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RESUMO

A classe Basidiomycetes ¢ formada por aqueles fungos chamados de cogumelos e orelhas-de-
pau, além de outros grupos menos conhecidos. Devido a importancia deste grupo de fungos, o
presente trabalho teve como objetivo investigar o seu potencial biotecnologico quanto a
producgdo de antimicrobianos e enzimas. Os basidiomas dos fungos foram coletados em areas
de floresta do campus da UFAM, do Bosque da Ciéncia, Campus/V8 e Reserva de Campina
do INPA, localizada na BR 174, km 45, Manaus/AM e Urucu em Coari/AM. Apds o
isolamento micelial, os fungos foram avaliados quanto ao crescimento radial em meio solido.
Para verificar a producdo de antimicrobianos, os fungos foram cultivados em meio liquido BD
¢ GPY durante 30 dias, em repouso a 28°C. Apods esse periodo, o micélio foi seco para
determinar a biomassa e os filtrados das culturas foram testados contra Ralstonia
solanacearum, agente da murcha de vdarias espécies vegetais, Corynespora sp.,
Colletotrichum sp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Salmonella
anatum. Quanto a producdo de enzimas, os fungos foram cultivados em meio liquido e
testados em meio solido para proteases, amilases, celulases, pectinases e fenoloxidases. Em
outra etapa, foi estudada a producdo de amilases e proteases em diferentes fontes nutricionais.
Foram coletados 60 fungos, de fevereiro a junho de 2003, e identificadas as familias
Agaricaceae, Auriculariaceae, Cantharellaceae, Ganodermataceae, Hygrophoraceae,
Polyporaceae, Russulaceae, Stereaceae, Tremellaceae e Tricholomataceae. A Reserva de
Campina foi a que apresentou maior diversidade de fungos. Todas as 18 amostras de filtrados
de cultura dos Basidiomycetes, utilizadas nos bioensaios, apresentaram efeito inibitorio contra
um ou mais microrganismos-teste. As espécies E. coli, S. anatum e B. cereus, além de halos
de inibicao, apresentaram halos de estimulo de crescimento. Nao foi observado efeito
inibitério contra os fungos Corynespora sp. e Colletotrichum sp. O filtrado do fungo
Trametes sp., cultivado em meio GPY, foi o que apresentou maior atividade de inibigdo. O
meio de cultura BD favoreceu maior producdo de biomassa seca. Dos dez fungos estudados,
foi detectada a producao de proteases e celulases por todos os isolados, quatro produziram
amilases, cinco fenoloxidases e um pectinase. Para a produg¢do de amilases, os fungos
cultivados em meio acrescido de farelo de trigo apresentaram os maiores halos. Para a
produgdo de proteases, os maiores halos foram observados para os fungos crescidos em meio

com farinha de peixe.

Palavras chave: Fungos, Biotecnologia, Bioensaios.



ABSTRACT

The Class Basidimycetes is formed by those fungi called mushroom ande ar-of-wood, beyond
others groups less known. Due to the importance of this group of fungi, the biotechnological
potential was investigated in this study. The mushroom were collected in forest areas of
campus of University of Amazonas (UFAM), Bosque da Ciéncia and campus V8 (INPA),
Reserva de Campina (INPA), located in BR 174, km 45, Manaus, Amazonas and Urucu
(Coari/AM). After the isolation micelial, the fungi were evaluated as regards the growth at
28°C, for 30 days in liquid cultures GPY and BD to determine the antimicrobial activity. The
samples were filtered and the mycelium was dry to determine the biomass. The culture
filtrates had been tested against Ralstonia solanacearum, agent of bacterial wilt of several
vegetal species, Corynespora sp., Colletotrichum sp., Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus e Salmonella anatum. For an enzyme production study, the fungus
had been cultivated in liquid culture and tested in solid medium for proteases, amylases,
cellulases, pectinases and phenoloxidases. In another stage, the production of amylases and
proteases in different nutritives sources was studied. Sixty samples of Basidiomycetes were
collected from February to June 2003. The families Agaricaceae, Auriculariaceae,
Cantharellaceae, Ganodermataceae, Hygrophoraceae, Polyporaceae, Russulaceae, Stereaceae,
Tremellaceae e Tricholomataceae had been identified. The Reserva de Campina was the one
that presented greater diversity of fungi. The results demonstrated inhibitory effect of culture
filtrates against bacterial strains tested. The species E. coli, S. anatum and B. cereus, beyond
inhibition halos, had presented halos of grown stimulus. It was not effect against the fungi
Corynespora sp. and Colletotrichum sp.. The culture filtrate Trametes sp. presented greater
activity of inhibition. The medium BD favored greater production of dry biomass. The
production of protease an amylase was detected for all the isolated ones, four produced
amylases, five produced phenoloxidases and one produced pectinase. For production of
amylases, fungi cultivated in medium added of wheat bran had gotten biggest halos. For

proteases, the biggest halos had been observed for the fungi grown in way with fish flour.

Key words: Fungi, Biotechnology, Biological assays.
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INTRODUCAO

Os fungos popularmente chamados de cogumelos e orelhas-de-pau, além de outros
grupos menos conhecidos e sem nome popular que sdo as ferrugens, os carvoes, os fungos
gelatinosos, e os '"gasteromicetos", pertencem a divisdo Basidiomycota, classe
Basidiomycetes (HAWKSWORTH et al., 1995).

A Dbiotecnologia ¢ baseada na busca e descoberta de recursos biologicos
industrialmente exploraveis. As etapas classicas deste processo passam pela coleta de material
biologico adequado, seguida da selecdo e triagem de materiais com os atributos desejados,
selecdo final do melhor ou melhores candidatos e culmina com o desenvolvimento de um
produto comercial ou processo industrial (BULL et al., 2000).

A maioria dos processos biotecnoldgicos utilizando fungos basidiomicetos baseia-se
nos seus produtos metabolicos, como enzimas e polissacarideos. A importancia do aparato
enzimatico dos basidiomicetos esta diretamente relacionada com a bioconversdao de residuos
lignocelulosicos, tanto para a produgdo de alimentos como o cultivo de cogumelos
comestiveis (MAU et al., 1991; SONG et al., 1991; STURION & RANZANI, 1997), quanto
para a producdo de polissacarideos que podem ser utilizados nas industrias alimenticia,
farmacéutica e cosmética. Além disso, este mesmo aparato enzimatico esta relacionado com
os processos de biodegradagao de compostos xenobidticos, como na biorremediagdo de solos
contaminados e no tratamento de efluentes da industria papeleira e téxtil (MATHEUS &
OKINO, 1998; VOLK, 1997)

Os Basidiomycetes produzem ainda uma variedade de outros produtos naturais, com
atividade antitumoral e imunologicamente ativos até agentes antimicrobianos, antifingicos,
antivirais, citostaticos, enzimas, reguladores de crescimento e aromas (BRIZUELA et al.,
1998). Virios metabolitos com atividade antibidtica, obtidos a partir de culturas de
Basidiomycetes, tém sido isolados (BENEDICT & BRADY, 1972; SMANIA et al., 1998;
HATVANI, 2001; ISHIKAWA et al., 2001; MCMORRIS et al., 2002).

Devido a grande importancia desse grupo de fungos com representantes medicinais,
comestiveis, micorrizicos, entre outras propriedades, este trabalho teve como objetivo detectar

o potencial biotecnologico de espécies de basidiomicetos oriundas da Amazonia.



REVISAO DE LITERATURA

Classe Basidiomycetes

A classe Basidiomycetes reune 32 ordens, 140 familias, 473 géneros e 13.857 espécies
(HAWKSWORTH et al., 1995). Para a Amazodnia ainda ndo existe uma lista ou estimativa do
numero de espécies dessa classe de fungos. Varios levantamentos, entretanto, foram
realizados em diferentes ecossistemas amazonicos: floresta de terra firme, campina e
campinarana (SINGER & ARAUIJO, 1979); floresta de varzea (SINGER, 1984); floresta de
igap6 (SINGER & AGUIAR, 1986) e reservas biologicas (SOUZA, 2002). Na Tabela 1 sdo

apresentadas algumas espécies de Basidiomycetes ocorrentes na Amazonia.

Tabela 1 - Lista de Basidiomycetes ocorrentes em floresta de varzea, floresta de igapd e

campinarana na Amazonia.

Basidiomycetes

Local

Amanita nauseosa (Wakefield) Reid.
Auricularia polytricha (Mont.) Sacc.
Cymatoderma caperatum (Mont. & Berk.) Reid.
Cymatoderma dentriticum (Pers.) Reid.
Dacryopinax spathularia (Schewein.) Martin
Entoloma sp.

Ganoderma resinaceum Boud.

Gymnopilus sp.

Gyrodon adisianus Sing.

Hohenbuehelia hydrogeton Sing.
Hohenbuehelia pergelatinosa Sing.
Janauaria amazonica Sing.

Marasmiellus inoderma (Berk.) Sing.
Marasmius wilsonii Murr.

Megaloporoporia cavernulosa (Berk.) Ryv.
Microporellus dealbatus (Berk. & Curt.) Murr.
Mycena polyadelpha (Lasch.) Kuhner
Neoclitocybe byssiseda (Bres.) Sing.

Panus crinitus (L. ex Fr.) Sing.

Panus prancei (Sing.) Sing.

Pleurotus concavus (Berk.) Sing.

Pleurotus flabellatus (Berk.& Br.) Sacc.
Pleurotus ostreaturoseus Sing.

Pleurotus subtilis (Berk.) Sing.

Pluteus varzeicola Sing.

Podoschypha aff. brasiliensis Reid.
Polyporus dermoporus Pers.

Rigidoporus microporus (Sw. ex Fr.) V.Ov. & W.

Vérzea (Ilha da Marchantaria)
Varzea (Ilha da Marchantaria)
Vérzea (Ilha da Marchantaria)
Varzea (Ilha da Marchantaria)
Vérzea (Ilha da Marchantaria)
Varzea (Ilha da Marchantaria)
Vérzea (Ilha da Marchantaria)
Varzea (Ilha da Marchantaria)
Vérzea (Ilha da Marchantaria)
Varzea (Ilha da Marchantaria)
Vérzea (Ilha da Marchantaria)
Varzea (Ilha da Marchantaria)
Vérzea (Ilha da Marchantaria)
Varzea (Ilha da Marchantaria)
Vérzea (Ilha da Marchantaria)
Varzea (Ilha da Marchantaria)
Vérzea (Ilha da Marchantaria)
Varzea (Ilha da Marchantaria)
Vérzea (Ilha da Marchantaria)
Varzea (Ilha da Marchantaria)
Vérzea (Ilha da Marchantaria)
Varzea (Ilha da Marchantaria)
Vérzea (Ilha da Marchantaria)
Varzea (Ilha da Marchantaria)
Vérzea (Ilha da Marchantaria)
Varzea (Ilha da Marchantaria)
Vérzea (Ilha da Marchantaria)
Varzea (Ilha da Marchantaria)



Agaricus silvipluvialis Pegler
Agaricus sp.

Collybia phylladophiloides Sing.
Hohenbuehelia hydrogenton Sing.
Hohenbuehelia pergelatinosa Sing.
Hydropus tricholomatoides Sing.
Hygrocybe mutabilis Sing.
Janauaria amazonica Sing.
Lactocollybia aequatorialis Sing.
Lepiota guatopoensis Dennis
Marasmiellus inoderma (Berk.) Sing.
Marasmius adisii Sing.

Marasmius cladophyllus Berk.
Marasmius haematocephalus (Mont.) Fr.
Marasmius inundabilis Sing.
Marasmius janauariensis Sing.
Marasmius wilsonii Murr.

Panus aff. caesariatus Pat.
Pleurotus subtilis (Berk.) Sing.
Psathyrella janauariensis Sing.
Psathyrella varzeae Sing.
Pulveroboletus rosaemariae Sing.

Tricholomopsis subdecorosa (Murr.) Sing.

Collybia phylladophiloides Sing.
Entoloma sp.

Entoloma spadiceum Horak. & Sing.
Gymnopilus sp.

Lactocollybia aequatoriales Sing.
Marasmiellus nigripes (Schwein.) Sing.
Marasmiellus potamogeton Sing.
Mycena osmundicola Lange

Pholiota varzeae Sing.

Pluteus varzeicola Sing.

Pycnoporus sanguineus (S. ex Fr.) Murr.
Abortiporus miniatus Ryvarden
Amanita sp.

Austrobletus rionegrensis (Sing. & Araujo) Sing.

Baeospora mundula Sing.

Chalciporus trinitensis (Heinemann) Sing. & Araujo

Clitopilus hobsonii (Berk. & Br.) Orton
Crepidotus igapoensis Sing.

Entoloma conspicuocystidiosum Horak & Sing.

Entoloma dragonosporum Sing.
Entoloma spadiceum Horak & Sing.
Entoloma viscoauratium Horak & Sing.
Galerina nautica Araujo

Gloiocephala aff. epiphylla Mass.
Gloiocephala aff. longicrinita Sing.
Gymnopilus igapoensis Araujo
Gymnopilus marasmioides (Berk.) Sing.

Vazea (Lago Janauari)

Viazea (Lago Janauari)

Vazea (Lago Janauari)

Viazea (Lago Janauari)

Vazea (Lago Janauari)

Viazea (Lago Janauari)

Vazea (Lago Janauari)

Viazea (Lago Janauari)

Vazea (Lago Janauari)

Viazea (Lago Janauari)

Vazea (Lago Janauari)

Viazea (Lago Janauari)

Vazea (Lago Janauari)

Viazea (Lago Janauari)

Vazea (Lago Janauari)

Viazea (Lago Janauari)

Vazea (Lago Janauari)

Viazea (Lago Janauari)

Vazea (Lago Janauari)

Viazea (Lago Janauari)

Vazea (Lago Janauari)

Viazea (Lago Janauari)

Vazea (Lago Janauari)

Virzea (Parand do Janauacd)
Varzea (Parana do Janauacd)
Virzea (Parand do Janauacd)
Varzea (Parana do Janauacd)
Virzea (Parand do Janauacd)
Varzea (Parana do Janauacd)
Virzea (Parand do Janauacd)
Varzea (Parana do Janauacd)
Virzea (Parand do Janauacd)
Varzea (Parana do Janauacd)
Virzea (Parand do Janauacd)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)



Gymnopilus subdepressus Araujo
Hemimycena sp.

Hohenbuehelia izonetae Sing.

Hydropus fluvialis Sing.

Hydropus gracilis Sing.

Hydropus lacuster Sing.

Hydropus semimarginellus Sing.
Lactarius gigasporus Sing.

Lactarius igapoensis Sing.

Lactarius mamorensis Sing.

Lactarius reticulates (Berk.) Sing.
Leucocoprinus fragilissimus (Berk. & Curt.) Pat.
Leucocoprinus sp.

Marasmiellus baeosporoides Sing.
Marasmiellus nigripes (Schwein) Sing.
Marasmius leoninus Berk.

Marasmius rotuloides Dennis

Marasmius sp.

Mycena igapoensis Sing.

Mycena microxantha Sing.

Pluteus agloeotheles (Berk. & Br.) Sacc.
Pluteus melanopotamicus Sing.

Russula amnicola Sing.

Russula metachromatica subsp. tarumaensis Sing.
Russula pluvialis Sing.

Russula puiggarii (Speg.) Sing.

Tylopilus potamogeton Sing.

Tylopilus potamogeton var. aquarius Sing.
Tylopilus potamogeton var. mitis Sing.
Xerocomus amazonicus var. obscuratus Sing.& Araujo
Xerocomus chapinii Sing.

Xerocomus inundabilis Sing.

Amanita campinaranae Bas

Amanita sulcatissima Bas

Amanita xerocybe Bas

Boletellus ananas (Curt.) Murr. var. minor
Cantharellus guyanensis Mont.
Cortinarius sp.

Craterellus orinocensis Pat. & Gaill.
Fistulinella campinaranae Sing.
Hebelomina amazonensis Sing.

Inocybe sp.

Lactarius amazoniensis Sing.

Lactarius annulifer Sing.

Lactarius brasiliensis Sing.

Lactarius reticulatus (Berk.) Sing.
Lactarius venezuelanus Dennis
Phyllobolites miniatus (Rick.) Sing.
Phylloporus gymnocystis Sing.
Porphyrellus olivaceus Sing.

Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de igap6 (Tarumazinho)
Floresta de campinarana
Floresta de campinarana
Floresta de campinarana
Floresta de campinarana
Floresta de campinarana
Floresta de campinarana
Floresta de campinarana
Floresta de campinarana
Floresta de campinarana
Floresta de campinarana
Floresta de campinarana
Floresta de campinarana
Floresta de campinarana
Floresta de campinarana
Floresta de campinarana
Floresta de campinarana
Floresta de campinarana
Floresta de campinarana



Russula nanella Sing.
Russula orinocensis Pat.
Russula pachycystis Sing.

Russula puiggarii (Speg.) Sing.
Sarcodon atroviridis (Morg.)Baker
Strobilomyces pauper Sing.

Tylopilus arenarius Sing. & Araujo
Tylopilus potamogeton Sing. & Araujo
Xerocomus aff. brasiliensis (Rick.) Sing.
Xerocomus amazonicus Sing. & Araujo
Xerocomus globulifer Sing.

Xerocomus scrobiculatus Sing.

Floresta de campinarana
Floresta de campinarana
Floresta de campinarana
Floresta de campinarana
Floresta de campinarana
Floresta de campinarana
Floresta de campinarana
Floresta de campinarana
Floresta de campinarana
Floresta de campinarana
Floresta de campinarana
Floresta de campinarana

Fonte: Singer & Araujo (1979), Singer (1984), Singer & Aguiar (1986).



Caracteristicas

A maioria das espécies forma corpos de frutificagdo macroscopico, o basidioma, com
hifas modificadas que originam pseudo-tecidos e estruturas de reprodu¢do caracteristicas, os
basidios.

Estes fungos possuem micélio septado e sdo assim denominados por apresentarem
uma hifa especializada denominada basidio. No basidio ¢ onde a cariogamia e a meiose
ocorrem, e também onde os basidiésporos haploides e exodgenos sdo formados

(ALEXOPOULOS, 1962; SILVEIRA, 1995).

A célula dos Basidiomycetes ndo contém plastidios nem centriolo, as mitocondrias sdo
constituidas por cristas planas e peroxissomos. A parede celular ¢ constituida principalmente
por quitina e B-glucanos e a reserva energética por glicogénio e lipidios (MATHEUS &

OKINO, 1998; TRABULSI et al., 2002).

A fase vegetativa ¢ denominada de micélio, que por sua vez ¢ formado por muitos
filamentos septados chamados hifas. O septo das hifas pode ser simples ou possuir ansas, uma
estrutura caracteristica do grupo, e ¢ conhecido como septo doliporico em fun¢do da estrutura

complexa que apresentam (SILVEIRA, 1995).

A maioria destes fungos estd capacitada para a reproducdo sexual e assexual. Os
produtos da reproducdo sexual, os basididsporos, podem ser ativamente ou passivamente
liberados. A reproducao assexual pode ocorrer por simples fragmentagdo do talo, brotamento
em espécies leveduriformes, ou producdo de varios tipos de esporos (ALEXOPOULOS,
1962). Podem crescer em uma fase de levedura ou uma fase filamentosa (hifas). Muitos sao
capazes de produzir ambas as fases durante alguma parte do seu ciclo de vida, denominado

dimorfico.

Ciclo de vida

O ciclo pode ser resumido da seguinte forma: um esporo hapldide liberado do basidio
cai em substrato apropriado e germina sob condigdes ambientais favoraveis, formando hifas e
micélio haploides, denominado micélio primario. Este micélio pode vir a encontrar uma hifa
formada por outro esporo, da mesma espécie e também hapldide, que crescia por perto.
Ocorre contato entre as hifas compativeis e ambas sofrem fusdo numa hifa nova
(anastomose), mas que agora ¢ dicaridtica, isto é, com dois nucleos hapléides, formando o
micélio secundario. A hifa pode continuar crescendo indefinidamente, mas sob determinadas

condigdes, pode formar o basidioma ou corpo de frutificagdo. No basidioma, o micélio



assume um crescimento ordenado para formar estruturas ainda estéreis que servirdo de
suporte para a formagdo dos basidios. Neste caso, o micélio ¢ chamado de tercidrio. Os
basidios sdo formados em camada continua denominada himénio. Nestes basidios ocorre a
cariogamia, os nucleos se fundem formando um tunico, agora dipldide. Apds a cariogamia
ocorre a meiose, com a formag@o de quatro nucleos hapléides. Estes nucleos migram por entre
os esterigmas e, em seus apices, cada um deles vai formar um esporo haploéide, uninucleado.
Os esporos sao liberados ativamente e levados por diversos agentes de dispersdo como o
vento, agua de chuva ou insetos, e assim que chegarem ao substrato apropriado, germinam e

recomegam o ciclo (PUTZKE & PUTZKE, 2004).

Potencial biotecnolégico dos Basidiomycetes

Bioconversao de residuos lignoceluldsicos

Residuos lignocelulésicos podem ser aproveitados como ragao animal apds o processo
de bioconversdo por fungos basidiomicetos. Nestes casos, a fermentacdo solida aumenta a
digestibilidade dos substratos lignocelulésicos destinados a alimentacdo de ruminantes. A
digestibilidade da palha de trigo, por exemplo, pode ser incrementada utilizando-se Pleurotus
sp. (MATHEUS & OKINO, 1998).

Outra forma de aproveitamento de residuos ¢ a bioconversdao do bagaco de maga pelo
fungo Pleurotus ostreatus var. roseus associado a levedura Candida utilis (Henneberg)
Lodder & Kreger-van Rij. Este processo resulta num produto final que pode ser empregado
como farinha na alimentagdo humana, devido ao seu alto teor de proteinas, vitaminas e sais

minerais (VILLAS BOAS & ESPOSITO, 2000).

Producio de enzimas por fungos

Enzimas sdo catalizadores de reagdes que ocorrem nos sistemas bioldgicos. Elas
possuem eficiéncia catalitica, em geral, muito maior que aquela dos catalizadores sintéticos.
Tém um alto grau de especificidade por seus substratos, aceleram reagdes quimicas
especificas e funcionam em solucdes aquosas e em condi¢des muito suaves de temperatura e
pH (LEHNINGER et al., 1995)

Dependendo do aparato enzimatico que possuem, os fungos lignicolas podem ser
classificados em dois grupos: causadores de podridao branca - possuem celulases e ligninases,

sendo capazes de quebrar as moléculas dos principais componentes da madeira (celulose,



hemicelulose e lignina) e os causadores da podridao parda — que removem seletivamente a
celulose e a hemicelulose da madeira (MATHEUS & OKINO, 1998).

A maioria das espécies de basidiomicetos utiliza os componentes da madeira para seu
crescimento. A madeira possui ampla gama de nutrientes e ¢ composta de 40-60% de
celulose, 10-30% de hemicelulose e 15-30% de lignina, representando uma fonte altamente
energética de carbono. Estes carbonos normalmente apresentam-se polimerizados e, portanto,
insoluveis (BAUERMANN & GUERRERO, 1996). Para serem utilizados, estes
polissacarideos devem ser primeiro despolimerizados, sendo necessarias enzimas especificas.

Dentre as enzimas de importancia industrial, produzidas por fungos, foram abordadas

neste trabalho as celulases, fenoloxidases, pectinases, amilases e proteases.

a) Celulases

As celulases atuam na hidrdlise de substratos celuldsicos e compreendem um
complexo de enzimas celuloliticas compostas por 1) endoglucanase ou endo-1,4-B-glucanase;
2) exoglucanase ou exo-1,4-B-glucanase; 3) celobiase ou [-glucosidase ¢ 4) exoglucosidase
ou exo-1,4-B-glucosidase (DA-SILVA et al., 1997). Sdo as enzimas mais utilizadas na
industria téxtil e de papel e celulose (BON & PEREIRA JR., 1999).

A celulose ¢ o mais abundante polissacarideo, provavelmente o composto organico
mais abundante sobre a Terra. Além de sua grande importancia no ciclo bioldgico do carbono,
possui enorme potencial como uma fonte alternativa de combustivel, matéria-prima para a
industria quimica e conversdo para biomassa alimenticia (MULLINGS, 1985). A celulose
consiste de um polimero de forma linear, composto por unidades de anidro-D-glicose
associados por ligagdes -1,4 glicosidicas. Apresenta como unidade funcional a celobiose, um

dissacarideo.

b) Fenoloxidases

Dentre as fenoloxidases estdo as maiores familias de enzimas fungicas ligninoliticas
como lacases, lignina peroxidase-LiP e manganés peroxidase-MnP (D"SOUZA et al., 1999).
Os mais efetivos biodegradadores de lignina na natureza sdo os fungos da podridao branca,
pertencentes aos basidiomicetos. A maioria produz lacase, fenoloxidase extracelular com
importante papel na degradagdo da lignina. Estas enzimas sdo utilizadas principalmente na

industria de biopolpagdo da madeira, aproveitamento de residuos lignocelulésicos para ragao



animal, degradacdo de xenobidticos e biorremediagio (VALMASEDA et al, 1990;
BANERJEE & VOHRA, 1991; MATHEUS & OKINO, 1998; D'SOUZA, 1999).

A lignina ¢ o segundo mais abundante biopolimero renovéavel na natureza. Devido a
importancia da madeira e outros compostos lignocelulésicos, como recurso para a producio
de papel, racdo animal, produtos quimicos e combustiveis, pesquisas tém sido feitas
enfatizando os fungos degradadores da lignina (D'SOUZA et al., 1999). A lignina da suporte
estrutural para as plantas e ¢ um biopolimero tridimensional com uma estrutura composta por
unidades moleculares que ndo se repetem regularmente (MATHEUS & OKINO, 1998).
Consiste de compostos polifenolicos altamente insoltiveis formados pela polimerizagdo de
trés precursores principais: alcool trans-p-coumaril, alcool-coniferil e alcool trans-sinapil

(DA-SILVA et al., 1997).

¢) Pectinases

Sao enzimas que catalisam a degradagdo de substancias pécticas. Apesar da pectina
conter outros aglicares na sua constituicdo, normalmente o termo pectinases se refere as
enzimas que degradam moléculas constituidas por unidades de acidos galacturénicos (DA-
SILVA et al., 1997). Sao classificadas em despolimerizantes (poligalacturonase, exo-
poligalacturonase, pectina-liase, pectato-liase) e desmetoxilantes (pectinesterase). Na
industria, as pectinases sdao usadas na clarificacdo de sucos de frutas, reduzindo a viscosidade
e eliminando a turbidez (BON & PEREIRA JR., 1999).

As pectinas s3o os principais componentes da lamela média e um dos principais
polimeros da parede celular vegetal. Os polissacarideos pécticos sao ricos em acido

galactur6nico, ramnose, arabinose e galactose (THAKUR et al., 1997).

d) Amilases
As amilases hidrolisam os amidos e sdo classificadas em véarias formas, dependendo

de como atuam sobre as moléculas de amido. O amido é composto de dois glucanos, a
amilose linear, contendo unidades de D-glicose unidas por ligagdes a(1-4), e a amilopectina
ramificada, que consiste de residuos de D-glicose unidos por ligagdes 0(1-4) contendo, além
disso, ramifica¢des formadas por ligacdes a(1-6) (FRAZIER & WESTHOFF, 1988). Quanto
a natureza das ligacdes hidrolisadas, as amilases podem ser reunidas em cinco classes, O-

amilases, [3-amilases, Isoamilases, Glucoamilases, Ciclodextrina-glucanotransferase



(CORNELIS, 1987). E o principal grupo de enzimas utilizados na industria de alimentos,
principalmente em panificacdo e biscoitaria (BON & PEREIRA JR., 1999).

Siqueira et al. (1997) identificaram em Pycnoporus sanguineus (L. ex Fr.) Murr.
(Basidiomycetes), uma nova fonte para a produg¢dao de a-amilase. Esporos do fungo foram
incubados em sistema submerso usando farelo de trigo como fonte de carbono. Altos niveis

de atividade [-glicosidase e de xilanase também foram encontrados.

e) Proteases

As proteases ou enzimas proteoliticas incluem as proteinases, as quais catalisam a
hidrolise da molécula de proteina em fragmentos grandes, e as peptidases, que hidrolisam
estes fragmentos de polipeptideos até aminoacidos (FRAZIER & WESTHOFF, 1988).

Estas enzimas sdo usadas em processos industriais de tratamento do couro e peles, na
formulagdo de detergentes e na industria de alimentos, como na panificagdo, juntamente com
as amilases, sendo responsaveis pela hidrélise do glaten e no processamento de carnes,

conservas e peixes (BON & PEREIRA JR., 1999).

Producio de metabdlitos antimicrobianos por Basidiomycetes

Diversos compostos com atividade antimicrobiana tém sido isolados e estudados, a
partir da cultura submersa de Basidiomycetes, principalmente do fungo comestivel Lentinula
edodes (Berk.) Pegler (HATVANI, 2001; ISHIKAWA et al., 2001; PACCOLA et al., 2001,
SASAKI et al., 2001).

O filtrado de cultura de L. edodes, obtido de cultivo micelial submerso, possui
atividade bacteriostatica contra Streptococcus pyogenes Rosenbach 1884, Staphylococcus
aureus Rosenbach 1884 e Bacillus megaterium de Bary 1884 (HATVANI, 2001). As
caracteristicas da substancia responsavel, por este efeito, sugerem que seja a lentionina, um
composto antibacteriano e antifingico.

Ishikawa et al. (2001a) avaliaram a atividade antibacteriana de 35 isolados de L.
edodes contra Bacillus subtilis (Ehrenberg 1835) Cohn 1872, pela técnica de difusdo em
sobrecamada de agar semi-solido. Todos os isolados inibiram o crescimento de B. subtilis,
sendo que L. edodes também inibiu o crescimento de bactérias patogénicas e deterioradoras
de alimentos, especialmente as Gram-positivas. Ensaios utilizando o filtrado de cultura de 18
a 25 dias de incubagdo a 18°C, obtido do cultivo de L. edodes em meio liquido, demonstraram

maior atividade antibacteriana.



O efeito de extratos obtidos de cogumelos comestiveis, como L. edodes, Pleurotus
ostreatus (Jacq.: Fr.) Kummer, Pholiota nameko (T.Ito) S.Ito & Imai, Macrolepiota
bonaerensis (Speg.) Raithelh. e Agaricus blazei Murril no crescimento da levedura patogénica
Candida albicans (Robin) Berkhout foi investigado por Paccola et al. (2001). Apenas L.
edodes apresentou efeito fungistatico sobre o patdgeno. Foi verificado, ainda, que o composto
inibitério foi produzido intra e extracelularmente em cultivo submerso, sendo encontrado
também, em basidiomas frescos e desidratados.

Linhagens de L. edodes também j& foram estudadas quanto ao seu efeito inibitdrio
sobre espécies de fungos fitopatdogenos e sobre o virus da estomatite vesicular (sorotipo
Alagoas). Duas linhagens de L. edodes foram antagdnicas aos fungos estudados,
Helminthosporium euphorbiae Hansford, Helminthosporium sp., Fusarium solani (Mart.)
Appel & Wr., Phomopsis sojae Lehman. Verificou-se também a inibi¢do do virus por duas
linhagens de L. edode (SASAKI et al., 2001).

Vérios relatos confirmam que compostos isolados do corpo de frutificacdo de
Flammulina velutipes (Curt.:Fr.) Sing. possuem atividades antitumor e imunomodulatéria.
Muitos dos compostos isolados sdo proteinas, polissacarideos, glicoproteinas, lecitinas,
ester6is e monoterpentridis (WASSER & WEISS, 1999). Dois novos sesquiterpenos tipo
cupareno, os enokipodins C e D foram isolados do meio de cultura do cogumelo comestivel
Flammulina velutipes, com os enokipodins A e B. Os compostos A e B sdo sesquiterpenos
tipo cupareno mais altamente oxigenados do que os C e D. Todos os metabolitos
apresentaram atividade contra o fungo Cladosporium herbarum (Persoon: Fries) Link e as
bactérias gram-positivas Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus (ISHIKAWA et al.,
2001b).

Viarios sesquiterpenos tém sido isolados do Basidiomycetes Omphalotus illudens
(Schw.) Sacc., entre estes, iludina S e iludina M, bem como iludol, o qual foi o primeiro desta
familia a ser identificado. Iludina S e M sdo altamente citotoxicas e exibem atividade
antitumor. Certos derivados destes compostos mostram grande aumento de seletividade em
toxidez em diregdo a células malignas comparadas as células normais (McMORRIS &
ANCHEL, 1963). Trés sesquiterpenos, illudosona hemiacetal, omphadiona e illudiolona
foram isolados do extrato de cultura liquida de O. illudens. As estruturas foram elucidadas por
técnicas espectroscopicas bem como andlises de raio- x cristalografico (McMORRIS et al.,
2002).

Musilek et al. (1969) estudaram a produgdo de metabolitos antimicrobianos por

Oudemansiella mucida (Schrader: Fries) Hoehnel (Basidiomycota). Foi verificado que



filtrados de cultura submersa e de basidiomas de O. mucida inibiram o crescimento dos
fungos testados, C. albicans, Saccharomyces cerevisiae Meyen ex Hansen, Penicillium
restrictum JC Gilman & EV Abbott, Fusarium oxysporum Schlechtendal:Fries, Aspergillus
niger van Tieghem. Por outro lado, ndo inibiu o crescimento das bactérias testadas como, B.
subtilis, Escherichia coli (Migula 1895) Castellani & Chalmers 1919, Bacillus mycoides
Fliigge 1886 e Proteus vulgaris Hauser 1885.

Pycnoporus sanguineus (L. ex Fr.) Murr e Trametes cupreorosea (Berk.) Lloyd sdo
espécies de basidiomicetos utilizados popularmente como medicinais. A espécie P.
sanguineus ¢ chamada de urupé-taua pelos indios brasileiros ¢ ¢ em empregado, por estes,
contra a hemoptise (FIDALGO, 1967). O fungo T. cupreorosea, ocorrente no Amazonas e
Mato Grosso, ¢ indicado para "doengas proprias do sexo feminino", conforme o conhecimento
dos caboclos da regido a partir dos ensinamentos indigenas de tribos proximas a Cachoeira de
Dois Irmaos, Aripuand/MT (FIDALGO, 1967). Desta forma, verifica-se a importancia de
estudos para comprovar a producdo de substidncias com atividade biologica pelos fungos
Basidiomycetes.

Estudos realizados com extratos de cogumelos, em patologias vegetais, demonstraram
possiveis efeitos no controle de fitopatdégenos, atuando diretamente no agente causal ou
ativando respostas de defesa na planta (PACUMBABA et al., 1999; DI PIERO, 2003;
TONUCKCI, 2004).

Tonucci (2004) estudou o efeito de extratos aquosos do basidiocarpo e do micélio de
L.edodes sobre microrganismos fitopatogénicos. Foi observada inibi¢do in vitro do
crescimento micelial e da germinagao de conidios de Colletotrichum sublineolum, e redugao
da multiplicacdo da bactéria Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae (Pereira 1969)
Gongalves & Rosato 2000. Entretanto, nao foi observada inibigao em Alternaria solani (Ellis
& Martin) Sorauer. Os extratos adicionados a suspensdo de particulas virais TMV (Tobacco
mosaic virus) ou (virus do mosaico do tabaco), reduziram a ocorréncia de lesdes locais nas
folhas de plantas de fumo.

O extrato micelial de L. edodes preveniu a murcha bacteriana do tomateiro provocada
por Ralstonia solanacearum (Smith 1896) Yabuuchi et al. 1996 e a murcha do feijdo-lima
provocada por Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Hedges 1922) Collins &
Jones 1983, quando aplicados em vasos contendo uma mistura de vermiculita e pro-mix (1:1),
previamente infestados com as bactérias patogénicas as culturas em questio (PACUMBABA

etal., 1999).



Avaliando o efeito de extratos aquosos do basidiocarpo de L. edodes e A. blazei em
patossistemas agricolas, Di Piero (2003) observou que os cogumelos estudados possuem
compostos que ativam respostas de defesa em plantas, podendo auxiliar no controle de
doengas vegetais. Em plantas de pepino, os extratos reduziram a severidade da antracnose,
ndo afetando diretamente o agente causal, mas provocando o acumulo de peroxidases e
quitinases nas folhas tratadas. Em tomateiros, o extrato ndo atuou sobre o patdgeno, mas

desencadeou o aumento na atividade de [3-1,3- glucanases nas folhas em tratamento.

Natureza quimica de metabolitos de Basidiomycetes

Os Basidiomicetos produzem uma ampla gama de produtos naturais que incluem
desde componentes estruturais com atividade antitumoral e imunologicamente ativos até
agentes antimicrobianos, antifingicos, antivirais, citostaticos, enzimas, reguladores de
crescimento e aromas.

Os compostos com atividade bioldgica produzidos por Basidiomicetos tém sido
agrupados de acordo com a sua natureza quimica (Tabela 2). O metabolismo secundario dos
basidiomicetos € rico em terpendides, especialmente sesquiterpenodides, muitos dos quais
possuem estruturas que at¢é o momento sO tém sido detectadas nesta classe de
microrganismos.

Mycena leaiana ¢ um basidiomiceto de cor laranja-brilhante, pertencente aos
Agaricales, do qual nao se tem muitas informagdes a respeito da natureza quimica dos seus
pigmentos. Cultivos miceliais deste fungo produzem um composto com atividade antibiodtica e
citotoxica que se corresponde com o pigmento alaranjado presente no fungo. Estudos
quimicos e espectroscopicos revelaram que o composto é um sesquiterpendide derivado de
fulveno, denominando-o leianofulveno (HARTTIG et al., 1990).

Dentro dos compostos com atividade antagonista em fungos superiores, os
poliacetilenos sdao os mais amplamente caracterizados. Mais de 50 destes compostos
insaturados com atividade antibidtica tém sido isolados a partir de espécies dos géneros
Clitocybe, Coprinus, Cortinelus, Daedalea, Marasmius, Merulius, Pleurotus, Polyporus e
Poria (BRIZUELA et al., 1998).

Ganodermadiol, lucidadiol e o acido applanoxidico G foram os primeiros triterpenos
isolados do basidiomiceto europeu Ganoderma pfeifferi Bres.. Estes compostos mostram
atividade antiviral contra os virus influenza tipo A e HSV tipo 1 (MOTHANA et al., 2003).

Substancias antifungicas produzidas por L. edodes foram identificadas como alcool

de cadeia linear com 8-9 carbonos, com dupla ou tripla ligagdes (TOKIMOTO et al., 1987).



O agaridin, composto bioativo isolado de corpos de frutificacio de Agaricus
xanthodermus, apresenta atividade antimicrobiana frente a bactérias tanto gram-positivas
como gram-negativas, € foi o primeiro composto diazonio isolado de um Basidiomycetes
(DORNBERG et al., 1989).

Muitos outros metabolitos com atividade antibiotica obtidos a partir de

Basidiomycetes incluem compostos fendlicos, acidos fenilglicosidicos, purinas, quinonas,

derivados terpénicos, etc. (BENEDICT & BRADY, 1972).

Tabela 2 - Compostos com atividade biologica produzidos por Basidiomycetes.

Natureza quimica Microrganismo Atividade Produto Autor
Sesquiterpenos e Merullius, Antimicrobiana, Merulidial, Brizuela et al. (1998)
compostos Marasmius, antifiingica, Naematolin,
relacionados Naenatoloma, antiviral, citotoxica, Naematolon,

Pleurotellus, mutagénica. Hynophilin,
Lentinellus, Leianofulveno,
Panaelus. Pleurotellol,
acido
pleurotélico,
Omphalone,
Fulvoferruginin.
Diterpenoides Cyathus, Citotoxica, Estriatin, Brizuela et al. (1998)
Crinipelis. antifungica, Pleuromutilin,
antibacteriana. Clavipetin.
Acetilenos Marasmius, Antibacteriana, Escorodonin Brizuela et al. (1998)
Clitocybe, antifiingica e
Coprinus, citotoxica.
Pleurotus,
Merulius.
Glicolipidios Ustilago, Antimicrobiana e Schizonellina Brizuela ef al. (1998)

Schizonella.

citotoxica.




Policetonas

Merulius, Phlebia.

Antimicrobiana e

Acido merulico

Brizuela et al. (1998)

hemolitica.
Nucledsidos Clitocybe, Antibacteriana e Nebularin Brizuela ef al. (1998)
Lentinus. antiviral.
Sais de diazénio Agaricus Antibacteriana e Agaridin Brizuela et al. (1998)
xanthodermus citotoxica
Lentinus edodes  Bacteriostatica Lentionina Hatvani (2001)
Fungistatica Ishikawa et al. (2001a)
Antiviral Paccola ef al. (2001).
Sesquiterpenos Flammulina Antifingica Enokipodins A, Ishikawa et al. (2001b)
velutipes Antibacteriana B,C,D
Oudemansiella Antifungica Filtrados de Musilek et al. (1969)
mucida cultura
Sesquiterpenos Omphalotus Citotoxica Iludina Se M McMorris et al. (2002)
illudens Antitumor
Lectina (proteina) Xerocomus Inseticida Lectina XLC Trigueros et al. (2003)
chrysenteron
Proteina Amanita Toxica Lectina Zhuang et al. (1996)
pantherina
Complexo proteina- Tricholoma Antitumor PSPC Liu et al. (1996)
polissacarideo lobayense
Polissacarideos Grifola frondosa ~ Antitumor Glucanas Mizuno et al. (1986)
glucanas B-1,6 ¢ B-1,3 Nanba et al. (1987)
Pigmento Pycnoporus Antibiotica Cinabarina Smania et al. (1998)
sanguineus
Proteina Ganoderma Antifingica Ganodermina Wang & Ng (2005)
lucidum
L. edodes Inibigdo de Extrato aquoso Di Piero (2003)

Agaricus blazei

microrganismos

fitopatégenos

do basidiocarpo

Tonucci (2004)




Proteinas de cogumelos

Proteinas antiflingicas sdo produzidas por animais, plantas e fungos para combater
fungos invasores. Pesquisas revelam muitos tipos diferentes de proteinas antifingicas
incluindo quitinases, glucanases, inibidoras de protease, lectinas, e inativadoras de ribossomos
(PATRICK & NGALI, 2003).

Lectinas sdo proteinas que t€m sido isoladas de plantas, animais ¢ microrganismos.
Entre os varios papéis que tem sido atribuidos as lectinas de plantas esta o da defesa contra
insetos. Assim o estudo das lectinas ¢ particularmente interessante na luz do seu potencial de
aplicacdes nas plantas transgénicas resistentes a insetos.

Lectinas de fungos superiores sdo pouco documentadas e a sua toxidez, ainda nao
foi bastante estudada, entretanto t€ém-se alguns exemplos:

O caso da bolesatina, uma lectina de Boletus satanas, que ¢ mitogénica para lifocitos
humanos (LICASTRO et al., 1993).

Em Xerocomus chrysenteron (Bull. Ex St. Amans) Quelet., um cogumelo comestivel
com propriedade inseticida, foram encontradas proteinas responsaveis por esta toxidez,
denominadas XLC, uma lectina de 15kDa. (TRIGUEROS et al., 2003).

Uma nova proteina, a Lentina, com potente atividade antifungica foi isolada dos
corpos de frutificacdo de cogumelo comestivel Lentinus edodes. Lentina, uma proteina com
peso molecular de 27,5 kDa e seqiiéncia N-terminal com similaridade a endoglucanase, inibiu
o crescimento micelial de uma variedade de fungos incluindo Physalospora piricola, Botrytis
cinerea Persoon ex Fries e Mycosphaerella arachidicola (PATRICK & NGALI, 2003).

Uma lectina (APL) foi isolada do cogumelo Amanita pantherina (D.C.) Secr.. A
lectina ¢ composta de duas subunidades idénticas de 22kDa e massa molecular de 43 kDa.
Muitas lectinas de cogumelos ja tém sido isoladas e caracterizadas. 4. pantherina ¢ um fungo
toxico, que pode causar cdimbras, insanidade e desordem 4udio-visual se for ingerida por
engano. Sabe-se que os principais compostos toxicos dos cogumelos sdo acido ibotérico,

muscimol, muscarina, acido stizolobico e stizolobinico (ZHUANG et al., 1996).

Polissacarideos de cogumelos

Os polissacarideos produzidos por numerosos microrganismos, especialmente
cogumelos, vem despertando nos ultimos anos o interesse dos pesquisadores, devido suas
varias atividades biologicas e farmacologicas. Estas incluem atividades imuno-estimulantes,

anti-tumor, hipoglicémica, assim como suplemento alimentar para aumento da resisténcia,



como terapéutico para tosses e para problemas circulatérios, ou também promotor de
longevidade (KIBO et al., 1993; LEE et al., 1996; KIM et al., 2002).

A maioria dos polissacarideos produzidos por basidiomicetos que apresentam
atividade antitumoral sdo [B-(1-3)-glucanos com ramificagdes [-(1-6). Os polissacarideos
aumentam a resposta imunoldgica e apresentam efeito antitumoral e hipoglicémico. Tem sido
relatado que tais efeitos anticancerigenos dos polissacarideos baseiam-se no aumento da
resposta do sistema imune incluindo ativacdo dos macrdfagos, dos linfocitos T citotoxicos e
seus produtos de secregdo tais como fator de necrose de tumor (MATHEUS & OKINO,
1998).

Um complexo proteina-polissacarideo (PSPC) foi isolado e caracterizado de
filtrados de cultura do cogumelo comestivel Tricholoma sp. Estudos preliminares sugeriram
que PSPC suprime significativamente o crescimento de células tumorais in vivo. O complexo
proteina-polissacarideo (PSPC) isolado do filtrado de cultura de Tricholoma lobayense Heim
apresentou atividade anti-tumor em camundongos. PSPC possui a habilidade de restaurar a
funcdo fagocitaria de células do exsudato peritoneal (PEC) e a atividade mitogénica de
c€lulas-T de tumores de camundongos. O estudo mostrou que o PSPC induziu varias
respostas imunolodgicas in vivo e exibiu atividade citotoxica contra linhagens de células de
tumor nas doses de 30 e 60 pg/mL in vitro (LIU et al., 1996).

Exopolissacarideos produzidos por Basidiomycetes podem ter potencial em aplicagdes
industriais. Foram estudadas 56 linhagens de Basidiomycetes incluindo fungos nativos
brasileiros e linhagens comerciais de cogumelos comestiveis, quanto a produgdo de
exopolissacarideos e biomassa em cultura submersa. Os melhores produtores de
exopolissacarideos foram Agaricus sp. (CCB 280) com 6,01 g/l de peso seco e
Oudemansiella canarii (Jungh.) Hohn (CCB 179) com 3,54 g/L apo6s sete dias de incubagio.
Os melhores produtores de biomassa foram Schizophyllum commune Fr.:Fr. (CCB 473) com
16,68 g/L em 14 dias de incubagio. As vezes o filtrado de cultura era muito claro, outras
vezes tarbido e muito viscoso. Em muitas culturas a presenca de cristais com diferentes
formas foi observada, podendo indicar, em alguns casos, a presenca de metabolitos
excretados. Também foi observada a formagao de uma fracdo gelatinosa, quando o filtrado de
cultura de alguns fungos foi submetido ao congelamento antes da precipitagdo dos
polissacarideos. Foram selecionadas 12 linhagens para caracterizagdo preliminar dos
polimeros isolados e finalmente um estudo da produgdo, por fermentacao, utilizando o fungo

Irpex lacteus (Fries) Fries (MAZIERO, 1996; MAZIERO et al., 1999).



Grifola frondosa (Dickson:Fries) S.F. Gray é um Basidiomycetes pertencente a
ordem Agaricales e familia Polyporaceae. O corpo de frutificacdo deste fungo e o seu micélio
cultivado em meio liquido tem sido relatado em conter varias fragdes de polissacarideos uteis
como anti-tumor. Estes polissacarideos foram identificados como glucanas (B3-1,6- e [3-1,3-)
(MIZUNO et al., 1986; NANBA et al., 1987). A otimizagao das condigdes de cultivo
submerso de Grifola frondosa para producdo de biomassa e exopolissacarideos tem sido
investigada. Os resultados mostraram que a producdo em fermentador sob agitacdo, foi de
16,8 g/L para biomassa e 5,3 g/l para polissacarideos, sendo que, observou-se também a
presenga de trés grupos de polissacarideos de variada massa molecular (470-1100 kDa) (LEE

et al., 2004).



OBJETIVOS

Geral

O presente estudo teve como objetivo, verificar o potencial biotecnoldgico de fungos

da Classe

Basidiomycetes da Amazonia, principalmente quanto a produgdo de

antimicrobianos e enzimas.

Especificos

Isolar e cultivar in vitro exemplares de Basidiomycetes de areas de floresta de

terra-firme da Amazonia;

Avaliar o crescimento radial dos fungos em meio so6lido;

Detectar o potencial antimicrobiano dos Basidiomycetes isolados contra

microrganismos patogénicos e fitopatogénicos;

Caracterizar o filtrado de cultura do fungo que apresentar melhor atividade

antimicrobiana;

Detectar a producdo de enzimas, como amilases, proteases, celulases, pectinases e

fenoloxidases, pelas linhagens dos fungos.



CAPITULO 1

COLETA E ISOLAMENTO DE BASIDIOMYCETES DE AREAS DE
FLORESTA DE TERRA - FIRME NO AMAZONAS

RESUMO

A micobiota da Amazonia, ainda ¢ pouco estudada, principalmente quanto aos
Basidiomycetes, apesar dos trabalhos feitos com fungos macroscopicos, de diferentes
ecossistemas da regido. O presente estudo teve como objetivo, o isolamento e cultivo in vitro
de exemplares de Basidiomycetes de areas de floresta de terra-firme da Amazonia, para
estudos sobre seu potencial biotecnoldgico. Os fungos foram coletados na Reserva de
Campina do INPA, localizada na BR 174, km 45, na mata do mini-campus universitario da
UFAM, no Bosque da Ciéncia do INPA, no campus do INPA/V8 e em Urucu, municipio de
Coari/AM. Uma parte do material coletado foi utilizada para o isolamento micelial e a outra
foi reservada para identifica¢do taxondmica. Para obtencdo da cultura do fungo, os esporos ou
fragmentos do tecido vivo (cogumelo ou orelha de pau) foram retirados com pinga e
colocados em placas de Petri, contendo meio de cultura BDA. Apds o desenvolvimento do
micélio, este foi transferido para tubos com meio inclinado e estocados a 4°C. Os
Basidiomycetes isolados foram avaliados quanto ao crescimento micelial em meio BDA
(Batata dextrose agar), FTA (farelo de trigo dgar) e agar malte. Foram coletados 60 fungos da
classe Basidiomycetes no periodo de fevereiro a junho de 2003. Destes, foram identificadas
quatro ordens (Agaricales, 53%, Aphyllophorales, 37%, Auriculariales, 8% e Tremellales,
2%), e as familias Agaricaceae, Auriculariaceae, Cantharellaceae, Ganodermataceae,

Hygrophoraceae, Polyporaceae, Russulaceae, Stereaceae, Tremellaceae e Tricholomataceae.

Palavras-chave: Biodiversidade, Cogumelos, Biotecnologia.



1 - INTRODUCAO

A floresta amazodnica possui alta diversidade bioldgica, mas ainda pouco se sabe sobre
as espécies que a compdem (RIBEIRO et al., 1999). Quanto aos Basidiomycetes, a micobiota
da Amazonia, ainda é pouco estudada, apesar dos trabalhos feitos com fungos macroscopicos
de diferentes ecossistemas da regido (SINGER & ARAUIJO, 1979; AGUIAR, 1984; SINGER
& AGUIAR, 1986; CAPELARI & MAZIERO, 1988; BONONI, 1992; SOUZA, 2002).

A classe Basidiomycetes propriamente dita, inclui os fungos que possuem basidios,
corpos frutiferos que vao de alguns centimetros até quase um metro, todos sdo visiveis a olho
nu, sdo em sua maioria saprofitos. A sistematica ¢ feita pela morfologia do pileo, lamelas e
poros (SILVEIRA, 1995).

O crescimento da industria biotecnoldgica aumentou a demanda por novos produtos
naturais e genes. A biodiversidade genética amazdnica é uma matéria prima valiosa para as
industrias farmacéuticas e de biotecnologia. Entretanto, os paises desenvolvidos, onde as
empresas agregam valor tecnoldgico aos produtos naturais € os comercializam, continuam
retirando maiores lucros com a prospec¢do genética do que os paises ricos em biodiversidade
(SALATI et al., 1998).

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo, o isolamento e cultivo in vitro de
exemplares de Basidiomycetes de areas de floresta de terra-firme da Amazonia, para estudos

biotecnoldgicos. Os objetivos especificos foram:

a) coletar e identificar os grupos de Basidiomycetes nas areas de floresta estudadas;

b) realizar o isolamento micelial para obten¢do de culturas de Basidiomycetes;

¢) avaliar o crescimento dos isolados em meio de cultura solido.



2 - MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta dos Basidiomycetes

Os fungos foram coletados aleatoriamente ao longo de trilhas na Reserva de Campina
do INPA, localizada na BR 174, km 45, na mata do mini-campus universitario da UFAM, no
Bosque da Ciéncia do INPA, no campus do INPA/V8 e em Urucu, municipio de Coari/AM.
Os espécimes foram coletados com auxilio de canivete, removendo-se parte do substrato, e
acondicionados em recipientes plasticos ou sacos de papel (SOUSA, 1980).

Uma parte do material coletado foi utilizada para o isolamento micelial e a outra foi

reservada para identificagao taxonomica.

2.2 Analise morfoldgica dos espécimes

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia do Solo (Cordenagao de
Pesquisas em Ciéncias Agronomicas) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia
(INPA). A andlise do basidioma dos fungos foi realizada imediatamente apds a coleta, com
auxilio de microscopio estereoscopico Lambda (LEB-2). Nos fungos ainda frescos foram
observadas caracteristicas do pileo e estipe (colora¢do, forma, consisténcia, himendéforo,
volva, anel e véu). As medidas foram realizadas com régua milimetrada. Apds anotar as
caracteristicas do material fresco, este foi seco em estufa com temperatura entre 50-60°C.
Foram preparados cortes do material a mao livre, utilizando-se ldmina inoxidavel, sob
estereomicroscopio. Foram utilizadas solu¢do de KOH 3%, reagente de Melzer (Iodo 0,5g; KI
1,5g; cloral hidratado 20g, agua destilada 20 mL) e Azul de Algodao (Azul de Algodao 0,05g;
acido lactico 30mL) para verificar as reacdes de mudanga de cor, amiloidia e cianofilia de
microestruturas como basidiosporos e hifas (MARTIN, 1934; KOTLABA & POUZAR, 1964;
SINGER, 1986). A observagdo das microestruturas foi realizada em microscopio binocular
Zeiss West Germany. A terminologia micoldgica seguiu os trabalhos de Snell & Dick (1957)
e Fidalgo & Fidalgo (1967), e a identificagdo dos fungos seguiu Dennis (1970), Silveira
(1995), Putzke & Putzke (2004).

2.3 Isolamento micelial

Foi selecionado um exemplar de boa qualidade, o qual foi lavado, primeiramente, em
agua corrente. Em camara de fluxo laminar foi lavado com agua destilada e mergulhado por
um minuto em uma solucdo de hipoclorito de sodio: dgua destilada (1:10) (BONONI &

TRUFEM, 1985) e entdo lavado com alcool etilico comercial em placa de Petri.



Para obten¢do da cultura do fungo, os esporos ou fragmentos do tecido vivo
(cogumelo ou orelha de pau) foram retirados com pinga e colocados em placas de Petri
contendo meio de cultura BDA (caldo de 200g de batata, 20g/L de dextrose; 15g/L de agar,
completando para 1000mL com &4gua destilada), acrescido de antibidtico (100pg/mL de
terramicina), ¢ incubados a 28°C por sete a dez dias, onde ocorreu o desenvolvimento do
micélio. Fragmentos do micélio da cultura obtidos foram transferidos para tubos de ensaios
contendo meio de cultura inclinado BDA, e foram preservados sob refrigeragdo a 4°C

(BONONI & TRUFEM, 1985; STURION & RANZANI, 1997).

2.4 Avaliacao do crescimento radial em placas de Petri

Os Basidiomycetes isolados foram avaliados, inicialmente, quanto ao crescimento
micelial radial em placas de Petri contendo os seguintes meios de cultura: BDA, Meio FTA
(farelo de trigo, 20g/L; Agar, 15g/L; dgua destilada, 1000 mL) ambos com pH 6,0 e Agar-
malte (extrato de malte, 30g/L; Agar, 15g/L; agua destilada, 1000 mL, pH 5.,6).

Foi transferido para o centro de cada placa de Petri de 9 cm de didmetro, um disco de
agar com micélio (10 mm de didmetro). As placas foram divididas em quadrantes para a
realizagao de medidas diarias do crescimento e incubadas a 28°C durante aproximadamente

dez dias. O experimento foi realizado em triplicata (PETRY, 1994).



3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram coletados 60 corpos de frutificagdo (basidiomas) de fungos da classe
Basidiomycetes no periodo de fevereiro a junho de 2003. Destes, foram identificadas quatro
ordens (Agaricales, 53%, Aphyllophorales, 37%, Auriculariales, 8% e Tremellales, 2%)
(Figura 1), e as familias Agaricaceae, Auriculariaceae, Cantharellaceae, Ganodermataceae,
Hygrophoraceae, Polyporaceae, Russulaceae, Stereaceae, Tremellaceae e Tricholomataceae.

Considerando a freqiiéncia das ordens dos Basidiomycetes nos locais de coleta, foi
verificado que basidiomas da ordem Aphyllophorales foram coletados mais frequentemente,
estando presente em todos estes locais. Em seguida, basidiomas da ordem Agaricales foram os
mais coletados, sendo freqlientes na UFAM, INPA e Reserva de Campina. As ordens menos
freqlientes foram Auriculariales e Tremellales. A Reserva de Campina foi a que apresentou
maior diversidade de fungos, com representantes de quatro ordens de Basidiomycetes (Figura
2). E provavel que, a diversidade de fungos Basidiomycetes seja maior nestes locais de coleta,
pois os fungos mais vistosos, maiores e mais coloridos foram os que chamaram mais a
atengdo para serem coletados. Fungos menos atrativos ou muito pequenos, podem nao ter sido
observados no momento da coleta.

As familias Agaricaceae, Polyporaceae e Tricholomataceae foram as que apresentaram
maior freqiiéncia dentre os representantes coletados. As familias menos freqiientes foram

Cantharellaceae, Hygrophoraceae, Russulaceae e Tremellaceae (Figura 3).
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Figura 1 —Freqiiéncia de fungos Basidiomycetes coletados no periodo de fevereiro a junho

(2003) em areas de floresta na Amazdnia Central..
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Figura 2 — Freqiiéncia de fungos Basidiomycetes coletados em areas de floresta na UFAM,

INPA, Reserva de Campina e Urucu (Coari/AM).
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Figura 3 — Freqiiéncia de Familias de Basidiomycetes coletadas em areas de floresta

de terra-firme, Amazonas, Brasil.



Na mata do mini-campus da UFAM foram coletados treze corpos de frutificacdo de
Basidiomycetes. A ordem Agaricales foi predominante, com dez amostras, enquanto que a
ordem Aphyllophorales apresentou trés. Foi verificada a ocorréncia da espécie OQudemansiella
stefenii  (Agaricaceae), e os géneros Daedalea (Polyporaceae), Ganoderma
(Ganodermataceae), Agaricus e Leucocoprinus (Agaricaceae) (Tabela 3).

Em area de varzea, Singer (1984) também verificou a ocorréncia de fungos do géneros
Ganoderma (Ilha da Marchantaria) e Agaricus (Lago do Janauari), Careiro da Varzea/AM.
Em floresta de igapdé no Tarumazinho, Manaus/AM, Singer & Aguiar (1986) também

coletaram fungo do género Leucocoprinus.

Tabela 3 - Basidiomycetes coletados na mata do mini-campus da Universidade Federal do

Amazonas em 27/02/03 em Manaus.

Amostra Codigo Ordem Familia Espécie
1 1A Aphyllophorales  Polyporaceae Daedalea sp.
2 2A  Aphyllophorales  Ganodermataceae Ganoderma sp.
3 3A  Aphyllophorales  Stereaceae Nao identificada
4 4A  Agaricales Nao identificada Nao identificada
5 SA  Agaricales Agaricaceae Agaricus sp.
6 6A  Agaricales Agaricaceae Agaricus sp.
7 7A  Agaricales Nao identificada Nao identificada
8 8A  Agaricales Agaricaceae Agaricus sp.
9 9A  Agaricales Tricholomataceae Oudemansiella stefenii
10 10A  Agaricales Agaricaceae Leucocoprinus sp.
11 11A  Agaricales Agaricaceae Agaricus sp.
12 12A Agaricales Agaricaceae Nao identificada
13 13A  Agaricales Agaricaceae Agaricus sp.




Na Reserva de Campina foram coletados 22 corpos de frutificagdo de fungos
Basidiomycetes. Foi verificada a ocorréncia das ordens Agaricales, Aphyllophorales,
Auriculariales e Tremellales. A ordem predominante foi a Agaricales, com 13 amostras,
seguida da ordem Aphyllophorales representada por seis. A menos representativa foi a ordem
Tremellales, com apenas uma. Foram identificadas as espécies Auricularia delicata (Fr.)
Henn. (Auriculariaceae), Cantharellus guyanensis Mont. (Cantharelaceae), Pycnoporus
sanguineus (L. ex Fr.) Murr. (Polyporaceae), Ganoderma applanatum (Pers.) Patouillard
(Ganodermataceae), e os géneros Clitocybe (Tricholomataceae), Russula (Russulaceae),
Marasmius (Tricholomataceae), Tremella (Tremellaceae), Amauroderma, Ganoderma
(Ganodermataceae) e Hygrocybe (Hygrophoraceae) (Tabela 4).

A espécie Pycnoporus sanguineus e os géneros Auricularia, Ganoderma, Marasmius e
Hygrocybe também sdo citados por Singer (1984) para floresta de varzea (Ilha da
Marchantaria, Lago do Janauari e Parana do Janauacd), Careiro da Varzea, Amazonas.

Em area de floresta de igapd no Tarumazinho, Manaus/AM, Singer & Aguiar (1986)
também observaram a ocorréncia de fungos dos géneros Marasmius e Russula.

Singer & Araujo (1979) também coletaram exemplares da espécie Cantharellus
guyanensis ¢ do género Russula em floresta de Campinarana, km 45 da estrada Manaus-

Caracarai, nas proximidades da Reserva de Campina do INPA.

Tabela 4 - Basidiomycetes coletados na Reserva de Campina (Instituto Nacional de Pesquisas

da Amazonia) em 12/03/03 em Manaus.

Amostra Codigo Ordem Familia Espécie
14 1B Agaricales Nao identificada Nao identificada
15 2B Auriculariales Auriculariaceae Auricularia delicata
16 3B Agaricales Nao identificada Nao identificada
17 4B Aphyllophorales  Cantharellaceae Cantharellus guyanensis
18 5B Agaricales Nao identificada Nao identificada
19 6B  Agaricales Nao identificada Nao identificada
20 7B Auriculariales Auriculariaceae Auricularia delicata
21 8B  Agaricales Tricholomataceae Clitocybe sp.
22 9B  Agaricales Russulaceae Russula sp.
23 10B  Agaricales Tricholomataceae Marasmius sp.
24 11B  Tremellales Tremellaceae Tremella sp.
25 12B  Aphyllophorales  Polyporaceae Pycnoporus sanguineus



26 13B  Agaricales Nao identificada Nao identificada

27 14B  Agaricales Tricholomataceae Marasmius sp.

28 15B  Aphyllophorales  Ganodermataceae Ganoderma applanatum
29 16B  Aphyllophorales  Ganodermataceae Ganoderma sp.

30 17B  Agaricales Nao identificada Nao identificada

31 18B  Agaricales Nao identificada Nao identificada

32 19B  Agaricales Tricholomataceae Nao identificada

33 20B  Agaricales Hygrophoraceae Hygrocybe sp.

34 21B  Aphyllophorales  Ganodermataceae Amauroderma sp.

35 22B  Aphyllophorales  Stereaceae Nao identificada

Ciéncia do INPA. Foi verificada a ocorréncia das ordens, Agaricales, Aphyllophorales e
Auriculariales. A ordem predominante foi a Agaricales, com nove amostras, a ordem
Aphyllophorales foi representada por oito, enquanto que a Auriculariales apresentou apenas
trés. As espécies identificadas foram as seguintes: Auricularia fuscosuccinea (Mont.) Farl., 4.

delicata (Fr.) Henn., 4. polytricha (Mont.) Saccardo (Auriculariaceae), € os géneros Lepiota

Foram coletados 20 basidiomas de fungos Basidiomycetes na area do Bosque da

(Agaricaceae), Stereum (Stereaceae), Daedalea € Trametes (Polyporaceae) (Tabela 5).

coletados por Singer (1984) em area de varzea (Ilha da Marchantaria e Lago Janauari,

respectivamente), Careiro da Varzea, AM).

Fungos da espécie Auricularia polytricha e do género Lepiota também foram



Tabela 5 - Basidiomycetes coletados no Bosque da Ciéncia do INPA.

Amostra Codigo Local Data Ordem Familia Espécie

36 ID Bosque 09/04/03 Agaricales Agaricaceae Lepiota sp.

37 2D Bosque 09/04/03 Aphyllophorales Stereaceae Nao identificada

38 3D Bosque 09/04/03 Agaricales Tricholomataceae Nao identificada

39 4D Bosque 09/04/03 Agaricales Tricholomataceae Nao identificada
Bosque  09/04/03 Auricularia

40 5D Auriculariales  Auriculariaceae  fuscosuccinea

41 6D Bosque 09/04/03 Aphyllophorales Stereaceae Stereum sp.

42 7D Bosque 09/04/03 Agaricales Nao identificada  Nao identificada

43 8D Bosque 09/04/03 Agaricales Tricholomataceae Nao identificada

44 9D Bosque 09/04/03 Aphyllophorales Nao identificada Nao identificada

45 1IE  Bosque 25/06/03 Aphyllophorales Polyporaceae Nao identificada

46 2E  Bosque 25/06/03 Agaricales Agaricaceae Lepiota sp.

47 3E Bosque 25/06/03 Aphyllophorales Polyporaceae Nao identificada

48 4E Bosque 25/06/03 Aphyllophorales Polyporaceae Daedalea sp.

49 SE  Bosque 25/06/03 Agaricales Nao identificada  Nao identificada

50 6E Bosque 25/06/03 Aphyllophorales Polyporaceae Nao identificada
Bosque  25/06/03 Auricularia

51 7E Auriculariales ~ Auriculariaceae  delicata

52 8E Bosque 25/06/03 Agaricales Nao identificada  Nao identificada
Bosque  25/06/03 Auricularia

53 9E Auriculariales  Auriculariaceae  polytricha

54 10E Bosque 25/06/03 Agaricales Nao identificada  Nao identificada

55 11E  INPA/V8 25/06/03 Aphyllophorales Polyporaceae Trametes sp.

Em Urucu (Coari/AM) foram coletadas cinco amostras de fungos pertencentes a

familia Polyporaceae (ordem Aphyllophorales). Foram identificados fungos da espécie

Pycnoporus sanguineus (L. ex Fr.) Murr., e o género Pleurotus (Tabela 6).



Tabela 6 - Basidiomycetes coletados em Urucu, Coari/AM (margo e abril/2003)

Amostra Codigo Data Ordem Familia Espécie
56 1C 03/03/03 Aphyllophorales  Polyporaceae  Pleurotus sp.
57 IF  14/04/03 Aphyllophorales  Polyporaceaec = Nao identificada
58 2F  14/04/03 Aphyllophorales  Polyporaceae = Nao identificada
59 3F 14/04/03 Aphyllophorales  Polyporaceaec  Nao identificada
60 4F  14/04/03 Aphyllophorales  Polyporaceae  Pycnoporus sanguineus.

Considerando as areas de coleta do presente estudo UFAM, INPA, Reserva de
Campina e Urucu foi verificado que o género Daedalea foi comum para a UFAM e para o
INPA, o género Auricularia esteve presente tanto na Campina quanto no INPA, e o género
Ganoderma foi encontrado na UFAM e na Campina.

Singer & Araujo (1979) realizaram um trabalho sobre os fungos macroscopicos de
floresta de campina e campinarana, na estrada Manaus-Caracarai, km 45 proximidades da
Reserva de Campina do INPA. Foi verificada a ocorréncia dos seguintes géneros: Amanita,
Boletellus, Cantharellus, Cortinarius, Craterellus, Fistulinella, Hebelomina, Inocybe,
Lactarius, Phyllobolites, Phylloporus, Porphyrellus, Russula, Sarcodon, Strobilomyces,
Tylopilus e Xerocomus. Na presente pesquisa também foram verificados fungos dos géneros
Cantharellus € Russula, coletados na Reserva de Campina do INPA.

Singer (1984) estudou as adaptagdes de fungos superiores a condigdes de varzea na
Ilha da Marchantaria, Lago Janauari, Parand do Janauacd (Careiro da varzea/Amazonas).
Dentre os géneros pertencentes aos Basidiomycetes sdo citados os seguintes: Amanita,
Auricularia, Collybia, Cymatoderma, Dacryopinax, Entoloma, Ganoderma, Gymnopilus,
Gyrodon, Hohenbuehelia, Hydropus ,Hygrocybe, Janauaria, Lactocollybia, Lepiota,
Marasmiellus, Marasmius, Megalosporia, Microporellus, Mycena, Neoclitocybe, Panus,
Pholiota, Pleurotus, Pluteus, Podoschypha, Polyporus, Pycnoporus, Rigidoporus,
Psathyrella, Pulveroboletus e Tricholomopsis. No presente trabalho também foram coletados
fungos dos géneros Auricularia na Campina e no INPA, Ganoderma na UFAM e na
Campina, Lepiota no INPA, Hygrocybe, Marasmius e Pycnoporus na Campina e Pleurotus
em Urucu.

Singer & Aguiar (1986) estudaram os Basidiomycetes de uma floresta de igap6
proximo a confluéncia do Rio Taruma Mirim (Tarumazinho) e o Rio Negro, Manaus/AM.
Foram citadas espécies dos seguintes géneros: Abortiporus, Amanita, Austroboletus,

Baeospora, Chalciporus, Clitopilus, Crepidotus, Entoloma, Galerina, Gloiocephala,



Gymnopilus, Hemimycena, = Hohenbuehelia, Hydropus, Lactarius, Leucocoprinus,
Marasmiellus, Marasmius, Mycena, Pluteus, Russula, Tylopilus e Xerocomus. No presente
estudo também foram coletados fungos dos géneros Leucocoprinus (na UFAM) e Marasmius

e Russula (Campina).

Sao fornecidas a seguir, caracteristicas morfologicas e ilustracdes das espécies

estudadas.



3.1 Caracteristicas morfologicas dos fungos coletados na mata do

mini-campus da UFAM
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Codigo: 1A.

Ordem: Aphyllophorales. Familia:
Polyporaceae. Espécie: Daedalea sp. Pileo:
superficie superior creme com margem
branca; superficie inferior branca; dimidiado,
17,0 cm x 9,5 cm. Formato dos poros:
irregular. Estipe ou tipo de fixacdo: séssil.

Substrato: arvore morta caida.

Codigo: 2A

Ordem: Aphyllophorales. Familia:
Ganodermataceae. Espécie: Ganoderma sp.
Pileo: superficie superior marrom, zonada,
contexto escuro; superficie inferior branca;
dimidiado, perfil aplanado, 12,0 cm x 10,0
cm. Formato dos poros: circulares. Estipe ou
tipo de fixagdo: séssil a efuso-reflexo.

Substrato: sobre tronco de arvore viva.
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Codigo: 3A
Ordem: Aphyllophorales. Familia: Stereaceae.
Pileo: superficie superior creme, margem
branca; superficie inferior cinza; 2,5 cm x 3,0
cm. Estipe: subestipitado, excéntrico, 1,0 cm.
Substrato: sobre tronco caido na sombra.

Esporos: oblongos, marrons.




Codigo: 4A

Ordem: Agaricales. Pileo: superficie superior
creme esverdeado; campanulado,
membranaceo, 2,5 cm a 3,0 cm de didmetro.
Lamelas: brancas, largas. Estipe: base
concolor ao pileo e apice branco, filiforme,
2,0 cm a 5,0 cm de comprimento, 3 mm de
diametro, micélio basal presente. Substrato:

sobre tronco morto.
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Codigo: 5A

Ordem: Agaricales. Familia: Agaricaceae.
Espécie: Agaricus sp. Pileo: superficie
superior amarronzada; umbonado, carnoso,
50 cm a 6,0cm de diametro. Lamelas:
marrom escuro, livres. Estipe: creme, carnoso,
5,0 cm a 7,0 cm de comprimento, 0,5 cm a 0,8
cm de diametro; base alargada, 1,5 cm de
diametro; anel rudimentar. Substrato: no solo

humoso, associado a raizes.

Codigo: 6A
Ordem: Agaricales. Familia: Agaricaceae.
Espécie: Agaricus sp. Pileo: superficie
superior ~ amarronzada, com  escamas;
umbonado, carnoso, 4,0 cm de didmetro,
jovem. Lamelas: amarronzadas, livres.
Cortina ou véu na cor do pileo. Estipe: branco
com escamas amarronzadas, 7,0 cm de
comprimento, 1,0 cm de diametro, base
alargada, 1,5 com de didmetro, anel
rudimentar. Substrato: no solo. Esporos

obovados, amildides  (parede), trama

inamilodide.
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Codigo: 7A
Ordem: Agaricales. Pileo: superficie superior
marrom esverdeada; convexo, membranaceo,
3,0 cm de comprimento. Lamelas: brancas,
irregulares. Estipe: creme, cilindrico, 7,0 cm
de comprimento, 0,5 cm de diametro.
Substrato: sobre tronco morto. Epicutis com

células eretas.

Codigo: 8A
Ordem: Agaricales. Familia: Agaricaceae.
Espécie: Agaricus sp. Pileo: superficie
superior marrom com escamas centrais;
aplanado, 6,0 cm de diametro, odor forte.
Lamelas: marrom-escuro a preto, largas,
numerosas, livres, algumas ja comidas por
insetos. Estipe: marrom-claro, cilindrico,
estriado, 7,0 cm de comprimento, 0,7 cm de
didmetro, anel rudimentar, presenga de
pseudorriza amarela. Substrato: no solo
associado a raizes. Esporos marrons, células

eretas na superficie da epicutis.
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Codigo: 9A

Ordem: Agaricales. Familia:
Tricholomataceae. Espécie: Qudemansiella
stefenii. Pileo: superficie superior cinza-
esverdeada; aplanado, 4,0 cm de diametro,
odor adocicado. Lamelas: brancas, ja comidas
por mosquitos. Estipe: prateado, cilindrico,
8,0 cm de comprimento, 0,5 cm de didmetro,
presenga de pseudorriza. Esporos

equinulados. Substrato: no solo.
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Cdodigo: 10A

Ordem: Agaricales. Familia: Agaricaceae.
Espécie: Leucocoprinus sp. Pileo: superficie
superior amarelo-escuro, com escamas violeta
no centro e alaranjadas na margem; convexo,
membranaceo, delicado, 2,3 cm de didmetro.
Lamelas: amarelas, largas, numerosas, livres.
Estipe: concolor ao pileo, 4,0 cm de
comprimento, presenca de anel. Esporos
ovais, hialinos, inamildides. Substrato: no

solo sob clareira.

Codigo: 11A

Ordem: Agaricales. Familia: Agaricaceae.
Espécie: Agaricus sp. Pileo: superficie
superior marrom-escuro; aplanado, 5,0 cm de
diametro, odor forte. Lamelas: pretas, largas,
numerosas, presenca de formigas. Estipe:
marrom-claro, cilindrico, 7,0 cm de
comprimento, 0,5 cm de didmetro, base
alargada, 1,0 cm de didmetro. Esporos
marrons, obovados, amiloides. Substrato: no

solo sob sombra.




G g
h||||r||||||1r||r|1lrm[|'r

T

1]

L

llmulunmuhnﬂ

Codigo: 12A

Ordem: Agaricales. Familia: Agaricaceae.
Pileo: jovem, 1,0 cm de didmetro, superficie
superior marrom com escamas centrais;
Lamelas: brancas, livres. Estipe: creme,
cilindrico, 3,0 cm de comprimento, 0,3 cm de
diametro, com escamas marrons na base, anel
rudimentar. Substrato: no solo, aderido a

folhas.
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Codigo: 13A

Ordem: Agaricales. Familia: Agaricaceae.
Espécie: Agaricus sp. Pileo: superficie
superior marrom com escamas; jovem, 3,5 cm
de diametro. Lamelas: amarronzadas, largas,
livres, presenga de véu ou cortina na cor do
pileo. Estipe: branco com escamas marrons na
base, cilindrico, 6,0 cm de comprimento, 0,7
cm de diametro, anel rudimentar, presenga de
pseudorriza. Esporos marrons, obovados.

Substrato: no solo, sob sombra.




3.2 Caracteristicas morfologicas dos fungos coletados na Reserva

de Campina/INPA

Codigo:1B

Ordem: Agaricales. Pileo: laranja-claro,
convexo, 4,5 cm de diametro. Lamelas:
brancas, decurrentes. Estipe:  branco,
cilindrico, estriado, 4,0 cm de comprimento,
0,8 cm de didmetro. Esporos obovados.

Substrato: sobre a liteira.

Codigo: 2B
Ordem: Auriculariales. Familia:
Auriculariaceae. Espécie:  Auricularia

delicata. Pileo: cor-de-vinho péalido em
ambas as superficies, formato auricular,

gelatinoso, 6,0-12,0 x 4,0-7,5cm. Lamelas

ol

venosas. Fixacdo no substrato: séssil.

'
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Substrato: sobre tronco morto.
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Codigo: 3B

Ordem: Agaricales. Pileo: superficie superior
laranja-escura, convexo, 5,0 cm de didmetro.
Lamelas: amarelas, subdecurrentes. Estipe:
amarelo, cilindrico, 6,5 c¢cm de didmetro.
Esporos arredondados, inamildides. Hifas
largas com contetido alaranjado. Substrato:

sobre a liteira.




Codigo: 4B

Ordem: Aphyllophorales. Familia:
Cantharellaceae.  Espécie:  Cantharellus
guyanensis. Pileo:  superficie  superior
alaranjada, depressado, carnoso, 2,5 - 4,0 cm
de didmetro. Lamelas: creme-amareladas,
decurrentes. Estipe: concolor as lamelas,
carnoso, 3,5 cm de comprimento, 1,5 cm de
diametro. Esporos obovados. Hifas com
grampo de conexdo. Substrato: no solo com

hamus.

Codigo: 5B

Ordem: Agaricales. Pileo: superficie superior
alaranjada, jovem, convexo, 1,0 -1,5 cm de
diametro. Lamelas: amarelas,
subdecurrentes. Estipe: amarelo, cilindrico,
4,0 cm de comprimento, base alargada.

Substrato: na liteira.

Codigo: 6B

Ordem: Agaricales. Pileo: superficie superior
alaranjada, jovem, convexo, 1,0 - 1,5 cm de
diametro. Lamelas: amarelas,
subdecurrentes. Estipe: amarelo, cilindrico,
4,0 cm de comprimento, base alargada.

Substrato: na liteira.
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Codigo: 7B

Ordem: Auriculariales. Familia:
Auriculariaceae.  Espécie:  Auricularia
delicata. Pileo: superficie superior cor-de-
vinho, superficie inferior esbranquigada,
formato auricular, gelatinoso, 9,0 cm x 5,0
cm. Lamelas venosas. Fixagdo: séssil.

Substrato: sobre tronco morto.
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substrato

Codigo: 8B

Ordem: Agaricales. Familia:
Tricholomataceae. Espécie: Clitocybe sp..
Pileo:  superficie superior esverdeada,
convexo a umbilicado, 3,5 cm de didmetro.
Lamelas: amarelas, largas, decurrentes.
Estipe: amarelo, cilindrico, 3,0 cm de

comprimento. Substrato: sobre galho grosso.




Cdodigo: 9B

Ordem: Agaricales. Familia: Russulaceae.
Espécie: Russula sp. Pileo: superficie
superior rosada, infundibuliforme, carnoso,
7,0 cm de diametro. Lamelas: rosadas,
numerosas, adnatas. Estipe: rosa claro,
esbranquicado, cilindrico, carnoso, 3,0 cm de
comprimento, presenga de anel rudimentar.
Esporos amildides, esféricos, punctados,
equinulados. Cistidios com apice afilado.

Substrato: no solo humoso.

Codigo: 10B

Ordem: Agaricales. Familia:
Tricholomataceae. Espécie: Marasmius sp.
Pileo: superficie superior vermelho-cobre,
campanulado, membranaceo, 0,7 cm de
diametro. Lamelas: concolor ao pileo. Estipe:
branco, filiforme, 2,5 cm de comprimento.

Substrato: sobre folha seca.

Codi: 11B

Ordem: Tremellales. Familia: Tremellaceae.
Espécie: Tremella sp. Pileo: alaranjado-
escuro, formato de luva, gelatinoso e
pegajoso, 1,0 -3,0 cm de comprimento.
Lamelas ausentes. Estipe: laranja-escuro,

gelatinoso. Substrato: sobre tronco morto.




Codigo: 12B

Ordem: Aphyllophorales. Familia:
Polyporaceae. Espécie: Pycnoporus sanguineus.
Pileo: coriaceo; superficie superior laranja-
avermelhada, flabeliforme, 2,0 - 4,0 cm x 1,5 -
3,5cm de didmetro Formato dos poros:
circulares a hexagonais. Estipe: séssil a

subestipitado. Substrato: sobre tronco morto.

Codigo: 13B

Ordem: Agaricales. Pileo: superficie superior
marrom-acinzentado, campanulado, 0,7 cm - 2,0
cm de didmetro. Lamelas: brancas. Estipe:
cinza, filiforme, 1,5 cm - 2,5 cm de
comprimento. Camada da epicutis com células
himeniformes, eretas. Pleurocistidios

numerosos. Substrato: sobre tronco morto.
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Codigo: 14B

Ordem: Agaricales. Familia: Tricholomataceae.
Espécie: Marasmius sp. Pileo: superficie
superior branca, campanulado, 1,5 cm de
diametro. Lamelas: brancas. Estipe: preto,
filiforme, 1,5 cm de comprimento. Substrato:

sobre folha seca.
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Codigo: 15B
Ordem: Aphyllophorales. Familia:

Ganodermataceae.

Espécie: Ganoderma

applanatum. Pileo: superficie superior cor-de-
vinho, aspecto lustroso quando jovem e
recoberto por fragmentos de coloracdo
ferruginea na maturidade, superficie inferior
branca com margem ferruginea, reniforme,7,0 —
12,5 cm x 4,0 — 7,0 cm de didmetro. Formato
dos poros: circular. Estipe dorsal, cor-de-vinho.

Substrato: sobre tronco morto.
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Codigo: 16B
Ordem: Aphyllophorales. Familia:
Ganodermataceae. Espécie: Ganoderma sp.
Pileo: superficie superior e inferior cor-de-
vinho, petaldide, 2,5 cm x 3,0 cm de diametro.
Formato dos poros: circular. Estipe lateral, 1,0

cm de comprimento, cor-de-vinho. Substrato:

sobre tronco morto, no solo.

Codigo: 17B
Ordem: Agaricales. Pileo: superficie superior
amarela, infundibuliforme, carnoso, 4,0 cm de
diametro. Lamelas: alaranjadas, decurrentes.
Estipe: amarelo, estriado, carnoso, cilindrico,
4,0 cm de comprimento, 0,8 cm de diametro.

Esporos obovados, inamiloides, amarelos em

KOH. Substrato: sobre tronco morto.




Codigo: 18B

Ordem: Agaricales. Pileo: superficie superior
branca, convexo, 1,5 cm de diametro. Lamelas:
brancas. Estipe: branco, filiforme, 1,3 cm de

comprimento. Substrato: sobre tronco morto.

Codigo: 19B

Ordem: Agaricales. Familia: Tricholomataceae.
Pileo: superficie superior creme, carnoso, plano-
convexo, 1,7 cm de didametro. Lamelas: brancas,
livres. Estipe: branco, achatado, 1,0 cm de

comprimento. Substrato: sobre tronco morto.

Codigo: 20B

Ordem: Agaricales. Familia: Hygrophoraceae.
Espécie: Hygrocybe sp. Pileo: superficie
superior vermelha, convexo, 0,3 cm - 0,5cm de
diametro. Lamelas: brancas. Estipe: vermelho,
filiforme, 3,0 cm de comprimento. Substrato:

sobre tronco com raizes em decomposicao.
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Codigo: 21B

Ordem: Aphyllophorales. Familia:
Ganodermatacea. Espécie: Amauroderma sp.
Pileo: superficie superior marrom, zonada,
superficie inferior marrom-escuro, 2,5 cm de
diametro. Formato dos poros: irregular, quase
liso. Estipe: marrom, filiforme, 2,3 cm de

comprimento.
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Codigo: 22B

Ordem: Aphyllophorales. Familia: Stereaceae.
Pileo: superficie superior rosa-avermelhada,
margem branca, superficie inferior lisa,
amarela-esbranquicada, coridceo, espatulado,
3,0 cm x 2,5 cm de didmetro. Fixagao: séssil.
Hifas largas com grampos de conexdo.

Substrato: tronco morto.




3.3 Caracteristicas morfologicas dos fungos coletados no Bosque

da Ciéncia e INPA-VS

Cddigo: 1D

Ordem: Agaricales. Familia: Agaricaceae.
Espécie: Lepiota sp. Pileo: superficie
superior branca, com escamas marrons,
convexo, 2,9 cm de didmetro. Lamelas:
brancas, numerosas.  Estipe:  branco,

cilindrico, 3,0 cm de comprimento, presenca

de anel. Substrato: no solo.

Codigo: 2D

Ordem: Aphyllophorales. Familia: Stereaceae.
Pileo: superficie superior branca, superficie
inferior lilés, lisa, forma espiralada, 5,0 cm
de diametro, odor adocicado. Estipe: branco,
cilindrico, 3,0 cm - 5,0 cm de comprimento.

Substrato: no solo humoso.
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Codigo: 3D

Ordem: Agaricales. Familia:
Tricholomataceae. Pileo: superficie superior
branca, concavo, 3,0 cm de didmetro.
Lamelas: brancas, largas. Estipe: branco, 6,0
cm de comprimento. Substrato: na liteira.
Fungo com larvas de inseto se alimentando do

seu micélio.
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Cdodigo: 4D

Ordem: Agaricales. Familia:
Tricholomataceae. Pileo: superficie superior
cor-de-vinho, convexo, 2,5 cm - 4,0cm de
diametro. Lamelas: creme-esverdeadas,
largas. Estipe: concolor ao pileo, cilindrico,
1,5 cm - 2,5 cm de comprimento. Substrato:

sobre tronco morto em decomposigao.

Codigo: 5D
Ordem: Auriculariales. Familia:
Auriculariaceae. Espécie: Auricularia

fuscosuccinea. Pileo: superficie superior cor-
de-vinho, superficie inferior acinzentada, lisa,
formato auricular, gelatinoso, 3,5 cm - 4,0 cm
de diametro. Fixagdo: séssil. Substrato: sobre

tronco morto.
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Codigo: 6D

Ordem: Aphyllophorales. Familia: Stereaceae.
Espécie: Stereum sp. Pileo: superficie superior
creme, zonado, margem marrom, superficie
inferior laranja-amarronzada, lisa, com
margem creme, flabeliforme. 7,0 cm - 9,0 cm
de didmetro. Libera pigmento vermelho

quando tocado. Substrato: sobre tronco morto.




Codigo: 7D

Ordem: Agaricales. Pileo: superficie superior
lilas-claro, infundibuliforme, 0,5 cm - 3,0cm
de diametro Odor adocicado. Lamelas: cor
lilas, decurrentes. Estipe: concolor ao pileo,
forma, micélio na base, 2,0 cm - 3,0 cm de
comprimento. Substrato: sobre galho seco,

coberto de micélio branco.

Codigo: 8D

Ordem: Agaricales. Familia:
Tricholomataceae. Pileo: superficie superior
alaranjada, 1,7 cm - 2,0 cm de didmetro.

Lamelas: creme. Estipe: laranja-escuro,

achatado, 2,5 cm - 4,0 cm de comprimento.

Substrato: na liteira.
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Cddigo: 9D
Ordem: Aphyllophorales. Pileo: superficie

superior marrom, zonado, margem branca,
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superficie inferior branca com exsudato

alaranjado, carnoso a coriaceo, 3,0 cm x 4,0

cm - 4,0 cm x 7,5 cm de diametro. Odor forte.
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Substrato: sobre tronco morto.
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Codigo: 1E

Ordem: Aphyllophorales. Familia:
Polyporaceae. Pileo: superficie superior
branca, pleurotdide, 1,0 cm - 1,5 cm de
diametro. Presenca de insetos. Estipe: branco,
1,0 cm - 2,0 cm de comprimento. Substrato:

sobre tronco morto em decomposigao.
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Codigo: 2E

Ordem: Agaricales. Familia: Agaricaceae.
Espécie: Lepiota sp. Pileo: superficie superior
branca, com escamas marrons no centro 4,5
cm de diametro. Lamelas:  brancas,
numerosas. Estipe: branco, 5,5 cm de
comprimento, presenca de anel. Substrato: no

solo.

Codigo: 3E

Ordem: Aphyllophorales. Familia:
Polyporaceae. Pileo: superficie superior
branca, superficie inferior branca, formato de
concha, 1,5cm x 1,5 cm - 3,0 cm x 5,0 cm de
diametro. Presenca de insetos (Diptera) sobre
o fungo. Poros angulosos. Estipe: branco, 0,3
cm -2,0 cm de comprimento. Substrato: sobre

tronco morto.

Codigo: 4E

Ordem: Aphyllophorales. Familia:
Polyporaceae. Espécie: Daedalea sp. Pileo:
superficie superior creme, zonada, margem
branca, superficie inferior creme-laranjada,
margem clara, 8,0 cm x 4,5 cm de didmetro.
Formato dos poros: irregular. Fixagdo: séssil.

Substrato: sobre tronco morto.




Codigo: SE

Ordem: Agaricales. Pileo: superficie superior
branca, higrofano, 0,8 cm - 2,9 cm de
diametro. Lamelas: brancas. Estipe: branco,
lateral, 0,2 cm - 0,8 cm de comprimento, 0,4
cm de diametro. Substrato: sobre raiz grossa

no solo.

Codigo: 6E

Ordem: Aphyllophorales. Familia:
Polyporaceae. Pileo: superficie superior
marrom e creme, zonada, margem branca,
superficie inferior branca, em camadas,
carnoso a coriaceo, 4,5 cm x 3,0 cm de

diametro. Substrato: sobre tronco morto.

Codigo: 7E
Ordem: Auriculariales. Familia:
Auriculariaceae. Espécie: Auricularia

delicata. Pileo: superficie superior rosada,
superficie inferior, rosa-esbranquicada,
lamelas venosas, formato auricular,
gelatinoso, 2,0 cm x 2,5 cm — 6,0 cm x 4,0 cm
de diametro. Presenga de insetos. Substrato:

sobre tronco morto.
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Codigo: 8E

Ordem: Agaricales. Pileo: superficie superior
branca, carnoso, 1,5 cm - 3,3 cm de didmetro.
Lamelas: brancas, numerosas, adnata. Estipe:
branco, 4,0 cm - 5,0 cm de comprimento.

Substrato: sobre folhas na liteira.

Codigo: 9E
Ordem: Auriculariales. Familia:
Auriculariaceae. Espécie: Auricularia

polytricha. Pileo: superficie superior marrom,
aveludada, superficie inferior cor-de-vinho,
lisa, formato auricular, gelatinoso, 2,5 cm x
1,5 cm - 40 cm x 3,0 cm de diametro.

Substrato: sobre tronco morto.

Codigo: 10E

Ordem: Agaricales. Pileo: superficie superior
laranja-amarronzado, 2,5 cm - 3,0 cm de
diametro. Lamelas: creme, largas e distantes.
Estipe: concolor ao pileo, carnoso, 3,5 cm -5,0
cm de comprimento, 0,5 cm de didmetro.

Substrato: sobre liteira.

Codigo: 11E

Ordem: Aphyllophorales. Familia:
Polyporaceae. Espécie: Trametes sp. Pileo:
superficie superior branca, superficie inferior
branca, dimidiado, coriaceo, 8,5 cm x 5,0 cm
de diametro. Odor forte. Presenca de insetos.
Formato dos poros: circular. Fixagdo: séssil.

Substrato: sobre tronco morto.




3.4 Caracteristicas morfologicas dos fungos coletados em Urucu

(Coari/AM).

Codigo: 1C

Ordem: Aphyllophorales. Familia:
Polyporaceae. Espécie: Pleurotus sp. Pileo:
superficie superior branca, carnoso a coriaceo,
9,5 cm x 5,0 cm de didmetro. Lamelas:
brancas, decurrentes. Estipe: branco, lateral.
Presenga de insetos. Substrato: sobre tronco

morto na agua.

Codigo: 1F

Ordem: Aphyllophorales. Familia:
Polyporaceae. Pileo: superficie superior e
inferior marrom, coriaceo. Lamelas: marrons.

Estipe: lateral. Substrato: sobre tronco morto

Codigo: 2F
Ordem: Aphyllophorales. Familia:
Polyporaceae. Pileo: Superficie superior

zonada. Formato dos poros: circular. Fixacao:

séssil. Substrato: sobre tronco morto.

no solo.

Codigo: 3F Codigo: 4F

Ordem: Aphyllophorales. Familia: | Ordem: Aphyllophorales. Familia:
Polyporaceae. Pileo: superficies superior e |Polyporaceae. Espécie: Pycnoporus
inferior brancas, membrandceo a coridceo. |sanguineus. Pileo:  superficie  superior

Formato dos poros: hexagonal. Fixagdo:

séssil. Substrato: sobre tronco morto.

vermelha, flabeliforme. Formato dos poros:

circular a hexagonal. Estipe: lateral.

Substrato: sobre tronco morto.




3.5 Crescimento radial dos fungos em BDA, FTA e Malte

Os Basidiomycetes isolados foram avaliados quanto ao crescimenro radial em meio

solido BDA, Farelo de Trigo e Malte (Figuras 4, 5 ¢ 6).
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Figura 4 - Curva de crescimento micelial comparativo entre as linhagens de Basidimycetes
estudadas cultivadas em meio BDA: Trametes sp. 11E4, Pycnoporus sanguineus 12B,
Ganoderma applanatum 15B2, Daedalea sp. 1A, Pleurotus sp. 1C4, Stereaceae 22B,
Ganoderma sp. 2A2, Cantharellus guyanensis 4Bl, Daedalea sp. 4E6, Stereum sp. 6D2.
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Figura 5 - Curva de crescimento micelial comparativo entre as linhagens de Basidimycetes
estudadas cultivadas em meio agar-malte: Trametes sp. 11E4, Pycnoporus sanguineus 12B,
Ganoderma applanatum 15B2, Daedalea sp. 1A, Pleurotus sp. 1C4, Stereaceae 22B,
Ganoderma sp. 2A2, Cantharellus guyanensis 4Bl, Daedalea sp. 4E6, Stereum sp. 6D2.



Quando os fungos foram cultivados em meio BDA, observou-se que até o quarto dia,
o crescimento era bastante lento para a maioria dos isolados; entretanto o fungo Stereaceae
22B apresentou crescimento rapido com média de 2,00 cm por dia. Apds dez dias de
incubacao, seis isolados ja haviam crescido por todo o didmetro da placa de Petri, mas trés
isolados ainda estavam praticamente na metade da placa (Figura 4).

Para o meio com malte, o fungo Stereaceae 22B apresentou crescimento muito rapido
logo ao quarto dia de cultivo, enquanto que os demais apresentaram crescimento lento. Ao
décimo dia de crescimento, os fungos Daedalea sp. 1A, Daedalea sp. 4E6, Pleurotus sp. 1C4,
P. sanguineus 12B e Stereaceae 22B atingiram todo o didmetro da placa (9 cm). Os isolados
Ganoderma sp. 2A2 e C. guyanensis 4Bl estavam na metade do didmetro da placa e G.
applanatum apresentou uma colonia de cerca de 4 cm de didmetro (Figura 5).

Com relagdo ao crescimento dos fungos em meio FTA, observou-se crescimento lento
nos quatro primeiros dias, destacando-se o fungo Stereaceae 22B com média de 4,55 cm de
diametro. No décimo dia, quatro isolados apresentaram crescimento por todo o diametro da
placa de Petri, Pleurotus sp. 1C4, P. sanguineus 12B, Stereaceae 22B e Daedalea sp. 1A,
sendo considerados de crescimento rdpido em FTA. Os isolados Ganoderma sp. 2A2 e C.
guyanensis 4BL foram considerados de crescimento lento e G. applanatum 15B foi de

crescimento muito lento (Figura 6).

Desta forma, os isolados Stereum sp. 6D2 e Stereaceae 22B foram classificados de
crescimento rapido. Os isolados Pycnoporus sanguineus 12B, Pleurotus sp. 1C4, Daedalea
sp. 1A, Daedalea sp. 4E6, foram considerados fungos de crescimento moderado. Os isolados
Ganoderma sp. 2A2 (Figura 7), C. guyanensis 4Bl e Trametes sp. 11E4 foram considerados
de crescimento lento, enquanto que o isolado G. applanatum 15B2 apresentou crescimento

muito lento (Tabela 7).
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Figura 6 - Curva de crescimento micelial comparativo entre as linhagens de
Basidimycetes estudadas cultivadas em meio FTA: Pycnoporus sanguineus 12B,
Ganoderma applanatum 15B2, Daedalea sp. 1A, Pleurotus sp. 1C4, Stereaceae 22B,
Ganoderma sp. 2A2, Cantharellus guyanensis 4Bl, Stereum sp. 6D2.



Tabela 7 - Classificacdo das linhagens de Basidiomycetes de acordo com a velocidade do

crescimento micelial (cm por dia) em BDA, FTA e Agar-malte.

Fungo Velocidade (cm por dia) Média  Classe de
BDA Malte FTA .
crescimento
Cantharellus guyanensis 4Bl 0,55 0,50 0,70 0,58 Lento
Stereaceae 22B 2,00 1,80 1,60 1,80 Répido
Stereum sp. 6D2 1,55 nc nc nc Rapido
Ganoderma sp. 2A2 0,58 0,85 0,68 0,70 Lento
Pleurotus sp. 1C4 1,25 1,52 1,11 1,29 Moderado
Daedalea sp. 1A 1,30 1,35 0,96 1,20 Moderado
G. applanatum 15B2 0,36 0,32 0,40 0,36 Muito lento
Daedalea sp. 4E 6 1,35 1,07 nc 1,21 Moderado
Trametes sp. 11E 4 0,60 0,90 nc 0,75 Lento
Pycnoporus sanguineus 12B 1,50 1,32 1,08 1,30 Moderado

nc= nao cresceu, cm = centimetro

Classes: 0 - 0,5= muito lento, 0,51 — 1,0 = lento, 1,1 — 1,5 = moderado, 1,51 — 2,0 = répido.



Figura 7 — Aspecto do crescimento micelial radial do isolado Ganoderma sp. 2A2

cultivado em agar-malte, apds sete dias de cultivo.



4 - CONCLUSOES

a)

b)

d)

Foi verificada a ocorréncia de Basidiomycetes pertencentes as ordens Agaricales,
Aphyllophorales, Auriculariales e Tremellales, e as familias Agaricaceae,
Auriculariaceae, Cantharellaceae, Ganodermataceae, Hygrophoraceae, Polyporaceae,
Russulaceae, Stereaceae, Tremellaceae ¢ Tricholomataceae, nas areas de floresta

estudadas.

Na mata do mini-campus da UFAM foi observada a ocorréncia da espécie
Oudemansiella stefenii (Agaricaceae), e os géneros Agaricus, Leucocoprinus

(Agaricaceae), Daedalea (Polyporaceae) e Ganoderma (Ganodermataceae).

Nos exemplares coletados na Reserva de Campina foram identificadas as espécies
Auricularia delicata (Auriculariaceae), Cantharellus guyanensis (Cantharelaceae),
Pycnoporus sanguineus (Polyporaceae), Ganoderma applanatum (Ganodermataceac),
e os géneros Clitocybe (Tricholomataceae), Russula (Russulaceae), Marasmius
(Tricholomataceae), Tremella (Tremellaceae), Amauroderma (Ganodermataceae) e

Hygrocybe (Hygrophoraceae).

As espécies identificadas no Bosque da Ciéncia do INPA foram Auricularia
fuscosuccinea, A. delicata, A. polytricha (Auriculariaceae), e os géneros Stereum

(Stereaceae), Daedalea, Trametes (Polyporaceae) e Lepiota (Agaricaceae).



CAPITULO 3

DETECCAO DE ENZIMAS PRODUZIDAS POR
BASIDIOMYCETES DA AMAZONIA

RESUMO

Fungos tém sido usados extensivamente como produtores de diferentes substancias de interesse
econdmico, tais como enzimas, antibidticos, vitaminas, aminoacidos e esteroides. Este estudo
teve como objetivo, detectar a producdo de enzimas como amilases, proteases, celulases,
fenoloxidases e pectinases por linhagens de Basidiomycetes, oriundas de areas de floresta da
Amazonia. Para a producao de enzimas, os fungos foram cultivados em meio liquido adicionado
de substrato indutor (0,5%), com pH ajustado para cada enzima e incubados a 28°C, sob
agitacdo, 140rpm, durante 96 ou 120 horas. Apoés este periodo, as amostras foram filtradas, para
a separagdo da massa micelial. Os filtrados foram inoculados em “cup plates” de 6 mm de
diametro, perfurados na superficie de meios de cultura solidos, adequados para a detec¢ao de
cada enzima em placa de Petri. As placas foram incubadas a temperatura de 28°C por 24 horas, ¢
reveladas para observagdo dos halos enzimaticos. Foi verificada a atividade da amilase e protease
produzida pelos fungos, crescidos em meio liquido, com diferentes fontes nutricionais. Foi
possivel detectar a producao de celulases e proteases por todos os isolados, 40% produziram
amilases, 50% produziram fenoloxidases e 10% produziram pectinases. Quanto a atividade da
amilase, o substrato farelo de trigo foi o que proporcionou os maiores halos de degradagdo,
destacando-se os fungos Daedalea sp.4E6 e Daedalea sp. 1A, Stereaceae 22B e Pycnoporus
sanguineus 12B. Considerando os substratos testados para produgdo de proteases, foi observado
que o substrato farinha de peixe foi o melhor. Os fungos P. sanguineus, Stereaceae e

Cantharellus guyanensis foram os melhores produtores de protease.

Palavras-chave: Atividade enzimatica, Fungos, Biotecnologia.



1-INTRODUCAO

Fungos tém sido usados extensivamente como produtores de diferentes substancias de
interesse econdmico, tais como enzimas, antibioticos, vitaminas, aminoacidos e esterdides
(BRAGA et al., 1999).

As enzimas sdo usadas, em grande escala, na industria téxtil (amilase, celulase), de
detergentes (proteases, lipases, celulase), de alimentos (pectinases, proteases, celulases) e de
couro (protease, lipase) (NIELSEN & OXENBOLL, 1998).

Amilases, celulases, lipases e lactases de fungos podem ter aplicacdo farmacéutica,
sendo usadas para auxiliar a digestdo. Enzimas produzidas por fungos também podem ser
utilizadas na producdao de acido citrico, acido fumarico e acido kojico. Para aplicacdes
analiticas, como a alcool desidrogenase para andlise do etanol, galactose oxidase, para analise
da galactose, glicerol kinase e triacilglicerol lipase, para andlise de triglicerideos, urato
oxidase, para analise do acido urico (NG, 2004).

A busca continua de microrganismos versateis, capazes de degradar de maneira
eficiente um grande nimero de poluentes a um baixo custo operacional tem motivado os
estudos de biodegradacgao.

Estudos tém sido realizados explorando a capacidade de Basidiomycetes em degradar
e mineralizar corantes. Estes fungos caracterizam-se por serem bons produtores de lacase,
uma fenoloxidase dependente de cobre. Em processos de oxida¢do de muitos compostos,
principalmente fendlicos, a lacase apresenta especificidade para um grande ntmero de
compostos xenobiodticos e efluentes industriais (DURAN & ESPOSITO, 2000).

Enzimas hidroliticas também tém sido estudadas quanto a sua agdo de antagonismo
contra fungos. Isolados do fungo Trichoderma, os quais reduzem a incidéncia da vassoura-de-
bruxa em plantas de cacau atacadas pelo fungo Crinipellis perniciosa (Stahel) Singer,
produziram hidrolases, como quitinases, celulases, proteases e amilases, em meio liquido
contendo substratos especificos. Ha evidéncias do possivel envolvimento destas enzimas na
interacdo antagonista entre estes dois fungos, pela acdo na parede celular (DE MARCO et al.,

2003).



Desta forma, este estudo teve como objetivos detectar a producao de enzimas, como
amilases, proteases, celulases, fenol oxidases e pectinases pelas linhagens de Basidiomycetes

isoladas. Os objetivos especificos foram:

a) selecionar as linhagens produtoras de enzimas em meios solidos especificos;

b) verificar a atividade da amilase produzida pelos fungos crescidos em meio liquido com

diferentes fontes de carbono;

c¢) verificar a atividade da protease dos fungos cultivados em meio liquido com diferentes

fontes de proteina.



2 - MATERIAL E METODOS

2.1 DETECCAO DA PRODUCAO DE AMILASES, PROTEASES, CELULASES,
FENOLOXIDASES E PECTINASES POR BASIDIOMYCETES DA AMAZONIA.

Condicoes de cultivo para produc¢io de enzimas

Para a producdo de enzimas, os fungos testados foram previamente cultivados em
meio BDA por 10 dias. Trés discos de micélio das espécies de Basidiomycetes estudadas
foram cultivados em meio liquido Solu¢do de Manachini (KH,PO4, 2g/L; (NH4), SO., 1g/L;
MgS0,4.7H,0, 0,1g/L; Na,HPO4.2H,O, 0,9g/L; Extrato de levedura, 1g/L; Agua destilada,
1000 mL), adicionado de substrato indutor (0,5%), com pH ajustado para cada enzima:
amilase (amido de milho Maizena®, pH 6,0), celulase (Carboximetilcelulose ou CMC Fluka,
pH 5,0), pectinase (Pectina citrica Vetec, pH 2,5), protease (gelatina, pH 6,9), fenoloxidase
(Farelo de trigo, pH 6,0) e incubadas a 28°C, sob agitacdo a 140rpm, durante 96 ou 120 horas
(MANACHINI et al., 1987; TEIXEIRA, 1994). O experimento foi realizado em triplicata.

Ensaio qualitativo “cup plate” para deteccio de enzimas

Apo6s o periodo de incubagdo em meio liquido, as amostras foram filtradas com gaze
esterilizada, para a separagdo da massa micelial. Foram inoculados 100 pPL do filtrado, em
“cup plates” de 6 mm de diametro perfurados na superficie de meios de cultura solidos
adequados para a detec¢do de cada enzima em placa de Petri: agar-amido (amilases), agar-
CMC (celulases), agar-pectina (pectinases), agar-gelatina-leite (proteases), agar-acido tanico
(fenoloxidases). As placas foram incubadas a temperatura de 28°C por 24 horas. Apds este
periodo, foram reveladas: Amilase (Iodo 0,1N), Celulase (Vermelho do Congo 0,1%),
Pectinase (Acido cloridrico 5N), e observada a formacgdo dos halos enzimaticos, os quais
foram medidos com paquimetro e expressos em mm (DINGLE et al., 1953; TEIXEIRA,

1994). O ensaio foi realizado em triplicata.



2.2 ATIVIDADE DA AMILASE DE BASIDIOMYCETES DA AMAZONIA.

Crescimento em meio liquido

Para a producdo de amilases, os fungos estudados foram previamente cultivados em
meio BDA por 10 dias. Trés discos de micélio das espécies de Basidiomycetes foram
cultivados em frascos de 125 mL contendo 50 mL de meio liquido (constituido de KH,POu,
5g/L; K,HPO,, 6,7g/L; (NHy), SO., 1g/L; MgS0,. 7H,0, 0,1g/L; Agua destilada, 1000 mL,
pH 7,0), adicionados de diferentes fontes de carbono (40g/L de amido de milho, maltose ou
farelo de trigo). Foram incubados a 28°C, sob agitagao 140rpm, durante 96 horas. Apds este
periodo, as amostras foram centrifugadas em mini centrifuga Mini Spin Eppendorf (9000 rpm
por 15 minutos) e o sobrenadante foi usado como caldo enzimdtico bruto (SIQUEIRA et al.,

1997).

Detec¢do da produciio de amilases em meio sélido

O caldo enzimatico bruto (100 L) obtido de cada amostra, foi transferido para “cup
plates” de 6 mm de didmetro perfurados na superficie de meio de cultura solido agar-amido
(Agar, 9g; amido, 5g; tampao citrato-fosfato 0,1M pH 5,0 com volume final de 500 mL),
para a deteccdo da enzima em placa de Petri. As placas foram incubadas a temperatura de
28°C por 24 horas. Apds esse periodo, foram reveladas com solug¢ao de lodo 0,1N e observada
a formacao dos halos enzimaticos, os quais foram medidos com paquimetro e expressos em

mm (DINGLE ef al., 1953; TEIXEIRA, 1994). O experimento foi realizado em triplicata.

Ensaio de atividade enzimatica

A mistura da reagdo enzimatica contendo S00pL de tampao acetato de sédio (0,2M,
pH 5,0) e S00pL de solugdo de amido 0,5% (0,5g de amido em 100mL de dgua destilada) foi
pré-incubada em banho-maria a 37°C por 5 minutos antes da adigdo de 250uL de caldo
enzimatico. As amostras foram incubadas a 37°C por 15 minutos e a reagdo foi bloqueada pela
adicao de 250 L de HCI 5N. Os agucares redutores liberados foram determinados pelo
método de Somogyi (1945) com referéncia a uma curva-padrao de glicose. O sistema de
quantificagdo de acgucares foi constituido de 0,1 mL de amostra contendo os aglicares
redutores adicionado de 1,9 mL de dgua destilada e 1 mL de reagente cuprico. Foi incubado
em banho-maria fervente por 15 minutos e resfriado imediatamente em banho de gelo.

Adicionou-se 1 mL de reativo arsenomolibdico e 6 mL de agua destilada. Apos



homogeneizagdo as amostras foram lidas em espectrofotdmetro a 510nm. Uma unidade (U) de

amilase foi definida como a quantidade de enzima que produz 1 pmol de glicose por minuto

nas condigdes da reacdo citada (NGUYEN ez al., 2002; HAN, 2003).

2.3 ATIVIDADE DA PROTEASE DE BASIDIOMYCETES DA
AMAZONIA.

Crescimento em meio liquido

Para producdo de proteases, os fungos estudados foram previamente cultivados em
meio BDA por 10 dias. Trés discos de micélio das espécies de Basidiomycetes foram
cultivados em frascos de 125 mL contendo 50 mL de meio liquido Solug¢do de Manachini,
adicionado de diferentes fontes de proteina (5g/L de gelatina, concentrado protéico de peixe,
farinha de soja). Foram incubadas a 28°C, sob agitagao de 140rpm, durante 96 horas. Apos
este periodo, as amostras foram centrifugadas em mini centrifuga Mini Spin Eppendorf (9000
rpm por 15 minutos) e o sobrenadante foi usado como caldo enzimatico bruto.

O substrato concentrado protéico de peixe ou “piracui” (termo regional) foi obtido de
pesquisas da Coordenagdo de Pesquisas em Tecnologia de Alimentos (CPTA/INPA). Este
substrato foi feito a partir do filé de piranha, peixe da regido, e transformado em farinha.
Apresenta a seguinte composic¢do: proteinas (73,52%), lipidios (27,66%), cinzas (1,66%) e
umidade (5,23%).

Determinacao da biomassa

O micélio oriundo do crescimento dos fungos em meio liquido foi transferido para

placa de Petri e seco em estufa a 90°C até peso constante.

Detecgao da produciio de proteases em meio sélido

O caldo enzimatico bruto (100 pL) obtido de cada amostra, foi transferido para “cup
plates” de 6 mm de didmetro perfurados na superficie de meio de cultura soélido agar-
gelatina-leite (Agar, 9g; solu¢do de gelatina, 50 mL; solugdo de leite desnatado, 50 mL;
tampao citrato-fosfato 0,1M pH 5,0, 400 mL), para a detec¢do da enzima em placa de Petri.
As placas foram incubadas a temperatura de 28°C por 24 horas. Apds este periodo, foram

observadas quanto a formacdo dos halos enzimaticos, os quais foram medidos com



paquimetro e expressos em mm (DINGLE et al., 1953; TEIXEIRA, 1994). O experimento

foi realizado em triplicata.

Ensaio de atividade da protease

Foram colocados 250Ul de solugdo de azocaseina 1% em microtubos estéreis
(Eppendorf) mais 150uL de caldo enzimatico. A mistura foi incubada a 25°C durante uma
hora. Para o branco foi utilizado tampao Tris-HCl em vez do caldo enzimatico. Apds este
periodo foi adicionado ImL de &cido tricloroacético 10% (TCA) para bloquear a reacao
enzimatica, ¢ deixado em repouso por 15 minutos para precipitacdo. A seguir foi centrifugado
a 17000 rpm por 5 minutos. Foram transferidos 0,5 mL para um tubo limpo, onde foram
adicionados 2 mL de NaOH 1M. As amostras foram lidas em espectrofotometro a 440 nm. O

mesmo procedimento foi realizado, incubando as amostras a 40°C por uma hora (BRAGA et

al., 1999; WANG & NG, 2001).

Analise estatistica
Os diametros dos halos enzimdticos da amilase e da protease foram analisados pelo
teste de Tukey, usando o programa ESTAT (Sistema para analises estatisticas, UNESP/

Jaboticabal, versao 2.0).



3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 DETECCAO DA PRODUCAO DE AMILASES, PROTEASES, CELULASES,
FENOLOXIDASES E PECTINASES POR BASIDIOMYCETES DA AMAZONIA.

Com a técnica de “cup plate” foi possivel detectar a produgdo de celulases e proteases
por todos os isolados: 40% produziram amilases, 50% produziram fenoloxidases e 10%
produziram pectinases (Figura 29).

Revelando-se as placas de Agar-CMC com corante Vermelho do Congo, foi possivel
visualizar uma zona de clareamento em forma de halos, pela acdo enzimatica da celulase. A
parte ndo afetada pela enzima cora-se de vermelho (MULLINGS, 1985).

A producdo de proteases pode ser observada nas placas de Agar-gelatina-leite sem a
necessidade de um revelador; o resultado positivo surge na forma de halos claros.

As amilases podem ser visualizadas revelando-se as placas de Agar-amido com
solucdo de Iodo 1IN, tintura de iodo ou vapor de cristais de iodo. O amido cora-se de azul e a
area de degradagdo enzimatica apresenta halos translicidos.

As fenoloxidases podem ser observadas pela formacdo de halos marrons, resultantes
da oxidagdo do acido tanico presente no agar, pela acdo das enzimas como Lacases,
Manganés-Peroxidases, Lignina-Peroxidases.

As pectinases sdo observadas nas placas com Agar-pectina pelo surgimento de um
halo opaco ao redor do “cup plate”, apos revelacdo com HCI 5N.

As Tabelas de 19 a 22 apresentam os dados da producdao enzimatica dos fungos
ensaiados. Todos foram capazes de produzir pelo menos duas das enzimas estudadas. Os
maiores halos para protease foram apresentados por P. sanguineus 12B (23,78 mm) e G.
applanatum 15B2 (19,90 mm). Para amilases, foram obtidos os maiores halos pelos isolados
Trametes sp. 11E4 e Stereum sp. 6D2, com 17,53 mm e 17,00 mm, respectivamente. Quanto a
producdo de fenoloxidases, 50% dos fungos produziram este grupo de enzimas, destacando-se
P. sanguineus 12B com halo de 17,87 mm. Todos os fungos estudados foram capazes de
produzir celulases, destacando-se o isolado Pleurotus sp. com média de halo de 20,43 mm.

Foi detectada a producao de pectinases apenas para P. sanguineus, com halo de 13,03 mm.



Figura 29 - Deteccao de enzimas produzidas por Basidiomycetes: A) Celulases, B)

Pectinases, C) Proteases, D) Amilases e E) Fenoloxidases



Tabela 19 - Atividade enzimadtica da protease de Basidiomycetes da Amazonia: média de

diametros de halos (mm) em meio s6lido.

Amostra Espécie Familia Incubacdo Halos (mm)
11E 4 Trametes sp. Polyporaceae 96 h 10,97
2A2 Ganoderma sp. Ganodermataceae 96 h 12,89
12B Pycnoporus sanguineus Polyporaceae 96 h 23,78
6D2 Stereum sp. Stereaceae 96 h 10,56
22B Indeterminada Stereaceae 96 h 17,21
1A Daedalea sp. Polyporaceae 96 h 18,67
1C4 Pleurotus sp. Polyporaceae 96 h 15,95
4E 6 Daedalea sp. Polyporaceae 96 h 18,25
4BL Cantharellus guyanensis Cantharellaceae 96 h 18,72
15B2 Ganoderma applanatum Ganodermataceae 96 h 19,90

Todos os fungos testados foram capazes de produzir proteases. Os halos variaram de
10,56 mm de didmetro para Stereum sp. até 23,78 mm para Pycnoporus sanguineus 12B.

As enzimas proteoliticas, proteases ou proteinases pertencem ao grupo das hidrolases,
as quais t€ém em comum o envolvimento da 4dgua na formagdo do produto. Estas enzimas
catalisam a reacdo de hidrdlise das ligacdes peptidicas das proteinas, ocorrendo a
transferéncia de componentes do substrato para a agua (WHITAKER, 1994).

O principal papel das enzimas proteoliticas ¢ nutricional, onde grandes cadeias
polipeptidicas sdo hidrolisadas em pequenas moléculas que a célula possa absorver
(FEDATTO, 2004).

Proteases sao produzidas por varios microrganismos, como virus, bactérias,
protozoarios e fungos. As proteases de origem microbiana correspondem a cerca de 40% da
venda total mundial de enzimas. Possuem a maioria das caracteristicas desejadas para
aplicacdo em biotecnologia, e seu custo de producao ¢ menor do que para enzimas de origem
vegetal ou animal (SAID & PIETRO, 2002).

Uma nova protease, chamada de Pleurerina, foi produzida pelo fungo comestivel
Pleurotus eryngii (de Candolle): Fries) Quelet, e possui massa molecular de 11,5 kDa. A
enzima tem pH oOtimo igual a 5,0 e temperatura Otima de 45°C, e foi considerada
relativamente estavel a mudancas de pH ou temperatura (WANG & NG, 2001).

Outras proteases de cogumelos tendem a ser menos estdveis e apresentam massa
molecular maior. A protease aspartica de Irpex lacteus (Fries) Fries possui massa molecular

de 35kDa, as metaloendopeptidases de Armillariella mellea (Vahl: Fr.) Kummer, P. ostreatus



e Tricholoma Saponaceum (Fr.) Kummer apresentam massa molecular de 18,5kDa a 20kDa
(KIM & KIM, 1999, KIM & KIM, 2001).

Alves et al. (2002) verificaram a producdo de proteases por diferentes espécies de
Mucor spp. cultivadas em meio s6lido durante 96 horas. As coldnias apresentaram halos que

variaram de 3 a 6,4 cm.

Tabela 20 - Atividade enzimatica das amilases de Basidiomycetes da Amazdnia: média de

diametros de halos (mm) em meio so6lido.

Amostra Espécie Familia Incubacdo Halos (mm)
22B Nao identificada Stereaceae 120 h 0,0
12B Pycnoporus sanguineus Polyporaceae 120 h 9,0
2A2 Ganoderma sp. Ganodermataceae 120 h 7,0
11E 4 Trametes sp. Polyporaceae 120 h 17,5
6D2 Stereum sp. Stereaceae 120 h 17,0
1A Daedalea sp. Polyporaceae 120 h 0,0
4E 6 Daedalea sp. Polyporaceae 120 h 0,0
1C4 Pleurotus sp. Polyporaceae 120 h 0,0
4BL Cantharellus guyanensis Cantharellaceae 120 h 0,0
15B2 Ganoderma applanatum Ganodermataceae 120 h 0,00

Foi possivel detectar a producdo de amilases pelos fungos P. sanguineus 12B,
Ganoderma sp. 2A2, Trametes sp. 11E4 e Stereum sp. 6D2. Os halos variaram de 7,00 a
17,53 mm de didmetro.

As amilases sdo enzimas que hidrolisam moléculas de amido para formar diversos
produtos incluindo dextrinas e polimeros menores compostos de moléculas de glicose
(REDDY et al., 2003). Estas enzimas constituem uma classe de enzimas industriais com
aproximadamente 25% do mercado de enzimas (SINDHU ef al., 1997; RAO et al., 1998).

Cinco variedades de cogumelos, Absidia blakesleeana, Agaricus bisporus (Lange)
Imbach, Lentinus edodes, Peziza auburouniv ¢ Polyporus sulphureus (Bull.: Fr.) Fr., foram
testados quanto a habilidade em hidrolisar o amido. O fungo L. edodes foi a linhagem mais
promissora para producdo de amilases, a atividade amilolitica atingiu seu maximo (621

U/mL) ap6s sete dias de incubacdo (EL-ZALAKI & HAMZA, 1979).



Foi verificada a producao de amilases por espécies de Mucor spp. crescidas em meio
solido acrescentado de amido soluvel. Apds 72 horas de incubagdo, foram visualizados halos

de 4,6 a 8,5 cm de diametro (ALVES et al., 2002).

Tabela 21 - Atividade enzimatica das fenoloxidases de Basidiomycetes da Amazdnia: média

de diametros de halos (mm) em meio sélido.

Amostra Espécie Familia Incubacido Halos (mm)
2A2 Ganoderma sp. Ganodermataceae 96 h 0,0
6D2 Stereum sp. Stereaceae 96 h 0,0
11E 4 Trametes sp. Polyporaceae 96 h 0,0
12B Pycnoporus sanguineus Polyporaceae 96 h 17,9
22B Naio identificada Stereaceae 96 h 12,5
1C4 Pleurotus sp. Polyporaceae 96 h 0,0
4BL Cantharellus guyanensis Cantharellaceae 96 h 10,4
1A Daedalea sp. Polyporaceae 96 h 10,7
15B2 Ganoderma applanatum Ganodermataceae 96 h 0,0
4E 6 Daedalea sp. Polyporaceae 96 h 11,9

Quanto a producdo de fenoloxidases, os didmetros dos halos variaram de 10,44 a
17,87 mm, destacando-se o fungo P. sanguineus 12B.

Os fungos capazes de produzir fenoloxidases foram P. sanguineus 12B, Stereaceae
22B, C. guyanensis 4BL, Daedalea sp. 1A e Daedalea sp. 4E6.

As fenoloxidases estdo amplamente distribuidas em muitas espécies de plantas e
fungos (ROBLES et al., 2000).

Viarios trabalhos de “screening” de enzimas ligninoliticas tém sido realizados
principalmente com fungos Basidiomycetes da podriddo branca. Entretanto, outros fungos,
representantes de diferentes grupos taxondmicos e ecofisiologicos sdo capazes de degradar
substratos lignocelulosicos, e produzir enzimas ligninoliticas (SAPARRAT et al., 2002).

A lignina ¢ um heteropolimero recalcitrante formado de unidades de fenilpropandides
presentes nos tecidos vegetais, que conferem rigidez e resisténcia ao ataque biologico. Para
despolimerizar a lignina, fungos da podriddo branca desenvolveram um sistema oxidativo e
ndo especifico, incluindo enzimas extracelulares. Por ndo ser especifico este sistema,
Basidiomycetes da podriddo branca e suas enzimas estdo sendo estudados para sua aplicagao
na degradacdo de poluentes aromaticos causadores de problemas ambientais (FIELD et al.,

1993).



As enzimas de fungos tém se mostrado uteis na degradacdo de uma variedade de
persistentes poluentes ambientais. Muitas destas enzimas sdo extracelulares e, na natureza,
provavelmente estdo envolvidas na degradag¢ao da madeira (MAYER & STAPLES, 2002).

A degradagdo da lignina ¢ um processo complexo envolvendo vérios tipos de enzimas
oxidantes: 1) Lignina peroxidases catalizam a quebra de cadeias de arilpropano, pontes de éter
e abertura de anéis aromaticos; 2) Manganés peroxidases, oxidam os componentes fendlicos
da lignina em um processo que requer Mn e H,O,; 3) Lacases, oxidam uma variedade de
compostos fendlicos num processo que ndo requer perdoxido de hidrogénio ou ions de
manganés; 4) outras enzimas como oxidases, fornecem H,0O.,.

Lacases sdo polifenoloxidases que catalisam a oxidagdo de compostos fenolicos com
redu¢do simultdnea de oxigénio a 4gua. Sdo tipicamente glicoproteinas contendo quatro
atomos de cobre por molécula e sdo amplamente distribuidas nas plantas, fungos, insetos e
bactérias. Na natureza, lacases estdo envolvidas na biosintese da parede da célula vegetal,
degradacao da lignina, detoxificagdo, esclerotizacdo e viruléncia. Lacases de fungos tém
implicagdes na esporulacdo, formacdo de rizomorfas, patogénese e formacdo de corpos de
frutificacdo de fungos, bem como degradagdo da lignina. Fungos da podriddo branca sdo
conhecidos como os melhores organismos ligninoliticos, produtores de lacase e a maior fonte
destas enzimas (KLONOWSKA et al., 2001).

Estudos em meio de cultura liquido comprovaram a degrada¢do de 2,4,6-triclorofenol
pelos fungos da podridao branca Panus tigrinus (Bulliard: Fries) Singer e Coriolus versicolor,
pelas enzimas MnP e lacase, respectivamente (REGINA & BROETTO, 2005)

As polifenoloxidases (PPO) sdao responsaveis pelo escurecimento de frutos estragados
e vegetais por catalizar a hidroxilagdo de monofendis para o-difenois e dehidrogenacdo de o-

difenois para o-quinonas na presenca de oxigénio (GOMES & LEDWARD, 1996).

Tabela 22 - Atividade enzimatica das celulases de Basidiomycetes da Amazonia: média de

diametros de halos (mm) em meio s6lido.

Amostra Espécie Familia Incubacdo Halos (mm)
4BL Cantharellus guyanensis Cantharellaceae 120 h 10,6
4E 6 Daedalea sp. Polyporaceae 120 h 19,5
1A Daedalea sp. Polyporaceae 120 h 19,6
11E 4 Trametes sp. Polyporaceae 120 h 21,4
22B Nao identificada Stereaceae 120 h 13,4
6D Stereum sp. Stereaceae 120 h 20,1

1C4 Pleurotus sp. Polyporaceae 120 h 20,4



15B2 Ganoderma applanatum Ganodermataceae 120 h 12,0
2A2 Ganoderma sp. Ganodermataceae 120 h 13,4
12B Pycnoporus sanguineus Polyporaceae 120 h 18,6

Todos os fungos estudados foram capazes de produzir celulases. O didmetro dos halos
variou de 10,65 mm para C. guyanensis até 20,43 mm para Pleurotus sp.

A celulose, dentre os materiais naturais, ¢ o biopolimero mais abundante do mundo e
pode ser hidrolisada, com acidos, a glicose. A hidrdlise da celulose por celulases resulta na
producdo final de glicose (BAYER & LAMED, 1992)

Os fungos que decompdem substancias celulosicas, em geral, ocorrem no solo,
colonizando vegetais, suas raizes e residuos, com importante funcao de reciclagem de
nutrientes. Geralmente, fungos celuloliticos produzem um grande nimero de celulases, muitas
sd0 usadas para degradacdo de polissacarideos da parede da célula vegetal (AKIN &
BORNEMAN, 1990, DEHORITY, 1991; BAUCHOP, 1993).

Endoglucanase, celobiohidrolase e B-Glicosidase sdao os trés maiores tipos de enzimas
celuloliticas. Endoglucanases hidrolizam pontes 1,4-3 ao longo da cadeia de celulose.
Celobiohidrolases clivam unidades de celobiosil de terminac¢des nao redutoras de cadeias de
celulose. B-Glicosidases clivam unidades glicosil de terminagdes ndo redutoras de celo-
oligossacarideos (NG, 2004).

As enzimas celuloliticas de fungos tém sido estudadas devido o seu potencial em
biotecnologia, incluindo uso em alimento e bebida, detergente, indutria téxtil, polpa e papel.
Sua funcdo nutricional ¢ evidente para a degradacgdo da fibra vegetal servindo como fonte de
carbono. Em geral, fungos celuloliticos produzem um grande numero de celulases; muitos as
usam para degradacao de polissacarideos da parede celular vegetal (DEHORITY, 1991).

Na industria alimenticia, as celulases sdo usadas em varios processos, principalmente,
na extracdo de componentes do cha verde, proteina de soja, 6leos essenciais, aromatizantes e
do amido de batata doce (ORBERG, 1981).

A produgdo de celulose e papel no Brasil ¢ baseada principalmente no cultivo de
eucalipto. Geralmente, apenas os troncos sao usados, as cascas, folhas e ramos sdo deixados
na floresta. Linhagens do cogumelo shiitake, Lentinula edodes (Berk.) Pegler, foram
avaliadas quanto ao crescimento micelial e enzimas, no cultivo em residuos de eucalipto. As
enzimas envolvidas na bioconversao do substrato foram xilanases, celulases, B-glicosidases,

B-xilosidase e Mn-peroxidase (SILVA et al., 2005).



Quanto a producdo de pectinases, os fungos foram cultivados em meio liquido
acrescentado de pectina, sob agitacdo, por 120 horas. Foi detectada a presen¢a da enzima em
meio solido, apenas para P. sanguineus, com média de halo de 13,03 mm.

Pectinases compreendem um grupo heterogéneo de enzimas que catalizam a quebra de
substratos contendo pectina. As pectinases de fungos sdo enzimas extracelulares, que
degradam substancias pécticas e possuem aplicacdo consideravel na industria de utilizagdo de
frutas.

Atualmente, a aplicagdo de enzimas pectinoliticas desempenha um importante papel
na tecnologia de alimentos para a maceragdo de frutos e vegetais, bem como para a extragao,
concentragdo e clarificagdo de sucos, para dar estabilidade ao néctar de frutas. Na producao
industrial de sucos de frutas é necessario eliminar a pectina liberada durante o processamento
da fruta para reduzir o tempo de filtracdo e aumentar a produgdo ao término do processo
(SOUZA et al., 2003).

Foi estudada a habilidade do Basidiomycetes Polyporus squamosus (Hudson: Fr.)
Fries em crescer e produzir pectinases em meio aquoso de duas fases composto de polietileno
glicol e dextrana bruta. O fungo foi capaz de produzir simultaneamente dois produtos, 1) as
pectinases e 2) biomassa, como fonte de proteina para nutrigdo animal, quando em cultivo

submerso (ANTOV & PERICIN, 2001).

Espécies de Mucor spp. sdao capazes de produzir pectinases em meio solido
acrescentado de pectina citrica. Apds 72 horas de crescimento das colonias, foram observados
halos de 3,7 a 8,8 cm (ALVES et al., 2002).

Lana (2004) observou baixa producdo de pectinases por isolados do cogumelo C.
perniciosa. Poucos i1solados apresentaram relacao halo/colonia maior que dois, enquanto que
cinco fungos nao produziram quantidades detectaveis desta enzima.

Além da utilizagdo destas enzimas na industria alimenticia, pesquisas confirmaram
que, endoPGase podem degradar a parede da célula vegetal liberando oligdmeros pécticos, os
quais podem estimular uma variedade de respostas de defesa na planta. Bai et al. (2004)
testaram a pectinase produzida por Aspergillus niger em fermentagdo em estado s6lido como
elicitor de resisténcia de doencas de plantas. Foi verificado que a pectinase extraida do
material em fermentagdo estd envolvida na resisténcia a doencas em plantas de tomate e

pepino.



3.2 ATIVIDADE DA AMILASE DE BASIDIOMYCETES DA AMAZONIA.

Foram estudados, fungos da classe Basidiomycetes quanto a sua habilidade em
produzir amilases em diferentes fontes de carbono. Na Figura 30 pode-se observar a presenca
de halos de degradagdo do amido, pela atividade da amilase (zona mais clara), enquanto que o

amido nao hidrolisado cora-se de azul pela ag¢ao do iodo.

Figura 30 — Halos (zona clara ao redor dos ‘“cup plate”) da amilase produzida pelos

Basidiomycetes cultivados em diferentes fontes de carbono.



Na Tabela 23 sdo apresentados os valores dos halos enzimaticos produzidos pela
amilase dos Basidiomycetes cultivados em variadas fontes de carbono.

Quando o amido de milho (Maizena®) foi utilizado como fonte de carbono, foi
detectada a producdo de amilases em sete isolados. Os halos enzimaticos variaram de 6,20 a
22,30 mm de diametro, sendo que os fungos Daedalea sp. 4E6 e Daedalea sp. 1A
apresentaram os maiores halos estatisticamente. Nao foi detectada a producao de amilases
pelos fungos G. applanatum 15B2, Ganoderma sp. 2A2 e C. guyanensis 4Bl.

O substrato farelo de trigo como fonte de carbono induziu a producdo de amilases por
seis isolados. Os didmetros dos halos variaram de 11,70 a 27,50 mm, destacando-se Daedalea
sp. 4E6. Os fungos Daedalea sp. 4E6, Daedalea sp. 1A, Stereaceae 22B e P. sanguineus 12B
foram considerados, estatisticamente, bons produtores da enzima. Nao houve deteccdo de
amilase nos isolados Stereum sp. 6D2, G. applanatum 15B2, Ganoderma sp. 2A2 e C.
guyanensis 4Bl.

Seis isolados apresentaram producdo de amilases quando maltose foi utilizada como
fonte de carbono. Os halos variaram de 11,60 a 16,70 mm de didmetro e nao diferiram
estatisticamente. Os fungos P. sanguineus 12B, Stereum sp. 6D2, G. applanatum 15B2 e C.
guyanensis 4Bl ndo apresentaram produgdo de amilase.

Sugere-se que a produgdo da enzima seja regulada pela fonte de carbono ou substrato
utilizado.

Considerando a preferéncia dos fungos pelos trés substratos testados, amido de milho
e farelo de trigo proporcionaram os melhores resultados para o fungo Daedalea sp. 4E6. Por
outro lado, os isolados Daedalea sp. 1A e Trametes sp. 11E4 apresentaram-se bem nos trés
substratos. O fungo Stereaceae 22B foi melhor em farelo de trigo. O isolado Pleurotus sp.
1C4 teve preferéncia por farelo de trigo e maltose. P. sanguineus 12 B foi melhor em farelo
de trigo do que em amido, sendo que em maltose ndo produziu a enzima.

Foi verificado que as amilases produzidas pelos fungos crescidos em meio liquido
acrescentado de farelo de trigo proporcionaram os maiores halos de degradacdo do amido

(Tabela 23).



Tabela 23 - Médias dos didmetros dos halos (mm) enzimaticos de amilases produzidas por

Basidiomycetes cultivados em diferentes fontes de carbono.

Fonte de carbono

Amostras Fungos Amido Farelo de trigo Maltose Média
4E 6 Daedalea sp. 22,3Aa 27,5Aa 14,1Ab 21A
1A Daedalea sp. 19,7ABa 23,1ABa 16,7Aa 20AB
22B Stereaceae 13,2BCb 21,9ABa 11,6Ab 16BC
1C4 Pleurotus sp. 10,8Cb 17,7BCa 11,6Aab 13CD
12B Pycnoporus sanguineus 10,5Cb 19,1ABCa 0,0Bc 10DE
11E4 Trametes sp. 8,7CDa 11,7Ca 12,8Aa 11CD
6D2 Stereum sp. 6,2CDa 0,0Da 0,0Ba 2F
15B2 Ganoderma applanatum 0,0Da 0,0Da 0,0Ba OF
2A2 Ganoderma sp. 0,0Db 0,0Da 14,7Aa 5EF
4BL Cantharellus guyanensis 0,0Da 0,0Da 0,0Ba OF
Média 9,2b 12,1a 8,1b 10

As médias seguidas de mesma letra maiuscula, na vertical, ou mintscula na horizontal, ndo diferem

significativamente pelo teste de Tukey a 1%.

resultados em meio sélido para realizar ensaios de atividade enzimatica.

Foram selecionadas dez amostras de extrato enzimatico que apresentaram os melhores

A atividade da amilase dos Basidiomycetes variou de 0,46 U/mL para o fungo

Stereaceae 22B, cultivado em meio com farelo de trigo, até 9,12 U/mL para Stereum 6D2,

crescido em meio com amido de milho. Os maiores valores de atividade da amilase foram

obtidos por aqueles fungos que utilizaram amido e maltose como fonte de carbono (Tabela

24).



Tabela 24 - Atividade da amilase dos Basidiomycetes estudados.

Fonte de Glicose Atividade
Amostra Fungo

carbono  (#mol/mL/15min.) (produto/tempo) U/mL
4E 6 Daedalea sp. Amido 73,8 49 E
6D2 Stereum sp. Amido 136,8 9,1 A
22B Stercaceae Amido 78,1 52E
1A Daedalea sp. Amido 114,8 7,6 B
1A Daedalea sp. Maltose 100,4 6,7 CD
4E 6 Daedalea sp. Maltose 105,7 7,1 BC
2A2 Ganoderma sp. Maltose 90,5 6,0D
4E 6 Daedalea sp. Farelo de trigo 24,1 1,6 F
22B Stereaceae Farelo de trigo 6,9 0,5G
12B Pycnoporus sanguineus Farelo de trigo 19,4 1,3F

As médias seguidas de mesma letra maiuscula, na vertical, ndo diferem significativamente pelo teste de

Tukey a 1%.

Para o substrato amido, foi observada uma correlagdo inversa e significativa (p<
0,05) pelo coeficiente de Pearson, ou seja, a amilase que produziu os maiores halos
apresentou baixa atividade enzimatica e vice e versa (Figura 31). Para o substrato farelo de
trigo foi observada correlagdo positiva, os maiores halos proporcionaram as maiores
atividades enzimaticas, entretanto ndo foi considerada significativa (p<0,05) (Figura 32). Para
o substrato maltose nao foi observada correlagao (Figura 32).

Ruegger & Tauk-Tornisielo (2004), estudando atividade da celulase em fungos,
verificaram que as colonias com menor didmetro proporcionaram os maiores indices
enzimaticos para celulase. Souza ef al. (2003) realizaram uma selecdo de fungos com
atividade pectinolitica e observaram correlagdo positiva entre o ensaio qualitativo para

pectinases pela técnica de “cup plate” e a atividade da endopoligalacturonase.
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3.3 ATIVIDADE DA PROTEASE DE BASIDIOMYCETES DA AMAZONIA.

A producdo de biomassa seca dos Basidiomycetes crescidos em diferentes meios de

cultura para producdo de protease ¢ apresentada na Tabela 25.

Tabela 25 - Biomassa produzida por Basidiomycetes cultivados em diferentes fontes de

proteina.
Gelatina Concentrado de peixe  Farelo de soja
Amostra Fungos g/S0mL g/l g/50mL g/L g/50mL g/l.  Média
6D2  Stereum sp. 0,030 0,560 0,040 0,860 0,060 1,280 0,043

11E 4 Trametes sp. 0,040 0,800 0,040 0,700 0,060 1,280 0,047
4BL C. guyanensis 0,070 1,380 0,080 1,580 0,190 3,880 0,113
15B  G. applanatum 0,050 1,060 0,040 0,800 0,030 0,660 0,040
12B  P. sanguineus 0,050 0,920 0,170 3,380 0,150 3,060 0,123
22B  Stereaceae 0,040 0,860 0,120 2,480 0,120 2,440 0,093
1C4  Pleurotus sp. 0,080 1,660 0,170 3,360 0,090 1,860 0,113
2A2  Ganoderma sp. 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1A Daedalea sp. 0,050 0,980 0,080 1,600 0,050 0,920 0,060
4E 6 Daedalea sp. 0,110 2,260 0,080 1,520 0,150 2,960 0,113
Média 0,052 1,048 0,082 1,628 0,09 1,834

O meio com farelo de soja proporcionou maior produgdo de biomassa, com média de
1,83 g/L de matéria seca, seguido do meio com farinha de peixe, com 1,63 g/L.

Dos dez isolados testados, o fungo P. sanguineus foi o que apresentou maior
produgdo de biomassa, com média de 2,45 g/L., sendo que o maior rendimento foi no meio
com concentrado de peixe, obtendo até 3,38 g/L. de biomassa seca.

A maior producdo de biomassa no meio de cultura com gelatina foi 2,26 g/L para o
fungo Daedalea sp. 4E6, seguido de Pleurotus sp. com 1,66 g/L.

Para o meio de cultura com concentrado de peixe, a maior produgdo de biomassa
seca foi de 3,38 g/L para P. sanguineus e 3,36 g/L para Pleurotus sp.

O meio com farelo de soja obteve a produgdo de biomassa de até 3,88 g/L para o
fungo C. guyanensis, em seguida ficou o fungo P. sanguineus com produgdo de 3,06 g/L.

Os fungos Stereum sp., Trametes sp., C. guyanensis € Daedalea sp. 4E6 apresentaram
maior afinidade para produgdo de biomassa pelo meio com farelo de soja. As espécies P.
sanguineus, Pleurotus sp., Daedalea sp. 1A mostraram mais afinidade pelo meio com

farinha de peixe. Apenas o fungo G. applanatum teve preferéncia por meio com gelatina. O



fungo Stereaceae 22B apresentou a mesma afinidade para os meios com farelo de soja ou
concentrado de peixe.

Os didmetros dos halos enzimaticos da protease dos Basidiomycetes sdo apresentados
na Tabela 26.

Considerando os trés substratos testados, gelatina, farelo de soja e concentrado de
peixe, para produgdo de proteases, foi observado que o substrato concentrado de peixe foi o
melhor, proporcionando halos com média de 12,96 mm de didmetro. O segundo melhor
substrato foi a gelatina, com média de halo de 11,20 mm.

Dos dez fungos testados, P. sanguineus ¢ Stereaceae 22B foram considerados os
melhores produtores de protease, com média de halos de 17,15 mm e 18,01 mm de didmetro,
respectivamente. C. guyanensis ficou em segundo lugar, obtendo a média de halos de 14,74

mm, seguido de Stereum sp. com média de 13,48mm de didmetro.

Tabela 26 - Médias dos diametros dos halos (mm) enzimaticos de proteases produzidas por

Basidiomycetes cultivados em diferentes fontes de proteina.

Amostra Fungos Gelatina Farelo de soja Concentrado de peixe Média
6D2 Stereum sp. 14,11BCa 12,61Ba 13,70Ba 13,48BC
11E4  Trametes sp. 0,00Da 0,00Ea 0,00Da 0,00G
4BL C. guyanensis 13,09Cb 19,11Aa 12,00BCb 14,74B
15B Ganoderma applanatum 13,53Ca 11,33BCa 12,74BCa 12,30CD
12B Pycnoporus sanguineus 16,79ABa 16,85Aa 17,80Aa 17,15A
22B Stereaceae 18,07ABa 17,33Aa 18,64Aa 18,01A
1C4 Pleurotus sp. 12,95Ca 9,45Cb 10,43Cb 10,94D
2A2 Ganoderma sp. 0,00 0,00 0,00 0,00
1A Daedalea sp. 11,56Cab 9,60BCb 12,99BCa 11,39D
4E 6 Daedalea sp. 11,93Ca 3,13Db 11,87BCa 8,97E
Média 11,20b 9,94¢c 12,96a 11,30

As médias seguidas de mesma letra maitGscula, na vertical, ou mintscula na horizontal, ndo diferem

significativamente pelo teste de Tukey a 1%.

Quando gelatina foi utilizada como substrato, Stereaceae 22B e P. sanguineus foram
considerados os melhores produtores de protease, com halos de 18,07mm e 16,79mm de

didmetro, respectivamente. O segundo melhor foi Stereum sp. com 14,11mm, seguido de C.



guyanensis, G. applanatum, Pleurotus sp., Daedalea sp. 1A e Daedalea sp. 4E6, que
apresentaram resultados semelhantes.

Para o substrato farelo de soja, foi observada melhor produgao de protease para C.
guyanensis, Stereaceae 22B e P. sanguineus, com halos de 19,11mm, 17,33mm e 16,85mm
de diametro, respectivamente. O fungo Stereum sp. foi o segundo melhor com halo de
12,6 1mm, seguido de G. applanatum e Daedalea sp. 1A.

Os didmetros dos halos da protease dos fungos cultivados em meio com concentrado
de peixe variou de 10,43mm a 18,64mm. Os melhores produtores da enzima foram
Stereaceae 22B e P. sanguineus com halos de 18,64 e 17,80 mm de didmetro,
respectivamente. O fungo Stereum sp. ficou em seguida com halo de 13,70mm.

Considerando a afinidade de cada fungo por cada substrato testado, os fungos
Stereum sp., G. applanatum, P. sanguineus e Stereaceac 22B apresentaram a mesma
afinidade para os trés substratos. O fungo C. guyanensis apresentou maior afinidade para
farelo de soja. Pleurotus sp. teve maior afinidade por gelatina. Os fungos Daedalea sp. 4E6 e
Daedalea sp. 1A optaram por gelatina e concentrado de peixe.

Os fungos Trametes sp. € Ganoderma sp. 2A2 nao apresentaram halos enzimaticos e,

também ndo mostraram crescimento micelial no meio de cultura liquido.

A atividade do ensaio enzimatico da protease dos Basidiomycetes a 25°C e a 40°C ¢

apresentada na Tabela 27.

Tabela 27 - Atividade enzimatica (U/mL) da protease de Basidiomycetes a 25°C e a 40°C.

Fungo Taxa Gelatina Concentrado de peixe Farelo de soja
25°C  40°C 25°C 40°C 25°C  40°C  Média
6D2 Stereum sp. 0,187 0,020 0,053 0,020 0,067 0,033 0,380

11E 4 Trametes sp. 0,187 0,013 0,033 0,007 0,040 0,013 0,293
4BL C. guyanensis 0,060 0,260 0,040 0,033 0,333 0,800 1,527
15B G. applanatum 0,053 0,067 0,033 0,040 0,047 0,020 0,260
12B  P. sanguineus 0,107 0,220 0,000 0,347 0,000 0,420 1,093
22B Stereaceae 0,107 0,067 0,333 0,140 0,247 0,167 1,060
1C4  Pleurotus sp. 0,053 0,013 0,027 0,020 0,047 0,033 0,193
2A2 Ganoderma sp. 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

1A Daedalea sp. 0,033 0,027 0,213 0,053 0,240 0,040 0,607

4E 6 Daedalea sp. 0,040 0,187 0,067 0,053 0,040 0,013 0,400

Média 0,083 0,087 0,080 0,071 0,106 0,154




Considerando a atividade enzimatica (U/mL) da protease obtida dos Basidiomycetes
cultivados em diferentes substratos, o substrato farelo de soja obteve a maior atividade, com
média de 0,15 U/mL.

Os fungos que apresentaram os melhores resultados foram C. guyanensis, P.
sanginues ¢ Stereaceae 22B. A temperatura de 40°C proporcionou melhor atividade
enzimatica do que aos 25°C.

As melhores atividades enzimaticas dos fungos cultivados em gelatina foram para
Stereum sp. e Trametes sp. quando a enzima foi incubada a 25°C, e C. guyanensis ¢ P.
sanguineus, incubada a 40°C.

A protease dos fungos cultivados em meio com farinha de peixe foi melhor para
Stereacaea 22B, quando incubada a 25°C e para P. sanguineus, a 40°C.

Para os fungos crescidos em meio com farelo de soja, a melhor atividade foi para C.
guyanensis a 25°C e a 40°C, com maior desempenho a 40°C.

Apesar da protease do fungo Trametes sp. nao ter formado halo em meio so6lido foi
detectada atividade da enzima no ensaio quantitativo. O fungo Ganoderma sp. 2A2 nao
formou halo em meio so6lido e ndo apresentou atividade no ensaio em meio liquido.

As correlagdes entre os didmetros dos halos e a atividade da protease em meio liquido
sao observadas nas Figuras 33 a 35.

Nao foi observada correlacdo significativa (p<0,05) entre os resultados dos didmetros
dos halos e a atividade enzimatica da protease obtida do cultivo dos fungos em gelatina e
concentrado de peixe (Figuras 33 e 34). Por outro lado, foi observada correlacao significativa
(p<0,05) pelo coeficiente de Pearson entre o diametro dos halos e atividade enzimatica,
quando os fungos foram cultivados em meio com farelo de soja, e a reacdo enzimatica

realizada a 40°C (Figura 35).
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4 - CONCLUSOES

a)

b)

Todos os isolados de Basidiomycetes estudados foram capazes de produzir pelo
menos duas das enzimas pesquisadas. Foi detectada pela técnica “cup plate” a
producdo de proteases e celulases por todos os fungos isolados. As espécies P.
sanguineus, Ganoderma sp., Trametes sp. e Stereum sp. apresentaram resultado
positivo para amilases. Os fungos Stereaceae 22B, P. sanguineus, C. guyanensis,
Daedalea sp. 1A e Daedalea sp. 4E6 formaram halos para a deteccdo de

fenoloxidases. O isolado P. sanguineus produziu pectinases.

As amilases produzidas pelos fungos, cultivados em meio liquido, acrescido de farelo
de trigo, proporcionaram os maiores halos de degrada¢do do amido presente em meio
solido. Os fungos Daedalea sp.4E6 e Daedalea sp. 1A, Stereaceac 22B e P.

sanguineus 12B produziram os maiores halos.

O meio liquido acrescido de farelo de soja favoreceu maior produgdo de biomassa
pelos fungos isolados, quando comparado aos meios com concentrado de peixe e
gelatina, para produgdo de protease. As proteases obtidas do cultivo dos fungos,
cultivados em meio com concentrado de peixe, apresentaram os maiores halos
enzimaticos em meio solido. Os melhores produtores da enzima foram os fungos P.
sanguineus ¢ Stereaceae 22B. Os isolados P. sanguineus, Stereaceae 22B e C.
guyanensis produziram as proteases que apresentaram as melhores atividades

enzimaticas.



CONCLUSOES FINAIS

Toda pesquisa nasce da necessidade de se buscar uma resposta, mas sabe-se que

nenhuma pesquisa ¢ de fato conclusiva, sempre haverda um leque de novas perguntas,

originando outras pesquisas com novos resultados.

® Com o presente estudo foi possivel conhecer um pouco mais sobre a diversidade de

Basidiomycetes da regido Amazonica, principalmente aqueles que ocorrem em areas
de floresta da UFAM, INPA e Reserva de Campina. O objetivo das coletas realizadas
nesta pesquisa foi a obtengdo de exemplares para o isolamento “in vitro”. Sugere-se
que sejam feitas novas coletas, periddicas, nestes locais para um estudo de

sazonalidade destes fungos.

A técnica de isolamento micelial foi mais eficiente para os fungos com basidiomas de
consisténcia carnosa ou coriacea, do que para os exemplares mais membranaceos e
delicados. Para o estudo destas espécies ¢ necessario o desenvolvimento de novas

metodologias. A extragdo de metabolitos diretamente dos basidiomas ¢ uma sugestao.

Neste trabalho foi possivel detectar a producao de substancias antimicrobianas,
aromaticas e enzimas como, amilases, proteases, celulases, pectinases e fenoloxidases.
Tais propriedades possuem importancia biotecnoldgica e utiliza¢do industrial, além de

agregar valor aos fungos da regido.

Dentre os microrganismos-teste utilizados nesta pesquisa, R. solanacearum destacou-
se pela sensibilidade aos metabdlitos antimicrobianos de um dos Basidiomycetes
isolados. Esta bactéria ¢ agente da murcha de vérias espécies de importancia
agrondmica, sendo que na regido amazonica esta doenga ¢ um fator limitante para a
cultura do tomate (Lycopersicon esculentum). Desta forma, os resultados deste

trabalho podem servir de apoio para futuros estudos de controle da murcha-bacteriana.



® O fungo P. sanguineus destacou-se como um dos isolados que foi capaz de produzir
todas as enzimas testadas. Além disso, a literatura reporta para esta espécie a produgao
da cinabarina, um composto antimicrobiano. Verifica-se assim, dados promissores

para novos trabalhos de potencial biotecnologico desta espécie de fungo.

® Alguns isolados apresentaram habilidade na produgdo de enzimas extracelulares em
diferentes fontes nutritivas. A pesquisa pode ser continuada utilizando outros

substratos ou realizando a purificacdo destas enzimas.

® As analises em cromatografia em camada delgada (CCDC) e IV tiveram como
finalidade, verificar as provaveis classes quimicas presentes nas fragcdes bioativas do
filtrado de cultura do fungo. Esta pesquisa terd continuidade objetivando a
determinagdo das substincias antimicrobianas, produzidas pelo fungo Trametes sp.,

para isso verifica-se a necessidade de prote¢ao deste estudo por meio de patente.
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ANEXOS

MEIOS DE CULTURA

Batata-Dextrose-Agar

Caldo de Batatas.........cocueeiiieiieiiieee e 500 mL
DIEXEIOSE. .. eeeuette ettt ettt ettt et e et e e st e e et e e e bt e e e b e e e enb e eabeeeabeeeanee 10g

AZAT oottt 15¢g
AGUA AESHIAAA. ........eoveeeeeeeeeeeeeeee e 1000 mL

1. Cozinhar 200g de batatas descascadas em 500 mL de agua destilada durante 1 hora;

2. Filtrar o caldo através de gaze e completar o volume final para 1000 mL com agua
destilada;

3. Adicionar a dextrose e o agar;

4. Fundir completamente o 4gar em banho-maria;

5. Distribuir e autoclavar a 120°C durante 15 minutos.

Agar farelo de trigo

Farelo de trig0....ccuuieeeiieeiie ettt et e et e et et e e et e e b e e aae e 20g
ALAT ..ottt e ettt e ettt e e bt e e e bt e e beeenabeeenteeeaees 15¢
AUA AESTAAA ... e et naae s 1000 mL

- Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

Agar malte

EXtrato de mMalte .......c.oooiiiiiiiiieiee e 30g
ABAT oo s 15g
AUA destilada ......oo.eeiiieii s 1000 mL

- Ajustar pH para 5,6 e esterilizar a 121°C por 15 minutos.



Meio GPY

GLICOSE ..vvveeeitiee ettt ettt ettt e et e et e e et e e ett e e estaeesstaaessseeesssaeeasseeesseeesseensseennns 20g
POPLONA ..ttt e et 10g
EXtrato de 1eVedUTIa .......ooeeiiieeiiieceeee e e e 2g
ALAT <ottt et e et e ettt e ettt e e ateeebteeenbeeenanes 15¢
AGUA AESHIAAA ... 1000 mL

- Ajustar o pH para 6,6 e autoclavar a 121°C por 15 minutos.

Meio LB (Luria Bertane)

Peptona de CaSeINQ........c.eeiuieiiiiiiieie e 10g
INACL ..t et ettt e st e et e e e stb e e e taee et e e entteeenbeeeenbeeeanbeeenareeens S5g
EXtrato de 1eVedUIa.........cceiiiiiiiieiie e 10g
AGUA AESHIAA. ... 1000 mL
AT .o 15¢

- Ajustar o pH para 7,0 com NaOH e autoclavar a 120° C por 15 minutos.

Meio LPGA para Ralstonia solanacearum

EXtrato de 1eVEAUIa ........cceiiiiiiiieiiee et 5g
oS 0] 70 ) o USRI S5g
GLICOSE ettt e st e e bt e st e et e e ssaeenbeeesbeenbeesnseenseesnbeenseasnseeseens 5¢g

YN | PSPPSR 15g
AGUA AESHIAAA ...t 1000 mL

- Ajustar para o pH 7,0 e esterilizar a 120°C por 15 a 20 minutos.

Agar Amido

AT .ottt 9¢g
AMIAO SOIUVEL.....eiiiiiiiiiee et ettt et e s ens 5¢g
Tampao citrato-fosfato 0,1 M pH 5.0.......cooiiiiiiiiiieeeeeeee e 500 mL

- Dissolver o amido e o 4gar em tampao e esterilizar a 120° C por 15 minutos.



Agar gelatina-leite

AUZAT ettt Og
GRIALINA. ...ttt et ettt e et e e s te e et e e seeebe e teeeabeeaeeenbeesaeenbeenneaens S5g
Leite desnatadon.........ccueeeuiiiiiieeeiie et e e e ae e e aeennaee s S5¢g
Tampao citrato fosfato 0,1M PH 5,0......ccciiiiiiiiiieiieiieiee e 400 mL

1. Misturar o 4gar com 400 mL de tampao e esterilizar a 120° C por 15 minutos;

2. Solugdo de gelatina 10%: Adicionar 5g de gelatina a 50 mL de tampdo, deixar em repouso
por 3 minutos e homogeneizar. Aquecer a solugdo em banho-maria para dissolu¢do da
gelatina e esterilizar a parte a 120°C por 15 minutos.

3. Solucao de leite desnatado 10%: Dissolver 5g de leite em 50 mL de dgua destilada estéril
(40-50°C). Esterilizar em autoclave por 30 minutos sob vapor fluente.

4. Misturar as solugdes de agar, gelatina e leite obtendo-se volume de 500 mL.

Agar Pectina

AT oottt 9¢g
PECHING CIITICA ...tie ettt ettt e et e e st e e sabee e nseeenaseeennseeenns 5¢g
Tampao acetato de Na 0,1 M pH 5.0...ccc.oiiiiiiiiieeeee e 500 mL

- Dissolver a pectina em 500 mL de tampao em agitador, adicionar o agar e esterilizar a

120°C por 15 minutos.

Agar Celulose

YN | SRS 9¢g
CarboXimetilCIULOSE .......ocuvieiiiiiieiie ettt et S5¢g
Tampao acetato de Na™ 0,1M pH 5,0 .....ccvieiiiiiiiiiiicee e 500 mL

- Dissolver a carboximetilcelulose em 200 mL de tampao em agitador. Apos a dissolugdo da

CMC, adicionar o restante do tampao e o agar. Esterilizar o meio a 120°C por 15 minutos.

Agar acido tanico

AALAT it e et e et e e ettt e ettt e e tbeeeateeentaeeebteeenbaeeenseeeenneeens 9g
Tampéo citrato fosfato 0,IM pH 5,0 ..o, 500 mL
ACIAO TANICO ..viiuviiiiiieiiiieiieeite ettt e et e et e et e ebeestbeebeessbeesseeesseensaessseesseessseeseenssaens 2,5¢
- Dissolver o 4cido tanico no tampao e acrescentar o agar. Esterilizar o meio a 120°C por 15
minutos.

SOLUCOES E TAMPOES
Iodo 0,1 N
LOAO0. e, 2,54¢g
Alcool etilico PA 0u cOmercial..........cocoeiiieiiiniininininieicicccceeeceeeecese e S5mL

- Misturar tudo antes de usar. Serve para revelar amilases.



Acido Cloridrico 5N

Serve para revelar pectinases.

Solucao de Hipoclorito de Sodio
Hipoclorito de SOAI0 12%0......eiuiiiiiiiieiiiiiie e 125 mL

Completar para 500 mL com 4gua destilada

Solucao de MgS042%
MBSOy et s 2g
AUA ESTHAA ..ot et 100 mL

- Esterilizar a 121°C por 20 minutos.

Tampio Acetato de Na* 0,2M pH 5.0

Solucio A

ACTAO BCELICO e e e e e e e e e e e eeeeeen. 5,7 mL
Adicionar 5,7 mL de acido acético em 400 mL de agua, homogeneizar ¢ em seguida

completar o volume para 500 mL.

Solucao B
ACELALO A SOI0. ... it 13,6¢g
Dissolver 13,6g de acetato de sodio em 150 mL de dgua sob agitacdo, completar o volume
para 500 mL.
Solucao de Uso

Retirar 148 mL da solu¢do A+ 352 mL da solugdo B, homogeneizar sob agitacdo, em
um Erlenmeyer, e completar para 1000 mL com agua destilada, homogeneizar novamente, e
ajustar o pH para 5,0.

Usar para pectinases e celulases.
Tampao Citrato-Fosfato 0,2M pH 5,0
Solucio A
ACIAO CIEICO. 1+t 21,01g/L
Dissolver o acido citrico em 200 mL de agua destilada, apds dissolugdo completar o volume

para 1000 mL com agua destilada.



Solucio B

Fosfato de sddio dibasico PA

NaHPO, . THoO .ottt 53,61 g/L
Dissolver o fosfato de sédio em 100 mL de dgua destilada, completar o volume para 1000 mL
homogeneizar completamente.

Solucao de Uso

Retirar 243 mL da solugcdo A + 257 mL da solu¢do B, homogeneizar a mistura em agitador
magnético; completar o volume para 1000mL. Medir o pH, e se necessario, ajustar para pH
5,0.

Usar para proteases, amilases e fenoloxidases.

Soluciao de KOH 3%
KOH . s 3g
AGUA dESTAAA ..o e 100 mL

- Para verificar as reagdes de mudanca de cor das microestruturas dos fungos.

Reagente de Melzer

LOAO ettt ettt ettt ettt et e et e e teesnbeeaeeenbeenees 0,5g

| S RSSO 1,5g
Cloral hIdratado ......c.coevieieiieiieie ettt sttt e b et ebe e b e enbeenees 20g,
AGUA AESHIAAA ... 20 mL

- Para observar reagdo amildide de basidiosporos e outras estruturas.

Corante Azul de Algodao

AZUL e AIOAEO ..o 0,05¢g
ACTAO TACTICO ..ttt s 30mL

Solucao de Manachini

KH2P04 .................................................................................................................... 2,0g
(NH4)2 SO4 ............................................................................................................ l,Og
MESO4. THO ettt ettt ettt 0,1g
NazHPO4.2H20 ........................................................................................................ O,9g
EXtrato de 1@VEAULA ........ccviiiiiiieiiccieceee et e eeas 1,0g
AGUA AESHIAAA .......voeeeeeeeeeeee e 1000 mL

1. Diluir as substancias em agua destilada na seqiiéncia acima;



2. Adicionar o substrato adequado (0,5%) para a inducdo da enzima a ser estudada: amido
de milho (amilase), pectina citrica (pectinase), gelatina (protease), farelo de trigo
(fenoloxidase) e CMC (celulase).

3. Ajustar o pH para cada enzima: amilase (6,0), pectinase (2,5), protease (6,9),
fenoloxidase (6,0) e celulase (5,0).

4. Distribuir em Erlenmeyers e autoclavar a 121°C por 15 minutos.

Método somogyi

Reativo A

Dissolver, separadamente, 25g de carbonato de sddio anidro (Na,COs), 25g de tartarato duplo
de s6dio e potassio (sal de Rochelle, KNaC4H40s.4H,0), 20g de bicarbonato de sodio
(NaHCO:s), 200g de sulfato de sodio anidro (Na,SO.) e completar o volume para 1000 mL

com agua destilada.

Reativo B
Dissolver 15g de sulfato de cobre (CuSO45H,0) em agua destilada, adicionar duas gotas de

acido sulfurico (H,SO,) concentrado e completar para 100 mL.

Reativo cuprico
Misturar 25 mL do reativo A e 1 mL do reativo B.

Preparar na hora do uso.



Reativo Arsenomolibdico

Dissolver 25g de molibidato de amdnio mono hidratado (NH4)sMo0-,024.H,O em 750 mL de
agua destilada. Adicionar 21 mL de acido sulfirico H,SO. concentrado e homogeneizar.
Juntar uma solugao de 3g de arseniato de sédio Na,HasO..7H,O dissolvido em 25 mL de H,O
destilada. Homogeneizar e colocar em banho-maria a 56°C por 25 minutos, resfriar e

completar para 1000 mL e deixar em frasco escuro a 37°C por um ou dois dias.
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	RESUMO
	Fungos têm sido usados extensivamente como produtores de diferentes substâncias de interesse econômico, tais como enzimas, antibióticos, vitaminas, aminoácidos e esteróides. Este estudo teve como objetivo, detectar a produção de enzimas como amilases, proteases, celulases, fenoloxidases e pectinases por linhagens de Basidiomycetes, oriundas de áreas de floresta da Amazônia. Para a produção de enzimas, os fungos foram cultivados em meio líquido adicionado de substrato indutor (0,5%), com pH ajustado para cada enzima e incubados a 28°C, sob agitação, 140rpm, durante 96 ou 120 horas. Após este período, as amostras foram filtradas, para a separação da massa micelial. Os filtrados foram inoculados em “cup plates” de 6 mm de diâmetro, perfurados na superfície de meios de cultura sólidos, adequados para a detecção de cada enzima em placa de Petri. As placas foram incubadas à temperatura de 28°C por 24 horas, e reveladas para observação dos halos enzimáticos. Foi verificada a atividade da amilase e protease produzida pelos fungos, crescidos em meio líquido, com diferentes fontes nutricionais. Foi possível detectar a produção de celulases e proteases por todos os isolados, 40% produziram amilases, 50% produziram fenoloxidases e 10% produziram pectinases. Quanto a atividade da amilase, o substrato farelo de trigo foi o que proporcionou os maiores halos de degradação, destacando-se os fungos Daedalea sp.4E6 e Daedalea sp. 1A, Stereaceae 22B e Pycnoporus sanguineus 12B. Considerando os substratos testados para produção de proteases, foi observado que o substrato farinha de peixe foi o melhor. Os fungos P. sanguineus, Stereaceae e Cantharellus guyanensis foram os melhores produtores de protease. 
	Palavras-chave: Atividade enzimática, Fungos, Biotecnologia.
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	Fungos têm sido usados extensivamente como produtores de diferentes substâncias de interesse econômico, tais como enzimas, antibióticos, vitaminas, aminoácidos e esteróides (BRAGA et al., 1999).
	As enzimas são usadas, em grande escala, na indústria têxtil (amilase, celulase), de detergentes (proteases, lipases, celulase), de alimentos (pectinases, proteases, celulases) e de couro (protease, lipase) (NIELSEN & OXENBOLL, 1998).
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