
caracterizados pela habilidade de degradar lignina, celulose e hemicelulose, de forma
seletiva. A lignina € seletivamente ou simultaneamente degradada em relagcdo a
celulose. Dois padrées de decomposicdo tém sido descritos em diferentes tipos de
madeira, a deslignificacdo seletiva, também chamada decomposi¢céo sequencial e a
degradacao simultanea.

A madeira mais explorada na fabricacdo de papel tem sido o Eucalyptus sp.
Porem outras madeiras especialmente espécies nativas também apresentam potencial
na extracdo, como € o caso da Acacia mearnsii. Outro aspecto em evidencia na
extracdo de papel é a minimizacao de produtos quimicos no preparo da madeira, em
decorréncia da poluicdo ambiental. Para isso, tem se utilizado fungos com capacidade
de extracdo da celulose, denominados de biopolpadores. Estes sdo basidiomicetos, que
apresentam lignases e outras exoenzimas capazes de degradar a lignina, sem afetar
economicamente a celulose. Corforme Martinez et al. (2005), esse grupo de fungos
degrada os polissacarideos da madeira, somente modificando parcialmente a lignina,
gerando um material que € constituido por lignina oxidada.

As etapas de aplicagdo de um destes fungos passam pelo isolamento da
espécie em meio de cultura adequado, selecdo de espécies mais promissoras, preparo
do inoculo de forma mais adequada para que este colonize adequadamente a madeira
e controle dos fatores que possam interferir durante o processo de incubacado. Estas
sao etapas importantes, pois na maioria das pesquisas realizadas, houveram
interferéncias no processo, como por exemplo, o uso de espécies decompositoras de
baixa competicdo com os contaminantes ambientais, especialmente outros fungos.
Portanto, torna-se imprescindivel a utilizacdo de espécies que demonstrem maior
potencial de colonizacdo. A colonizagdo in vitro, nem sempre corresponde a uma
colonizagdo adequada no sistema de produgdo em larga escala, mas diminui as
possibilidades de erro, pois os isolados que nado crescem de forma favoravel in vitro,
nao sao indicados para a produgao de inéculo.

Segundo Garcia (2006) deve-se considerar a composicdo do meio e as

condigdes de cultivo utilizado em cada estudo, podendo estes fungos requerer
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condigdes ainda nao identificados que favorecam a expressao de outras enzimas do
sistema lignolitico. Diversos fatores influenciam a producdo de lacases, tais como a
composigao do meio de crescimento, tempo de cultivo, pH, relagdo carbono/nitrogénio,
temperatura e aeracao.

A capacidade do fungo crescer e produzir cogumelos em substratos
lignoceluldsicos esta relacionada com o vigor do micélio e com a capacidade de ativar
mecanismos fisiologicos, necessarios para utilizar os nutrientes do meio de cultura
(MATA et al., 2001). Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi determinar a velocidade
de crescimento de Pycnoporus sanguineus em relagdo Ceriporiopsis subvermispora,

em meio de cultura a base de serragem de Acacia. mearnsii e Eucalyptus grandis.
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Material e métodos

Este experimento foi desenvolvido no Laboratério Experimental de Micologia
(LEMICO), do Departamento de Microbiologia e Parasitologia (DEMP) do Instituto de
Biologia (IB), da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Neste experimento foram
utilizados dois fungos, um isolado de Pycnoporus sanguineus e um isolado de
Ceriporiopsis subvermispora.

O fungo P. sanguineus foi isolado a partir de um basidioma coletado no campus
da UFPel, Capao do Leédo - RS, enquanto o isolado de Ceriporiopsis subvermispora foi
cedido pelo Departamento de Biotecnologia da Faculdade de Engenharia Quimica de
Lorena, Lorena, SP.

Os meios de cultura Serragem- Dextrose- Agar utilizados foram preparados da
seguinte forma: foram adicionados 25g de serragem de Eucalyptus sp. em 500mL de
agua destilada, fervendo-se por 15 minutos. O extrato obtido foi filtrado com auxilio de
algodao, adicionando-se 5g de dextrose e 7,5g de agar e completou-se com agua o
volume 500mL. O meio foi esterilizado em autoclave a 120°C por 30 minutos, sendo
vertido em placas de Petri previamente esterilizadas. Este procedimento foi repetido
para serragem de A. mearnsii.

Discos de 10mm de micélio previamente crescido em BDA foram inoculados no
centro de cada placa, sendo inoculadas cinco placas de cada meio para cada tipo de
fungo. As placas foram incubadas a 25°C até que o crescimento miceliano numa das
repeti¢cdes atingisse as extremidades da placa.

A variavel analisada foi a velocidade de crescimento miceliano, sendo este
medido com auxilio de uma régua, em oito dire¢des ortogonais, a cada 24 horas, a
partir de 48 horas ap6és a inoculagao, durante oito dias de incubacéo.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com fatorial AxBxC (A=
espécie de fungo, B=substrato, C=leituras). A unidade experimental constou de uma
placa de Petri, sendo realizadas cinco repeticbes para cada substrato. Os resultados
obtidos foram submetidos a analise da variagdo e ao teste de Tukey para comparacgao
das médias, e regressao polinomial para as leituras, utilizando-se o programa estatistico
SANEST (ZONTA; MACHADO, 1984).
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Resultados e Discussao

Os isolados avaliados quanto ao crescimento miceliano, até o oitavo dia de
incubagao, apresentaram resultados com diferengas altamente significativas (« =0,05).
Os dados referentes a velocidade de crescimento diario do micélio dos isolados de C.
subvermispora e P. sanguineus, cultivados em meios a base de serragem de duas
origens diferentes (A. mearnsii e Eucalyptus sp.), foram ajustados aos modelos cubico,
quadratico e linear sendo as equagbes descritas juntamente com as curvas de
crescimento (« = 0,05).

O isolado de C. subvermispora em meio de cultivo a base de serragem de E.
grandis alcangou a borda da placa mais rapidamente, enquanto o isolado de P.
sanguineus no mesmo meio, apresentou um crescimento menor (fig. 1). Neste caso, o
principal fator que determinou a velocidade de crescimento foi a origem da serragem,
ou seja, os dois isolados testados expressaram maior velocidade de crescimento
quando o meio foi a base de Eucalyptus sp.. Notou-se que os dois isolados passaram a
se diferenciar a partir do sexto dia de incubacao, onde C. subvermispora alcangou o
maior velocidade de crescimento miceliano.

O fungo C. subvermispora, espécie procedente do Canada, foi cedida por
pesquisadores do Departamento de Biotecnologia/FAENQUIL, Lorena, SP. Esta
espécie tem sido amplamente citada pela sua capacidade de biodegradar a lignina. No
meio utilizado, Serragem- Dextrose- Agar, houve um maior crescimento desta espécie,
porem o micélio apresentou-se com crescimento delgado, aparentemente com pouca
formagcdo de massa miceliana, ao contrario do isolado de P. sanguineus, que se
mostrou com micélio mais denso. Dados observados nos experimentos desenvolvidos
por Ferraz et al. (2005, 2006) o meio de cultura utilizado foi Batata Dextrose Agar
acrescido de extrato de levedura onde C. subvermispora desenvolveu-se bem. O
isolado de P. sanguineus foi o que apresentou menor rapidez especialmente no meio
serragem a base de A. mearnsii, demonstrado através da regressao linear, onde a
velocidade de crescimento manteve-se praticamente constante durante o periodo de

incubagao.
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Figura 1- Velocidade de crescimento miceliano (cm.dia™) dos fungos Ceriporiopsis
subvermispora (CS) e Pycnoporus sanguineus (PS), cultivados em meio a base de
serragem de Acacia mearnsii e Eucalyptus grandis.

A velocidade de crescimento estd associada a diversos fatores, como
temperatura, pH, concentracdo e disponibilidade de nutrientes (Donini, 2006).
Provavelmente algum componente de carater soluvel esteja relacionado a maior
velocidade de crescimento miceliano em meio de cultivo a base de serragem de E.
grandis, em relagdo ao meio a base de serragem de A. mearnsii. Segundo Kirk e Farrell
(1987) o desenvolvimento da habilidade lignolitica, demonstrada em diversas
pesquisas, requer condigdes nutricionais e culturais incluindo substrato metabolizavel,
altos indices de oxigénio, limites de nitrogénio e varias outras condigdes de cultivo.
Para Leatham e Kirk (1983) a obtengdo de rendimentos 6timos na degradagédo de
material lignocelulésico pobre em nitrogénio requer uma suplementagédo. No trabalho
desenvolvido por Ferraz et al. (2006) o meio BDA foi suplementado com extrato de
levedura, e os inéculos utilizados na biopolpagao foram suplementados com milhocina,
obtendo resultados que favoreceram o desenvolvimento do micélio e a competicdo com

contaminantes. Portanto o meio de serragem podera ser um meio adequado para o
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crescimento destas espécies, sendo necessario pesquisas que indiqguem a adicao de

algum suplemento que favore¢a o aumento na densidade do micélio.
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Conclusodes

A velocidade de crescimento do isolado de Ceriporiopsis subvermispora e
Pycnoporus sanguineus € maior nos meios formulados com serragem de E.

grandis.

A maior velocidade de crescimento foi do isolado C. subvermispora no meio de

cultivo a base se serragem de E. grandis.

Estes dois tipos de meios de cultivo devem ser adicionados de suplementos que
favoregam a maior densidade do micélio, especialmente para o fungo

Ceriporiopsis subvermispora.



Capitulo 3

Biotratamento de Eucalyptus grandis e Acacia mearnsii por

Pycnoporus sanguineus e Ceriporiopsis subvermispora.



Introducéo

O potencial dos fungos de decomposigcdo branca para aplicagbes como
biopolpacao, biobranqueamento e tratamento de efluentes tem sido descrito por varios
autores (ERIKSON & KIRK, 1985; BOURBONAIS & PAICE, 1990; BLANCHETTE et al.,
1992; FISCHER et al., 1994; SCOTT et al., 1995; POINTING et al., 2000; HATVANI &
MECS, 2002; BRITO et al., 2004; SILVA et al., 2006).

O padrdo de decomposicdo da madeira pode ser identificado por aspectos
macroscopicos e microscopicos, geralmente alteragbes quimicas na composi¢ao da
madeira também sdo observadas apds a degradagdo pelos fungos. Todavia, uma
analise precisa do padrao de degradacédo exige analises quimicas do conteudo de
celulose e lignina durante o processo de apodrecimento. (MARTINEZ et al.,2005)

A madeira e outros materiais lignoliticos sado constituidos por trés polimeros
diferentes: celulose, lignina e hemicelulose.

A celulose € um polimero de celobiose que representa aproximadamente 50%
do peso da madeira (MARTINEZ et al.,2005, p.195).

A lignina € um polimero de natureza aromatica de alto peso molecular, estrutura
irregular, cadeia ramificada, que tem como base estrutural unidades de fenil —propano,
com um numero variavel de grupos hidroxilicos e metoxilicos ligados ao anel benzénico.
Estas caracteristicas conferem a lignina uma maior resisténcia a degradagao, quimica
ou biologica, e confere a madeira uma resisténcia mecanica. A maior parte deste
polimero é encontrado na lamela média, onde funciona como cimento entre as demais
fibras da madeira, mas também se faz presente na camada de células da parede
celular, formando com as fibras da hemicelulose uma matriz amorfa onde as fibras de
celulose estdo encravadas e protegidas contra degradacdo (FENGEL & WEGENER,
1984).

Enzimas oxidativas extracelulares (oxirredutases) secretadas pelos fungos
estdo envolvidas no processo de degradagcdo de componentes da parede celular
(OTJEN &BLANCHETTE, 1986).

As lacases sdo conhecidas ha muitos anos e estdo presentes em plantas,
fungos e insetos, desempenhando diversas fungdes incluindo sintese de pigmentos,
morfologia dos corpos de frutificacéo e detoxificacdo.(MAYER & STAPLES, 2002)
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Estas fenoloxidases sao caracteristicas dos fungos de podriddo branca e
possuem um baixo potencial redox, permitindo somente a oxidagcdo de unidades
fendlicas de lignina, compreendendo 10% do total do polimero (MARTINEZ et al.,2005).

O interesse pela aplicacédo das lacases na biotecnologia cresceu apds a
descoberta de sua habilidade em oxidar substratos com alto poder redox, na presenca
de mediadores.(BOURBONAIS & PAICE, 1990).

A lignina peroxidase (LIP) e a manganés peroxidase (MnP) foram descobertas
em meados de 1980 e descritas como verdadeiras ligninases devido ao seu alto
potencial redox (GOLD et al., 2000).

A LIP degrada unidades nao fendlicas de lignina (90% do polimero), a MnP
gera Mn**, que se difunde oxidando unidades de lignina fendlica ou nao..(JENSER et
al,1996).

O papel da lacase na degradacédo da lignina ainda n&o esta completamente
elucidado, mas se sabe que esta degradacédo pode ocorrer mesmo na auséncia de LIP
e MnP (GARCIA, 2006) sabe-se também que ela esta envolvida tanto na polimerizagao,
quanto na despolimerizagao da lignina (THUSTON, 1994).

Entre os basidiomicetos, membros do género Pycnoporus tém se mostrado
como produtores de varias enzimas com aplicagdes industriais como xilanase e [3-
glicosidase invertase e a- amilase (ESPOSITO et al., 1993).

O Pycnoporus sanguineus é um fungo da familia Polyporaceae que inclui
Phanaerochaete chrysosporium bastante estudado pela producédo de lacase, LIP e
MnP, este fungo esta amplamente distribuido no ambiente e é popularmente conhecido
como orelha de pau, sendo encontrado em madeira onde se fixam e extraem nutrientes.

Dados da literatura mostram que este fungo € um eficiente produtor de lacase
(HERPOEL et al., 2000) produzindo também LIP e MnP quando em meio adequado
(ESPOSITO et al., 1993).

Os tratamentos bioldgicos estdo baseados na inoculagdo de microrganismos
em substratos onde atuam degradando preferencialmente a lignina, sem provocar
perdas consideraveis de celulose e hemicelulose. Estes tratamentos sao
ambientalmente seguros, pois n&o utilizam substancias quimicas (SCHIMIDT et al.,
2003).
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A hipdtese de que o pré-tratamento fungico seja benéfico em varios sentidos,
baseia-se na possibilidade de reducdo do tempo de cozimento e consequentemente a
energia requerida para polpagdo. A demanda quimica também pode ser reduzida
devido a degradacao prévia da lignina pelo fungo (SCOTT et al., 1995).

A polpacéo alcalina do tipo Kraft, ou sulfato e soda € um processo de cozimento
dos cavacos de madeira na presenca de um liquor composto principalmente por
hidroxido de sodio e sulfeto de sdédio, que atuam promovendo a deslignificagao pela
reagao de ions hidroxila e sulfeto de hidrogénio.

Este processo possui como vantagens a flexibilidade em relagdo a espécie de
madeira, os ciclos de cozimento mais curtos que o processo sulfito acido e a produgcao
de pastas de alta resisténcia, mas necessita de altos investimentos para implantacéao
sendo responsavel pela emissdo de gases de odor forte, produz polpas nao
branqueadas de baixa alvura, baixo rendimento, necessitando de um excesso grande
de reagentes e agregando um custos com branqueamento (IPT, 1988)

A introducdo de um tratamento pré-hidrolise por fungos lignoliticos pode
agregar vantagens a esse processo reduzindo suas limitagdes. Porém a aplicagao da
biopolpacdo em escala industrial enfrenta dois obstaculos, a producdo de inoculo em
larga escala e o estabelecimento de tratamentos livres da agdo de contaminantes.

As pastas produzidas na industria, para um determinado rendimento ou numero
Kappa, ou teor de lignina, sdo obtidas com controle de variaveis de cozimento (tempo,
carga e concentragao dos reagentes de sulfidez) (IPT, 1988).

Assim uma deslignificacdo prévia da madeira, reduz o numero Kappa e,
consequentemente, gera uma reducdo na quantidade de reagentes de sulfidez
necessarios para polpagao, podendo reduzir o tempo de cozimento, melhorando a
qualidade da polpa e reduzindo o consumo de energia e reagentes.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um tratamento prévio da madeira para
biopolpacao, através do fungo Pycnoporus sanguineus, comparando seu indice de
degradacao da lignina e sua sensibilidade aos contaminantes da madeira, com o fungo

Ceriporiopsis subvermispora.



- 40 -

Material e métodos

Este experimento foi conduzido inicialmente no Laboratério Experimental de
Micologia (LEMICO), do Departamento de Microbiologia e Parasitologia (DEMP) do
Instituto de Biologia (IB), da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), onde os cavacos
de madeira foram biotratados, durante o periodo de 20 e 30 dias, respectivamente.
Apés este periodo as amostras foram analisadas no Laboratorio de Celulose e
Efluentes, LACE da Fundacado Centro Federal de Educagao Tecnolégica, FUnCEFET-
RS.

Neste experimento foram utilizados um isolado de Pycnoporus sanguineus e um
isolado de Ceriporiopsis subvermispora oriundo do Departamento de Biotecnologia da
Faculdade de Engenharia Quimica de Lorena, Lorena, SP. Repicados para meio BDA e
cultivadas por 7 dias, sendo as placas cultivadas consideradas a matriz primaria (fig. 1).

Para o preparo do inoculo utilizou-se serragem de E. grandis umedecida com
60% de agua, e enriquecida com 10% (p/p) de farelo de trigo e 10% (p/p) de farelo de
milho. Este substrato foi homogeneizado e colocado em frascos de vidro completando
aproximadamente 80% do volume de cada frasco, sendo estes fechados com papel
aluminio e filme de pvc e autoclavados a 120°C por 40 minutos.

Apods a esterilizagdo cada frasco recebeu um pedaco de micélio previamente
crescido, ou seja uma pequena por¢ao de matriz primaria.

Os frascos inoculados com matriz primaria de Pychoporus sanguineus e
Ceriporiopsis subvermispora foram mantidos em estufa a 25°C por 7 dias (fig. 1).

Amostras de cavaco de Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden e Acacia mearnsii
De Wild. fornecidas pelo Laboratério de Celulose e Efluentes (LACE) do Centro Federal
de Educagao Tecnolégica (CEFET-RS), foram mantidos imersos por 48h, apds foram
escorridos e transferidos para sacos plasticos, que foram fechados e submetidos a um

tratamento térmico de 100°C por 40min.
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Figura 1- Matriz primaria e inoculo de Ceriporiopsis subvermispora e Pycnoporus
sanguineus, respectivamente.

Apoés o tratamento térmico os cavacos foram retirados do saco e divididos em
amostras de 200g adicionando-se 2% p/p de inoculo. A madeira com inoculo foi
homogeneizada em bandejas plasticas e transferida para sacos plasticos menores
sendo colocado um chumago de algoddo, para manter a aeragdo, na extremidade de
cada saco que ap6s serem amarrados foram incubados em estufa a 25°C por 20 e 30
dias.

Durante este periodo foram observados a presenca de contaminantes e
intensidade do micélio no substrato.

Amostras de 20 e 30 dias de desenvolvimento micelial, foram levadas ao LACE,
onde foram lavadas em agua corrente e secadas em estufa de aeragao forgada a 75°C
por aproximadamente 24h até peso constante. Parcelas de 50 gramas foram pesadas,
excluindo-se partes com nds e casca, devido a alta concentragdo de lignina nestas
estruturas.

Estas parcelas foram moidas em um moinho de facas (Fig. 2) e peneiradas em
peneiras 40 e 60 MESH, respectivamente, aproveitando-se somente a porgdo de
serragem intermediaria as peneiras (Fig. 3)

A serragem foi envolvida por papel filtro (Fig. 3) e submetida a extragédo alcool
tolueno 1:2 (Figura 3c) e agua quente; respectivamente, a fim de eliminar gomas,

substancias pépticas, tanino, pigmentos, ceras, graxas, resinas e polifendis que séo
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elementos extrativos que interferem na determinacdo de lignina total. Este
procedimento seguiu a norma TAPPI 204 om 88 para determinagdo do teor de

extrativos da madeira.

Figura 2- Moinho de facas.

Figura 3- Peneiramento, empacotamento e extragao alcool- tolueno das amostras.
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A umidade da madeira foi medida de acordo com as normas da NBR 14929
Madeira (ABNT, 2003).
Apés extragao dos interferentes determinou-se a lignina soluvel e insoluvel pelo

método Lignina Klason descrito na norma TAPPI 222 om 88.
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Resultados e Discussao

Os substratos formulados a partir de cavacos das duas madeiras E. grandis e
A. mearnsii, depois de umedecidos, pasteurizados e inoculados com os dois tipos de
fungos P. sanguineus e C. subvermispora apresentaram resultados de colonizagao
diferentes entre si (tab. 1). Visualizou-se que a colonizagao tornou-se mais intensa com
maior tempo de incubagcdo para a espécie P. sanguineus enquanto para C.
subvermispora nao houve alteragao entre 20 ou 30 dias de incubagéo. A colonizagéo
atingiu até 100% para os cavacos de A. mearnsii e 50% para E. grandis pelo P.
sanguineus. Para o E. grandis, o maximo atingido foi uma colonizagcéo de 50% pelo P.
sanguineus. Este aspecto foi de extrema importancia, visto que o principal problema
indicado na pesquisa € a baixa colonizagao do substrato.

Os trabalhos sobre biopolpacéo utilizam, em grande parte, in6culos produzidos
em meio liquido, dificultando a manipulagdo bem como o micélio exposto torna-se mais
fragil. Segundo Griffin (1994) o meio solido pode ser considerado mais natural, uma vez
que os fungos, na natureza desenvolvem-se em substratos solidos. Considerando isto,
no momento que o fungo ja se desenvolve no substrato similar ao que sera
posteriormente transferido, o sistema enzimatico ja estara ativo. Com a inoculagao
utilizando a produgédo de matriz secundaria e indculo formulados com a serragem da
respectiva madeira, este se torna mais adaptado a colonizagdo e resistente as
condigdes adversas. Como a serragem é um subproduto de baixo custo, sua utilizagao
para producdo de inéculo pode aumentar a viabilidade da biopolpacdo, em escala
industrial. Conforme visto, apenas 2% de in6culo foi capaz de colonizar as amostras de
cavacos de forma homogénea em 30 dias.

Neste experimento verificou-se também que os resultados obtidos no
experimento 2 (velocidade de crescimento miceliano em meio estéril), indica relagdes
aos resultados encontrados neste experimento. Quando a colonizacdo do substrato
ocorreu de forma rapida, ndo permitiu o desenvolvimento de outros fungos na condigcéo
de contaminantes. Sendo assim, os cavacos de A. mearnsii foram os unicos que nao
indicaram sinais de crescimento de contaminantes quando foi colonizado pelo P.

sanguineus (tab 2).
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Tabela 1- Indice de colonizacdo (porcentagem) de Pycnoporus sanguineus e
Ceriporiopsis subvermispora em cavacos de A. mearnsii e E. grandis, aos 20 e 30 dias

de incubacéo.

Periodo de Colonizagéo do substrato %
tratamento
(dias) A. mearnsii E. grandis
CS PS Cs PS
20 dias <50% <75% <25% 25%
30 dias 50% 100% 25% <50%

Tabela 2- Presenca de contaminacao aos 20 e 30 dias de incubacéo.

Presenca/ auséncia de contaminacgdes

A. mearnsii Eucalipto
Cs PS CS PS
Presente Presente Presente Presente
Presente Ausente Presente Presente

O fungo P. sanguineus apresentou uma maior densidade miceliana no substrato
A. mearnsii do que os demais tratamentos, observados através da intensidade do

micélio, tornando inclusive os cavacos mais claros e mantendo estas caracteristicas por

mais tempo que os demais (fig. 4).

Figura 4- Cavacos de madeira submetidos ao biotratamento por 30 dias, A/CS= Acacia
mearnsii inoculado por C. subvermispora; E/CS= Eucalyptus grandis inoculado por C.
subvermispora; A/PS= Acacia mearnsii inoculada com P. sanguineus; E/PS=
Eucalyptus grandis inoculado com P. sanguineus.
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A presenca de fungos contaminantes ou competidores foi verificado em quase
todas as repeticbes. O comportamento dos isolados frente a estas contaminagdes foi
também observado, onde o isolado de P. sanguineus demonstrou ser mais competitivo
frente aos contaminantes, pois, enquanto o isolado de Ceriporiopsis subvermispora,
praticamente ndo se desenvolveu nas areas contaminadas, o isolado de P. sanguineus
completou a colonizacdo em todas as repeticdes, uniformemente, aos 30 dias de
cultivo. Neste sentido, os resultados obtidos com o isolado P. sanguineus demonstram
a possibilidade de superacédo de dois fatores limitantes a biopolpagao: a produgao de
indculo em larga escala e a possibilidade de aumento na eficiéncia pela menor
ocorréncia de contaminagao por fungos competidores.

Na tab. 3, os tratamentos controle foram os que nao receberam o inéculo,
sendo identificadas como Acacia mearnsii e Eucalyptus grandis, sendo utilizadas como
referéncia para o calculo da lignina degradada. Nos resultados obtidos em relagéo a
biopolpacao, apds 20 dias de tratamento dos cavacos de A. mearnsii, observou-se uma
perda consideravel de lignina. A degradagao deste componente foi mais intensa no
tratamento por P. sanguineus, porém alguns tratamentos apresentaram resultados

negativos, com um aumento da porcentagem em peso da lignina apos a determinagao.

Tabela 3- Porcentagem de lignina total e porcentagem de lignina total degradada, apos
vinte e trinta dias de tratamento.

Tratamento* Lignina total %(p/p) Lignina degradada
%(p/p)

A. mearnsii 26,51 0

E. grandis 24,58 0

Cs/E/20d 27,69 -3,11

Ps/E/20d 26,14 -1,46

Cs/A/20d 25,17 1,34

Ps/A/20d 23,85 2,67

Cs/ E/30d 25,28 -0,7

Ps/E/30d 20,73 3,85

Cs/A/30d 21,34 5,18

Ps/A/30d 27,47 -0,96

CS= Ceriporiopsis subvermispora, PS= Pycnoporus sanguineus, A= A. mearnsii mearnsii E=
Eucalyptus grandis.
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O aumento da porcentagem de lignina nédo foi descrito nos trabalhos sobre
biopolpacao pelo fungo C. subvermispora, sendo pouco provavel a ocorréncia de uma
degradacao da celulose e, consequente aumento da porcentagem em peso da lignina.

Como qualquer determinacdo gravimétrica, a determinagdo da lignina esta
sujeita as diversas interferéncias operacionais, como os relativos ao preparo da amostra
que sdo as causas mais provaveis para as interferéncias encontradas. Visto que a
presengca de estruturas como ndé e casca da madeira gera um erro altamente

significativo devido a maior concentragao de lignina nestas estruturas.
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Conclusodes

Pycnoporus sanguineus € mais competitivo em relagdo a colonizagdo do

substrato.

O uso de indéculo sdlido feito com serragem como substrato favorece a

colonizacao dos cavacos de madeira para a biopolpacao.

Apesar dos resultados promissores da biopolpagdo do Pycnoporus sanguineus
especialmente sobre os cavacos de A. mearnsii ndo se pode afirmar seu efeito
devido as possiveis interferencias existentes na metodologia de determinagéao da

lignina degradada.
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