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RESUMO

O desenvolvimento da Biotecnologia tem importancia impar para o Brasil, devido ao
seu baixo impacto ambiental, e a grande e quase inexplorada biodiversidade do pais,
especialmente na regido amazoénica. Nesta perspectiva, os fungos tém sido bastante
usados em processos biotecnolégicos, em especial como produtores de diferentes
substancias de interesse econdmico, tais como: enzimas, antibidticos, vitaminas,
aminoécidos e esterdides. Assim esta pesquisa teve como foco o estudo da cepa
amazonica (PIC- 04) do fungo P.sanguineus Um isolado amazdnico de P.sanguineus
que foi cultivado em dez diferentes meios de cultura suplementados com produtos
regionais e residuos agricolas com o objetivo de aperfeicoar as producdes de biomassa,
enzimas e atividade antimicrobiana. Os resultados mostraram que a maior producao de
biomassa ocorreu em vinte e cinco dias de crescimento sob condi¢do de agitacdo no
meio suplementado com buriti (M4), o qual apresentou producdo de biomassa média
128.4% superior a biomassa produzida pelo meio controle C1. Para a atividade
antimicrobiana os metabdlitos produzidos no meio suplementado com buriti (M4) e no
meio acrescido de bagaco de laranja com umidade (R3) apresentaram halos de inibicao
superiores, aos halos produzidos pelo meio acrescido de batata, controle (C1) para a
cepa de S. aureus (CBAM 001). Ja para a cepa de E. coli (CBAM 001) apenas 0 meio
R4, obteve atividade antimicrobiana comparavel ao controle (Cl). A atividade
enzimatica mostrou-se variavel durante o periodo de vinte e cinco dias de experimento
sendo que a maior producdo de lacase, fenoloxidases totais e peroxidases deu-se no
meio suplementado com buriti (M4) e no meio acrescido de bagaco de laranja com
umidade (R3) sob condi¢éo de agitacdo. A analise dos resultados apontam que 0s meios
de cultura testados influenciaram diretamente na producdo de biomassa pelo fungo
assim como a producéo de enzimas e biomoléculas com atividade antimicrobiana.

PALAVRAS CHAVE: Enzimas, Antimicrobiano, Biomassa, Meio de Cultura e
Pycnoporus sanguineus.



ABSTRACT

The development of biotechnology has unique importance for Brazil because of its low
environmental impact, and the vast and almost unexplored biodiversity, especially in the
Amazon region. From this perspective, the fungi have been extensively used in
biotechnology processes, especially as producers of different substances of economic
interest, such as enzymes, antibiotics, vitamins, amino acids and steroids. Thus this
research focuses on the study of a strain of the fungus P.sanguineus (PIC- 04) Amazon
that was grown in ten different culture media supplemented with regional products and
agricultural waste in order to improve the production of biomass, enzymes and
antimicrobial activity. The results show the largest biomass occurred in twenty-five
days of growth under conditions of agitation in medium supplemented with buriti (M4),
which showed biomass production of 128.4% higher than the biomass produced by the
control means C1. For the antimicrobial metabolites produced in medium supplemented
with buriti (M4) and in medium supplemented with orange peel with moisture (R3)
showed inhibition halos above, the halos produced by the control (C1) for the strain of
S. aureus (CBAM 001). As for the strain of E. coli (CBAM 001) only through R4, had
antimicrobial activity comparable to control (C1). The enzyme activity was shown to be
variable during the period of twenty-five days of the experiment and the highest
production of laccase, peroxidase and total phenoloxidases occurred in the medium
supplemented with buriti (M4) and in medium supplemented with orange peel with
moisture R3 provided agitation. The results show that the tested media had a direct
influence on biomass production by the fungus as well as production of enzymes and
biomolecules with antimicrobial activity.

KEY WORDS: Enzymes, Antimicrobial, Biomass, Culture Medium and Pycnoporus
sanguineus.
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INTRODUCAO

O Brasil detém cerca de 20% da biodiversidade mundial sendo a maior parte
desta biodiversidade concentrada na regido Amazoénica. Esta abriga numerosas formas
de vida com grande potencial biotecnolégico, em grande parte ainda desconhecido pela
ciéncia. Tal fato mostra a extrema relevancia do estudo da aplicabilidade das espécies
encontradas na regido a fim de desenvolver produtos com a finalidade de satisfazer as
necessidades presentes, sem comprometer a capacidade das geracdes futuras e de suprir

suas préprias necessidades alcangando desta forma o desenvolvimento sustentavel.

Devido ao fato de, somente parte da diversidade biologica, tenha sido descrita e
estudada, existe uma enorme e inexplorada reserva de compostos naturais a ser
explorada. Muitos oriundos de fungos, como fonte potencial de novas substancias

antimicrobianas (Strohl, 2000).

O uso de antibidticos constitui uma importante ferramenta no tratamento de
patologias ocasionadas por bactérias. Porém o uso destes é acompanhado da selecdo das
bactérias mais resistentes 0 que acaba gerando uma resisténcia microbiana, fato que leva
a um aumento das patologias, principalmente pelo nimero de antibi6ticos produzidos
serem inferiores ao nimero de novas patologias. A fim de resolver este problema deve-
se ter um equilibrio entre 0 aumento da resisténcia microbiana e o nimero de novos
antibioticos produzidos. Tal patamar sé sera possivel através do desenvolvimento de

novas pesquisas.



Dentre os microrganismos que acumulam substancias antimicrobianas, os fungos
destacam-se pela quantidade de produtos farmacéuticos de uso corrente na medicina
com tais propriedades. Mas séo os fungos, pertencentes ao filo Basidiomycota, usados
na medicina popular desde tempos ancestrais, que apresentam maior importancia na
pesquisa de substancias antivirais, antifungicas e antibacterianas a partir de seus

metabolitos secundarios (Hwang et al., 2003).

O Pycnoporus sanguineus popularmente conhecido como orelha de pau
vermelha é um tipo de cogumelo bastante utilizado desde os tempos mais remotos com
finalidades medicinais para combater patologias como hemorragias, colicas, feridas e
asma. Estudos recentes mostram que entre as suas caracteristicas pode-se destacar a
producdo de cinabarina substancia com potencial antimicrobiano comprovado contra:
Bacillus cereus e Leuconostoc plantarum e Klebsiella pneumoniae, destaca-se ainda sua
capacidade de degradar enzimaticamente a estrutura da lignina (polimero encontrado
nas plantas terrestres), sendo este importante na biorremediacdo do solo. (Smania et al,

1998).

Neste contexto, encontram-se ainda os estudos da atividade enzimatica de
fungos degradadores de madeira notadamente aqueles pertencentes a classe dos
basidiomicetos com capacidade de degradar a lignina e inimeros substratos de natureza
fendlica, pesticida, corantes entre outros. Estes estudos estdo voltados principalmente
para aquelas enzimas de interesse comercial, de emprego em varias areas da atividade

industrial. O mercado mundial dessas enzimas tem um faturamento anual estimado em



cerca de U$ 1,5 bilhdes, com um aumento de 12% na quantidade de enzimas produzidas

(Castro e Silva, 2002).

Segundo Eggert e colaboradores (1996), 0 género Pycnoporus se mostra bastante
promissor devido sua capacidade de produzir enzimas lignoliticas. Lomascolo et al.
(2002) afirmam que linhagens de Pycnoporus sanguineus de origem tropical e
subtropical produzem maior quantidade de enzimas lignoliticas que as linhagens de

outras regides.

Durante os processos fermentativos para a obtencdo de metabolitos secundarios
de fungos existem duas fases distintas. A primeira é a tropofase, fase de crescimento da
massa micelial, e a segunda é a idiofase, fase onde o crescimento fldngico é
interrompido e se inicia a producdo de metabdlitos secundarios. Estas duas fases
dependem diretamente do ambiente nutricional, que pode afetar qualitativa e

quantitativamente o metabolismo destes organismos (Demail, 2000).

Assim, esta investigacdo teve por finalidade submeter o basidiomiceto
Pycnoporus sanguineus, coletado na zona leste da cidade de Manaus — AM, ao
crescimento em dez diferentes meios nutricionais suplementados com fontes de
nutrientes regionais e residuos agricolas e ainda analisar os metabolitos deste
organismo, quanto ao potencial enzimatico e antimicrobiano, assim como aperfei¢oar o

cultivo deste microrganismo para producdo de biomassa fungica.



OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

e Avaliagdo da producdo de biomassa, potencial antimicrobiano e enzimatico de
um isolado amazoénico do fungo Pycnoporus sanguineus quando cultivado em

dez meios de cultura a base de matéria prima regional e residuos agricolas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Testar 0 efeito de dez meios de cultura na producdo de biomassa do fungo

Pycnoporus sanguineus. sob condicao de agitacao e estacionaria.

e Propor alternativas para o aproveitamento de residuos agricolas através da
elaboracdo de meio de cultura a base de casca de melancia, coroa do abacaxi e

bagaco da laranja.

e Avaliar o potencial de producdo da enzima lacase, fenoloxidases totais e
atividade das peroxidases pelo fungo Pycnoporus sanguineus nos dez meios de

cultura testados e sob diferentes condicdes.



o Comparar a atividade antimicrobiana de Pycnoporus sanguineus cultivado no
meio de maior producgdo de biomassa e no meio controle sob cepas de E.coli, e

E. aureus.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Caracteristicas Gerais dos Fungos

Os fungos séo seres eucariontes, heterotroficos, aclorofilados, aerobios a
microaerdfilos, uni ou pluricelulares, com parede celular composta geralmente de
quitina e/ou celulose, além de outros carboidratos complexos, com glicogénio como
substancia de reserva, nutricdo por absor¢do, podendo viver como saprofitos, parasitas
ou simbiontes com outros organismos (Lacaz, 2002; Putzke & Putzke, 2004). Possuem
0 corpo formado por um emaranhado de filamentos, denominados hifas, e 0 seu
conjunto recebe o0 nome de micélio. As hifas variam no diametro, espessura da parede,

localizacdo do pigmento, etc. (Putzke, 2004).

Constituem um grupo muito grande e heterogéneo encontrado virtualmente em
qualguer nicho ecoldgico. Fries, em 1825, estimou em 140 mil as espécies de fungos; no
entanto, a partir de 1990, as estimativas variam de 1,5 a 13,5 milhdes (Lodge 1995;
Lodge 2001). A mais aceitavel por micdlogos e em trabalhos de biodiversidade global é
de 1,5 milhdo de espécies. Proposta por Hawksworth (2001), desta estimativa menos de

7% das espécies estdo descritas e identificadas.



Estes organismos sdo amplamente distribuidos na natureza, podendo ser
encontrados na &gua, no solo, sobre os animais e vegetais vivos parasitando-0s, na
matéria organica em decomposicdo, nos produtos alimenticios, industriais, ou seja, sdo
encontrados praticamente em qualquer local do ambiente que nos cerca inclusive no ar
onde estruturas reprodutivas, na forma de esporos, podem desenvolver novas estruturas
vegetativas e reprodutivas quando encontram substrato adequado (Putzke & Putzke,

2004).

Eles necessitam, para se alimentarem, de substancias orgéanicas (hidratos de
carbono) as quais sdo incapazes de elaborar, devido a falta de clorofila, pois, esta
substancia € que torna possivel a planta assimilar o anidrido carbdnico do ar
atmosférico, o qual facilita a sintese dos hidratos de carbono. Eles ndo tém celulose na
sua parede celular, exceto alguns aquaticos e ndo armazenam amido como substancia de
reserva (Trabulsi, 1998). A presenca de substancias quitinosas na parede da maior parte
das espécies fungicas e a sua capacidade de depositar glicogénio os assemelham as

células animais (Eriksson, 1985; Silveira & Guerrero, 1991).

O crescimento é em geral apical, mas normalmente qualquer fragmento hifalico
pode dar origem a outra formacdo micelial quando destacado e colocado em meio
apropriado. As estruturas reprodutivas sao diferenciadas das vegetais, o que constitui a
base sistematica dos fungos (Putzke & Putzke, 1998). A variacdo morfoldgica é muito
grande, existindo espécies macro e microscopicas o que contribui para existéncia de
muitos sistemas de classificacdo (Tabela 1) que ainda hoje sofrem adicgdes e alteracGes

(Putzke & Putzke, 2004).



Tabela 1. - Classificacdo dos Fungos.

Alexopoulos et al (1996)

Hawksworth et al (2001)

Hawkworth et al
(1983)

Reino Stramenopila
Filo Oomycota
Filo Hyphochytridiomycota
Filo Labyrinthulomycota

Reino Protistas
Filo Dictyosteliomycota
Filo Acrasiomycota
Filo Myxomycota

Filo
Plasmodiophoromycota

Reino Fungi
Filo Chytridiomycota
Filo Zygomycota
Filo Ascomycota

Filo Basidiomycota

Reino Chromista

Filo
Hyphochytridiomycota

Filo Labyrinthulomycota

Filo Oomicota

Reino Protozoa
Filo Acrasiomycota
Filo Dictyosteliomycota
Filo Myxomycota

Filo
Plasmodiophoromycota

Reino Fungi
Filo Chytridiomycota
Filo Zygomycota
Filo Ascomycota

Filo Basidiomycota

Reino Fungi
Divisdo Myxomycota

Divisdo Eumycota

Subdivisoes:

Mastigomycotina
Zygomycotina
Ascomycotina
Basidiomycotina

Deuteromycotina

Fonte: Modificado de Putzke & Putzke, 2004



Os fungos estdo agrupados em um reino a parte o Reino Fungi. Este esta
subdividido em cinco filos: Oomycota, Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota e

Deuteromycota. Tal classificagdo baseia-se na forma do corpo frutifero do organismo.

Apesar da utilizacdo milenar dos fungos nos mais diversos ramos ainda €
comum estes serem lembrados principalmente pelos seus efeitos prejudiciais,
principalmmente pelo fato de existir algumas espécies que podem causar doencas aos
animais, aos vegetais e também ao homem, bem como a deteriorizacdo de varios tipos
de materiais causando prejuizos econémicos (Figura 1). No entanto, a maioria das

espécies é benéfica para diversas areas. (Figura 2).

MICOSES HUMANAS MORTE EM PLANTAS
E ANIMAIS DO ORGANISMO

T / _w EM ANIMAIS
DOENCAS
A Q\OUTROS
ATACANDO
TECIDOS VIVOS

DEPRECIACAO

PRODUTOS AGRICOLAS

MADEIRA ALERGIA DOENCA

DECOMPOSICAO INTOXICACAO
HIDROCARBONETOS MICOTOXINAS ~ MORTE

ATAQUE A RESINA FERMENTACAO DEGRADAGAO
DE LENTES INDESEJADA

Figura 1 - Principais maleficios causados pelos fungos / Fonte: Putzke (2002).



NEMATOIDES

PLANTAS ARTROPODES
MICOPROTEINAS
—— HORMONIOS DE
LEVEDO
v /ANTIBIOTICOS CRhSCIMhN’I o
CONTROLE METABOLITOS
BIOMASSA BIOLOGICO UTEIS
COGUMELOS
COMESTIVEIS DESPOLUICAO
ENZIMAS MICORRIZAS
INDUSTRIAIS
: ATIVIDADE ; 2
QUEILJOS =il gy FUNGOS FLORESTAS
ALIMENTOS ASSOC’IACOES
ECOLOGICAS
BIOTRANSFORMACAO INTEMPERISMO
/ BIOLOGICO
- ESTEROIS DECOMPOSICAO
FERMENTACAO DE MATERIA ORGANICA
v e
ST AR ASSOCIACOES CICLAGEM E _
DISPONIBILIZACAO
ALCOOL \ PAO LIQUENS  yrcorrizas DPE NUTRIENTES

ACIDOS  BIOINDICADORES

Figura 2 - Principais beneficios proporcionados pelos fungos/Fonte: Putzke & Putzke,

2004 (2002).

3.1.1. Importancia Ecoldgica dos Fungos

Os fungos sdo os mais efetivos biodegradadores de materiais lignocelulésicos na
natureza, mais especificamente os fungos causadores de decomposi¢do (podridao)
branca, pois degradam todos os componentes da madeira (celulose, hemicelulose e

lignina). (Castro e Silva & Aguiar, 2001; Oliveira et al., 1986).

Em tecidos plenamente lignificados (teor de lignina maior ou igual a 20%) os

mais importantes decompositores sao os Basidiomicetos capazes de decompor a lignina.



Estima-se em cerca de 1.800 o nimero destas espécies de Basidiomicetos para o
hemisfério norte. Nas regides tropicais e hemisfério sul o total deve ser bem maior. Em
qualquer evento envolvendo a decomposicdo de materiais lignoceluldsicos, é bastante
alta a incidéncia deste grupo de microrganismos, o0 que revela a sua importancia

ecoldgica. (Blanchete, 1991; Hatakka et al., 1994)

Na cadeia alimentar, os fungos ocupam a posicdo de decompositores, tendo,
portanto, um papel muito importante na manutengéo do equilibrio ambiental. Estes seres
sdo capazes de deteriorar varios tipos de materiais, atuando assim como

decompositores, ou seja, recicladores de nutrientes.

Assim os fungos juntamente com as bactérias heterotroficas sdo os principais
decompositores de materiais lignocelulosicos da biosfera. Varios fungos estdo
associados a degradar dejetos e detritos de esgotos até um grau em que possam ser

considerados adubo ou substancia equivalente.

Ecologicamente podem ser considerados os lixeiros do mundo, por degradarem
todo tipo de restos organicos, independente da origem, transformando-os em elementos
assimilaveis pelas plantas (Neufeld,1997; Putzke & Putzke, 2002, 2004). Como
saprofitas, decompdem residuos complexos de plantas e animais, transformando-os em
formas quimicas mais simples, que retornam ao solo. Tais substancias sdo, entdo,
absorvidas pelas geracBes vegetais subsequentes. Desse modo, a atividade fangica é

amplamente responsavel pela fertilidade do solo.



Um dos grandes problemas que o mundo industrializado vem enfrentando nos
dias atuais é a contaminacdo de solos, lencdis freéticos e sedimentos por compostos
organicos toéxicos. Esses poluentes sdo potenciais ameacas a salde publica e ao
ambiente. Devido a este fato a biorremediagdo esta sendo muito pesquisada e testada,
principalmente, no caso de contaminagdo por hidrocarbonetos. Os sistemas mais
utilizados para a biorremediacdo sdo o0s microbiologicos, principalmente bactérias,

fungos filamentosos e leveduras (Silva & Esposito, 2004).

A contaminacdo de solos por metais pesados tem diversas origens,incluindo
emissdo de veiculos automotores e de industrias (Gray, 1998). A remoc¢do de metais
pesados e da agua tem sido um grande desafio. Devido a preocupacdo ambiental, vém
aumentando o interesse por métodos alternativos, como o uso de fungos para a

biorremediacgéo de areas contaminadas por metais pesados (Kotrba & Ruml, 2000)

3.1.2. Importancia Biotecnoldgica dos Fungos

A biotecnologia ¢ uma area de investigacdo que explora sistemas bioldgicos,
microbianos ou de culturas vegetais e animais, visando a obtencdo de produtos de
interesse industrial. Devido aos microrganismos apresentarem crescimento rapido,
menor custo e espaco para crescimento, possibilitando maior controle dos processos
operacionais, ha mais vantagens no seu uso, principalmente nos processos fermentativos

(Demain, 1996).



O desenvolvimento da Biotecnologia tem importancia impar para o Brasil,
devido ao seu baixo impacto ambiental, fator que possibilita conciliar o

desenvolvimento industrial com a preservacao de ecossistemas.

Os fungos tém sido bastante usados em processos biotecnoldgicos, em especial
como produtores de diferentes substancias de interesse econdmico, tais como: enzimas,

antibioticos, vitaminas, aminoécidos e esterdides (Souza et al, 2008).

Historicamente, o potencial metabolico dos microrganismos inseriu-se
naturalmente em aspectos fundamentais da vida humana. Assim, fungos apresentam
peculiaridades metabolicas que permitiram o seu uso de forma empirica na producdo do

péo e do vinho, alimentos simbdlicos na historia da humanidade. (Panek, 1993)

As fermentacdes industriais contribuem atualmente de forma significativa para a
economia de varios paises. Sdo produzidas por ano centenas de toneladas de leveduras
utilizadas para a producdo de pdo, vinho, cerveja, bebidas destiladas, cidra, saqué e

licores.

A comercializacdo de produtos terapéuticos microbianos iniciou-se ha mais de
50 anos com a penicilina (Buckland & Lilly,1993).Inicialmente empregados apenas
como agentes antibacterianos, os produtos do metabolismo secundario de fungos
apresentam hoje em dia uma gama bastante diversificada de aplicacdes farmacoldgicas,
incluindo o uso como imunossupressores em terapias sofisticadas para pacientes

transplantados (Pearce, 1997).



Em geral, os fungos basidiomicetos sdo capazes de tolerar elevadas
concentracdes de poluentes organicos, o que possibilita a aplicagédo destes organismos

na biorremediacéo (Barr & Aust 1994).

Os fungos juntamente com as bactérias heterotroficas sdo o0s principais
decompositores de materiais lignoceluldsicos da biosfera. Varios fungos estdo
associados a degradar dejetos e detritos de esgotos até um grau em que possam ser
considerados adubo ou substancia equivalente. Ecologicamente podem ser considerados
os lixeiros do mundo, por degradarem todo tipo de restos organicos, independente da
origem, transformando-os em elementos assimilaveis pelas plantas (Neufeld,1997;
Putzke & Putzke, 2002, 2004). Assim dentro da biotecnologia moderna, uma das
maiores contribuicdes para a questdo do tratamento de residuos € representada pelo

desenvolvimento de processos fundamentados em fungos.

3.1.3. Fungos Deterioradores de Madeira

A madeira é degradada biologicamente porque 0s organismos reconhecem 0s
polimeros naturais da parede celular como fonte de nutricdo, e alguns destes possuem
sistemas enzimaticos especificos capazes de metaboliza-los em unidades digeriveis

(Blanchette, 1980; Oliveira et al, 1986; Castro e Silva, 1996).

Entre os organismos vivos, 0s que apresentam um grande potencial enzimatico
sdo os fungos. Dentre estes, temos 0 fungo Pycnoporus sanguineus que causam grandes

perdas de material estrutural devido seu ataque aos componentes quimicos da madeira



(Kirk & Chang, 1981; Castro e Silva et al, 1993; Castro e Silva & Aguiar, 2001;

Oliveira et al., 1986).

Para a degradacdo dos componentes da parede celular os fungos degradadores de
madeira utilizam-se de enzimas que podem apresentar potencial para uso industrial.
Cada componente quimico pode ser metabolizado por diferentes enzimas, dai que,
podemos classificar a podriddo da madeira em funcgdo do tipo de componente quimico

que é atacado (Castro e Silva, 1996).

As primeiras vias de colonizacdo da madeira por todos os tipos de fungos sao
usualmente as células dos raios que sdo vias anatdmicas de mais acesso e menor
resisténcia (Figura 3). Através das células do raio as hifas tém acesso aos nutrientes de
reserva nao estruturais de facil assimilacdo contidos nas células parenquimaticas (ndo
lignificadas). Por meio da acdo do complexo enzimatico produzido por essas hifas da-se

0 processo de decomposicdo da madeira (Kirk e Cullen, 1998).

Figura 3 - Vias de colonizacdo da madeira pelos fungos.



Dessa forma, assume-se que o processo de biodegradacdo de um substrato
lignocelulésico, como a madeira, ocorre pela acdo combinada de uma variedade de
sistemas enzimaticos e alguns agentes ndo enzimaticos de baixa massa molar como
acido oxalico, alcool veratrilico, &cido graxo insaturados e agentes redutores de ferro,
que sdo produzidos extracelularmente pelos fungos. Através destes sistemas
lignocelulésicos, os fungos degradam os componentes insolliveis da madeira,

transformando-os em componentes menores e soltveis. (Fengel e Wegener., 2003).

O tipo de podriddao de madeira causada pelos fungos pode ser dividido, em trés
classes: podriddo branca, podriddo parda e podriddo mole (Castro e Silva & Aguiar,
2001). Estes tipos de podriddes sdo identificados através de aspectos macroscopicos e

microscopicos, alteragdes quimicas na composicdo da madeira.

Dentro da biotecnologia moderna, uma das maiores contribuicdes para a questéo
do tratamento de residuos € representada pelo desenvolvimento de processos
fundamentados em fungos, principalmente os de decomposi¢do branca. Trata-se de uma
familia de fungos que apresenta elevada eficiéncia para degradacdo de lignina e de

inimeros substratos de natureza fendlica similar.

No caso especifico do Pycnoporus sanguineus a podriddo causada é a do tipo
podriddo branca (Figura 4). Os fungos que provocam este tipo de degradacdo atacam

tanto a lignina como os polissacarideos.

Alguns no estégio inicial da deterioracdo quebram enzimaticamente as estruturas

da lignina para posterior acesso aos polissacarideos. Portanto, este tipo de podriddo



pode sofrer a acdo do fungo de duas maneiras distintas: uma envolvendo a remogéo
simultanea de todos os componentes e outra, menos freqliente, envolvendo a remogao
seletiva de lignina e polioses, mantendo a celulose praticamente intacta (Wilcox, 1968).

A Podriddo Branca é caracterizada por perda da pigmentacdo, tornando a
aparéncia alvejada, a madeira torna-se mais macia, esponjosa, e apds um longo periodo
de degradacéo ocorre a perda da consisténcia, ou seja, a madeira rompe-se facilmente

no sentido das fibras.

. Este tipo de degradacdo da madeira sé é possivel pelo fato destes organismos
possuirem um pool de enzimas que lhes permitem degradar e modificar a lignina,

celulose e hemicelulose.

Figura 4 — Podriddo branca em madeira.

3.2. Basidiomicetos

Os fungos, em particular os Basidiomicetos, sdo conhecidos, seja pelas suas

propriedades nutricionais e medicinais, seja pela sua toxidade. E uma subclasse de

grande importancia econdmica por abranger fungos parasitas, fungos degradadores da



madeira e os fungos comestiveis que sustentam a atividade industrial (Lacaz et al,

1970).

Basidiomicetos sdo consideradas todas as espécies de fungos que produzem
corpos frutiferos facilmente visiveis a olho nu. O filamento dos Basidiomycetes,
denominado de hifa é tubular e a massa de hifas recebe a denominacdo de micélio. A
reproducdo € realizada por meio da producéo de esporos, contudo, qualquer fragmento

de hifa possui capacidade de propagacédo (Raven et al., 1978).

Diferenciagdes morfolégicas e fisiologicas do micélio formam os corpos de
frutificacdo conhecidos como basidiocarpos, carpoforos ou cogumelos. No
desenvolvimento dos cogumelos, distinguem-se duas fases conhecidas como estagio
vegetativo e estagio reprodutivo ou de frutificacdo. O estagio vegetativo refere-se ao
desenvolvimento do micélio e o reprodutivo a formacdo dos basidiocarpos. Durante a
colonizacdo do substrato, enzimas extracelulares sdo secretadas degradando a matéria
organica transformando-a em compostos organicos solUveis absorvidos pelas hifas. O
crescimento do micélio resulta de uma efusdo de hifas, gerando uma associacdo entre
hifa e substrato, que proporciona um forte suporte fisico necessario a formacdo dos
corpos de frutificacdo. Quando este estagio € atingido o micélio é considerado como
estabilizado e a mudanca para o estagio reprodutivo estd normalmente condicionada a
variacdo de fatores fisicos como o decréscimo de temperatura e aumento de umidade

(Chang et al, 1998).

A maioria dos Basidiomycetes pode utilizar os componentes da madeira para o

seu crescimento, porque possuem um sistema enzimético que o0s torna capazes de



degradar fontes complexas de carbono como a celulose, a hemicelulose e a lignina,
mostrando o importante papel desses fungos no processo de reciclagem da biomassa das

florestas (Buswell, et al., 1998).

Sdo conhecidos alguns parasitas de espécies agricolas importantes ou de arvores.
Podem ainda formar associagdes micorrizicas com vegetais ou algas, formando liquens
(Loguércio-Leite, 2004). Algumas espécies de Basideomicetos sdo cultivadas
comercialmente e outras sdo coletadas em areas naturais e utilizadas como alimentos

(Przbylowicz & Donogue, 1990; Herrera & Ulloa, 1998; Loguercio-Leite, 2004).

O numero de espécies de basideomicetos esta estimado em 140.000, no entanto
menos de 10% é conhecido (Lindequist et al., 2005). Esta classe compreende 22.300
espécies distribuidas em 3 classes, 41 ordens, e 165 familias (Raven et al 2001;

Loguercio-Leite, 2004).

A fase vegetativa dos basidiomicetos é denominada micélio, que por sua vez é
formado por muitos filamentos septados chamados hifas. As hifas penetram no
substrato e absorvem nutrientes (Alexoporus,1962). Individualmente, a hifa ¢é
microscopica, mas pode ser visivel quando é formada a massa micelial. A cor do
micélio é usualmente branca, podendo variar de amarelo ao alaranjado ou cores mais

escuras, inclusive marrom e preto. (Alexoporus,1962; Putzke & Putzke, 2004).



3.3. Pycnoporus sanguineus

3.3.1. Enquadramento Taxonémico
Reino: Fungi

Diviséo (Filo): Basidiomycota.
Classe: Basidiomycetes

Ordem: Polyporales.

Familia: Polyporaceae.

Género: Pycnoporus

Espécie: sanguineus

Nome Binomial: Pycnoporus sanguineus (L.: Fr.)Murr.

3.3.2. Morfologia

O fungo Pycnoporus sanguineus possui corpo frutifero com aspecto semelhante

a uma flor de coloracdo alaranjada (Figura 5).
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Figra 5 - Corpo frutifero do fungo P. sanguineus.

Esta espécie apresenta uma frutificacdo semi-circular e encontra-se distribuida
horizontalmente contra os caules das arvores. Sua superficie é lisa e ligeiramente
marcada em zonas concéntricas de coloracdo vermelho-laranjada com dimensGes que

variam de 2,0 x 7,0 x 1,5-4,5 cm (Leep 2005; Smania et al, 1998).

O Basidioma € anual, séssil a subestipitado, coridceo. O basidioma de coloracédo
avermelhada distingue Pycnoporus sanguineus das demais espécies encontradas

(Nobles & Frew, 1962).



3.3.3. Distribuicéo e Habitat

Evidéncias genéticas e morfoldgicas indicam a presenca de trés espécies para o
género Pycnoporus: P. cinnabarinus (Jacq. Ex Fr.) Karst., que ocorre em regides de
clima temperado no hemisfério Norte; P.coccineus (Fr.) Bond & Sing., que ocorre em
regides de clima temperado do hemisfério sul e em paises vizinhos & India e oceano
pacifico; e P.sanguineus (L. Ex Fr.) Murr, que caracteriza-se por ser um cogumelo de
ocorréncia ampla, sendo facilmente encontrado em regides tropicais e subtropicais dos

hemisférios Norte e Sul (Nobles & Frew, 1962).

Pycnoporus sanguineus € cosmopolita e comum no Brasil, e esta associado a
clareiras em florestas, sugerindo uma provavel adaptacdo a ambientes pouco Umidos ou

com temperaturas elevadas (Ryvarden & Johansen, 1980).

O Pycnoporus sanguineus desenvolve-se especialmente em locais pertubados,
sobre troncos caidos ou queimados (Herrera & Ulloa 1998). (Smania, et al 1998),
afirma que o apesar do género Pycnoporus possui ocorréncia pantropical a Gnica espécie
encontrada no Brasil € a de Pycnoporus sanguineus A distribuicdo pantropical do
P.sanguinieus, é relatada para 0 Amap4, Para (Sotdo et al. 2003), Bahia (G6es-Neto
1999), Espirito Santo (Vinha 1988), Parana (Ryvarden & Meijer 2002), Alagoas,
Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Norte (Gibertoni et al. 2004), Rio Grande do Sul
(Silveira & Guerrero 1991, Guerrero & Homrich 1999, Groposo & Loguercio-Leite
2002), Rond6nia (Capelari & Maziero 1988), Santa Catarina (Loguercio-Leite & Wright
1991, Gerber 1996) e Sdo Paulo (Gugliotta & Capelari 1995, Gugliotta & Bononi

1999).



3.3.4. Importancia Biotecnoldgica de Pycnoporus sanguineus

O fungo P.sanguineus tem sido objeto de inUmeras pesquisas com diferentes
objetivos tais como: investigacdo de potencial antimicrobiano, fungicida, biopolpacéo,
biobranqueamento, tratamento de efluentes, producdo de enzimas (lacase, peroxidase,
cellobiohydrolase, endo-1,4-B-D-Glucanase, p-xilosidase e B-glicosidase) e biossor¢édo

de metais pesados.

P.sanguineus ficou conhecido por suas propriedades fitoterapicas empregadas
em tratamentos de reumatismo, artrite e gota, quando moido e em infusdo é usado
contra disenteria, cistos subcutaneos, verrugas e para desinflamar os pés Smania (1995).
Possui ainda propriedade adstringente, antibacteriana e antifingica. Fidalgo (1968)
relata que alguns indigenas brasileiros usavam P.sanguineus para estancar hemorragias.
Segundo Pérez-Silva et al., (1988), o fungo tem sido usado na medicina popular por

tribos indigenas das Américas e da Africa para tratamento de diversas doencas.

Este fungo sintetiza varios pigmentos, como por exemplo, a cinabarina (Figura
6), pigmento alaranjado que tem uma estrutura basica de fenoxazin-3-one, com um
grupo de carbonila em C-1, um grupo amino no C-2 e um grupo hidroxila em C-9 (1.3).
Seu nome quimico €é 2-amino-9-(hidroximetil)-3-oxo-3H-fenoxazina-1-acido
carboxilico, (C14H10N20s). A producdo desta substancia ocorre in vitro entre o0 18 e 20
dias da incubacdo. A sintese da cinabarina é aumentada significativamente quando o pH
dos meio de cultura é ajustado a 9.0, com incubacdo em 25°C, sob a luz (Smania, et al

1995).



CH-0OH COOH

N NH->
=

@] @]

Cinabarina

Figura 6 - Estrutura da cinabarina.

A cinabarina obtida do caldo micelial de Pycnoporus sanguineus teve atividade
antibacteriana contra diferentes estirpes isoladas de humanos: Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Staphylococcus
aureus e Streptococcus spp. Verificou-se em relatos da literatura que a cinabarina
produziu maior inibicdo de crescimento frente aos cocos Gram-positivos (Smania et al.,
1995). Esta substancia quando testada contra onze espécies bacterianas isoladas de
alimentos, foi mais eficiente em relacdo a Bacillus cereus e Leuconostoc plantarum
(Smania et al.; 1998). E reportado na literatura que este mesmo composto demonstrou

atividade antiviral contra o virus da raiva (Smania, 1995).

3.4. Enzimas

A palavra enzima, do grego énzymo (em: na; zymos: levedura) foi sugerida por
Kuhne, no seu primeiro trabalho, como nome genético para “fermentos” que atuavam na

auséncia de organismos ou fora deles. (Bon, et al., 2008).



As enzimas sdo proteinas especializadas na catalise de reacfes bioldgicas. Elas
estdo entre as biomoléculas mais notaveis devido a sua extraordinaria especificidade e
poder catalitico, que sdo muito superiores aos dos catalisadores produzidos pelo
homem. Praticamente todas as reagdes que caracterizam o metabolismo celular séo
catalisadas por enzimas. Como catalisadores celulares extremamente poderosos, as
enzimas aceleram a velocidade de uma reacdo, sem participar dela como reagente ou

produto (Lehninger, 1995).

Segundo Lehninger (1995), a catalise enzimatica das reacOes é essencial para 0s
sistemas vivos. Sob condic6es biologicas relevantes, as reaces ndo catalisadas tendem

a ser lentas.

As enzimas sdo usadas, em grande escala, na inddstria de tecidos (celulases),
detergentes (proteases e lipases), de alimentos (amilases, pectinases, proteases e

celulases) e de couro (proteases e lipases) (Nielsen & Oxenboll, 1998).

A vantagem da utilizacdo de enzimas em muitos processos deve-se a menor
producdo de subprodutos residuais, 0 que propicia a obtencdo de produtos de melhor

qualidade e com menor probabilidade de polui¢do do meio ambiente.

Outras vantagens da aplicacdo de enzimas estdo relacionadas com o custo de
producdo relativamente baixo, susceptibilidade de producdo em larga escala em
fermentadores industriais, espectro amplo de caracteristicas fisico-quimicas de

diferentes enzimas (geralmente relacionadas ao habitat e fisiologia do microorganismo



produtor), susceptibilidade de manipulacdo genética e por representarem um recurso

natural renovéavel.

As enzimas foram classificadas de acordo com o tipo de reacdo catalisada.
(Tabela 02). A maioria das enzimas catalisa a transferéncia de elétrons, atomos ou
grupos funcionais. Assim, elas sdo classificadas, recebem nomes e nimeros de cédigo
de acordo com a reacdo de transferéncia, o grupo doador e o grupo receptor. (Lehninger,

1995).

Tabela. 02 - Classificacdo Internacional das Enzimas.

N Classe Tipo de reacgdo catalisada
0.
1 Oxidorredutases Transferéncia de elétrons (ions hidretos ou
atomos H).
2 Transferases Reacdes de transferéncia de grupos
3 Hidrolases Reacdes de hidrolise
4 Liases Adicdo de grupos em ligacdes duplas ou

formacdo de ligacGes duplas pela remogéo
de grupos

5 Isomerases Transferéncia de grupos dentro da mesma
molécula para formar isdmeros

6 Ligases Formacao de ligacdes C-C, C-S, C-O e C-
N pelo acoplamento da clivagem do ATP

com as reacOes de condensacéo.

Fonte: Lehninger, 1995.

A producdo de enzimas sofreu grande expansdo desde os anos 60 devido ao
desenvolvimento da tecnologia de fermentag&o e mais recentemente pela introducéo da
engenharia genética. Microrganismos recombinantes estdo agora se tornando a principal

fonte para uma ampla variedade de tipos de enzimas. Nao resta ddvida que a tendéncia



no futuro é aumentar, principalmente, pela facilidade da manipulacdo genética e a
descoberta de uma variedade de enzimas disponiveis de microrganismos encontrados
em ambientes adversos. Muitas enzimas animais tém sido encontradas e desenvolvidas
para substituir muitas outras enzimas existentes de origem animal e vegetal (Carvalho,

1997).

No que diz respeito as enzimas animais, ainda nos dias atuais, tecidos e 6rgéos
de animais sdo excelentes fontes de lipases, esterases e proteases, sendo as mais

notaveis, pepsina, tripsina e quimosina. (Rodwel, et al,. 1985; Tanaka et al., 1993).

Por outro lado, microrganismos sdo as fontes mais convenientes de enzimas. O
namero e a diversidade de enzimas € proporcional ao nimero e diversidade de
microrganismos (Lowe, 2001). Microrganismos tém sido coletados de ambientes
extremamente hostis como artico, fontes termais, floresta tropical e desertos. O espectro
de atividades enzimaticas é grande. Técnicas de engenharia genética tem contribuido
com a industria de enzimas aumentando a produtividade de fermentacdo enzimatica.
Mesmo as propriedades dessas enzimas podem ser alteradas e melhoradas pela

engenharia da proteina (Archer et al., 2001).

3.4.1. Fenoloxidases

As fenoloxidases compreendem um conjunto de enzimas. Dentre as
fenoloxidases estdo as maiores familias de enzimas fangicas ligninoliticas como lacases
e manganés peroxidase-MnP (D’Souza et al, 1999). Os mais efetivos biodegradadores

de lignina na natureza sdo os fungos da podriddo branca, pertencentes ao grupo dos



basidiomicetos. A maioria destes fungos produz lacase, fenoloxidase extracelular com

importante papel na degradacéo da lignina.

Estas enzimas sdo utilizadas principalmente na indlstria de biopolpacdo da
madeira, aproveitamento de residuos lignocelulésicos para racdo animal, degradacao de

xenobidticos e biorremediacdo (Maciel et al, 2010; Valmaseda et al, 1990).

3.4.2. Lacase (E.C 1.1.0.3.2)

A lacase foi descrita pela primeira vez por Yoshida em 1883, sendo, portanto,
uma das primeiras enzimas ja descritas. A primeira referéncia da ocorréncia de lacases

em fungos foi feita provavelmente em 1897. (Shleev et al, 2004).

Lacases sdo principalmente glicoproteinas extracelulares ligadas ao cobre
bivalente, o qual é reduzido durante a oxidacao de fenois (Figura 7) e subsequentemente
oxidado novamente ao estagio bivalente pelo oxigénio (Forss et al., 1989). Lacase sao
enzimas monoméricas, diméricas ou tetraméricas com pesos molecular entre 60 e 80

kDa e com teor de carboidrato entre 15 e 20% (Thurston,1994).

Vérios estudos tém demonstrado a participacdo da lacase em eventos
ligninoliticos significativos que incluem a oxidacdo de unidades ndo- fendlicas da
lignina, a geracdo de H,O, requerida tanto para as atividades peroxidases como para a
formacéo de radical oxidrico (OH), e a producdo de Mn** a partir de Mn?* presente nos

lignocelulésicos.
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Figura 7 - Esquema de mecanismo de agéo das lacases / Fonte: Ferraz (2004).

As lacases catalizam a polimerizacdo oxidativa das unidades fendlicas da lignina
e uma variedade de compostos fendlicos e aminas aromaticas, 0s quais sdo facilmente
removidos por filtracdo. Sob certas condi¢cdes clivam um grande nimero de compostos
fendlicos sintéticos e bioldgicos (Roy-Arcand & Archibald, 1991). A reacgéo

normalmente envolve um mecanismo de remoc¢édo de um radical mesomeérico.

Ressalta-se ainda que no caso especifico da lacase o seu papel especifico na
degradacdo da lignina ainda ndo estd completamente elucidado, sabe-se que esta
degradacéo pode ocorrer mesmo na auséncia de LIP e MnP (Garcia, 2006) e que ela esta
envolvida tanto na polimerizacdo, quanto na despolimerizacdo da lignina (Thuston,

1994).

A seqliéncia de aminoacidos da lacase contém residuos de uma cisteina e dez

histidinas os quais estdo envolvidos na ligacdo dos &tomos de cobre (Thurston,1994).

3.4.2.1. Lacase Fungica

Lacases fungicas tem sido encontradas em diferentes géneros de ascomicetos,

alguns deuteromicetos e principalmente basidiomicetos, particularmente aqueles



associados com madeira deteriorada ou em estagio terminal de decomposi¢do (Wood

1980, citado por Souza et al.2004).

Os melhores produtores de lacases séo os basideomicetos pertencentes ao grupo

de decomposicao branca, eficientes degradadores de madeira (Thurston 1994).

Entre os basideomicetos, membros do género Pycnoporus tem se mostrado como
produtores de varias enzimas de aplicacbes industriais como xilase, glicosidase e

invertase (Esposito 1992).

Este género se mostra bastante interessante por produzir lacase como a principal
enzima lignolitica (Eggert et al. 1996), o que pode em alguns casos, dispensar etapas de
purificacdo para uso em processos biotecnolégicos (Lomascolo et al. 2002). Entre as 20
espécies de Pycnoporus estudadas por Lomascolo e colaboradores (2002), a maior
atividade de lacase foi detectada em uma linhagem de P. sanguineus. Ainda no mesmo
trabalho foi detectada uma maior producdo de lacase entre as linhagens de P.

sanguineus originarias de regides tropicais e subtropicais.

Destaca-se ainda que a grande maioria dos trabalhos publicados refere-se a
lacase extracelular de fungos basidiomicetos, havendo pouco estudo sobre lacases

intracelulares (Leonowicz et al. 2001)



3.4.3. Peroxidases

Tanto a peroxidase como a lacase oxidam compostos fendlicos. Os produtos
resultantes da oxidacdo polimerizam espontaneamente, formando complexos insoluveis,
0s quais podem ser removidos por precipitacdo, filtracdo ou centrifugacdo (Davis &

Burns, 1978).

As peroxidases mais utilizadas séo: Lignina Peroxidase ou Ligninase (LiP) e

Manganes Peroxidase (MnP).

A lignina peroxidase (LiP) possui um peso molecular de 38 a 43 kDa e contém
protoporfirina IX como grupo prostético. No processo de degradacdo da lignina esta
enzima oxida o nucleo aromatico (fendlico) pela remogdo de um elétron, gerando
radicais fenoxi e radicais cations. Por Ultimo, reage espontaneamente com nucleotideos
(principalmente agua) e oxigénio molecular. O resultado ¢ uma “combustdo enzimatica”
nas quais as ligacdes C-C e C-O sdo divididas, despolimerizando a molécula e abrindo
0s anéis aromaticos, formando, com isso, abundantes produtos aromaticos e alinfaticos.

(Michel et al., 1991; Maciel et al, 2010).

As manganés-peroxidases sdo glicoproteinas com peso molecular entre 43 — 49
kDa e ponto isoelétrico entre 4,2 e 4,9, contendo um mol de ferro porfirinico 1X / mol
de enzima (Glenn & Gold, 1985). Essas enzimas identificam-se em torno de 57% com

as LiP (Sundaramoorthy et al., 1994). Em contraste com as LiP, Mn-P contém um



“loop” extra proximo ao sitio ativo e um unico sitio ¢ 0 sitio de ligagdo do substrato

proposto (Mnll) mostrado na Figura 8. (Maciel et al, 2010)

2H* + Oy + Mn** . MR® + HO5

Figura 8 - Mn (1) é oxidada a Mn (111) por uma peroxidase dependente de Mn.
Fonte: FERRAZ, 2004

O produto principal da reacdo Mn(Il) o qual é oxidado pela MnPl e MnPII para
Mn(I11) este é estabilizado formando complexos com &cidos organicos, por exemplo,
lactato ou oxalato e entdo oxida um substrato aromatico gerando radicais fenox ou
radicais cation aril. Tanto lignina peroxidase com manganés peroxidase, sdo importantes

na descoloracéo de efluente Kraft (Michel et al., 1991; Maciel et al, 2010).

3.5. Testes de avaliacdo da atividade antimicrobiana

Diversos métodos laboratoriais podem ser utilizados para medir a sensibilidade
in vitro de microrganismos aos agentes antimicrobianos. Em muitos laboratdrios de
microbiologia clinica, utiliza-se rotineiramente o método de difusdo em agar para testar

0s patdégenos mais comuns, de crescimento rapido e determinadas bactérias fastidiosas.

3.5.1. Método de Difusdo em Agar

No método de difusdo em 4&gar: a substancia pesquisada é colocada em um

reservatorio, podendo este ser disco de papel, cavidade no meio de cultura ou cilindro

sobre a superficie, em contato com meio de cultura solido previamente semeado com o



microrganismo teste. A leitura é qualitativa, e realizada ap6s o periodo de incubacéo,

medindo-se o diametro do halo de inibi¢do de crescimento microbiano formado.

3.6. Antimicrobianos

Os antimicrobianos sdo medicamentos utilizados no controle de infec¢des de
origem bacteriana, viral ou fangica, porém seu uso errébneo e indiscriminado pode

induzir resisténcia (Uzeda, 2002).

Os antimicrobianos mais conhecidos sdo os antibioticos, produtos de enorme
importancia ndo apenas na area de saude, como também na economia. Cerca de
aproximadamente 8000 substancias com atividade antimicrobiana sdo conhecidas e, a
cada ano, centenas de novas substancias sdo descobertas, mas pouquissimas Sao
efetivamente aproveitadas e utilizadas como agentes antimicrobianos, visto que muitas
destas ndo atendem aos requisitos minimos para Seu emprego terapéutico.
Paralelamente, ndo podemos deixar de mencionar o crescente problema em relacdo ao
surgimento de espécies bacterianas resistentes aos diferentes antibidticos. Este talvez
corresponda ao principal desafio dos pesquisadores, visto que a multirresisténcia vem se
tornando diariamente mais disseminada nas popula¢Ges microbianas, sejam patogénicas

ou ndo.

Os antibioticos devem ser toxicos para 0 patdgeno, mas indcuos para O
hospedeiro. Isso significa que o farmaco, em uma concentracdo tolerada pelo

hospedeiro, deve ter capacidade para eliminar ou impedir o crescimento do parasita. Por



esta razdo, os antibiéticos sdo caracterizados como farmacos de toxicidade seletiva

(Rang et al., 2001).

A época &urea da terapia antimicrobiana iniciou-se em 1941 e desde ent&o,
inimeros pacientes foram curados de infec¢bes potencialmente fatais usando-se um ou
mais esquemas terapéuticos com antibioticos. Estas substancias estdo entre os farmacos
mais utilizados, tanto em ambulatérios quanto em hospitais e tém reduzido

drasticamente a incidéncia de muitas doencas infecciosas (Adolpho et al., 2006).

Por outro lado, muitas infec¢bes causadas por microrganismos emergentes ou
multirresistentes permanecem sem opc¢oes terapéuticas efetivas, aliado aos serios efeitos
colaterais produzidos pela farmacoterapia, 0 que tornou necessario a busca, cada vez
maior, de novos farmacos. Dai a importancia da pesquisa por novas substancias com
poder bactericida ou com propriedades bacteriostaticas (Tavares, 2001; Hardman et al.,

2003).

Assim, 0s compostos de origem natural desempenham funcdes muito
importantes na medicina atual, pois sdo fonte de medicamentos extremamente Uteis
como, por exemplo, diversos alcaldides e peptideos bioativos, antibidticos, vacinas e

produtos afins. (Adolpho et al., 2006).



3.6.1. Fungos Produtores de Antimicrobianos

Estima-se que 41% dos medicamentos disponiveis foram desenvolvidos de
fontes naturais: 25% de plantas, 13% de microrganismos e 3% de animais (Calixto &

Yunes, 2003).

Aproximadamente 50.000 metabdlitos secundarios sdo produzidos por
microrganismos. Dentre esses, dos 12.000 antibi6ticos identificados, 22% s&o oriundos
de fungos filamentosos, dos quais, as penicilinas, cefalosporina C, griseofulvina e acido
fusidico s&o clinicamente importantes e biossintetizados por Aspergillus, Penicillium e

Cephalosporium (Crueger & Cruger, 1990; Manfio 2002; Pearce, 1997).

A primeira importante descoberta entre os antibiéticos, a penicilina, ocorreu
acidentalmente quando Alexandre Fleming, em 1928, observou uma cultura de
estafilococos eliminada por Penicilium notatum. Esta descoberta levou a uma busca
concentrada por novas drogas antibacterianas durante os trinta anos seguintes e resultam
na descoberta das principais classes de antibidticos conhecidos atualmente, muitas delas

derivadas de produtos naturais.(Buther & Buss, 2006).

Em 1941, Florey, Chain e colaboradores iniciaram a utilizacdo experimental da
penicilina no tratamento de processos infecciosos em seres humanos. Robert Robinson e
colaboradores, em 1943, identificaram a estrutura da penicilina-G, viabilizando sua
sintese. Em 1944, foram isolados a estreptomicina e varios outros antibidticos
produzidos por Streptomyces griseus. Os esforcos na descoberta de novos

antimicrobianos geraram a descoberta do cloranfenicol em 1947, da eritromicina em



1952, da cicloserina em 1955 e em 1962, o acido nalidixico em 1962 (Barreiro & Fraga

2001.; Amarante, 2002).

Os primeiros trabalhos sobre antibidticos de basidiomicetos foram realizados em
1941 por Anchel, Hervey e Wilkins, que examinaram extratos de mais de 2.000 espécies
e detectaram diversas atividades antibiticas, sendo que o primeiro antibi6tico
produzido industrialmente a partir de basidiomicetos foi 0 mucidim, de nome comercial
Mucidermin Spofa®, com atividade antibacteriana e antifungica, e isolado de

Oldemansiella mucida (Subick et al., 1974).

Grande parte dos antibidticos usados na pratica médica sdo obtidos através de
microrganismos. Os compostos com atividade antimicrobiana geralmente localizam-se
nos metabolitos secundarios. Estes compostos sdo caracterizados pela grande
diversidade de estruturas quimicas e fungdes e possuem ainda vantagem seletiva ao
microrganismo produtor. (Buther & Buss, 2006; Demain, 1996; Peldez, 2006; Tavares,

2001).

A tabela 03 mostra exemplos de antibioticos e os respectivos fungos que os
produzem, os quais estdo sendo utilizados na industria farmacéutica. Novos compostos
tém sido investigados em escala de screening farmacologico industrial, como agentes
antitumorais e anticancerigenos, inibidores enzimaticos, imunomoduladores e agentes
cardiovasculares (Bononi, 1999; Brizuela et al, 1998; Manfio, 2002; Okunade et al,

2004; Sugie et al, 2001).



Tabela 03 - Fungos Produtores de Antimicrobianos.

Microrganismos

Antibioticos

Aspergillus clavatus

Aspergillus flavus

Aspergillus flavus, A. giganteus e A. parasiticus
Aspergillus fumigatus
Cephalosporium salmosynne
Chaetomium cochioides
Chaetomium iodinium

Chaetomium violaceum

Gliocadium sp.

Micromonospora sp.

Penicillium citrinum

Penicillium cyclopium e Penicillium puberulum
Penicillium notatum

Penicillium spinulosum
Proactinomyces albus e P. violaceus
Streptomyces antibioticus
Streptomyces levendulae
Streptomyces griséus

Streptomyces aureofaciens
Streptomyces venezuelensis
Streptomyces rimosus

Streptomyces noursei

Streptomyces bachijoensisl
Streptomyces nodosus

Clavalina

Acido aspergilico
Flavicina

Fumigacina (Acido belvolico)
Cefalosporina N
Chaetomina

lodinina

Violaceina

Gliotoxina
Micronomosporina
Citrinina

Acido penicilico
Penicilina

Espinulosina
Proactinilomicina, Actinomicetina
Actinomicina
Estreptomicina
Estreptomicina
Clortetraciclina
Cloranfenicol
Oxitetraciclina
Fungicidina

Tricomicina ( Cabimicina)
Anfotericina Ae B

Fonte: LACAZ, (2002).

Para minimizar o problema da resisténcia aos antimicrobianos ja existem

disponiveis no mercado diversas pesquisas usando novos produtos naturais, usados de

forma empirica pela populagdo e que, estdo em andamento. Entre estes recursos naturais



podem ser citados os fungos, dentre os seres vivos com expressivo potencial para

extracdo de novas substancias antibidticas (Ishikawa et al., 2001).

3.7. Condic0es de Cultivo

E importante o estudo das condigbes de cultivo da espécie flingica pesquisada,
porque pode ocorrer incremento tanto da biomassa micelial, quanto dos metabélitos
secundarios e exopolissacaridios, importantes em vérias atividades bioldgicas deste
fungo (Hwang et al., 2003). As condicGes ideais para o crescimento micelial podem néo

ser as mesmas do que aquelas para a producéo dos compostos bioativos de interesse.

Com relacdo aos nutrientes, sdo o carbono e o nitrogénio os elementos
dominantes na fermentacéo porque estdo diretamente ligados a producdo de biomassa e
dos metabdlitos. Também a natureza e a concentracdo da fonte de carbono podem
regular o metabolismo secundario através do fendmeno conhecido como repressao
catabdlica. A relacdo C:N € outro fator importante, e na maioria dos fungos, a limitacéo
de nitrogénio diminui o crescimento mas incrementa a producdo das substancias
bioativas (Manzoni et al., 1999; Lépez et al., 2003). Pesquisas recentes com varias
fontes, e quantidades de carbono e nitrogénio mostraram variacées conforme a espécie
estudada, e o implemento de biomassa ou metabdlito (Kim et al., 2002; Elisashvili et al.,
2003;Hwang et al., 2003; Lee et al., 2004; Tang & Zhong 2002; Wu et al., 2003;

Wagpner et al., 2004).

As temperaturas Otimas para a producao de substancias bioativas sdo geralmente

mais baixas do que aquelas para o crescimento micelial, mas podem variar



consideravelmente. Também o tempo de incubacdo € outro ponto importante, e é
dependente das condi¢Ges de cultivo e das caracteristicas de crescimento do fungo

(Jonathan et al, 2004; Knight et al., 2003; Lee et al., 2004; Park et al., 2001).

Aeracéo e agitacdo do caldo de fermentacdo propiciam a demanda de oxigénio
no cultivo submerso. A condicdo de agitacdo da cultura em caldo é importante,
aumentando a biomassa micelial, exopolissacaridios e outros produtos flngicos. (Lee et

al., 2004)

Portanto, os varios trabalhos comprovam que ha diferencas entre os varios
fungos, quanto a otimizagéo das condicdes de cultivo, e 0 conhecimento destes aspectos

pode melhorar a producdo de substancias de interesse econdmico (Kim et al., 2002).

3.8. Meios de Cultura

O conhecimento nutricional dos fungos é de grande importancia, pois permite o

crescimento, desenvolvimento e manutencao de um fungo em laboratorio.

Os meios de cultura destinam-se ao cultivo artificial de microrganismos. Estes
meios devem fornecer os principios nutritivos indispensaveis ao seu desenvolvimento
sob forma assimilavel e em concentracdo nédo inibitéria ao crescimento. Além disso,
todo meio de cultura deve ser submetido a esterilizacdo a fim de eliminar qualquer

microrganismo contaminante.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Cultivo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Microrganismos

De um ponto de vista geral os meios de cultura podem ser classificados segundo
a consisténcia em solido, semi-sélido ou liquido; quanto a funcdo podem ser
enriquecedores, seletivos, diferenciadores ou de manutencdo e quanto a natureza

classificam-se em animados ou inanimados.

Os meios de cultura mais utilizados para os fungos sdo os semi-sélidos (gel) e os
liquidos (caldo). O meio semi-sélido é geralmente o mais indicado para a manutencéo e
crescimento dos fungos, pois 0s substratos naturais de muitos fungos séo solidos ou
semi-sdlidos, como é o caso da madeira, tecido animal e vegetal ou solo. Dentre os
agentes semi-solidos, o &gar € o mais indicado, por ndo se liquefazer antes de atingir

100°C e permanecer liquido até proximo de 45°C, no resfriamento.

Ja o meio liquido € muito utilizado para a obtencdo de metabodlitos secundarios
uma vez que quando o microrganismo se desenvolve tende a lancar para 0 meio seus

metabolitos secundarios e o meio liquido facilita a extracéo.

No caso de aplicabilidade biotecnoldgica dos fungos, a fase de crescimento é
muito importante para a qualidade do processo, pois de acordo com Donini (2006) a
fase de miceliacdo do substrato possui uma importancia fundamental para o crescimento
dos basidiomicetos, pois quanto mais rapido ocorrer seu desenvolvimento menor € o

risco de contaminacao.

O crescimento miceliano pode ser influenciado pela reducdo na concentragéo de

nutrientes e oxigénio, acumulo de produtos finais toxicos, producdo de metabdlitos



secundarios e mudancas de fatores como o pH (Regina, 2001). Assim podemos afirmar
que o meio de cultura pode influenciar diretamente no crescimento do fungo e na

producdo de metabdlitos pelo mesmo.

3.8.1. Meio de cultura: Fonte de Nutrientes de Residuos Agricolas

Os fungos, em fungdo de suas caracteristicas de reproducdo e crescimento,
adaptam-se a uma grande variedade de substratos, entre eles, efluentes de industrias

processadoras de alimentos, residuos agricolas e agro-industriais. (Tavares, et al. 1998).

Nos ultimos anos, hd um interesse crescente no uso eficiente de diversos

residuos agroindustriais e agricolas (Pandey, et al, 1999; Reddy, et al., 2003).

Neste sentido, varios bioprocessos tém sido desenvolvidos utilizando estes
materiais como substratos para a producdo de diversas moléculas com alto valor
agregado, tais como: proteinas microbianas, acidos orgéanicos, etanol, enzimas e
metabolitos secundarios biologicamente ativos. O uso de residuos agricolas como
substratos em bioprocessos, além de poder ser economicamente viavel, ajuda a resolver
0s problemas ambientais decorrentes do seu acimulo na natureza. (Rosales, et al., 2005;

Villas-Bdas, et al., 2002).

Assim podemos afirmar que as principais vantagens advindas desta proposta sdo
a reducdo do impacto ambiental causado pelo descarte de residuos in natura no
ambiente e a agregacdo de valor aos mesmos, ou seja, esta etapa da pesquisa visa

possibilitar bioprocessos que promovam o desenvolvimento sustentavel.



3.8.1.1. Casca de Melancia (Citrullus lanatus)

Quadro Taxonémico da Melancia.
Reino: Plantae.

Divisdo: Magnoliophyta.

Classe: Magnoliopsida.

Ordem: Cucurbitales.

Familia: Cucurbitaceae.

Género: Citrullus.

Especie: lanatus

Nome Binomial: Citrullus lanatus

Dentre as frutas que produzem grande quantidade de residuos, encontra-se a
melancia, botanicamente classificada como Curcubita lanatus, é originaria da india,
porém introduzida no Brasil, onde se aclimatou muito bem, pelos escravos, da Africa

tropical na época da colonizacdo. (Santana & Oliveira, 2005).

A fruta possui trés partes: Casca, polpa e sementes. A casca é espessa (1-4 cm).
O exocarpo é verde, claro ou escuro, de uma tonalidade Unica, listado ou as

manchas.(Oliveira, 1989).
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Tabela 04 — Composicdo Centesimal da Casca de Melancia

CONSTITUINTES - CASCA DE MELANCIA
Umidade (%) 96.0 £ 0.9
Cinzas (%) 0.58 + 0. 04
Lipideos (%0) 0.30 £ 0.02
Proteinas (%N x 6.25 093 +04
Carboidratos (%) 2.19+0.5
Valor Energético Total (kcal) 15.18 + 1. 53

Fonte: Adaptado de Santana & Oliveira, 2005

3.8.1.2. "Coroa" de Abacaxi (Ananas comosus.)

Quadro Taxonémico do Abacaxi
Reino: Plantae.

Divisdo: Magnoliophyta.
Classe: Liliopsida.

Ordem: Poales.

Familia: Bromeliaceae.

Género: Ananas.

Especie: comosus.

Nome Binomial: Ananas comosus.

A parte do abacaxi chamada de “coroa” compreende a parte da muda localizada

no apice do fruto.

O Brasil é o maior produtor de abacaxi da América do Sul. (Fennema, 1993).

Assim o abacaxi pode ser considerado como uma das principais frutas brasileiras e esta
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presente, praticamente, o ano todo no mercado. Segundo Carvalho e Clemente (1981), o
abacaxizeiro ¢ uma planta, da qual apenas 22,5% correspondem & polpa do fruto,
comestivel e altamente industrializada. Dos 77,5% restantes, a casca contribui com
4,5% e a parte vegetativa com 73%. Segundo varios autores, Carvalho & Clemente
(1981), Carvalho (1985), Couto (1985), Tisseu (1986), Costa & Carvalho (1989) e
Ritonja et al. (1989), as folhas e o caule possuem composi¢cdo quimica rica em
carboidratos, proteinas e enzimas proteoliticas. Ao contrario da maioria dos residuos
agricolas, caule e folhas, os residuos industriais, casca e cilindro central tém sido pouco

estudados.

Neste contexto o abacaxi apresenta-se como um grande fornecedor de residuos
(casca, cilindro central e coroa), 0s quais possuem em sua COmposicdo teores

apreciaveis de vitaminas, agucares, fibra alimentar, entre outros constituintes.

3.8.1.3. Bagaco da Laranja

Quadro Taxondmico da Laranja
Reino: Plantae.

Divisdo: Magnoliophyt

Classe: Magnoliopsida

Ordem: Sapindales

Familia: Rutaceae

Género: Citrus

Especie: sinensis

Nome Binomial: Citrus sinensis
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O fruto da laranja é produzido em uma arvore de porte médio, geralmente com
oito metros de altura, seu tronco possui casca castanho-acinzentada, sua copa é densa e
de formato arredondado. Folhas longas de textura firme e bordos arredondados, flores

pequenas brancas e odorantes e atrativas para abelhas.

O fruto possui forma arredondada, casca fina e fibrosa, alaranjada. Polpa
amarelo-avermelhada, com muito suco. Sementes achatadas, verde-esbranquicadas.
Contém quantidades apreciaveis de sais minerais, principalmente calcio, potassio, sodio

e fosforo.

Possui frutificagdo durante todo o ano. Qualquer tipo de laranja contém
quantidades apreciaveis de sais minerais, principalmente calcio, potassio, sédio e
fosforo.A laranja é rica em vitaminas do complexo B, contém um pouco de vitamina A

e € considerada a melhor fonte de vitamina C (Abecitrus, 2008).

Um dos principais subprodutos da laranja é a producéo de suco. O Brasil produz
em torno de 53% da producdo mundial de suco de laranja sendo responsavel por 80%
do comércio internacional desse produto. A laranja representa aproximadamente 49%
da producdo brasileira de frutas. Em 2007, a producdo de laranja foi de 18.500.478 t e

no ano de 2008 a safra ultrapassou 18.580.908 t (IBGE, 2006).

A industrializacdo de citros, em especial da laranja, para a producdo de sucos
gera grandes quantidades de residuos, que equivale a 50% do peso da fruta e tem uma
umidade aproximada de 82%. Atualmente, os residuos da laranja sdo utilizados

principalmente como complemento para ragdo animal (Abecitrus, 2008).



Vérios estudos tém proposto outros usos para os residuos de laranja, incluindo a
obtencéo de fertilizantes organicos, pectina, éleos essenciais, compostos antioxidantes e
como substratos para a producdo de diversos compostos com alto valor agregado, tais
como proteinas microbianas, acidos organicos, etanol, enzimas e metabodlitos
secundérios biologicamente ativos. Essas sdo excelentes alternativas para evitar a
poluicdo do meio ambiente e agregar valor a essas substancias até entéo tratadas como

residuos da industria de processamento da laranja (Abecitrus, 2008).

Destaca-se ainda que apesar da ampla possibilidade de utilizacdo, existem
poucos trabalhos na literatura referindo-se ao uso de residuos da agroindustria da laranja
para fins de producdo de meio de cultura e obtencdo de metabolitos secundarios de

interesse econdmico.

Os residuos da laranja subdividem-se em: cascas, sementes e bagaco. A casca da
laranja contém 16,9% de acUcares solaveis, 9,21% de celulose, 10,5% de hemicelulose
e 42,5% de pectina como 0 componente mais importante. Devido a sua composi¢ao rica
em carboidratos solveis e insollveis, esse subproduto apresenta grande potencial para
ser utilizado em produtos de alto valor agregado obtidos através da hidrélise quimica ou

enzimatica e posterior conversao biolégica (Rivas et al., 2008).

Os acucares sollveis da casca de laranja sdo glicose, frutose e sacarose. Os
polissacarideos insollveis da parede celular da casca de laranja sdo compostos de

pectina, celulose e hemicelulose. A pectina e as hemiceluloses sdo ricas em é&cido



galacturonico, arabinose, galactose e pequenas quantidades de xilose, ramnose e glicose

(Grohmann et al., 1995).

A Composicdo centesimal do bagaco da laranja em matéria seca mostra que o
mesmo é composto por: Proteina 8,38+0,09 %; Cinzas 4,41+0,18%; Fibra 69,44+0,28%

e Carboidratos %13,62 (Cerqueira, et al, 2003).

3.8.2. Meio de cultura: Fonte de Nutrientes Regionais da Amazonia

3.8.2.1. Cara (Dioscorea alata)

Quadro Taxonémico do Cara
Reino: Plantae.

Divisdo: Magnoliophyta

Classe: Liliopsida

Ordem: Dioscoreales

Familia: Dioscoreacea

Especie: alata.

Nome Binomial: Dioscorea alata.

Sinonimia: Batata de polpa roxa.

O Card Roxo (Dioscorea alata.) é uma hortalica com expressivo consumo
mundial e considerada cultura alternativa em expanséo, pois seu consumo ultrapassou a
batata-doce, a mandioca e a propria batata portuguesa. Como alimento é rico em

carboidratos, proteinas, calcio, ferro e vitamina B1 e B2 (Abramo, 1990). Os teores de



amido (51,59%) e de proteinas (9,04%) sdo altos e comparativamente parecidos e até

superiores aos de milho (52,32% de amido e 8,28% de proteinas) (Vieira et al. 1999).

O Card é um alimento feculento muito consumido por habitantes de paises
tropicais; na culinaria pode ser utilizado como substituto da batata inglesa, da batata
doce e da macaxeira. E alimento de facil digestibilidade, indicado para dietas. Algumas
espécies tém valor farmacolégico. Devido o tubérculo ndo se deteriorar apos a colheita,

pode conservar-se a sombra em estado natural por até 90 dias. (Abramo, 1990)

Como alimento, é rico em carboidratos, proteinas, fosforo, célcio, ferro e

vitaminas B1 e B2 (Abramo, 1990; Anuario, 1994).

3.8.2.2. Macaxeira (Manihot esculenta)

Quadro Taxonémico da Macaxeira
Reino: Plantae.

Divisdo: Magnoliophyta

Familia: Euphorbiaceae

Género: Manihot

Espécie: esculenta

Nome Binomial: Manihot esculenta

De acordo com a F.A.O, (1991), a macaxeira € uma importante cultura tropical,
constituindo-se na principal fonte de calorias para mais de 500 milhGes de pessoas na

Africa e América do Sul. O Brasil apresenta uma ampla variedade da cultura da



mandioca, sendo estas, muito utilizadas na industria de farinha, fécula e para o consumo
in natura sob forma de raiz fresca. Sua importancia como alimento pode ser medida

pelo alto consumo per capita no pais que chega a 50,6Kg/hab/ano (Cardoso et al., 1999)

No Brasil existem cerca de 141 etnovariedades de mandioca e macaxeira, dentre

as quais 40 estdo distribuidas no Amazonas (Faraldo et al., 2000; Silva et al., 2001).

3.8.2.3. Pupunha (Bactris gasipaes)

Quadro Taxondmico da Pupunha
Reino: Plantae.

Divisdo: Magnoliophyta

Classe: Liliopsida

Ordem: Arecales

Familia: Areaceae
Género:.Bactris

Espécie: gasipaes

Nome Binomial: Bactris gasipaes

A pupunheira (Bactris gasipaes) é palmeira perene, nativa da regido tropical das
Américas, sendo utilizada, ha séculos, para a producéo de frutos que sdo até hoje a base
da alimentacdo dos habitantes de sua regido de origem. Os frutos dessa palmeira sdo

ricos em amido (carboidratos) e vitamina A. (Hernandez et al, 2001).



Essa palmeira possui grande potencial econdmico em virtude de seus multiplos
usos de seus frutos e palmito. Os frutos, ap6s o cozimento, sdo consumidos diretamente
ou utilizados na producdo de farinha, que podera ser empregada em diversas receitas
culinarias. Da polpa pode ser extraido um 6leo comestivel e da semente um outro tipo
de 6leo de uso na indlstria de cosméticos. Da extremidade do caule se extrai um
palmito de excelente qualidade. A quantidade do dleo do mesocarpo tem sido mais
estudada do que a qualidade da proteina e contém tanto &cidos graxos saturados (29,6 —
46,3%) como insaturados (53,3 — 69-9%), e acido oléico (41 — 50,3%) o mais abundante

respectivamente (Lorenzi et al, 1996).

3.8.2.4. Buriti (Mauritia flexuosa)

Quadro Taxonémico do Buriti

Reino: Plantae.

Divisdo: Magnoliophyt

Classe: Liliopsida

Ordem: Arecales

Familia: Arecaceae

Género: Mauritia

Espécie: flexuosa

Nome Binomial: Mauritia flexuosa.

Sinonimia: coqueiro-buriti, buritizeiro, miriti, muriti, muritim, muruti, palmeira-dos-

brejos, caranda-guacu, carandai-guacu, miriti (PA), moriti, muriti, boriti.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Liliopsida
http://pt.wikipedia.org/wiki/Arecales
http://pt.wikipedia.org/wiki/Arecaceae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mauritia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mauritia

O buriti, M. flexuosa, é uma palmeira robusta que atinge 35 metros de altura,
com tronco (estipe) solitério e ereto, sem ramificacdo, liso e com anéis uniformemente
espacados, de 30-60 cm de diametro. No apice do estipe encontra-se uma coroa de 20
folhas de até 4 m de comprimento, em formato de estrela, cresce preferencialmente em
terrenos pantanosos. As flores sdo dispostas em longos cachos de até 3 metros de
comprimento e possuem coloracdo amarelada, é uma planta didica ou poligamo didica,
ou seja, existem individuos com flores masculinas e individuos com flores femininas e

hermafroditas.

O fruto € uma drupa globoso-alongada de 4-7 cm de comprimento, constituida
de epicarpo (casca mais externa) formado de escamas romboides de cor castanho-
avermelhada; mesocarpo (parte comestivel) representado por uma massa espessa de cor

alaranjada; endocarpo esponjoso que envolve a semente muito dura.

Uma Unica planta pode conter até 7 cachos de frutos, com uma média anual de

producéo de 5000 frutos.

Ocorre em toda a Amazodnia, Nordeste, Centro Oeste e Brasil Central, atingindo
seu limite austral no norte do estado de S&o Paulo. Também ocorre no norte da América
do Sul. E a palmeira mais amplamente distribuida no pais, formando populacdes

naturais homogéneas tdo amplas que chega a ser detectada por imagens de satélite.

Inimeros produtos Gteis do buritizeiro sdo aproveitados pelas populacfes

ribeirinhas de sua regido de ocorréncia, tanto na sua alimentagdo como em outras



necessidades diérias: bebida natural ou fermentada, sabdo caseiro, material para casa,

6leo e doces dos frutos, fécula e um liquido potavel e aglcar do estipe, etc.

3.8.2.5. Acai (Euterpe edulis)

Quadro Taxondmico do Acai
Reino: Plantae.

Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Liliopsida

Ordem: Arecales

Familia: Arecaceae

Género: Euterpe

Espécie: edulis.

Nome Binomial: Euterpe edulis.

O acaizeiro ¢ muito semelhante a palmeira jucara (Euterpe edulis) da Mata
Atlantica, diferenciando-se porque cada planta de jucara tem somente um caule mas 0s
acais crescem em touceiras de 4 a 8 estipes (troncos de palmeira) cada um de 12 m de
altura e 14cm de diametro ponto-médio e podendo chegar até uns 20 metros. (Johnson,

1996).

O acai € considerado alimento de alto valor caldrico, com elevado percentual de
lipideos, e nutricional, pois, é ricos em proteinas e minerais. Nas areas de exploracao
extrativa, o agai representa a principal base alimentar da populacdo, notadamente dos

ribeirinhos da regido do estuario do Rio Amazonas. (Embrapa, 2006).


http://pt.wikipedia.org/wiki/I%C3%A7ara_(palmeira)
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mata_Atl%C3%A2ntica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mata_Atl%C3%A2ntica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Estipe

3.8.3. Meio de Cultura: Controle

Smania e colaboradores (1995), realizou um estudo sobre o basideomiceto
Pycnoporus sanguineus. Neste trabalho, foi feito testes com meios solidos e meios
liquidos, para a avaliacdo do crescimento inicial deste fungo. Utilizou-se o agar de
batata, agar de celulose, agar de mostro e &gar de Sabouraud. O melhor
desenvolvimento foi obtido em &gar de batata, que em quinze dias cobriu toda a
superficie do agar. Em meio liquido, foi testado caldo de batata, caldo de celulose e

extrato de solo, apresentando o melhor crescimento em caldo de batata.

Com base na pesquisa do referido autor, utilizou-se 0 meio suplementado com
batata como meio controle a fim de obter-se um parametro comparativo para 0S
resultados obtidos da biomassa, atividade enzimatica e atividade antimicrobiana com os

demais meios estudados nesta pesquisa.

3.8.3.1. Batata (Solanum tuberosum)

Quadro Taxonémico da Batata
Reino: Plantae.

Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Solanales

Familia: Solanaceae


http://pt.wikipedia.org/wiki/Angiosperma

Género:.Solanum
Especie: tuberosum

Nome Binomial: Solanum tuberosum

A batata (Solanum tuberosum L) é um alimento de alto valor energético e alto
teor de proteinas, sais minerais destacando-se ainda como boa produtora de vitamina C
e de vitaminas do complexo B. Existe ainda razoavel fonte de ferro, fosforo e magnésio

além de uma 6tima fonte de potassio. (Bernardi et al. 2008)



4. MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi realizada em trés etapas metodoldgicas, descritas a seguir: 1-
Producdo de Biomassa Flngica; 2- Determinacdo da Atividade Antimicrobiana e 3-

Avaliacédo da producdo das enzimas Lacase, Peroxidases e Fenoloxidases Totais.

4.1. Preparacao do Isolado Amazdnico do Fungo Pycnoporus sanguineus.

Os isolados amazdnicos do fungo Pycnoporus sanguineus, foram preparados
seguindo as seguintes etapas consecutivas: Coleta do Fungo, Identificacdo, Isolamento,
Repicagem e Incubacdo. Todo o processo de desinfeccdo foi realizado em Céamera de

Fluxo Laminar para evitar possiveis contaminagdes.

4.1.1 Coleta dos Fungos

A coleta foi realizada no perimetro urbano no Municipio de Manaus no més de

julho de 20009.

O fungo Pycnoporus sanguineus foi coletado juntamente com partes do seu
substrato, a fim de que a amostra permanecesse viva por um maior periodo e o
transporte foi realizado com a utilizagdo de sacos de papel para o armazenamento. Em

seguida os organismos coletados foram identificados e levados ao Laboratério de



Biorganica do Mestrado em Biotecnologia e Recursos Naturais da Amazonia —
MBT/UEA e armazenados em camara de refrigeracdo cientifica em temperatura de (+
4°C) até o momento do isolamento, o qual ocorreu aproximadamente 14 horas apés a

coleta.

4.1.2 Isolamento dos Fungos

Do material coletado foram retiradas amostras de (30 mm) do carpoforo do
fungo, utilizando-se um bisturi estéril. As amostras passaram por um procedimento de
assepsia, que constou das seguintes etapas: submergir a amostra por aproximadamente 1
segundo em alcool 70% e em seguida em hipoclorito de sodio a 3%, logo apos deixou-
se 0 indculo imerso por 1 minuto em agua destilada. A amostra foi colocada sobre papel

filtro para absorver o liquido e seca-la.

As placas de Petri foram previamente esterilizadas a 180 °C por 15 minutos.
Em cada placa foi pipetado 15 ml do meio de cultura BDA contendo antibiotico a fim
de eliminar possiveis bactérias remanescentes nas amostras. Todo o procedimento foi
conduzido em camera de fluxo laminar. Cada placa recebeu quatro amostras de

aproximadamente 30 mm do fungo coletado e submetido a assepsia. (Figura. 9).



Figura 9 — Isolamento da amostra Amazonica do Fungo Pycnoporus sanguineus.

Apobs este procedimento as placas foram lacradas com fita plastica do tipo
Parafilm “M” e devidamente identificadas. Estas foram incubadas em BOD a 30° C (£
2°C) e observadas diariamente, por um periodo de quatro dias, para o desenvolvimento

do fungo em volta das amostras. (Figura 10)

Figura 10 — Crescimeto ap0s 4 dias da amostra Amazdnica do fungo Pycnoporus

sanguineus.

Decorrido esse periodo, foi realizada uma nova repicagem em meio BDA,

nesta etapa sem a utilizacdo do antibidtico, para a obtengdo de uma cultura pura. As



placas foram novamente incubadas em BOD a 30° C (+ 2°C), por sete (7) dias para o
desenvolvimento do fungo em toda superficie do meio de cultura. Apos este periodo as
culturas foram mantidas em camara de refrigeracdo cientifica & temperatura de + 4°C até

0 momento de uso.

A identificacdo da cultura pura foi baseada na metodologia tradicional, através
de andlise macro e micromorfoldgicas do fungo cultivado em meio sélido. Os resultados
foram comparados com as referéncias bibliograficas.

Esta etapa metodologica pode ser resumida como observado na Figura 11:

Coleta

!

Identificacdo Visual

!

Isolamento / Obtencéo de Cultura Pura

!

Identificacdo / Analise Macro e Micromorfoldgica

||

Repicagem

!

Incubacao

Figura 11: Esquema metodoldgico da preparacdo do isolado Amazénico do fungo P.

sanguineus.



PRIMEIRA ETAPA

4.2. PRODUCAO DE BIOMASSA FUNGICA

Esta etapa da pesquisa foi realizada nos Laboratérios de Biorganica e
Prote6bmica, ambos na Universidade do Estado do Amazonas-UEA no Programa de Pos-

graduacdo em Biotecnologia e Recursos Naturais da Amazonia — MBT/UEA.

4.2.1. Meios de Cultura Liquida

Os fungos precisam para 0 seu crescimento, de um meio que deve conter uma
fonte de carbono e nitrogénio tal como glicose, amido, celulose, além de sais minerais.
Outro parametro determinante para o crescimento e producdo de metabdlitos
secundarios por estes organismos é a condicdo em que esse microrganismo é cultivado.
Assim, quando esses organismos sdo cultivados e submetidos a agitacdo ou a condigédo
estacionaria, estes podem atingir diferentes niveis de crescimento, assim como

diferentes padrdes para producdo de metabolitos.

Para obtencdo de biomassa foram elaborados e testados dez meios de cultura:
e R1 - Casca de Melancia (Citrullus lanatus);
e R2-"Coroa" de Abacaxi (Ananas comosus.);
e R3-Bagaco de laranja moido e seco a 35° C (C. sinensis);
e R4 - Bagaco de laranja com umidade natural (C. sinensis);
e M1 - Cara (Dioscorea alata);

e M2 — Macaxeira (Manihot esculenta);



e M3 - Pupunha (Bactris gasipaes Kunth);
e M4 — Buriti (Mauritia flexuosa);
e M5 — Acai (Euterpe oleracea);

e C1 - Meio Controle — Batata (Solanum tuberosum L.);

4.2.1.1. Obtencéo e Preparo da Matéria-Prima Utilizada para Suplementacédo dos

Meios de Cultura

Todos os suplementos nutricionais foram selecionados, lavados um a um em
agua corrente e sanitizados por imersdo em agua clorada contendo 5 ppm de cloro
residual livre. Em seguida os suplementos foram cortados em pedacos de

aproximadamente 1,5 cm.

Tanto o meio R3 quanto 0 meio R4 foram suplementados com residuos da
laranja, porém, ambos diferem entre si na umidade. O suplemento nutricional do meio
R3 recebeu o tratamento de secagem e moagem. A secagem foi realizada em estufa a
temperatura de 35°C até peso constante, periodo de aproximadamente 36 horas. Apds a
secagem, o0s residuos foram triturados em moinho de facas para obtencdo da
granulomeétrica entre 0,354 e 0,595mm. Ja o suplemento para o0 meio R4, ndo recebeu o

tratamento de secagem nem de moagem, sendo portanto, utilizado com umidade.natural.

Os meios de cultura utilizados para o estabelecimento das condicGes de cultivo

para a producdo de biomassa fungica foram preparados seguindo 0s seguintes critérios:



Para cada meio de cultura foi utilizado: 200g do suplemento nutricional (matéria

prima regional ou residuo), 1000 ml de agua destilada e 15g de glicose.

Todos os meios de cultura foram autoclavados durante 15 minutos a 121°C. O
pH de todos os meios de cultura foram ajustados posteriormente para 5,0, utilizando-se

NaOH 1,0 M ou H,SO4 1,0 M.

4.2.2. Semeadura dos Isolados Fungicos nos Meios de Cultura

Para efetuar semeadura do material fungico foi utilizada a metodologia proposta
por Bettucci e Guerrero (1971). Segundo 0s autores é necessario aquecer o estilete,
molhar com agua destilada e cortar amostras sempre proximas & chama do bico de

Bunsen.

A semeadura do isolado fungico nos meios de cultura foi realizada em camera de
fluxo laminar, por meio da transferéncia direta de um disco de micélio (10 mm de
diametro), o qual foi retirado da regido periférica da placa, pois, o crescimento € restrito
a extremidade da hifa, em erlenmeyer de 125ml, contendo 100ml de meio de cultura
para os testes realizados sob condicdo de 180 rpm (agitacdo) e sob condicdo de O rpm

(estacionaéria).

Todos os experimentos foram mantidos sob regime luminoso de 24 h de claro, a
30°C e mantidos pelo periodo de 5, 10, 15, 20 e 25 dias. Foi feita a triplicata para cada

meio de cultura, e os valores utilizados correspondem a média das triplicatas.



4.2.3. Determinagdo da Biomassa Fungica

Para determinacdo da biomassa fangica foi utilizado o crescimento em meio
liquido. Apds 5, 10, 15, 20 e 25 dias de crescimento, 100 ml do meio foi filtrado em
papel Watmann com 50 ml de agua destilada, e sucessivas lavagens. A biomassa
fungica foi calculada pela diferenca em relacdo ao peso seco em estufa através da
seguinte equacao:

MM (%) = Pf — Pi x 100
Pi

Onde: Pi = peso seco do papel filtro; Pf = peso seco do papel filtro apos

filtragem e MM = peso micelial em porcentagem.

Esta etapa metodologica pode ser resumida como observado na Figura 12:

Elaboracao dos 10 Meios de Cultura

|

Crescimento de P. sanguineus / Producédo de Biomassa

Pen’odo:l Condigéesl

5, 10, 15, 20 e 25 dias 180 rpm - Agitacdo

l 0 rpm - Estacionaria

Obtencédo da Biomassa

Figura 12: Esquema metodoldgico da obtencdo de biomassa do fungo P. sanguineus.



SEGUNDA ETAPA

4.3. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Durante os experimentos para a determinacao da atividade antimicrobiana foram
realizados dois ensaios sendo: 1- Preparacdo do Liquido-Metabdlito; 2- Preparacdo do

Extrato Fungico.

4.3.1. Preparagéo do Liquido-Metabdlito

A metodologia utilizada foi a do liquido metabdlito, também conhecido como

método do filtrado ou para a detecgéo de antibidticos.

A cepa do fungo Pycnoporus sanguineus foi cultivada em 3 placas de
petri, sendo que cada uma continha um dos trés meios nutricionais que apresentaram
melhor producdo de biomassa fungica: Placa 01: Meio Suplementado com Cara -
Dioscorea alata (M1); Placa 02: Bagaco da Laranja moido e seco a 35°C Citrus
sinensis (R3); Placa 03: Bagaco da Laranja com umidade natural Citrus sinensis (R4).
Como controle foi utilizado meio suplementado com Batata. - Solanum tuberosum (C1).
Para o crescimento em placa foi acrescentado dgar aos meios. Todos 0s meios tiveram o
pH ajustado para 5,0. Os experimentos foram mantido por 7 dias a 30°C (£ 2°C) em
incubadora BOD para o desenvolvimento do fungo em toda superficie do meio de
cultura. Apds este periodo as culturas foram mantidas em camara de refrigeracdo

cientifica & temperatura de 3.5°C até 0 momento de uso.



Destas placas de Petri, foram retirados discos de micélio de 10 mm de didmetro
para fermentacdo em erlenmeyer de 125 ml, contendo 100 ml de cada meio de cultura
em incubador shaker a 30°C e 180 rpm, por 25 dias. Decorrido este periodo, o micélio
foi separado do meio por filtracdo a vacuo em papel Whatman, n°4. Em seguida, o

liguido foi novamente filtrado em membrana Millipore (0,22um ou 0,45um) e

armazenado a (+4°C) para realizagcdo dos ensaios antimicrobianos.

4.3.2. Preparacéo do Extrato Fungico

A cepa amazobnica do fungo Pycnoporus sanguineus foi coletada na zona leste
do perimetro urbano da cidade de Manaus- AM, esta foi armazenada em saco de papel e
transportada para o Laboratdrio de Biorganica e Protebmica, ambos na Universidade do
Estado do Amazonas — UEA. O corpo frutifero do fungo foi triturado em moinho de
facas até a obtencdo de 100g. Foram preparados dois extratos, para tanto utilizou-se dois

solventes de diferentes polaridades: Etanol (extrato alcodlico) e Agua (extrato aquoso).

Para o extrato aquoso utilizou-se 100g do material triturado acrescido de 250 ml
de solvente (Adgua destilada). J& para o extrato alcodlico foi usado100g do material

triturado com 250 ml de solvente (etanol).

Apos adicionar os solventes, o material foi macerado por 10 minutos e incubado
por 4 horas. Foi utilizado o extrator Soxhlet para extracdo a quente, em extracdo média
de 8 horas. Apds este periodo os extratos obtidos foram concentrados em evaporador
rotativo a pressdo reduzida, observando-se o ponto de ebulicdo de cada solvente:

Etanol= 78,5°C e Agua= 100°C.



Apds a concentragdo no evaporador rotativo os extratos foram mantidos a

temperatura de 4°C até o momento da diluicéo e teste de atividade antimicrobiana.

4.3.3. Teste de Difusdo em Agar

O teste de difusdo em agar foi baseado na Norma M2-A8 do NCCLS (2003).

4.3.3.1 Preparacéo das placas de Petri com Agar Mueller-Hinton (MH)

Para cada placa de Petri foi utilizado 15ml de meio de cultura. O meio recém

preparado e resfriado foi vertido em placas de Petri de fundo chato, numa superficie

horizontal, para garantir uma profundidade uniforme de aproximadamente 4 mm.

Todo o processo de manipulacdo das placas foi realizada em camera de fluxo

laminar, para evitar possiveis contaminagdes.

4.3.3.2 Preparacéo do Inoculo e Teste Antimicrobiano

Os microrganismos testados foram cepas padronizadas cedidas gentilmente pela
Dra. Ormezinda Celeste Cristo Fernandes da Fundacdo Oswaldo Cruz — FIOCRUZ
unidade Centro de Pesquisa Lednidas e Maria Deane e cepas gentilmente cedidas pelo
Dr. Cristovan Alves da Costa do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia — INPA;

Laboratorio de Virologia. Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana foram utilizadas



bactérias Gram-Positivas Staphylococcus aureus (CBAM 026) e bactérias Gram-

Negativas e Escherichia coli (CBAM 001).

Os microrganismos teste foram cultivados pelo método do crescimento o qual
segue 0s seguintes procedimentos: Trés a cinco colbnias, bem isoladas, do mesmo tipo
morfolégico foram selecionadas da placa de agar. A superficie de cada colénia foi
tocada com uma alca, e os microrganismos foram transferidos para um tubo contendo 5
ml de meio de cultura caldo de soja triptica. A cultura foi incubada em caldo, a 35° C,
até alcancar ou exceder a turbidez de uma solucdo padrdo de McFarland 0,5

(aproximadamente seis horas).

Apos o periodo de incubacdo ajustou-se a turbidez da cultura em crescimento
com solucdo salina estéril ou caldo, de modo a obter uma turbidez 6ptica comparavel a
da solucdo padrdo de McFarland a 0,5. Para o ajuste de turbidez foi utilizado

espectrofotémetro, para a solucdo atingir o padrdo de McFarland a 0,5.

A Inoculacdo das placas de teste e aplicacdo do liquido-metabolito foi realizada
em condicdes ideais. Para tanto, mergulhou-se um swab de algod&o estéril na suspensédo
ajustada, até 15 minutos apds ajustar a turbidez da suspensdo de in6culo. O swab foi
girado varias vezes e apertado firmemente contra a parede interna do tubo, acima do
nivel do liquido. Tal procedimento € importante, pois retirou qualquer excesso de

indculo no swab.

A superficie seca da placa de agar Mueller-Hinton foi inoculada esfregando o

swab em toda a superficie estéril do agar. O procedimento repetiu-se por duas vezes,



girando a placa aproximadamente 60° cada vez, a fim de assegurar a distribuicdo

uniforme do inéculo.

Apb6s 15 minutos, preparou-se orificios circulares de 5 mm de diametro,
formando quatro pocos equidistantes, onde foi aplicada uma aliquota de 70 pl do
controle negativo (4gua destilada) e trés aliquotas de 70 pl cada uma, com o0s
metabolitos fungicos. Apos este procedimento aguardou-se 30 minutos e incubaram-se

as placas em BOD a 37° C por 24 horas.

4.3.3.3. Leitura das Placas e Interpretacdo dos Resultados

Apos 24 horas de incubacdo, cada placa foi examinada a fim de avaliar se as
mesmas foram satisfatoriamente semeadas. Para tanto, observou-se se os halos de
inibicdo resultantes eram uniformemente circulares e existia um tapete confluente de
crescimento. Os didmetros dos halos de inibicdo total (julgadas a olho nu) séo
mensurados, incluindo o didametro do disco, que sera medido em mm, com o auxilio de

um paquimetro.

Todos os testes foram realizados em triplicata, calculando-se ao final a média do

diametro dos halos de inibi¢do de crescimento bacteriano.



Esta etapa metodoldgica pode ser resumida como observado nas Figuras 14;

15,16 e 17.

Crescimento de P. sanguineus

Periodo: l Condicao:

25 dias 180 rpm Meio Testados: M1; R3;

l R4; (ii— Controle.

Obtencao do liquido Metabdlito

Figura 13: Esquema metodoldgico da obtencdo do liquido metabolito de Pycnoporus

sanguineus.

Coleta de P. sanguineus

Secagem / Moagem

Diluicdo em Diluicdo em
Solvente: Agua Solvente: Etanol

Extrator Soxhlet

Evaporador Rotativo

100°C 78,5°C
Extrato Extrato
Aquoso Alcoolico

Figura 14: Esquema metodoldgico da obtencao do extrato de Pycnoporus sanguineus.



Extrato Extrato Liquido /
AQuoso Alcodlico Metabolito

¥

Teste de Difusdo em agar

|

Bactéria Bactéria
Gram (+) Gram (-)

Figura 15: Esquema metodoldgico da avaliacdo de atividade antimicrobiana do Fungo

P. sanguineus.



TERCEIRA ETAPA

4.4. ATIVIDADE ENZIMATICA

4.4.1 Amostras para Quantificacdo de Lacase, Fenoloxidase Totais e Peroxidases

O isolado amazonico do fungo P. sanguineus foi cultivado nos dez meios de
cultura propostos (R1, R2, R3, R4, M1, M2, M3, M4, M5 e CO01). Todos os
experimentos foram realizados em triplicata e sob duas condic@es distintas: 1- Condigéo

de agitacdo a 180 rpm; 30°C e pH: 5,0; 2 — Condigéo Estacionaria; 30°C e pH: 5,0.

Amostras de 4 ml de cada meio de cultivo (caldo filtrado dos meio R1, R2,
R3.R4, M1, M2, M3, M4, M5 e C01) foram consideradas como fonte enzimatica. Essas
amostras foram coletadas no 5°, 10°, 15°, 20° e 25° dias para observacao da producao

enzimatica da lacase, peroxidases e fenoloxidases totais.

4.4.2 Lacase (E.C 1.1.0.3.2)

Para a determinacdo da fenoloxidade tipo lacase foi utilizada a metodologia
adaptada de (Szklarz, 1989). O método baseia-se na oxidacdo do substrato enzimatico
de seringaldazina para sua forma quinona, que apresenta absor¢do a 525 nm (€ 65.000
M™ cm™). Uma unidade de atividade de lacase corresponde a quantidade de enzima
necessaria para oxidar 1 mol da substrato por minuto.

A preparagéo dos reagentes consistem em: 0,3 mL tampao citrato fosfato pH 5,0;

0,1 mL solugdo etandlica de siringaldazina (1,0 mM) solucdo estoque 5mg/10mL de



etanol; 0,1 mL de &gua e 0,5 mL de caldo fangico. Totalizando em volume total de: 1,0

ml.

Os reagentes foram misturados em tubo de ensaio e colocados em cubeta de
vidro para espectrofotdmetro. O branco para zerar o espectrofotdmetro foi feito através
de uma mistura contendo todos os reagentes exceto o caldo fungico. A leitura em

espectrofotdmetro foi realizada por um periodo de trés minutos para cada amostra.

4.4.3 Fenoloxidases Totais

Para a determinacdo das fenoloxidades totais foi utilizada a metodologia da
oxidacao do substrato enzimatico siringaldazine que apresenta absor¢cdo a 460nm (€
29.400 M* cm™). Uma unidade de fenoloxidase correspondente a quantidade de

enzimas necessarias para oxidar 1umol de substrato por minuto.

Preparacdo dos Reagentes: 0,3 mL tampdo citrato fosfato pH 5,0; 0,1 mL
solucdo etandlica de siringaldazina (1,0 mM); 0,1 MI de &gua e 0,5 mL de caldo

fungico. Totalizando em volume total de: 1,0 ml.

Os reagentes foram misturados em tubo de ensaio e colocados em cubeta de
vidro para espectrofotdmetro. O branco para zerar o espectrofotémetro foi feito através
de uma mistura contendo todos os reagentes exceto o caldo de cultura filtrado. A leitura

foi realizada por um periodo de trés minutos para cada amostra.

4.4.4 Peroxidases



totais menos a lacase.

abaixo:

I Caldo de Cultura / Fonte enzimética

A determinagédo das peroxidases foi feita pela diferenca entre as fenoloxidases

A Terceira etapa metodoldgica pode ser resumida como observado na figura

Meio liguido Coleta de 4 mL de caldo filtrado
12 Amo_stra 22 Amostra 32 Amostra 42 Amostra 52 Amostra
5° dia 10° dia 15° dia 20° dia 250 dia
180r 180 rpm 180 rpm 180 rpm 180y pm
Orp 0 rom 0 rom 0 rom 0 rpm

Producéo Enzimatica

Espectofotometria

Leitura da Absorbancia

Figura 16: Esquema metodoldgico da analise de producéo enzimatica.

4.5 Analises Estatisticas

Para a analise estatistica dos dados foi utilizado o software BioEstat 5.0, onde foi

obtido os pardmetros descritivos (média, desvio padrdo, variancia e coeficiente de




variacdo ) dos dados, teste de correlagdo entre as variaveis, e o teste ANOVA e de

Tukey para contrastes das médias.



5. RESULTADOS

5.1. Producéo de Biomassa

5.1.1. Producéo de Biomassa em Residuos Agricolas

5.1.1.1. Producdo de Biomassa em Residuos Agricolas sob Condicéo de Agitacao

Nos testes realizados com meios elaborados a base de residuos agricolas sob
condicdo de agitacdo ocorreu producdo de biomassa em todos 0s meios testados para

Pycnoporus sanguineus.

Conforme o apresentado na (Tabela 05), em termos de valores absolutos a
maior media de producdo de biomassa do fungo P. sanguineus ocorreu no meio
suplementado com bagaco da laranja umido (R4) e a menor producdo de biomassa deu-

se no meio acrescido de casca de melancia (R1).

Observou-se que com excecdo do meio R1, todos os meios apresentaram
producdo de biomassa média superior a producdo média do meio controle (C1) (Tabela

05).



E interessante notar os meios R3 e R4, ambos suplementados com bagago da
laranja, diferindo apenas na forma do preparo do meio de cultura, apresentaram uma
diferenca entre si de 35,4 % na média de producdo de biomassa durante o periodo de
vinte e cinco dias (Tabela 05).

Tabela 05: Atividade média de biomassa produzida por P.sanguineus durante vinte e cinco

dias de crescimento em meio de cultura suplementado com residuos agricolas em comparacgdo
ao meio de cultura controle sob condicéo de agitag&o.

Meios de Cultura Suplementados com Residuos

Agricolas
R1 R2 R3 R4 Ci
C. Melancia | C. Abacaxi | Bag. Lar. (S) | Bag. Lar. (U) | Batata
X % (Biomassa) 44.2% 45.6% 67.6% 103% 45%
Desvio Padrao 14.3 28.4 42.4 66.4 30.7
Variancia 204.7 805.3 1795.3 4415.5 940.5
Coef. Variacdo%  32.37% 62.23% 62.68% 64.51%  68.15%

Conforme mostra a (Figura 17), observa-se uma producdo crescente de
biomassa durante os vinte e cinco dias de incubacdo em todos os meios testados. Os
resultados mostram ainda que em vinte e cinco dias de incubacdo os meios R4 e R3
alcancaram uma maior eficiéncia na producdo de biomassa total em relacdo ao meio
controle (C1), e os meios R1 e R2 obtiveram uma menor producdo de biomassa total

quando comparados ao meio controle (C1).

De modo geral, os meios R3, R4 e C1 apresentaram um padrdo continuo de
producdo de biomassa durante todo o periodo de crescimento. Nota-se ainda que o meio
R2 e R1, aos vinte e cinco dias de incubacdo, comecam a reduzir sua taxa de

crescimento (Figura 17).
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Figura 17 - Variabilidade da producdo de biomassa do fungo P.sanguineus durante 25
dias sob condicdo de agitagdo em meios de cultura suplementados com residuos
agricolas.

Ressalta-se ainda que, o meio de maior producdo final de biomassa R4,

apresentou uma producao trés vezes maior do que o meio de menor produtividade total

R1 como se pode constatar na (Figura 17).

O teste estatistico ANOVA mostrou que ao nivel de 95% de probabilidade
(p>0,05) ndo houve diferenca estatistica significativa na producao de biomassa entre os
meios cultivados a base de residuos sob condicéo de agitacao (Tabela 06).

Tabela 06: Analise de variancia (ANOVA) da biomassa produzida em diferentes meios
de cultura a base de residuos sob condi¢cdo de agitacao.

Causas de variagao G.L S.Q Q.M. F (p)
Tratamento 4 12.9 e+03 32.3e+02

1.978 0.1362*
Residuo 20 32.6 e+03 16.3 e+02
Total 24

*N4o significativo ao nivel de 95% de probabilidade (p>0,05)



5.1.1.2. Producéo de Biomassa em Residuos Agricolas sob Condicédo Estacionaria

Em todos os meios de cultura houve producdo de biomassa para o fungo
Pycnoporus sanguineus na condi¢cdo estacionaria. A (Tabela 07) mostra que nos testes
realizados com meios elaborados a base de residuos agricolas sob condicdo estacionéria
a maior media de producdo de biomassa do fungo P. sanguineus ocorreu no meio
suplementado com bagaco da laranja imido (R4), seguido do meio acrescido de bagacgo
da laranja seco (R3). J& a menor producdo de biomassa deu-se no meio acrescido de

casca de melancia (R1).

Tabela 07: Atividade média de biomassa produzida por P.sanguineus durante vinte e cinco
dias de crescimento em meio de cultura suplementado com residuos agricolas em comparagéo
ao meio de cultura controle sob condicdo de estacionaria.
Meios de Cultura Suplementados com Residuos
Agricolas 0 rpm

R1 R2 R3 R4 C1
C. Melancia | C. Abacaxi | Bag. Lar. (S) | Bag. Lar. (U) | Batata
X % (Biomassa) 22% 25% 54.60% 60.80%  31.80%
Desvio Padrao 4.7 12.1 23.3 27.9 16.2
Variancia 22.5 147.5 540.8 776.7 261.2
Coef. Variacdo%  21.56% 48.58% 42.59% 45.84%  50.82%

O meio de cultura controle (C1) foi superado em percentual de producdo média
somente pelos meios R3 e R4, destacando-se 0 meio R4 por apresentar um percentual
médio 29% superior a0 meio comumente utilizado na maioria dos laboratérios (C1). De
modo geral, com excecdo para 0 meio R1, os meios de cultura apresentaram coeficiente

de variacdo superior a 40% (Tabela 07).

Conforme o apresentado na (Figura 18), de modo geral, todos os meios a base

de residuo sob condigdo estacionaria testados apresentaram um padrdo continuo de



producdo de biomassa. Ressalta-se que 0 meio suplementado com casca de melancia
(R1) apresentou um aumento de apenas 3% entre o 10°. e 0 20° dia de crescimento,
diferente dos demais meios 0s quais apresentaram sempre um crescimento superior a

7% a cada cinco dias de crescimento.
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== R4 - Bg, Lar. Umido ==p=C1 - Batata

Figura 18 - Variabilidade da producdo de biomassa do fungo P.sanguineus durante
vinte e cinco dias sob condigcdo estacionaria em meios de cultura suplementados com
residuos agricolas.

Com o objetivo de verificar se existe diferenca estatistica entre os valores
observados nos diferentes meios de cultura, suplementados com residuos sob condigédo

estacionaria, foi realizado o teste estatistico ANOVA (Tabela 08) onde ficou

evidenciado diferencas entre a producdo de biomassa entre 0s meios testados.



Tabela 08: Analise de variancia (ANOVA) da biomassa produzida em diferentes meios
de cultura a base de residuos sob condigdo de agitacao.

Causas de variagao G.L S.Q Q.M. F (p)
Tratamento 4 62.8 e+02 15.7 e+02

4.4866 0.0096*
Residuo 20 69.9 e+02 349.74
Total 24

* Significativo ao nivel de 95% (p<0,05 significativo)

No teste de Tukey foi realizada a comparacdo pareada das médias (Tabela 09),
onde evidenciou-se diferenca estatistica superior a 35.5 entre 0s meios R1 e R4 e entre
0S meios R2 e R4.

Tabela 09: Anédlise de Tukey para producdo de biomassa em meios de cultura
suplementados com residuos sob condicdo estacionaria.

R1 R2 R3 R4 C1
C.Mela. C.Abac. Bg.lLar(S) Bg.Lar(U) Batata

R1
R2
R3
R4 **(38.8) **(35.8)
C1
** Significativo ao nivel de 95 % (p<0,05 significativo)
Valores entre parénteses correspondem a diferenca entre os meios

5.1.1.3. Producdo de Biomassa em Residuos Agricolas: Condicdo

Estacionaria versus Condicao de Agitacao

Para a producdo de biomassa em residuos agricolas nota-se que durante todos os
periodos de crescimento ocorre uma producdo de biomassa maior nos ensaios realizados
sob condicBes de agitacdo quando compara-se com 0s ensaios realizados sob condicédo
estacionaria. Interessante observar que, conforme mostra as Figuras: 19; 21 e 22,
independente da condi¢do imposta, para o crescimento de biomassa 0s meios R1, R3 e

R4 apresentam-se sempre com um padrdo continuo crescente para a producdo de



biomassa. Enquanto que o meio R2 apresentou uma diminuicdo da taxa de produgéo de

biomassa no periodo compreendido entre dez e quinze dias de crescimento (Figura 20).
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Figura 19 - Variabilidade da producdo de biomassa do fungo P.sanguineus durante
vinte e cinco dias sob condi¢do de agitacdo versus condi¢do estacionaria no meio de

cultura R1.

% Biomassa

100

80

73% 80%

60

40 22%

26% 27%/

20

41%

33%
24%

12%
5DIAS

—4=—R2 - C. Abacaxi AG.

I5%
10DIAS 15DIAS 20DIAS 25DIAS

=fl—R2 - C. Abacaxi EST.

Figura 20 - Variabilidade da producdo de biomassa do fungo P.sanguineus durante
vinte e cinco dias sob condi¢do de agitacdo versus condi¢cdo estacionaria no meio de

cultura R2.
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Figura 21 - Variabilidade da produgdo de biomassa do fungo P.sanguineus durante
vinte e cinco dias sob condicdo de agitacdo versus condi¢do estacionaria no meio de

cultura R3.
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Figura 22 - Variabilidade da producdo de biomassa do fungo P.sanguineus durante
vinte e cinco dias sob condi¢do de agitacdo versus condi¢do estacionaria no meio de
cultura R4.

Importante destacar que em todos os ensaios realizados com meios de cultura a

base de residuo a maior taxa de crescimento ocorre entre vinte e vinte e cinco dias de

crescimento.

5.1.2. Producéo de Biomassa em Meios Regionais

5.1.2.1. Producdo de Biomassa em Meios Regionais sob Condicdo de Agitacéo

Todos 0s meios suplementados com matéria prima regional e submetidos a

condicdo de agitacdo (180 rpm) apresentaram producdo de biomassa.

O meio de cultura acrescido de buriti (M4), apresentou a maior producdo média
de biomassa (173.4%) para o periodo de vinte e cinco dias de crescimento. Ja 0 meio
suplementado com acai (M5) desenvolveu a menor produgdo média de biomassa

(32.4%) para o mesmo periodo de crescimento (Tabela 10).



Conforme apresentado (Tabela 10), observa-se ainda que com exce¢do do meio
acrescido de acai (M5), todos os meios apresentaram producdo média de biomassa
superior a producao do meio controle (C1).

Tabela 10: Parametros Descritivos da producdo média de biomassa produzida por

P.sanguineus durante vinte e cinco dias de crescimento em meio de cultura suplementado com
produto regional e no meio de cultura controle a 180rpm e 30 °C.

Meios de Cultura Suplementados com Produtos Regionais

180 rpm
M1 M2 M3 M4 M5 C1
Cara Macaxeira Pupunha Buriti Acai Batata
X % (Biomassa) 47.4% 49.2% 77.0% 173.4% 32.4% 45.0%
Desvio Padréo 36.4 20.2 39.9 22.6 8.9 30.7
Variancia 1327.3 409.7 1594 510.8 78.8 940.5
Coef. Variacdo%  76.86% 41.14% 51.85% 13.03% 27.40% 68.15%

O teste estatistico ANOVA (Tabela 11) evidenciou diferencas estatisticas ao
nivel de 95% entre a producdo de biomassa nos meios suplementados com produtos

regionais sob condi¢éo de agitacdo testados.

Tabela 11: Analise de variancia (ANOVA) da biomassa produzida em diferentes meios
de cultura a base de produtos regionais sob condicdo de agitacéo.

Causas de
variacao G.L S.Q Q.M. F (p)
Tratamento 5 68.6 e+03 15.7 e+02

16.9338 < 0.0001*
Residuo 24 19.4 e+03 810.183
Total 29

* Significativo ao nivel de 95 % (p<0,05 significativo).

No teste de Tukey foi realizada a compara¢do pareada das médias (Tabela 12), a
fim de saber onde estd a diferenca estatistica e em quanto consiste esté diferenca. A
analise dos dados mostra que existe diferenca estatistica entre os meios: (M1 — M4);
(M2 — M4); (M3 — M4); (M4 — M5) e (M4 — C1), enquanto que para os demais meios

ndo ha diferenca significativa ao nivel de 95 % (p<0,05 significativo).



Tabela 12: Analise de Tukey para producdo de biomassa em meios de cultura a base de
produtos regionais sob condigéo de agitagéo.

M1 M2 M3 M4 M5 C1
Card  Macaxeira  Pupunha Buriti Acai Batata
M1
M2
M3
M4 **(126) **(124.2)  **(96.4) **(141) **(128.4)
M5
C1

** Significativo ao nivel de 95 % (p<0,05 significativo)
Valores entre parénteses correspondem a diferenga entre 0s meios
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Figura 23 - Variabilidade da producdo de biomassa do fungo P.sanguineus durante
vinte e cinco dias sob condicdo de agitacdo em meios de cultura suplementados com
produtos regionais.

Analisando-se a curva de producdo de biomassa em diferentes intervalos de
tempo pode-se verificar que o meio suplementado com buriti (M4), apresentou
producdo de biomassa superior a todos os demais meios durante todos os intervalos de

tempo testados. Destaca-se que 0s meios, M2, M3, M4 e M5 iniciaram um processo de

estabilizacdo de crescimento entre vinte e vinte e cinco dias de cultivo, ao contrario do



que ocorreu com 0s meios C1 e M1 que apresentaram um aumento na taxa de producao

de biomassa neste periodo (Figura 23).

5.1.2.2. Producéo de Biomassa em Meios Regionais sob Condicéo de Estacionéaria

Todos os meios suplementados com matéria prima regional e submetidos a

condicdo de agitacdo estacionaria apresentaram producao de biomassa.

Conforme o apresentado na (Tabela 13), em termos de valores absolutos a

maior média de producdo de biomassa do fungo P. sanguineus ocorreu no meio

suplementado com buriti (M4) e a menor producdo de biomassa deu-se no meio

acrescido de macaxeira (M2).

Tabela 13: Produgdo média de biomassa por P.sanguineus durante vinte e cinco dias de
crescimento em meio de cultura suplementado com produto regional e no meio de cultura

controle na condicdo estacionaria.

Meios de Cultura Suplementados com Residuos Agricolas

M1 M2 M3 M4 M5 C1
Card Macaxeira Pupunha Buriti Acai Batata
X % (Biomassa) 28.40% 27.80% 54.80% 70.40% 31.80% 31.80%
Desvio Padréo 9.8 10.2 26.8 20 16.2 16.2
Variancia 95.3 103.7 716.7 399.8 261.2 261.2
Coef. Variagdo% 34.37% 36.63% 48.85% 28.40% 50.82% 50.82%

Interessante notar que o meio acrescido de buriti (M4), apresentou producéo

média 42.6% superior ao meio suplementado com macaxeira (M2). Em valores

absolutos somente 0s meios M4 e M3, apresentaram producdo média de biomassa

superior a producdo do meio controle (C1). (Tabela 13)



100

90 — _..-"><
o /”’l/’?’:’ —
3 60 —
€ 50 _— & _—9
S — o
o 40
X 30
20 .
10 I —*__
0
5 DIAS 10 DIAS 15 DIAS 20 DIAS 25 DIAS
——N\1 (Card) == 2 (Macaxeira) ==t= M3 (Pupunha)
e 14 (Buriti) = V5 (Acai) —0—C1 (Batata)

Figura 24 - Variabilidade da producdo de biomassa do fungo P.sanguineus durante
vinte e cinco dias sob condigcdo estacionaria em meios de cultura suplementados com
produtos regionais.

Durante todo o periodo de crescimento a producdo de biomassa apresentou-se
crescente para todos os meios testados. Analisando-se a curva de crescimento de
biomassa € interessante notar que a partir de quinze dias de experimento apenas 0s

meios acrescidos de pupunha (M3) e o meio suplementado com Buriti (M4),

apresentaram producéo de biomassa superior ao meio controle (C1) (Figura 24).

O teste estatistico ANOVA, mostrou que existe diferenca estatistica ao nivel de
95% entre os diferentes meios suplementados a base de produtos regionais e sob

condicdo estacionaria (Tabela 14).

A comparacdo pareada das médias, andlise de Tukey, mostra que houve
variagdo estatistica significativa ao nivel de 95%, entre os trés diferentes meios e o meio
acrescido de buriti (M4) e entre 0 meio (M4) e o meio controle (C1) conforme mostra a

(Tabela 15).



Tabela 14: Analise de variancia (ANOVA) da biomassa produzida em diferentes meios
de cultura a base de produtos regionais sob condi¢do estacionéria.

Causas de
variacao G.L S.Q Q.M. F (p)
Tratamento 5 77.8e+02  15.6 e+02

5.0827 0.0029*
Residuo 24 73.5 e+02 306.317
Total 29

* Significativo ao nivel de 95 % (p<0,05 significativo)

Tabela 15: Analise de Tukey para producao de biomassa em meios de cultura a base de
produtos regionais sob condigdo estacionaria.

M1 M2 M3 M4 M5 C1
Card  Macaxeira  Pupunha Buriti Acai Batata

M1 **(42)

M2 **(42.6)

M3

M4

M5 **(38.6)

Cl **(38.6)

** Significativo ao nivel de 95 % (p<0,05 significativo)
Valores entre parénteses correspondem & diferenca entre os meios

5.1.2.3. Producéo de Biomassa em Meios Regionais: Condi¢do Estaciondria versus

Condicao de Agitacéo.

Durante todos os ensaios realizados com meios acrescidos de produtos regionais,
notou-se que em todos os periodos de crescimento ocorre uma producdo de biomassa
maior nos ensaios realizados sob condicGes de agitacdo quando compara-se com 0S
ensaios realizados sob condicdo estacionaria. E interessante observar que os meios M2,
M3, M4 e M5 apresentaram sempre um padrdo continuo de producdo de biomassa, com

taxas de amplitude superiores a 3% entre os meios mantidos sob condigéo de agitacao e



os meios mantidos sob condicdo estacionéria. Dado contrario ao observado no meio
M1, o qual apresentou amplitude minima na taxa de producéo entre as condigdes de
agitacdo e a condicdo de estaciondria para o periodo compreendido entre cinco e dez

dias de crescimento.
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Figura 25 - Variabilidade da producdo de biomassa do fungo P.sanguineus durante
vinte e cinco dias sob condi¢do de agitacdo versus condicdo estacionaria no meio de
cultura M1.
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Figura 26 - Variabilidade da producdo de biomassa do fungo P.sanguineus durante
vinte e cinco dias sob condicdo de agitacdo versus condicdo estacionaria no meio de
cultura M2.



150

0 r—.
100 84%

50 84%
53%

% Biomassa

42%

18%
5DIAS 10DIAS 15DIAS 20DIAS 25DIAS

=—&—M3 Pupunha AG.  —=M3 Pupunha EST.

Figura 27 - Variabilidade da producdo de biomassa do fungo P.sanguineus durante
vinte e cinco dias sob condicdo de agitacdo versus condicdo estacionaria no meio de
cultura M3.
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Figura 28 - Variabilidade da producdo de biomassa do fungo P.sanguineus durante
vinte e cinco dias sob condi¢do de agitacdo versus condi¢cdo estacionaria no meio de
cultura M4.
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Figura 29 - Variabilidade da produgdo de biomassa do fungo P.sanguineus durante
vinte e cinco dias sob condicdo de agitacdo versus condicdo estacionaria no meio de
cultura M5.



5.2. Atividade Antimicrobiana

5.2.1. Atividade antimicrobiana de metabdlitos do fungo Pycnoporus sanguineus.

Todos os metabdlitos testados apresentaram atividade antimicrobiana para pelo
menos uma das cepas testadas. Os metabdlitos produzidos no meio M4 e R4
apresentaram halos de inibicdo superiores aos halos produzidos pelo meio controle
(C1). para a cepa de S. aureus (CBAM 001). Ja para a cepa de E. coli (CBAM 001)
apenas 0 meio R4, obteve atividade antimicrobiana comparavel ao controle, sendo que
0s demais meios apresentara-se com atividade inferior a apresentada pelo meio C1.

(Tabela 16)

Ainda analisando a tabela 16, € interessante observar que, 0os meios R3 e R4,
ambos suplementados com a mesma mateéria prima, diferem muito entre si quanto ao

potencial antimicrobiano.

Ressalta-se que, em alguns ensaios a atividade antimicrobiana dos metabdlitos
mostrou-se alta, de forma que os halos de inibicdo de crescimento uniram-se formando
uma zona unica de inibicdo de crescimento bacteriano (Figura 30). Neste contexto
existe a necessidade de realizar ensaios complementares com o objetivo de determinar a

Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para estes metabolitos em estudos posterores.



Tabela 16: Atividade antimicrobiana dos metabdlitos de Pycnoporus sanguineus,
em diferentes meios de cultura, frente a S. aureus e E.coli determinada a 37 °C por
24 horas, em agar Mueller-Hinton (halo = mm).

Meédia dos Halos de Inibicdo de

Meio + P.sanguineus Crescimento dos Microrganismos
25 Dias / Agitacdo testes (mm)

S. aureus E.coli

(CBAM 001) (CBAM 001)

M4 — Buriti T4+ 21mm
R3 — Bagaco de 8mm 1]
Laranja. (Seco)
R4 — Bagaco de 15mm +++
Laranja. (Umido)
C1- Batata / Controle 13mm +++

(+++) Halos de inibic¢o de crescimento uniram-se; @ Nao houve halo de inibicéo.

Figura 30 - Determinagdo da atividade antimicrobiana de P.sanguineus, quando cultivado em
meio de cultura suplementado com buriti (M4), contra S. aureus.

5.2.2. Atividade antimicrobiana do extrato de Pycnoporus sanguineus.

Os ensaios realizados a partir dos extratos alcodlicos e aquosos obtidos do corpo
frutifero P. sanguineus., apresentaram auséncia do halo de inibi¢cdo de crescimento

bacteriano. Assim podemos concluir que os extratos ndo apresentaram atividade



antimicrobiana para bactérias Gram-Positivas Staphylococcus aureus (CBAM 026), e

bactérias Gram-Negativas Escherichia coli (CBAM 001) nas condi¢des testadas.

5.3. Atividade Enzimatica

5.3.1 Producéo de Lacase

5.3.1.1. Producéo de Lacase em Residuos Agricolas

5.3.1.1.1. Producao de Lacase em Residuos Agricolas sob Condicéo de Agitacdo

Nos testes realizados com meios elaborados a base de residuos agricolas sob
condicdo de agitacdo ocorreu producdo da enzima lacase em todos 0os meios testados

para Pycnoporus sanguineus.

Conforme o apresentado na (Tabela 17), em termos de valores absolutos a
maior média de producdo de lacase em meios de cultura acrescidos de residuos e
mantidos sob condi¢do de agitacdo ocorreu no meio suplementado com bagaco da
laranja imido (R4) e a menor producdo de lacase deu-se no meio acrescido de casca de

melancia (R1).

De modo geral com excec¢do para 0 meio R1, os meios de cultura apresentaram
percentual médio de producdo de lacase superior a 30U/L. Observa-se ainda que com
exce¢do do meio R1, todos os meios apresentaram producdo de biomassa média

superior a producdo média do meio controle (C1) (Tabela 17).



E interessante notar que os meios R3 e R4, ambos suplementados com bagaco da
laranja, diferindo apenas na forma do preparo do meio de cultura, apresentaram uma
diferenca entre si na média de producdo de biomassa durante o periodo de vinte e cinco
dias (Tabela 17).

Tabela 17: Atividade de lacase produzida por P.sanguineus durante vinte e cinco dias

de crescimento em meio de cultura suplementado com residuos agricolas e no meio de
cultura controle.

Meios de Cultura Suplementados com Residuos
Agricolas — 180 rpm

R1 R2 R3 R4 C1

C. Melancia | C. Abacaxi | Bag. Lar. (S) | Bag. Lar. (U) | Batata

Lacase (média U/L) 13.11 31.88 32.42 36.72 32.17
Desvio Padréo 3.0 1.8 4.7 5.2 1.8
Variancia 9.2 3.4 22.5 27.2 3.2

Coef. Variacdo% 23.12% 5.78% 14.63% 14.21% 5.54%

A andlise de variancia (ANOVA), mostra que existe diferenca estatistica
significativa entre as médias de producdo da lacase em meios de cultura acrescidos de
residuos sob condicdo de agitacdo (Tabela 18). Os dados oferecidos pelo teste de Tukey
confirmam que para as condi¢des testadas, 0 meio suplementado com bagaco da laranja
Umido (R4) apresentou melhor resultado para a producdo de lacase em oposicdo ao
meio suplementado com casca de melancia que obteve a menor resultado (Tabela 19).

Tabela 18: Analise de variancia (ANOVA) da producédo de lacase em diferentes meios
de cultura a base de residuos sob condi¢do de agitacdo (180 rpm).

Causas de
variacao G.L S.Q Q.M. F (p)
Tratamento 4 17.1 e+02 427.325

32.6261 < 0.0001*
Residuo 20 261.953 13.098
Total 24

* Significativo ao nivel de 95 % (p<0,05 significativo).



Tabela 19: Anélise de Tukey para produgdo de lacase em meios de cultura a base de
residuos sob condigdo de agitacdo.

R1 R2 R3 R4 c1
C. Mela. Abgéaxi Bg. Lar (S) Bg. Lar(U) Batata

R1 *x(18.76) *%(2361)  **(19.06)

R2

R3  **(19.30)

R4

c1

** Significativo ao nivel de 95 % (p<0,05 significativo)
Valores entre parénteses correspondem a diferenca entre os meios

A producdo de lacase apresentou-se varidvel durante os vinte e cinco dias de
experimento. Ressalta-se que entre vinte e vinte e cinco dias somente os meios R3 e R4
apresentaram producao de lacase superior ao meio controle (C1). Verifica-se ainda que
ocorreu um decréscimo na producéo de lacase em todos os meios no periodo entre dez

e quinze dias de crescimento (Figura 31).

45 -
35 / . \
< 30
)
w 25
Q 20
- —o
10 —
5
0]
5DIAS 10 DIAS 15 DIAS 20 DIAS 25 DIAS
=4==R1-C. Melancia  ===R2 - C. Abacaxi R3 - Bg. Lar. Seco
e R4 - Bg. Lar. Umido === (1 - Batata

Figura 31 - Variabilidade na producédo de lacase pelo fungo P.sanguineus durante vinte
e cinco dias sob condigdo de agitacdo em meios de cultura suplementados com residuos
agricolas.



5.3.1.1.2 Producdo de Lacase em Residuos Agricolas sob Condicao Estacionaria

Nos testes realizados com meios elaborados a base de residuos agricolas sob

condi¢do estacionaria ocorreu producdo da enzima lacase em todos 0s meios testados.

Dados obtidos através da andlise estatistica (Tabela 20) mostram que o meio de
cultura R3 apresentou a maior producdo média de lacase nas condicGes testadas
enquanto que o meio R1 apresentou a menor producdo desta enzima, fato este
confirmado atraves da analise de variancia ANOVA (Tabela 21), e do teste de Tukey,
onde foi realizada a comparacdo pareada das médias (Tabela 22), onde evidenciou-se

diferenca estatistica superior a 12 entre os meios R1 e R3

Destaca-se que 0s meios R4 e R3 apresentaram producdo da enzima lacase

superior ao meio controle C1 (Tabela 20).

Tabela 20 - Parametros Descritivos da producdo média de lacase produzida por
P.sanguineus durante vinte e cinco dias de crescimento em meio de cultura
suplementado com residuos agricolas e no meio de cultura controle a Orpm e 30 °C.
Meios de Cultura Suplementados com Residuos
Agricolas — 0 rpm

R1 R2 R3 R4 C1

C. Melancia | C. Abacaxi | Bag. Lar. (S) | Bag. Lar. (U) | Batata

Lacase (média U/L) 10.00 12.28 22.75 21.91 18.03
Desvio Padrao 1.4 2.1 3.4 2.5 1.9
Variancia 2.1 4.4 11.8 6.2 3.6

Coef. Variacdo% 14.43% 17.12% 15.09% 11.37% 10.49%




Tabela 21: Andlise de variancia (ANOVA) da producéo de lacase em diferentes meios
de cultura a base de residuos sob condicdo de estacionaria.

Causas de
variagao G.L S.Q Q.M. F P
Tratamento 4 647.806 161.952
<
28.8528 0.0001*
Residuo 20 112.261 5.613
Total 24

* Significativo ao nivel de 95 % (p<0,05 significativo)

Tabela 22: Analise de Tukey para producao de lacase em meios de cultura a base de
residuos sob condi¢do estacionaria.

R1 R2 R3 R4 C1
C. Mela. Ab;:caxi Bg. Lar (S) Bg. Lar (U) Batata
R1
R2 **(9.63) **(5.75)
R3 **(12.75) **(10.47) **(4.72)
R4 **(11.90)
C1 **(8.03)

** Significativo ao nivel de 95 % (p<0,05 significativo)
Valores entre parénteses correspondem a diferenca entre 0s meios
Verificou-se que durante o periodo de vinte e cinco dias, sob condigdo
estacionaria de cultivo houve uma oscila¢do na producao da enzima lacase. Interessante
observar que os meios R3 e R4, apresentaram producdo superior de lacase em relagédo
ao meio controle C1 durante todas as fases do experimento. Comportamento contrario
aos meios R1 e R2 que apresentaram concentracdo de lacase inferior a concentracao do

meio controle (C1), durante todos os periodos do experimento (Figura 32).
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Figura 32 - Variabilidade na producédo de lacase pelo fungo P.sanguineus durante vinte
e cinco dias sob condicdo de estacionaria em meios de cultura suplementados com
residuos agricolas.

5.3.1.1.3 Producéo de Lacase em Residuos Agricolas: Condicao de Agitacédo versus

Condicao Estacionaria

Durante todos os ensaios realizados com meios suplementados com residuos, €
interessante notar que em todos os periodos de crescimento ocorreu uma producao da
enzima lacase maior nos ensaios realizados sob condicdes de agitacdo quando
comparado-se com 0s ensaios realizados sob condigéo estacionaria. O meio acrescido de
coroa de abacaxi (R2), destacou-se por apresentar a maior diferenca de atividade da
lacase entre as condicdes de agitacdo e estacionaria para todos os meios testados sob

condicdo de agitacdo e condicdo estacionaria (Figuras: 33, 34, 35 e 36).
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Figura 33- Variabilidade na producéo de lacase pelo fungo P.sanguineus durante vinte
e cinco dias sob condicdo de agitacdo versus condicdo estaciondria no meio de cultura
R1.
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Figura 34- Variabilidade na producédo de lacase pelo fungo P.sanguineus durante vinte
e cinco dias sob condicdo de agitacdo versus condicdo estacionaria no meio de cultura
R2.
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Figura 35- Variabilidade na producéo de lacase pelo fungo P.sanguineus durante vinte
e cinco dias sob condicdo de agitacdo versus condicdo estacionaria no meio de cultura
R3.
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Figura 36- Variabilidade na producéo de lacase pelo fungo P.sanguineus durante vinte
e cinco dias sob condi¢do de agitacdo versus condicdo estaciondria versus no meio de
cultura R4.

5.3.1.2. Producéo de Lacase em Meios Regionais

5.3.1.2.1. Producdo de Lacase em Meios Regionais sob Condicéo de Agitacio

Todos 0s meios suplementados com matéria prima regional e submetidos a

condicao de agitacdo apresentaram producéo de lacase.

O meio de cultura acrescido de buriti (M4), apresentou a maior producdo media
de lacase (37.75) para o periodo de vinte e cinco dias de crescimento. JA 0 meio
suplementado com acai (M5) desenvolveu a menor producdo média de biomassa (18.83)

para 0 mesmo periodo de crescimento (Tabela 23).

Conforme apresentado na Tabela 23, observou-se ainda que com exce¢do do
meio acrescido de acai (M5), todos 0s meios apresentaram producdo média de lacase
superior a 29%, porém apenas 0s meios M3 e M4 superaram em valores absolutos a

producdo média da enzima lacase em relacdo ao meio controle (C1).



Tabela 23: Parametros Descritivos da produgdo média de lacase produzida por P.sanguineus
durante vinte e cinco dias de crescimento em meio de cultura suplementado com produto
regional e no meio de cultura controle.

Meios de Cultura Suplementados com Residuos Agricolas

M1 M2 M3 M4 M5 C1

Card Macaxeira Pupunha Buriti Acai Batata

Lacase (média U/L) 30.00 29.02 35.09 37.65 18.83 32.17
Desvio Padréo 3.8 2.8 4.8 6.7 4.0 1.8
Variancia 14.5 7.7 234 44.4 15.7 3.2

Coef. Variacdo% 12.71% 9.58% 13.79% 17.70% 21.04% 5.54%

Para verificar se as diferencas existentes entre 0s meios eram estatisticamente
significativas realizou-se o teste ANOVA, o qual mostrou que existe diferenca
estatistica ao nivel de 95% entre as diferentes producbGes de lacase nos meios
suplementados a base de produtos regionais e sob condicdo de agitacdo (Tabela 24).

Tabela 24: Analise de variancia (ANOVA) da producdo de lacase em diferentes meios
de cultura a base de produtos regionais sob condicédo de agitacéo.

Causas de
variacao G.L S.Q Q.M. F (p)
Tratamento 5 10.7 e+02 213.565

11.7624 < 0.0001*
Residuo 24 435.759 18.157
Total 29

* Significativo ao nivel de 95 % (p<0,05 significativo).

A comparacdo pareada das medias, analise de Tukey, mostra que houve
variacdo estatistica significativa ao nivel de 95%, e confirma que a maior variacdo na

producdo de lacase esta entre os meios M4 e M5, conforme mostra a (Tabela 25).



Tabela 25: Anélise de Tukey para producdo de lacase em meios de cultura a base de
produtos regionais sob condic¢do de agitagéo.

M1 M2 M3 M4 M5 C1
Card Macaxeira  Pupunha Buriti Acai Batata
M1
M2 **(10.18)
M3
M4 **(8.63) **(18.81)
M5 **(11.16) **(16.26) **(13.33)
C1

** Significativo ao nivel de 95 % (p<0,05 significativo)
Valores entre parénteses correspondem a diferenca entre 0s meios
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Figura 37 - Variabilidade na producédo de lacase pelo fungo P.sanguineus durante vinte
e cinco dias sob condicdo de agitacdo em meios de cultura suplementados com produtos

regionais.

A curva de producdo de lacase (Figura 37) mostra que durante todos o0s

intervalos de producdo enzimética o resultado mais baixo para a producdo de lacase

deu-se no meio acrescido de agai M5. Observou-se que, no periodo de dez a quinze dias

todos 0s meios, com excecdo do meio M5, sofreram uma queda na producéo de lacase.



No meio M5, verificou-se que a partir de vinte dias de producéo este sofre diminuigédo

constante na concentracdo da enzima lacase.

5.3.1.2.2 Producao de Lacase em Meios Regionais sob Condic¢do Estacionaria

Todos os meios suplementados com matéria prima regional e submetidos a

condicdo de estacionéria apresentaram producéo de lacase

A analise estatistica (Tabela 26) mostrou que, 0 meio de cultura acrescido de
buriti M4 apresentou a maior concentracdo media de lacase nas condicOes testadas
enquanto que o meio suplementado com acai M5 apresentou a menor atividade de
lacase nas condicdes testadas. Tais dados foram confirmados através da analise de
variancia ANOVA (Tabela 27), e teste de Tukey, onde foi realizada a comparacgéo

pareada das médias (Tabela 28).

Notou-se que, os meios M3 e M4, apresentaram producdo média de lacase

superior a producao do meio controle C1 (Tabela 26)

Tabela 26: Parametros Descritivos da producdo média de lacase produzida por P.sanguineus
durante vinte e cinco dias de crescimento em meio de cultura suplementado com produto
regional e no meio de cultura controle sob condic¢do de agitagao.

Meios de Cultura Suplementados com Residuos Agricolas

M1 M2 M3 M4 M5 C1

Card Macaxeira Pupunha Buriti Acai Batata

Lacase (médiaU/L)  16.31 10.94 18.94 24.74 5.62 18.03
Desvio Padrao 1.9 1.9 2.7 4.2 2.0 1.9
Variancia 3.7 3.6 7.2 17.9 3.8 3.6

Coef. Variacdo% 11.83% 17.45% 14.13% 17.12% 34.94% 10.49%




Tabela 27: Anélise de variancia (ANOVA) da producdo de lacase em diferentes meios
de cultura a base de produtos regionais sob condi¢do estacionéria.

Causas de
variagao G.L S.Q Q.M. F (p)
Tratamento 5 11.1 e+02 222.334
<
33.4437 0.0001*
Residuo 24 159.552 6.648
Total 29

* Significativo ao nivel de 95 % (p<0,05 significativo)

Tabela 28: Analise de Tukey para producao de lacase em meios de cultura a base de
produtos regionais sob condigdo estacionaria.

M1 M2 M3 M4 M5 C1
Cara Macaxeira  Pupunha Buriti Acai Batata
M1 **(8.43)
M2 **(5.32) **(7.09)
M3 **(5.36) **(8.00) **(5.79)
M4 **(13.80) **(6.70)
M5 **(10.69) *%(13.32) *%(19.12)
C1 **(12.41)

** Significativo ao nivel de 95 % (p<0,05 significativo)
Valores entre parénteses correspondem & diferenca entre os meios

A curva de producdo da enzima lacase mostra que houve uma variacdo na
producdo desta enzima durante os periodos testados. Constatou-se que apenas 0 meio
acrescido de buriti (M4), apresentou-se sempre com producdo de lacase superior ao
meio controle (C1), resultados opostos ao observado na concentracdo de lacase obtida
nos meios acrescidos de acai (M5) e macaxeira (M2), 0s quais apresentaram, em todos

0s periodos testados, concentracdo inferior a do meio controle (C1) (Figura 38).
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Figura 38 - Variabilidade na producédo de lacase pelo fungo P.sanguineus durante vinte
e cinco dias sob condi¢do estaciondria em meios de cultura suplementados com
produtos regionais.

5.3.1.2.3 Producdo de Lacase em Meios Regionais: Condicdo de Agitacdo versus

Condicao Estacionaria

Durante todos os ensaios realizados com meios suplementados com produtos
regionais, notou-se que em todos os periodos de crescimento ocorreu producdo da
enzima lacase maior nos ensaios realizados sob condicbes de agitacdo quando
comparado com os ensaios realizados sob condicdo estacionaria. Observou-se ainda
que, o comportamento na curva de producdo da enzima lacase, mostrou-se semelhante

nas condicdes de agitacdo e na condicao estacionaria.. (Figura 39,40,41,42 e 43).

O maior pico de producdo da enzimatica lacase ocorreu aos dez dias de cultivo
para todos 0s meios com exce¢do, ao meio acrescido de acai (M5), o qual apresentou
pico maximo de producdo enzimatica aos vinte dias sob agitacdo e aos dez dias sob

condigdo estacionaria (Figura 43).
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Figura 39 - Variabilidade na producéo de lacase pelo fungo P.sanguineus durante vinte

e cinco dias sob condicdo de agitacdo versus condicdo estacionaria no meio de cultura
M1.
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Figura 40 - Variabilidade na producéo de lacase pelo fungo P.sanguineus durante vinte

e cinco dias sob condicdo de agitacdo versus condicdo estacionaria no meio de cultura
M2.
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Figura 41 - Variabilidade na producéo de lacase pelo fungo P.sanguineus durante vinte
e cinco dias sob condicdo de agitagdo (180rpm) x condicdo estacionaria (Orpm) no meio
de cultura M3.
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Figura 42 - Variabilidade na producéo de lacase pelo fungo P.sanguineus durante vinte

e cinco dias sob condicdo de agitacdo versus condicdo estacionaria no meio de cultura
M4.
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Figura 43 - Variabilidade na producéo de lacase pelo fungo P.sanguineus durante vinte

e cinco dias sob condicdo de agitacdo versus condicdo estacionaria no meio de cultura
M5.

5.3.3. Producdo de Fenoloxidases Totais

Ocorreu deteccdo de fenoloxidases em todos os meios de cultura, tanto em
condicdo estacionaria quanto em condicdo agitacdo. Entretanto a condicdo de agitacdo
apresentou 0s melhores resultados na producdo destas enzimas. Durante o periodo de
vinte e cinco dias de experimento, a cepa amazdnica de P.sanguineus apresentou uma

producdo variavel das enzimas fenoloxidases nos dez meios avaliados.



Em condicdo de agitacdo o padrdo de producdo destas enzimas mostrou-se
crescente até atingir o seu nivel maximo aos dez dias de cultivo e com posterior
decréscimo, com flutuacdes, até o final do periodo de medigcdo. Notou-se que até cinco
dias de crescimento o meio controle C1, obteve a maior producéo de fenoloxidases entre
0s meios testados. Resultado contrario aos demais intervalos de tempo onde pelo menos
trés dos meios testados superou a producdo de fenoloxidases do meio controle C1

(Figura 44).
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Figura 44 - Variabilidade na producdo de fenoloxidase pelo fungo P.sanguineus
durante vinte e cinco dias sob condicdo de agitacdo em dez meios de cultura.

Em valores absolutos a maior producdo média de felonoxidases, em meios
acrescidos de residuos sob condicdo de agitacdo ocorreu no meio suplementado com
bagaco de laranja com umidade natural (R4), enquanto que a menor producdo destas
enzimas ocorreu no meio acrescido de casca de melancia (R1). Verificou-se que o0s
meios R4 e R3, obtiveram producdo de fenoloxidases igual ou superior a produgdo do

meio controle (C1) (Tabela 29).



Tabela 29: Parametros Descritivos da producdo média de fenoloxidases produzida por
P.sanguineus durante vinte e cinco dias de crescimento em meio de cultura
suplementado com residuos e no meio de cultura controle sob agitacdo.

Meios de Cultura Suplementados com Residuos

Agricolas
R1 R2 R3 R4 Ci
C. Melancia | C. Abacaxi | Bag. Lar.(S) | Bag. Lar. (U) | Batata
Fenoloxidase (U/L) 21.4 36.8 38.4 41.0 38.4
Desvio Padrao 4.0 45 5.7 4.7 3.0
Variancia 16.4 19.9 32.2 221 8.9
Coef. Variacdo% 18.88% 12.15% 14.77% 11.48% 1.77%

Em valores absolutos a maior producdo média de felonoxidases, em meios
acrescidos de residuos sob condicdo estacionaria ocorreu também no meio
suplementado com bagaco de laranja com umidade natural (R4), enquanto que a menor

concentracdo destas enzimas ocorreu também no meio acrescido de casca de melancia

(R1) (Tabela 30).

Tabela 30: Parametros Descritivos da producdo media de fenoloxidases produzida por

P.sanguineus durante vinte e cinco dias de crescimento em meio de cultura

suplementado com residuos e no meio de cultura controle sob condicdo estacionaria
Meios de Cultura Suplementados com Residuos

Agricolas
R1 R2 R3 R4 C1
C. Melancia | C. Abacaxi | Bag. Lar. (S) | Bag. Lar. (U) | Batata
Fenoloxidase (U/L) 20.26 26.38 31.17 34.35 28.35
Desvio Padrao 7.0 4.6 55 3.9 3.9
Variancia 495 21.5 30.6 15.4 14.8
Coef. Variacdo% 34.74% 17.55% 17.73% 11.43% 13.59%

Nos meios suplementados com produtos regionais verificou-se que em
condi¢des de agitacdo e em condicBes estacionaria a maior producdo média de
fenoloxidases ocorreu no meio acrescido de buriti M4, enquanto que a menor produgédo

destas enzimas ocorreu no meio suplementado com agai M5 (Tabela 31 e 32)



Tabela 31: Producdo média de fenoloxidases por P.sanguineus durante vinte e cinco
dias de crescimento em meio de cultura suplementado com produtos regionais e no
meio de cultura controle sob agitacao.

Meios de Cultura Suplementados com Residuos Agricolas

M1 M2 M3 M4 M5 C1

Cara Macaxeira Pupunha Buriti Acai Batata

Fenoloxidase (U/L) 36.09 33.49 39.45 41.52 26.49 38.42
Desvio Padréo 3.9 3.8 4.4 6.3 2.0 3.0
Variancia 15.4 14.5 19.8 39.2 3.8 8.9

Coef. Variacdo% 10.88% 11.37% 11.27% 15.09% 7.37% 1.77%

Tabela 32: Producdo média de fenoloxidases por P.sanguineus durante vinte e cinco
dias de crescimento em meio de cultura suplementado com produtos regionais e no
meio de cultura controle sob condicdo estacionaria.

Meios de Cultura Suplementados com Residuos Agricolas

M1 M2 M3 M4 M5 C1
Cara Macaxeira Pupunha Buriti Acai Batata
Fenoloxidase (U/L) 27.68 22.85 30.35 37.03 20.78 28.35
Desvio Padréo 2.8 2.2 55 5.2 4.4 3.9
Variancia 8.0 4.7 30.6 27.2 19.4 14.8
Coef. Variacdo% 10.23% 9.53% 18.23% 14.08% 21.17% 13.59%

Em valores brutos, a melhor condi¢do para producdo de fenoloxidases ocorreu

no meio acrescido de buriti (M4) e mantido sob condicdo estacionaria (180rpm).

5.3.2. Producdo de Peroxidases

Em todos os dez meios testados houve producdo de peroxidases. O padrdo de
atividade destas enzimas no periodo de vinte e cinco dias mostrou-se similar para todos
0os meios testados. O Teste ANOVA para os tratamentos da atividade das enzimas
peroxidases mostrou que para os dez meios testados em condicdo de agitacdo (180rpm)
e em condicdo estacionaria (Orpm), ndo existe diferenca estatistica significativa ao nivel

de 95% de probabilidade.



6. DISCUSSAO

6.1. Efeito de diferentes meios de cultura na producdo de biomassa do fungo

P.sanguineus, sob condicdo de agitacdo e estacionaria.

A producdo de crescimento micelial de Pycnoporus sanguineus apresentou
diferencas significativas sob a condicdo de agitacdo e estacionaria nos dez meios de
cultura testados. Segundo Papagianne e colaboradores (2001), a agitacdo constante dos
meios de cultivo liquidos proporciona um aumento significativo na producdo de
biomassa pelos microrganismos em geral. Nesta pesquisa, em concordancia com estes
autores, a melhor producdo de biomassa do Pycnoporus sanguineus ocorreu na
condicdo de agitacdo em todos os meios utilizados. Os nossos dados estdo ainda de
acordo com o relatado na literatura para varios tipos de fungos (Nepomucena, 2010;

Papagianni et al., 2001).

Em oposicdo aos nossos dados, a producdo de biomassa fungica de Pleorotus
ostreatus ndo apresentou nenhuma influéncia na condicdo de agitacdo nos meios de
cultivo, sendo igual a aproximadamente 1,22¢/l, tanto na condicdo estatica como na de
agitacdo (Rezende et al.,2005). Destaca-se que para alguns fungos a condicdo de
agitacdo pode afetar negativamente a producdo de biomassa para isolados de
Colleotothichum spp e para os basidiomicetos Hexagonia glaba e Trametes lactinea

(Martinez et.al., 2009; Santos,2009).



Tanto sob a condicdo de agitacdo como sob a condicdo estacionaria a producao
de biomassa de Pycnoporus sanguineus apresentou melhores resultados no meio de

cultura liquido acrescido de buriti (M4).

Os resultados para a produgdo de biomassa indicam que houve diferenca na
velocidade de crescimento entre os diferentes meios testados Observou-se ainda que
entre 0s dez meios testados sete apresentaram crescimento de biomassa superior a
producdo do meio controle acrescido de batata (C1), varios autores constataram tambem
diferencas no crescimento de massa micelial (Bernardi, et al.; 2008; Bilay, et al.; 2000;
Nemopucena, 2010; Santos 2009.). Com base nos resultados obtidos, verificou-se que a
velocidade de crescimento micelial do Pycnoporus sanguineus é diretamente afetada
por fatores nutricionais e condi¢es de cescimento, tais como aeracdo. De acordo com
Bernardi e colaboradores (2008), a velocidade de crescimento em diferentes meios de
cultura € muito importante nas etapas de producéo, onde o conhecimento do melhor
meio para o fungo testado é um fator que estabelecera o maior crescimento deste

microrganismo.

Segundo Santos, (2009), os requisitos nutricionais de qualquer organismo sdo
determinados pelo seu metabolismo energético caracteristico e pela capacidade
Biosintética. No caso especifico dos fungos a adaptacdo evolutiva a diferentes situacdes
ecoldgicas, conduziu a um alto grau de especializacdo com referéncia a forma quimica

particular em que certos elementos podem ser usados como nutrientes.



Para o fungo P. sanguineus todos os meios nutricionais utilizados mostraram-se
eficientes para o crescimento deste basidiomiceto. Assim pode-se afirmar que todos os
meios testados possuiam nutrientes adequados ao crescimento deste organismo. Como
mencionado anteriormente a melhor producéo de biomassa para o fungo P.sanguineus,
nas duas variaveis testadas (estacionaria e agitacdo) obteve melhor crescimento micelial
no meio suplementado com buriti (M4). De acordo com Castro e Silva, (1996) e Santos
(2009), os fungos amazdnicos crescem melhor em meio &cido. Por este fato todos os
meio foram testados em pH 5,0 o qual é considerado 6timo para Pycnoporus sanguineus

(Garcia, 2006).

Cada fungo tem suas exigéncias nutricionais especificas como relatado na
literatura (Castro e Silva, 1996; Nepomucena, 2010 e Santos, 2009). Os resultados
obtidos neste trabalho mostraram que a composicdo do meio de cultivo foi fator

interferente no desenvolvimento miceliano.

Comparando-se 0s resultados obtidos nos meios acrescidos de produtos
regionais com os de residuos agricolas verificou-se que o segundo melhor resultado
para a producdo de biomassa deu-se no meio acrescido de bagaco de laranja com
umidade natural (R4). Segundo Alexandrino et al, (2007) o desenvolvimento da
biomassa fungica é fortemente afetada pela umidade dos substrato. Os nossos dados
estdo de acordo com o relatado por este autor, visto que os meios R3 e R4 ambos
suplementados com bagaco da laranja, apresentaram maior eficiéncia na producdo de
biomassa aqueles acrescidos de substrato com maior teor de umidade. Destaca-se ainda
que a utilizacdo de residuos agricolas com umidade inicial alta e sem a necessidade de

secagem reduziriam os custos de producdo de bioprocessos.



Os resultados obtidos nos ensaios com residuos agricolas sustentam ainda o uso
destes com finalidade de producdo de biomassa, obtencdo de metabdlitos secundarios e

industria de processamento de alimentos

Segundo Garcia (2006), as quantidades de Carbono e Nitrogénio apresentam
variacOes conforme a espécie e 0 meio estudado. Carbono e nitrogénio sdao os elementos
essenciais para o crescimento dos fungos. No caso especifico do Pycnoporus
sanguineus 0 meio suplementado com buriti promoveu o desenvolvimento de maior
crescimento de massa miceliana nas duas variaveis testadas. Tal resultado deve-se
provavelmente pelo fato que buriti possui maior teor de carbono, que acreditamos ser o
elemento quimico essencial para o crescimento de Pycnoporus sanguineus. Esta
sugestdo contraria a literatura na qual ha diversos relatos indicando que os melhores
meios para producdo de biomassa sdo aqueles que apresentam maiores teores de

nitrogénio (Pointing et al., 2000; Santos, 2009).

Devido a diferenca muito significativa entre 0 meio suplementado com buriti
(M4), em comparacdo com aos demais meios testados, sugere-se estudos posteriores
com a finalidade de identificar o(s) elemento(s) responsaveis pela maior producdo de

biomassa de Pycnoporus sanguineus.

A possibilidade de utilizacdo da biomassa em processos biotecnoldgicos tais
como: absorcdo de metais pesados, remocdo de substancias xenobidticas e outros
processos industriais torna o estudo de otimizacdo da producdo de biomassa de

significativa importancia.



6.2. Atividade Antimicrobiana

Os extratos obtidos apartir do corpo frutifero de Pycnoporus sanguineus, nao
apresentaram atividade antimicrobiana contra nenhum dos microrganismos testados.
Segundo Sménia e colaboradores (2003) a cinabarina é o principal composto com
atividade antimicrobiana secretado por P.sanguineus. Porém segundo Weissbach e Katz
(1960) a producdo da cinabarina depende da presenca do seu precursor o &cido
cinabarico, o qual pode ser especifico de algumas linhagens ou pode variar conforme as
condicdes de cultivo ou estado no corpo frutifero. Sendo assim a utilizacdo do corpo
frutifero pode ter influenciado na acdo do precursor &cido cinabarico, e

consequentemente na producao da cinabarina e atividade antimicrobiana.

Todos os metabolitos de Pycnoporus sanguineus apresentaram atividade
antimicrobiana contra pelo menos um dos microsganismos testados. A analise dos
dados mostrou que todos os metabdlitos apresentaram atividade antimicrobiana mais
ativa para as cepas de S. aures (Bactéria gram-positiva), quando comparada com a
atividade exercida contra E.coli (Bactérias gra-negativas). Segundo Demain (1996), os
fungos podem produzir uma variedade muito grande de metabolitos secundarios.
Smania e colaboradores (1997) afirmam que o fungo Pycnoporus sanguineus produz a
cinabarina, um composto com atividade antimicrobiana comprovada, 0 mesmo autor
afirma ainda que a cinabarina é mais ativa contra bactérias gram-positivas do que contra
bacterias gram-negativas, dados estes que vao de acordo com os resultados desta

pesquisa.



Estes resultados confirmaram que os microrganismos produzem um arsenal de
substancias quimicas, portanto possuem um grande potencial biolégico para serem
estudados pelas industrias farmacéuticas como fontes de novas substancias ativas.
Destacando-se ainda que o meio de cultura influéncia diretamente na producdo de

metabdlitos destes organismos.

6.3. Atividade enzimética de Pycnoporus sanguineus em diferentes meios de

cultura sob condicao de agitacéo e estacionaria.

Em todos os meios de cultura testados ocorreu atividade da enzima lacase de
Pycnoporus sanguineus na condicdo estacionaria e de agitacdo. Segundo Garcia, (2006)
diversos fatores influenciam a producéo de lacase, tais como: composicdo do meio de

cultura, razdo carbono/nitrogénio, tempo de cultivo e aeracéo.

Neste estudo, verificou-se que os melhores resultados para producéo de lacase
ocorreram sob condicdo de agitacdo. Os resultados desta pesquisa estdo em
concordancia com a literatura a qual relata que a agitacdo é um fator fundamental na
producdo de lacases fangicas (Dekker et al, 2001; Garcia, 2006; Nepomucena, 2010;
Papagianni, et al., 2001; Pointing, 2000). Em oposicédo a estes dados, para alguns fungos
a agitacdo reprime a producdo de lacase (Martinez, et al., 2009; Niku — Paavola et al.,

1990; Regina 2001).

Dentre os dez meios de cultura testados a maior producdo de lacase deu-se no

meio acrescido de buriti (M4) nas duas varidveis analisadas. Verificou-se que a



producédo de lacase pode ser aumentada significativamente dependendo dos nutrientes
presentes que influenciam sua producéo. Tais resultados estdo de acordo com os relatos

de Dekker e colaboradores 2007.

Nos meios suplementados com residuos agricolas a maior producéo de lacase foi
observada no meio acrescido de bagaco de laranja com alto teor de umidade (entre 75 e
80%) — (R4). Estes dados indicam que a atividade da lacase é fortemente afetada pela
umidade dos substratos em concordancia com o relatado por Alexandrino e
colaboradores, (2007). O respectivo autor afirma ainda que é promissor o uso de
residuos da laranja como substrato adequado para o cultivo de fungos e producdo das
enzimas lacases e peroxidases, ambas com grande potencial de uso em diferentes

processos industriais.

Os niveis de carbono e de nitrogénio também sdo fatores criticos para producéo
de lacase no meio de cultivo. Especificamente para o Pycnoporus sanguineus foi
mostrado que a melhor producdo de lacase se deu em meios contendo altos niveis de
carbono e baixos niveis de nitrogénio (Pointing et al., 2000), em concordancia com 0s
nossos resultados. De maneira oposta, a producao de lacase por outros fungos como: P.
cinnabarinus, T. vercicolor, T. gallica e L.crinitus) foi aumentada em culturas com altos

niveis de nitrogénio. (Garcia, 2006 e Nepomucena 2010).

Outro aspecto constatado atraves dos nossos resultados é o efeito do periodo de
incubagdo na producdo de lacase. Para a maioria dos meios testados a maior producéo
de lacase ocorreu em dez dias de cultivo, apresentando um decréscimo de produgédo

entre onze e vinte dias de cultivo e um posterior aumento da atividade ap6s vinte dias.



Segundo Arora e Gill (2000), o aumento na quantidade de lacase apds vinte dias de
cultivo pode ter sido devido a autdlise do fungo a qual liberou lacase intracelular para o

meio.

Em todos os meios testados ocorreu producdo de fenoloxidases e peroxidases
para 0 fungo Pycnoporus sanguineus tanto em condi¢do de agitacdo quanto em
condicdo estacinaria. Poucos trabalhos foram realiazados com o objetivo de estudar a
atividade enzimaética de fenoloxidases e peroxidases, assim pesquisas complementares

serdo necessarias para melhor compreensao destas enzimas.

Com base nos resultados obtidos destaca-se que o “pool” enzimatico da cultura
de Pycnoporus sanguineus indica-o como potencial para usos biotecnologicos, tais
como: Biopolpacdo, descoloracdo de efluente Kraft, industria alimenticia,
farmalocdgica entre outras. (Esposito et al., 1991; Duran, 1992; Castro e Silva et al.,

1993).

Lacases, Fenoloxidases e Peroxidases, compreendem um grupo de enzimas
altamente versatil na natureza e possui varias aplica¢bes industriais. O significado
biotecnologico destas enzimas leva a um aumento significativo na demanda das
mesmas. As enzimas lignoliticas utilizadas nesta pesquisa Sd0 promissoras para
substituir os processos quimicos convencionais de muitas industrias. Portanto, a um
grande campo de investigacdo que esta inteiramente aberto para novos achados e

aplicagdes em um futuro proximo.



CONCLUSOES

O crescimento sob condicdo de agitacdo é onde se obtém a maior producdo de
biomassa do fungo Pycnoporus sanguineus.

Os meios suplementados a base de buriti (M4); pupunha (M3); card (M1); coroa
de abacaxi (R2); bagaco da laranja —seco- (R3) e bagaco da laranja —Umido-
(R4) apresentaram producéo de biomassa superior a producédo do meio controle
(batata — C1);

Em todos os meios de cultura testados a producédo de biomassa apresentou-se
crescente durante todos os intervalos de tempo.

Residuos agricolas possuem potencial para elaboracdo de meios de cultura para
producédo de biomassa, enzimas e metabdlitos uteis de Pycnoporus sanguineus.
Os extratos de Pycnoporus sanguineus testados, ndo apresentaram atividade
antimicrobiana sob as cepas de S.aureus e E.coli testadas.

Todos o0s metabolitos de Pycnoporus sanguineus testados apresentaram
atividade antimicrobiana a pelo menos um dos microrganismos teste;

Os metabdlitos produzidos nos meios, buriti (M4) e bagaco da laranja (R4)
apresentaram atividade antimicrobiana superior a atividade apresentada pelos
metabolitos produzidos no meio controle em pelo menos um dos
microrganismos teste dependendo do meio de cultivo testado.

A producdo das enzimas lacase, fenoloxidase e peroxidases obteve melhores

resultados sob condigéo de agitacéo;



e Em todos os meios testados houve producdo de lacase, fenoloxidade e
peroxidase;
e A melhor condigdo para atividade enzimatica ocorreu em vinte e cinco dias, sob

condicdo de agitagdo no meio suplementado com buriti (M4).



7. PERSPECTIVAS

e Verificar o periodo total de producdo de biomassa, enzimas e compostos

antimicrobianos por Pycnoporus sanguineus;

e Buscar o aproveitamento de residuos agricolas para suplementacdo de meios de
cultura a fim de maximizar a producdo de biomassa, atividade enzimaética e

biomoléculas com acdo antimicrobiana;

e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para 0s meios que

obtiveram atividade antimicrobiana positiva;

e Realizar testes para deteccdo e identificacdo de substancias bioativas nos
metabolitos secundarios de Pycnoporus sanguineus em diferentes meios de

cultura.
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