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RESUMO

Os fungos amazbnicos degradadores de madeira Datronia brunneoleuca, Lentinus
crinitus, Trametes lactinea e Xylaria sp foram avaliados em cinco meios de cultura
sélido sendo eles: extrato de jerimum, bagaco de cana, farinha de peixe, extrato de
malte e BDA, nos pHs 4, 5, 6, 7 e 8 e temperaturas 28° e 30° C. As medidas do
crescimento micelial foram tomadas em duas dire¢cBes perpendiculares a cada 24
horas até que completasse o didmetro da placa. Dos meios industriais testados (Malte
e BDA), as cepas Amazbnicas de Datronia brunneoleuca, Trametes lactinea e
Lentinus crinitus apresentaram melhor resposta ao crescimento médio em meio
sintético de extrato de malte na temperatura de 30°C muito embora 0s outros meios
tenham contribuindo para o crescimento dos fungos, confirmando que cada fungo tem
suas exigéncias nutricionais especificas. O melhor resultado para crescimento radial
dos fungos testados em meio sintético foi extrato de malte e a temperatura de 30 °C é
onde se obteve o maior valor absoluto de crescimento para Datronia brunneoleuca,
Trametes lactinea e Lentinus crinitus. Enquanto o melhor pH para crescimento dos
fungos esta na faixa de 4-5. Para determinacdo da massa micelial foi utilizado o
crescimento em meio liquido extrato de jerimum e apés 5, 10. 15, 20, 25 e 30 dias a
massa micelial foi calculada pela diferenca em relagdo ao peso seco (em estufa 70°C).
A porcentagem de massa micelial produzida foi determinada no final do experimento e
a cada cinco dias de incubacdo. Em termos de valores absolutos a maior producéo
ocorreu para Datronia brunneoleuca e a menor para Xylaria sp. De modo geral, com
excecdo para Xylaria sp, os fungos apresentaram percentual de producdo de massa
micelial muito préximo com uma diferenca em torno de 63% entre eles. Para
determinacdo das atividades lacase, fenoloxidase total e peroxidase, em temperatura
28° C, sem luz, em condicdo estacionaria. Os fungos foram cultivados em meio liquido
extrato de jerimum contendo 3% de Tween 80 e 3% de sulfato de magnésio. Os
basidiomicetos produzem enzimas ligninoliticas de forma constitutiva, porém elas
podem ser induzidas pelas condi¢Ges de cultivo. Os resultados da presente pesquisa
mostraram que fungos amazonicos utilizados com a adicdo de Tween-80 contribui
para o aumento da secrecdo de lacase e peroxidase. De modo geral, ndo houve
diferenca estatistica na atividade fenoloxidase e peroxidase entre os fungos testados,
com excecdo para Xylaria sp que mostrou diferenca apenas em relagdo a Lentinus
crinitus . Pode-se concluir que o meio liquido de jerimum acrescido de surfactante,
dextrose e sulfato de magnésio é adequado para obtencdo de grande densidade
micelial para os fungos Datronia brunneoleuca, Trametes lactinea e Lentinus crinitus e
a utilizacdo de Tween-80 no meio liquido contribui para o aumento da secrecéo de
lacase pelos fungos testados. H4 uma relacdo positiva entre a atividade enzimatica e
producdo de massa micelial nos fungos aqui estudados.

Palavras — chave: Fungos amazonicos, fenoloxidases total, lacase e peroxidase.
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ABSTRACT

The degrading Amazonian fungi wood Datronia brunneoleuca, Lentinus crinitus,
Trametes lactinea and Xylaria sp were evaluated in five ways of solid culture being
them: extract of jerimum, sugarcane bagasse, fish meal, extract of malte and BDA, in
pHs 4, 5, 6, 7 and 8 and temperatures 28° and 30°C. The measures of the micelial
growth had been taken in two perpendicular directions for each 24 hours until it
completed the diameter Petri dishes. Medium tested industrials (Malte and BDA),
cepas Amazonian of Datronia brunneoleuca, Trametes lactinea and Lentinus crinitus
presented good answer to the average growth in synthetic way of extract of malte in
the temperature of 30°C however, the other ways had contributed to the growth of the
fungi, confirming that each fungu has its specifics nutricionais requirements. The best
result for radial growth of the fungi tested in synthetic way was extract of malte and
temperature 30° C where it got the great absolute value of growth for Datronia
brunneoleuca, Trametes lactnea and Lentinus crinitus. While the best pH for growth of
the fungi is in the range of 4-5. For determination of the micelial mass, it was used the
growth in liquid medium extract of jerimum and after 5, 10. 15, 20, 25 and 30 days the
micelial mass were calculated by the difference in relation to the dry weight (in
greenhouse 70°C). The percentage of micelial mass produced was determined in the
end of the experiment and to each five days of incubation. In terms of absolute values
the great production occurred for Datronia brunneoleuca and the minor for Xylaria sp.
In general, with exception to Xylaria sp, the fungus had presented percentage of
production of micelial mass very near with a difference around 63% between them. For
determination of the activities of lacase, fenoloxidasel and peroxidase, in temperature
28° C, without light, in stationary condition. The fungi had been cultivated in liquid
medium extract of jerimum contend 3% of Tween 80 and 3% of magnesium sulphate.
The basidiomycetes produce enzymes ligninolitic of constituent form; however they can
be induced for the culture conditions. The results of the present research showed that
Amazonian fungi used with the addition of Tween-80 contributes to the increase of the
secretion of lacase and peroxidase. In general, it did not have statistics difference in
fenoloxidase activity and peroxidase between the tested fungi, with exception for
Xylaria sp that showed difference only in relation the Lentinus crinitus. It can be
concluded that the liquid medium of jerimum added of surfactante, dextrose and
sulphate of magnesium is adjusted for attainment of great micelial density for the fungi
Datronia brunneoleuca, Trametes lactinea and Lentinus crinitus and the use of Tween-
80 in the liquid medium contributes for the increase of the secretion of lacase for the
tested fungus.There is a positive relation between the enzymatic activity and
production of micelial mass in the fungi studied here.

Key words : Amazonian fung, fenoloxidases, lacases and peroxidase.
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INTRODUCAO

O potencial biotecnolégico de microrganismos, especialmente aqueles
da biodiversidade amazbnica, tem desapertado grande interesse de
pesquisadores de todo o mundo em fungdo do potencial industrial que suas
enzimas podem apresentar. O avanco dos estudos na area da biotecnologia
tem contribuido para esse interesse e vém contribuindo com produtos e

processos de importancia industrial.

Nesse contexto, encontram-se os estudos da atividade enzimatica de
fungos degradadores de madeira notadamente aqueles pertencentes a classe
dos basidiomicetos com capacidade de degradar a lignina e inameros
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/ ano de 12% na quantidade de enzimas produzidas (CASTRO

E SILVA, SILVA E CAVALCANTE, 2002).
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Por outro lado, a regido Amazoénica, apesar de sua grade biodiversidade
microbiana, ainda encontra-se com grande percentual de sua area geogréfica
desconhecida nesse sentido, e consequentemente sem quase nenhuma

participacdo no mercado de enzimas mundial.

Urge, portanto a necessidade de se conhecer o potencial enzimaticos
desses fungos com vasto aproveitamento biotecnolégico. Também se faz,
necessario, o estudo sobre as variaveis que possam exercer influéncia sobre a

atividade enzimatica.
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1. Objetivos

1.1 Geral

Avaliar a fisiologia e atividade ligninolitica dos fungos amaz6nicos Datronia
brunneoleuca (Cooke) Ryvarden, Trametes lactinea (Berk.) Sacc., Lentinus

crinitus (L.) Fr.

1.2. Especificos

% Auvaliar o crescimento micelial e producao/dia da atividade enzimatica;

% Determinar a atividade ligninolitica (fenoxidase, lacase e lignina
peroxidase) dos fungos;

+ Estudar a influéncia de diferentes fontes de carbono e pH na atividade

de crescimento dos fungos;
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2. Revisao Bibliogréfica

2.1 Caracteristicas dos fungos.

Os fungos constituem o grupo mais diverso de eucariontes em ambiente
terrestre depois dos insetos, devido a sua ampla distribuicdo e associacdo com
substratos inorganicos e organicos (GEWIN, 2002; HOLF et al., 2004). 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 et al. 1995, LODGE
& CANTRELL 1995, LODGE 2001). A mais aceitavel por micélogos 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.

Os fungos sdo geralmente considerados como uma classe de
organismos altamente especializados. Estes seres, igualmente aos animais,
ndo sdo capazes de sintetizar acucar e amido a partir de diéxido de carbono
presente na atmosfera, consequentemente, devem buscar outras matérias
organicas para alimentarem-se. Praticamente, qualquer material organico

obtido de plantas ou animais pode sustentar algumas espécies de fungos
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(FIDLAY, 1967). Na sua grande maioria os fungos séo filamentosos e
multicelulares. Possuem o corpo formado por um emaranhado de filamentos,
denominados hifas, e 0 seu conjunto recebe o nome de micélio. As hifas variam
no diametro, espessura da parede, localizacdo do pigmento, etc. (PUTZKE,

2004).

O crescimento é em geral apical, mas normalmente qualquer fragmento
hifalico pode dar origem a outra formagdo micelial quando destacado e
colocado em meio apropriado. As estruturas reprodutivas séo diferenciadas das
vegetais, o que constitui a base sisteméatica dos fungos (PUTZKE e PUTZKE,
1998). A variacdo morfolégica € muito grande, existindo espécies macro e
microscopicas 0 que contribui para existéncia de muitos sistemas de
classificacdo (Tabela 1) que ainda hoje sofrem adicdes e alteracbes (PUTZKE,

2004).
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Tabela 1.Classificagéo de fungos.

Alexopoulos et al (1996)

Hawksworth et al (1995)

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

Subdivisodes:

Mastigomycotina
Zygomycotina
Ascomycotina
Basidiomycotina

Deuteromycotina

Fonte: Modificado de PUTZKE (2004)

Geralmente a reproducdo dos fungos se processa através de corpos
microscopicos chamados esporos, equivalentes as sementes nas plantas, s6
gue em dimensfBes muito menores e, usualmente, reproduzidas em grande
namero. Em condi¢cdes adequadas de umidade, o esporo germina dando
origem a uma hifa, que em conjunto, formam uma malha de tecidos conhecido

como micélio. Uma vez que o fungo tenha desenvolvido suficiente micélio,
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forma corpos frutiferos (esporéforos) em que se produzem novos esporos, para
assim completar o ciclo. Os fungos apresentam-se como cosmopolitas, ou seja,
encontram-se distribuidos em todas as regides do planeta, porém de maior
incidéncia em ambientes de clima tropical, quente e Umido. Podem ser
encontrados no solo, aguas, sobre animais e vegetais, em alimentos naturais e

industrializados (TEIXEIRA et al., 2001; BONONI,1999)

A classificacdo dos fungos esta baseada nas diversas formas de corpos
frutiferos, que geralmente se desenvolvem na superficie externa do substrato
de onde o fungo cresce. O reino fungi esta dividido em cinco filos que estédo

representados na tabela 2.

Tabela 2. Divisdo dos fungos e seus filos.

Tipos de fungos Filos

Fungos aquaticos Oomycota
Fungos terrestres Zygomycota
Trufas, bolores verdes, amarelos e vermelhos Ascomycota
Cogumelos, ferrugens e carvoes Basidiomycota
Fungos do tipo Penicillium Deuteromycota

Fonte: Modificado de FIDLAY 1967.

De acordo com a nutricdo, os fungos sdo classificados em duas
categorias: saprofitas( ou saprobios) e parasitas. Os sapréfitas se alimentam de
matéria organica animal ou vegetal morta e os parasitas vivem dentro ou sobre
organismos vivos (animais ou vegetais), deles retirando seus alimentos,
absorvem nutriente em vez de ingeri-los, secretando enzimas digestivas no
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substrato onde se desenvolvem. Essas enzimas catalisam a quebra de
moléculas grandes em moléculas suficientemente menores para serem
absorvidas pela célula fungica. Por essa razado, os fungos crescem dentro ou

sobre os alimentos (RAVEM, 2001).

Muitos fungos ja eram empregados desde a mais longinqua antiguidade,
guando o homem descobriu a metodologia e técnica de preparo do pao, do
gueijo e das bebidas. Na época, ignorando o que provocava a fermentacéao,
pelo menos o pdo e as bebidas alcodlicas surgiram praticamente em todos os
cantos do planeta independentemente. Durante centenas de anos, varias tribos
indigenas aprenderam com a natureza que determinadas espécies de fungos
eram comestiveis, e de excelente valor nutritivo. Europeus e asiaticos ainda
hoje mantém cogumelos em suas dietas, especialmente porque a ciéncia tem
descoberto qualidades ignoradas por tanto tempo e que existem na maioria dos
demais alimentos tais como: baixam o nivel de colesterol no sangue, tém
substancias anticancerigenas, sdo fontes de aminoacidos (essenciais e nao
essenciais), conttm minerais como o calcio, potassio, iodo e fésforo, contém

varias vitaminas, nutrem e ndo engordam (PUTZKE, 2004).

2.2. Importancia dos fungos na Biotecnologia

Os fungos juntamente com as bactérias heterotréficas sdo os principais
decompositores de materiais lignocelulésicos da biosfera. Varios fungos estédo
associados a degradar dejetos e detritos de esgotos até um grau em que
possam ser considerados adubo ou substancia equivalente. Ecologicamente
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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, 2002, 2004).

Dentro da biotecnologia moderna, uma das maiores contribuicbes para a
guestdo do tratamento de residuos é representada pelo desenvolvimento de
processos fundamentados em fungos, principalmente os de decomposi¢céo
branca. Trata-se de uma familia de fungos que apresenta elevada eficiéncia
para degradacdo de lignina e de inUmeros substratos de natureza fendlica

similar (DITTMANN, 2002).

Fungos como Phenerochaete chrysosporium, Trametes villosa e
Trametes versicolor, tém sido utilizados com sucesso na degradacdo de
inimeros substratos de relevancia ambiental como lignina, fenol, fendis
clorados, pesticidas, corantes entre outros. Estas espécies de fungos, em
meios limitados de carbono e nitrogénio, produzem enzimas extracelulares,
principalmente responsaveis pela enorme capacidade degradativa dos fungos.
Assim, enzima como lacase, lignina e manganés peroxidase tem sido utilizadas
como sucesso em inumeros estudos de degradacdo. Neste caso, a
necessidade de desenvolver sistemas imobilizadores tem se tornado uma
prioridade, principalmente para garantir o reaproveitamento das enzimas (XIA

et al., 2003; PERALTA-ZAMORA et al., 2003).

Vérias espécies de fungos sdo usadas em diversos tipos de inddstrias

(alimenticia, farmacéutica, etc). Os cogumelos das espécies Agaricus
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campestris, Morchella hortenois, Clavaria fava, Pleurotis sp. Boletus sp. e as
trufas do género Tuber sp., sdo os mais freqientemente utilizados como
alimentos. As espécies de Penicillium roqueforti, Penicillium camemberti e
Penicillium gordonzola podem ser utilizados no preparo de queijos. Dentre as
leveduras de maior importancia industrial destacam-se as linhagens
fermentativas de Saccharomyces, empregadas na industria de panificacdo, e
bebidas alcodlicas: Cerveja (Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces
carlsbetgensis), rum, vinho (Saccharomyces ellipsoideus), saqué e producgao

industrial do etanol a partir da cana de acucar (NEUFELD, 1997).

Outro aspecto de interesse biotecnoldgico dos fungos € a producao de
moléculas com atividade farmacologica, uma area explorada em biotecnologia,
por empresas de paises industrializados. Os antibioticos sdo os produtos
microbianos tradicionalmente mais explorados nesta éarea; entretanto,
atualmente novos compostos tém sido investigados em escala de screenig
farmacoldgico industrial, como agentes antitumorais e anti-cancer, inibidores
enzimaticos e agentes cardiovasculares. A aplicacdo de microrganismos na
producdo de farmacos teve um desenvolvimento acelerado a partir da
descoberta dos antibioticos, na década de 30. A producdo de penicilina de
Penicilium notatun ou o Penicillum chrysogenum, revolucionou toda a
terapéutica antimicrobiana, possibilitando a descoberta de outras drogas desse
tipo, algumas com especificidade para fungos, bactérias, protozoarios, etc.

(LACAZ, 2002).
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Incontestavelmente, a biotecnologia em geral, e as enzimas em
particular, ganham um lugar importante na tecnologia da producao de celulose,
branqueamento de polpas, na reciclagem de papel e, se utilizadas de maneira
agil e fundamental, muito deverdo contribuir para a inddstria papeleira em

Nosso pais.

2.3 Crescimento e nutricdo dos fungos

Os fungos devem absorver os nutrientes necessarios para seu crescimento
em um substrato disponivel. Em geral, os nutrientes compdem a solugédo que
rodeia a célula e devem possuir um tamanho adequado para que possa

atravessar as camadas celulares.

Existe um grande numero de estudos acerca de transportes em fungos,
esses estudos envolvem técnicas de biologia molecular para identificacdo dos

genes envolvidos nos processos de transporte (GARRIL, 1995).

Os fungos, como todos os organismos vivos, podem modificar seu ambiente
e utilizar os compostos quimicos presentes no meio como “tijolos basicos’

para seu crescimento e reprodugéo.

Os elementos essenciais sdo indispensaveis requerimento contidos nos
meios nutricionais sem os quais os fungos ndo poderiam crescer, que em geral

se encontram na solugdo aquosa do meio que rodeia o fungo.
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Alguns compostos (monossacarideos, alguns dissacarideos, amino&cidos,
vitaminas etc. entram na célula sem modificagdes, porém outros (por exemplo
alguns di- e trissacarideos, polissacarideos, pepetideos e proteinas), devem
ser hidrolizados (digeridos) extracelularmente, a um tamanho tal que o fungo

possa absorver.

Os macroelementos sdo necessarios em maior concentracdo nos meios de
cultivo, ao contrario dos microelementos que sédo aqueles requeridos na faixa
mili ou micromolar. Além desses existem elementos tracos e fatores de

crescimento necessarios em uma concentragdo micromolar ou menor ainda.

O carbono como macroelemento participa na composicdo elementar da
biomassa de todos os seres vivos. Os fungos sédo heterotréficos e requerem
uma fonte hexégena de carbono. Alguns fungos utilizam compostos complexos

gue contém carbono, porém outros sdo mais seletivos em seus requisitos.

2.4 Basidiomicetos

O grupo dos basidiomicetos inclui os fungos que produzem esporos
(basidiosporos) de origem sexuada em uma estrutura especializada
denominada de basidio e popularmente chamados de cogumelos e orelhas-de-
pau. A fase vegetativa dos basidiomicetos € denominada micélio, que por sua

vez é formado por muitos filamentos septados chamados hifas. O septo das
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hifas pode ser simples ou possuir ansas, que € uma estrutura caracteristica do
grupo e sdo conhecidos como septo dolipérico em fungdo da estrutura
complexa que apresentam. Os basidiomicetos também s&o caracterizados por
possuirem dois tipos basicos de basididésporos. Os denominados balistosporos,
gque sao liberados Vviolentamente dos basidios e o0s denominados
estatismosporos, que sao liberados passivamente (GUGLIOTTA & CAPELARI

1998).

Os basidiomicetos ligninoliticos secretam enzimas que convertem 0S
polimeros externos em moléculas menores, que sdo assimiladas e utilizadas
como nutrientes. A secrecdo de proteinas parece ocorrer durante o
crescimento apical das hifas, sendo liberadas pela parede celular recém
sintetizada (WESSELS 1994). Neste grupo estdo bem caracterizados os fungos
decompositores da madeira que podem ser classificados em grupos
ecofisiolégicos: causadores de podriddo branca, de podriddo parda e de
podriddo mole.(Tabela 3). Ao lado de outros microrganismos, os basidiomicetos
ligninoliticos atuam na decomposicdo da matéria organica, dinamizando a
ciclagem de nutrientes e regulando o equilibrio energético dos ecossistemas
terrestres (TUOMELA et al. 2000). Os organismos ligninoliticos parecem ser 0s
Unicos capazes de mineralizar a molécula de lignina presente na madeira

(KIRK & FARRELL 1987, LEONOWICZ et al. 1999, SHAN & NERUD 2002).
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Tabela 3. Microrganismos que degradam a lignina da madeira. (TUOMELA et
al. 2000).

Microrganismo Filo Degradacgéao Ambiente Género
Fungos de Basidiomycota  Mineralizag&o da lignina, Principalmente madeira dura Phanerochaete,
podrid&o branca (Ascomycota) deslignificacéo seletiva seletiva Phlebia, Trametes
ou néo seletiva.
Fungos de
podriddo parda Basidiomycota Modificagéo da lignina Principalmente madeira mole Poria, Polyporus
Chaetomium,
Fungos de Ascomycota Limitada degradagéo da Ambientes aquaticos, madeira Paecilomyces,
podriddo mole ou fungos lignina com umidade elevada, Fusarium
anamorfos serapilheira
Actinomycetes  Limitada degradagéo da Sapwood, madeira saturada de Streptomyces,
Bactérias ou lignina agua,madeira em estagio Nocardia,
Mixobactéria avancado de decomposicao Pseudomonas

serrapilheira

Durante a biodegradacdo da madeira os fungos da podriddo parda
degradam extensamente celuloses e hemiceluloses, mas a degradagédo da
lignina é limitada. A lignina é quimicamente modificada por desmetilagdo de
suas unidades fendlicas e ndo fendlicas e também pode ocorrer limitada
hidroxilacdo do anel aromético da lignina. Estes residuos produzidos pela
modificacdo da lignina contribuem para formagdo do humus. Os fungos da
podriddo parda séo capazes de mineralizar grupos metoxil da lignina, mas a
mineralizacdo de outras partes € muito menor quando comparado aos fungos
da podriddo branca. Outros organismos, como os fungos da podriddo mole da
madeira e alguns actinomicetos e mixomicetos, fazem parte do processo de
sucessdo da decomposi¢cdo da madeira em ecossistemas florestais, embora a
taxa de degradacao dos constituintes da madeira seja relativamente menor. Os
fungos da podriddo mole s&o ascomicetos e fungos anamorfos que participam
da degradacdo da madeira na natureza. Todos os componentes da madeira
sdo degradados, mas as taxas de degradacdo sd&o minimas quando

comparadas aos fungos da podriddo branca e parda. Este grupo de fungos
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estd associado em parte a decomposicdo da serapilheira em ecossistemas
florestais, geralmente em ambientes mais umidos. Fendis e acido vanilico sao
rapidamente degradados por fungos da podriddo mole. (KIRK & FARRELL

1987, ONNERUD, et al. 2002).

Os fungos basidiomicetos causadores da podriddo branca ou
basidiomicetos ligninoliticos, atacam a madeira folhosa (hardwood) ou madeira
de conifera (softwood), enquanto os ascomicetos provavelmente degradam
unicamente madeira folhosa. A degradagédo da lignina por basidiomicetos
ligninoliticos € mais rapida que quaisquer outros organismos e eles séo
responsaveis pela maior parte da degradacdo da lignina na natureza.
Entretanto, o substrato de crescimento ndo é unicamente lignina, mas também
hemiceluloses e celulose (KIRK & FARRELL 1987, BLANCHETTE 1995). Os
basidiomicetos ligninoliticos podem causar deslignificacdo seletiva ou né&o
seletiva da madeira. Na deslignificacdo seletiva, a lignina € removida sem
gualquer perda distinta de celulose e na deslignificacdo ndo seletiva, todos os
componentes da parede celular sdo degradados (BLANCHETTE 1995). A
lignina sabidamente ndo funciona como fonte priméria de carbono e energia
para os fungos basidiomicetos. Para sua degradacdo ha necessidade de uma
fonte de carbono adicional que funciona como um co-substrato. E este
mecanismo de degradacdo € regulado pelo balanco entre as reacdes
produtoras e consumidoras de energia (KIRK & SHIMADA 1985). A fonte de
carbono utilizada pelo fungo também pode interferir na sua atividade

ligninolitica. Monossacarideos e polissacarideos estimularam a atividade



ligninolitica de alguns basidiomicetos (LEATHAN & KIRK 1983,

LEATHAN1986).

Devido a baixa especificidade e elevado potencial de oxidacdo do
sistema enzimatico, os basidiomicetos ligninoliticos sdo também capazes de
degradar uma variedade de compostos recalcitrantes (FRAGOEIRO & MAGAN

2005).

2.5 Ascomicetos

Os Ascomycetes sdo considerados como o maior grupo de fungos,
compreendendo aproximadamente 32.000 espécies (HAWKSWORTH et al.

1995).

Dentre as principais caracteristicas apresentadas pelos Ascomycetes, é
possivel citar o micélio septado, com paredes celulares contendo quitina e
glucanas, e a producdo de um tipo especial de esporangio denominado asco.
Embora os ascomycetes possam se diferenciar macroscopicamente de fungos
pertencentes a outras divisbes, suas estruturas microscopicas, como
exemplificado pela presenca de ascos, sdo diagnoésticas do grupo. Os ascos
apresentam a forma de um saco ou clava, sendo este responsavel pela
formacao dos ascésporos, que, em geral, s&o em numero de oito, sendo estes
expelidos forcosamente dos ascos quando maduros. As estruturas
multicelulares produtoras de ascos sdo chamadas de ascomas ou ascocarpo, e

esses corpos de frutificacdo se apresentam em quatro formas principais,



conhecidas como: apotécio (pode liberar muitos ascos ao mesmo tempo),
cleistotécio (ndo tem abertura, apresentando diferente estratégia para
disperséo), peritécio (permite a liberacdo de um asco de cada vez), e
pseudotécio ou ascostroma (estrutura estromatica na qual uma ou mais

cavidades séo formadas pelos ascos em desenvolvimento), (BARR, 1976).

Os ascomycetes sdo, ha sua grande maioria terrestres, embora alguns
possam ocorrer em aguas marinhas ou continentais. Em geral, sdo importantes
em processos de decomposi¢cdo, devido a sua capacidade de degradar
celulose e outros polimeros vegetais. Os ascomycetes em geral colonizam uma
vasta gama de substratos, incluindo solo (Chaetomium), dejetos vegetais
(Xylaria), e fezes de animais (Ascobolus, Sordaria). Algumas espécies
encontram-se associadas as raizes de diversas plantas superiores, formando
micorrizas. Outras vivem em associacdo mutualistica com microorganismos
fototréficos, sendo conhecidos como liquens. Varias espécies sédo consideradas
fitopatogénicas, como, por exemplo, Elsino&, Glomerella, Guignardia e
Sclerotinia, podendo causar danos em plantas frutiferas, comercialmente
importantes em regides tropicais (WHITESIDE et al. 1988). Algumas espécies
sdo patogénicas ao homem, como os dermatofitos (Arthroderma e Nannizzia),
por exemplo. Dentre os ascomycetes com maior diversidade ecoldgica em
regides tropicais podemos citar os pertencentes a Hypocreales, Xylariales e
Discomycetes. Dentre os géneros tropicais mais abundantes podemos citar
Xylaria, Hypoxylon e Camillea. Os Discomycetes, fungos caracterizados pela
producdo de ascoma ou ascocarpo do tipo apotécio, também estdo dentre os

grupos de fungos com grande ocorréncia em regides tropicais (KORF, 1997),



exemplificados pela familia Sarcoscyphaceae (Cookeina e Phillipsia),

tipicamente encontrados em madeira.

2.6 Fungos deterioradores de biopolimero (madeira).

As primeiras vias de colonizacdo da madeira por todos os tipos de fungos
sdo usualmente as células dos raios que sao vias anatbmicas de mais acesso
e menor resisténcia (Figura 1). Através das células do raio as hifas tém acesso
aos nutrientes de reserva ndo estruturais de facil assimilagdo contidos nas
células parenquimaticas (ndo lignificadas). Por meio da acdo do complexo
enzimatico produzido por essas hifas da-se o processo de decomposicao da

madeira (KIRK E CULLEN, 1998).

Figura 1. Vias de colonizagdo da madeira pelos fungos.

Dessa forma, assume-se que 0 processo de biodegradacdo de um
substrato lignocelulésico, como a madeira, ocorre pela acdo combinada de uma
variedade de sistemas enzimaticos e alguns agentes ndo enziméaticos de baixa
massa molar como acido oxalico, alcool veratrilico, acido graxo insaturados e
agentes redutores de ferro, que sdo produzidos extracelularmente pelos

fungos. Através destes sistemas lignocelulésicos, os fungos degradam os
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componentes insollveis da madeira, transformando-os em componentes

menores e soluveis. (FENGEL e WEGENER, 1989; MESSNER et al., 2003).

2.7 Ultra estrutura da madeira e composicao quimica.

A madeira é um biopolimero constituida principalmente por celulose,
hemicelulose e lignina. A parede celular vegetal é, por sua vez, composta de
uma parede celular primaria e secundaria s&80 responsaveis pelo
comportamento da maioria das propriedades tecnologicas da madeira
(PRESTON 1974 apud CASTRO E SILVA 1996). As caracteristicas anatdbmicas
e microestruturas da madeira variam entre as diferentes espécies, sendo que
as madeiras das coniferas tendem a ter uma estrutura mais simples quando
comparadas as madeiras folhosas (DANIEL, 2003). As madeiras de folhosas e
coniferas diferem quanto a propor¢cdo de seus componentes a estrutura
guimica da lignina e das polioses, ao arranjo e tipos de células e, quanto a
susceptibilidade a biodegradacdo. Em termos estruturais, as madeiras
coniferas se caracterizam por apresentar de 90 a 95% de traqueideos, 5 a 10%
de células de raio e 0,5 a 10% de canais de resina (BIERMANN, 1996;

DANIEL, 2003).

2.7.1 Celulose

A celulose é o principal polimero do tecido xilematico. Trata-se de um
polimero linear de anidro-glicose ligado por ligacdes [-(1-4)-glicosicas
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(FENGEL E WEGENER 1989). Essa estrutura € polimero homogéneo néo

ramificado, cuja cadeia ¢é constituida de centenas de unidades

monossacaridicas.(Figura 2).

Fonte: DONALD VOET & JUDITH VOET
Figura 2: Estrutura de um fragmento de celulose.

Na madeira as moléculas de celulose compdem as microfibrilas, as quais
sé@o organizadas em um arranjo paralelo, formando fiblilas que se entrelagam,
originando entdo as fibras de celulose. (FENGEL E WEGENER 1989). As
propriedades fisicas das fibras de celulose, tais como resisténcia a tracao
mecanica, alongamento e capacidade de sovatacdo, dependem do grau de

organizacao (grau de cristalinidade) (D’ALMEIDA, 1982).

2.7.2 Hemicelulose

A hemicelulose é formada por um grupo de substancias poliméricas
compostas de unidades monossacaridicas diferentes (Figura 3). Séao
polissacarideos heterogéneos contendo nas suas estruturas tanto hexoses,

guanto pentoses. Possuem cadeia ramificada e de baixa massa molecular.
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Figura 3: Acucares que compdem as unidades de hemicelulose.

As hemiceluloses sao divididas em endo-hemicelulases, exo-

hemicelulases,

xilosidases e, como as celulases, atuam de forma cooperativa provocando a

hidrolise completa das hemiceluloses até seu monémeros (H

ERIKSSON et al., 1990).

2.7.3 Lignina

A lignina € uma macromolécula complexa com estrutura
amorfa composta por unidades de fenilpropano (guaiacil,

hidroxifenil). (Figura 4).

IGUCHI, 1985;

tridimensional

siringil e p-
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A lignina tem um papel significante na protecdo natural da madeira, pois
grandes quantidades de lignina e a presenca de lignina guaiacil promovem uma
maior protecdo natural do que baixos niveis de lignina e lignina siringil

(DANIEL, 2003).
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Figura 4: Estrutura de um fragmento de lignina.
Fonte: American Chemical Society, 2000

Na madeira, a lignina pode ser encontrada nas paredes primarias e
secundarias, as quais detém a maior fragdo da quantidade total de lignina (70 -
90%). Nas paredes celulares, a lignina aparece ligada a hemicelulose,
formando uma espécie de “cimento” no qual as fibras de celulose estdo
embebidas. (FENGEL E WEGENER, 1989; ESAU, 1965). Na lamela média,
forma uma espécie de reticulo com cadeias paralelas e intercruzadas,
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conferindo propriedades adesivas que mantém as varias células do tecido
vegetal agregados. O papel da lignina nos tecidos vegetais € o de conferir forca

e resisténcia mecanica, porém com elasticidade (SOARES, 1998).

2.8 Enzimas ligninoliticas

A velocidade o qual os ligniocelulésicos sdo decompostos na natureza €
bastante variavel e depende das condi¢cdes de umidade e temperatura as quais
estdo expostos bem como da biodiversidade fangica existente no local.
(FERRAZ, 2004). Assim, a decomposicdo completa de um fragmento de um
material ligninocelulésico pode demorar meses ou varios anos sendo que em
condicdes frias e secas os ligninocelulésicos podem permanecer décadas

antes de serem decomposto.

As principais enzimas envolvidas na degradacdo da lignina s&o lignina-
peroxidase (Li-P), manganés-peroxidase (Mn-P) e as lacases (LEONOWICZ et

al. (2001).

Varios trabalhos tém demonstrado que enzimas ligninoliticas ndo penetram
na parede celular intacta (GOODELL, et al., 1997). As enzimas responsaveis
pela decomposicdo dos componentes da madeira ndo podem penetrar na
parede celular vegetal, somente um processo de “escamacdo” da parede
celular pode ser efetivo na biodegradacdo. Estudos sobre a biodegradagéo da
lignina tém sido conduzidos principalmente usando-se fungos de podriddo
branca, os quais produzem enzimas extracelulares modificadoras de lignina.
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Para depolimerizar e mineralizar a lignina, esses fungos possuem um sistema
oxidativo ndo especifico, que inclui varias oxidoredutases extracelular e
metabdlicos de baixo peso molecular (SAPPARAT et al., 2002). Enzimas
extracelulares envolvidas na degradacéo da lignina e xenobidticos por fungos
de podriddo branca incluem varios tipos de lacases, peroxidases e oxidases
produtoras de H,O, (CAMARERO et al, 1999; VOLC et al., 1996;

THURSTON,1994).

As enzimas ligninoliticas apresentam um grande potencial na
biotransformacdo de ligninas e seus derivados como também nos aspectos
ambientais (biorremediagdo). Essas enzimas tém um papel importante na
descontaminacdo de efluentes papeleiros e téxteis. Atualmente sdo utilizadas
em biossensores para detectar fendis em ambiente contaminado (DURAN &

ESPOSITO, 2000).

2.8.1 Lignina — Peroxidase (LiP)

As ligninases sao proteinas N-monoméricas e O-glicosiladas com quatro
ligacBes dissulféto, dois ions de calcio e um de ferro protoporfirina 1X como

grupo prostético.

As enzimas que produzem peroxido sdo acessorios ‘as perédxidases, e
atuam in sito. Essas enzimas geram peroxido de hidrogénio in sito e

possibilitam que as peroxidases atuem (FERRAZ 2004).
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A lignina peroxidase exibe o ciclo comum de peroxidase catalitica,

baseado em reacdes de oxidacao sucessivas (Figura 5), produzindo a oxidacéo

do substrato (AKHTAR et al., 1997).

Figura 5. Ciclo catalitico simplificado da lignina peroxidase.

Fonte FERRAZ, 2004

A lignina peroxidase possui um peso molecular de 38 a 43 kDa e contém

protoporfirina IX como grupo prostético (MESSNER, 1998). Esta enzima oxida

0 nucleo aromético (fendlico) pela remogcdo de um elétron, gerando radicais

fenoxi e radicais cations. Por ultimo, reage espontaneamente com nucleotideos

(principalmente agua) e oxigénio molecular. O resultado é uma “combustédo

enzimatica” nas quais as ligagdes C-C e C-O séao divididas, despolimerizando a

molécula e abrindo 0os anéis aromaticos, formando, com isso, abundantes

produtos aromaticos e alinfaticos.

2.8.2 Manganés-Peroxidase (Mn-P)
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As manganés-peroxidases sao glicoproteinas com peso molecular entre
43 — 49 kDa e ponto isoelétrico entre 4,2 e 4,9, contendo um mol de ferro
porfirinico IX / 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 é o sitio de ligacdo do substrato proposto (Mnll) mostrado

na Figura 6.

2H* + Oy + Mn** . Mn* + HsO,

Figura 6: Mn (ll) é oxidada a Mn (lll) por uma peroxidase dependente de Mn.
Fonte:FERRAZ, 2004

O produto principal da reacdo Mn(ll) o qual é oxidado pela MnPIl e MnPII
para Mn(lll). Mn (Ill) é estabilizado formando complexos com acidos 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 descoloracao de efluente Kraft (MICHEL et al.,

1991).

2.8.3 Lacase

Lacases sdo principalmente glicoproteinas extracelulares ligadas ao

cobre bivalente, o qual é reduzido durante a oxidacdo de fendis (Figura 7) e
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subseglentemente oxidado novamente ao estagio bivalente pelo oxigénio
(FORSS et al.,, 1989). Lacases sdo enzimas monoméricas, diméricas ou
tetraméricas com pesos molecular entre 60 e 80 kDa e com teor de carboidrato

entre 15 e 20% (THURSTON,1994).

o, Lacase (Cu’") PhO-

H,0 Lacase red. (Cu') PhOH

Figura 7. Mecanismo de acao da lacase.
Fonte Ferraz 2004.

Lacases sdo membros da familia de proteinas multi-cobre, que incluem
ascorbalto oxidase, ceruloplasmina e bilirrubina oxidases. Consequentimente,
em diferentes fungos, a producdo desta enzima pode ser acentuada sob
condicBes de cultura apropriadas (KLONOWSKA et al.,, 2002; MAYER &

STAPLES 2002; CLAUS, 2004).

Varios estudos tém demonstrado a participacdo da lacase em eventos
ligninoliticos significativos que incluem a oxidacdo de unidades n&o- fendlicas
da lignina, a geracdo de H,O, requerida tanto para as atividades peroxidases
como para a formagcéo de radical oxidrico (OH), e a producdo de Mn** a partir

de Mn*" presente nos lignoceluldsicos.
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As lacases atuam diretamente sobre estruturas fendlicas através de Cu® * a
Cu %, que por sua vez, reduz O, a H,0, permitindo que a enzima atue de forma
ciclica. No ciclocatalitico da lacase, o grupo fenoxi (PhOH) reperesenta um
substrato fendlico. A estequiometria do ciclo envolve 4 Cu? + (normalmente
ligados a uma Unica proteina ou a 2 cadeias protéicas acopladas), 4 substratos

fenolicos, 4 prétons e uma molécula de O, (FERRAZ, 2004).

Por muitos anos, a participacdo de lacase na degradagéo da lignina foi
considerada limitada ‘a oxidacdo de unidades fendlicas, que compreendem
unicamente 10 a 20% do polimero. Entretanto, durante as Ultimas décadas tem
sido demonstrado que lacase também pode oxidar unidades n&o fendlicas de
lignina na presenca de certos compostos, conhecidos como mediadores, que
incluem substratos artificiais (BOURBONNAIS & PAICE, 1990; CALL &

MUCKE, 1997) e metabdlitos fungicos (EGGERT ET AL., 1996).

2.8.4 Peroxidase

As peroxidases sdo sensiveis a excessivas concentracdes de H;O,,
podendo, sob determinadas condi¢fes, transformar a enzima em um composto

mais ativo, denominado de Composto Il (Figura 8).
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HOO

Fez+ H,O,

\_ © Fe* =0

0,
HO, Fe* =OH
(4 J J J
Y Y Y
COMPOSTO I FORMAQ/:\O DO CICLO NORMAL DA
COMPOSTO Il PEROXIDASE

Figura 8. Inter-relacé@o entre estados de redugéo de uma peroxidase tipica (HRP).

Fonte: PALMERI et al. (1997).

Tanto a lacase como a peroxidase oxidam compostos fenolicos. Os produtos

resultantes da oxidac&o polimerizam espontaneamente, formando complexos

insolaveis, o0s quais podem ser removidos por precipitacdo, filtracdo ou

centrifugacdo (DAVIS & BURNS, 1978).
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3. MATERIAL E METODO

3.1. Fungos

Cepas fungicas de Datronia brunneoleuca (Cooke) Ryvarden, Trametes
lactinea (Berk.) Sacc., Lentinus crinitus (L.) Fr. foram utilizadas da micoteca do
Laboratério de Biorganica do programa de Pds-graduacdo em Biotecnologia e
Recursos Naturais da Universidade do Estado do Amazonas (UEA). Estas
foram mantidas a temperatura de 3.8 °C em placa de petri e posteriormente
feito todo processo de repicagem e inoculacdo em camara de fluxo laminar
para minimizar possivel contaminacdo da cultura e armazenado em estufa

incubadora B.O.D por 8 dias.

3.2 Meios de cultura
Foram utilizados os seguintes meios de cultura:
v Agar extrato de malte (1);
v BDA (potato dextrose agar) (ll);
v" Agar jerimum (lll);
v Agar farinha de peixe (IV);

v Agar bagago de cana (V);
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3.2.1 Meio solido para avaliagdo do crescimento micelial
(I) Agar extrato de malte:

20g extrato de malte;

15g agar;

1000mL H,O destilada.

(Il) BDA (potato dextrose agar):
39g de (BDA);

1000mL H,O destilada.

(Il Agar jerimum:
200g de jerimum;
15g agar;
10g de glicose;

1000mL H,O destilada.

(IV) Agar ferinha de peixe:
20g de farinha de peixe;
159 agar;
10g de glicose;

1000mL H,O destilada.
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(V) Agar bagaco de cana:
20g de bagaco de cana;
15g agar;
10g de glicose;
1000mL H,O destilada.

Os meios de cultura foram previamente esterilizados em autoclave a 121°C por

15 minutos.

3.2.2 Meio liquido para avaliagcéo da atividade enzimética

Para determinagdo das enzimas utilizou-se 0 meio contendo extrato de

jerimum na seguinte composicao:
e Extrato de jerimum:
200g de jerimum,;
1000mL de agua destilada;
39 de dextrose;
Tween 80 a 3% ;
Sulfato de magnésio a 3 %;

O meio de cultivo foi previamente esterilizados em autoclave a 121°C por 15

minutos.
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3.3 Avaliagéo do crescimento micelial

O crescimento micelial foi avaliado através do teste da placa de Petri
inoculado com pequenos fragmentos do fungo nos meios testados. O
crescimento foi mensurado através da progressao linear da fronteira micelial,
sendo as medidas tomadas em duas dire¢cdes perpendiculares a cada 24 horas
até que atingisse todo o diametro da placa. A mensuracédo do raio da col6nia
permitiu avaliar o crescimento micelial, o qual ocorre pela extensao da ponta da

hifa.

3.4. Condicdes de crescimento

3.4.1 Meios de cultura

Foi testado o crescimento micelial nos meios agar extrato de malte, BDA,
agar jerimum; agar farinha de peixe; agar bagaco de cana; conforme descrito
no item 3.2.1. Os cultivos determinados no item anterior foram testados nas
temperaturas 28°, 30°C e pH 4, 5, 6, 7, 8 avaliando se, portanto , 3 niveis para

cada variavel obtendo-se 9 tratamentos (3 x 3).

3.4.2 Avaliagdo datemperatura

A avaliacdo da influéncia da temperatura no crescimento micelial foi testada

em placa de Petri inoculada com pequenos fragmentos da cultura do fungo nas
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guais contendo os meios de cultura 4gar extrato de malte, BDA, &gar jerimum;
agar farinha de peixe; agar bagaco de cana. A cultura foi incubada em estufa

B.O.D e foram testadas as temperaturas 28°, 30°C.

3.4.3 Taxa de crescimento do fungo e massa micelial

A taxa de crescimento dos fungos foi definida como a razédo entre a média
da progressédo da fronteira micelial e o nimero de dias de crescimento do
fungo. Para determinacdo da massa micelial foi utilizado o crescimento em
meio liquido. Apds 5, 10. 15, 20, 25, 30 dias de crescimento, 100ml do meio foi
filtrado em filtro de papel Watmann n.1 e lavado co com 50ml de agua
destilada. A massa micelial foi calculada pela diferenca em relacdo ao peso
seco em estufa (70°C) através da seguinte equacao:

M m (%)= Pf — Pi x 100, onde;
Pi

Pi = peso seco do papel filtro
Pf = peso seco do papel filtro apos filtragem

M v = massa micelial em porcentagem em relagéo ao peso seco da amostra.

3.6 Meio de cultura para cultivo da determinacdo das atividades

enzimaticas.
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O meio de cultura liquido utilizado para determinacdo enziméatica foi extrato
de jerimum, o qual foi previamente esterilizado a 121°C por 15 minutos. Em
camara de fluxo laminar foi adicionado em erlenmayer 100ml de meio de
cultivo. Posteriormente foi feito a inoculacdo dos fungos utilizando 3 pequenos
fragmentos do micélio do fungo por erlenmayer e incubados por 30 dias, o qual
foi retirado da regido periférica da placa de petri. O experimento foi realizado
em triplicata. Os erlenmayers foram mantidos em posicdo estacionaria, em
encubadora B.O.D a temperatura 28°C. Apés 5, 10, 15, 20, 25, 30 dias do

cultivo dos fungos, foi realizada a determinacdo da atividade enzimatica.

3.7. Determinacdo das atividades enziméticas.

3.7.1 Fenoloxidase total.

A metodologia utilizada foi segundo SZKLARZ et al.(1989) modificada, a
oxidacdo do substrato enzimatico seringaldazina apresenta absorcdo a 525 nm
(X = 65000 M-1 cm ). Para a determinacdo da atividade fenoloxidase,
utilizou-se 1000pL de caldo de cultivo filtrado, 60 pL de substancia tampé&o de
citrato fosfato em pH= 5.0, 20 yL de seringaldazina (soluc&o indutora, estoque,

concentracdo de 5 mg\ 10ml de etanol), 20 uL de peréxido de hidrogénio.

3.7.2 Lacase
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A atividade da enzima lacase foi determinada em um comprimento de onda
de 525nm, especifico para reagdo de oxidacdo da seringaldazina. A
metodologia utilizada foi segundo SZKLARZ et al.1989 modificada. O método
consiste na oxidacao do substrato enzimatico de seringaldazina para sua forma
de quinona. De acordo com a atividade enzimatica, uma unidade ativa de
lacase corresponde a quantidade de enzimas necessarias para oxidar 1umol
de substrato por minuto. Para a determinagdo da atividade lacase, utilizou-se
1000pL de caldo de cultivo filtrado, 60 pyL de substancia tampé&o de citrato
fosfato em pH= 5.0, 20 yL de seringaldazina (solugéo indutora, estoque,

concentracdo de 5 mg\ 10ml de etanol), 20 yL de agua destilada.

3.7.3 Peroxidase

Para determinacdo da enzima peroxidase foi realizado a diferenca da

Fenoloxidase menos a Lacase.

3.7.4 Andlise estatistica

Para realizar a analise estatistica dos dados foi utilizado o software BioEstat
5.0, foram obtido os parametros descritivos (média, desvio padrdo, variancia)
dos dados, teste de correlagcdo entre as variaveis o teste ANOVA e de Tukey

para contrastes das médias.



4. RESULTADO

4.1 Crescimento micelial

4.1.1 Crescimento em pH 4

Em relagdo ao crescimento nos diferentes meios de cultura acrescidos
de componentes regionais, Lentinus crinitus foi 0 que apresentou maior
crescimento em pH 4 tanto na temperatura de 28 °C como na de 30 °C
(Tabelas 4 e 5 ). Neste caso 0os meios de farinha de peixe e o de bagaco de
cana foi onde ocorreu o maior valor de crescimento. Os demais fungos
apresentaram crescimento similar nos diferentes meios testados. Lentinus
crinitus apresentou valor de crescimento micelial em relacdo aos outros fungos
cerca de 40%, 36,6 % e 24,8 % maior para os meios de farinha de peixe,
bagaco de cana e jerimum respectivamente. No uso de meios industriais
Lentinus crinitus também apresentou melhor crescimento micelial para meio
malte. Interessantemente os fungos Datronia brunneoleuca e Xylaria sp néo
apresentaram crescimento micelial no periodo de oito dias para 0 meio malte.
Trametes lactinea que apresentou menor crescimento no meio nutricional

acrescido de farinha de peixe.
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Dentre os meios industriais, os fungos Datronia brunneoleuca, Trametes
lactinea e Lentinus crinitus apresentaram maior crescimento médio em meio
malte.

Ao contrario do que ocorreu com a temperatura de 28 °C onde néo teve
crescimento dos fungos Datronia brunneoleuca e Xylaria sp, no meio malte,

temperatura de 30 °C e pH 4 apresentaram crescimento nessas condicdes .

4.1.2 Crescimento em pH5

No pH 5 e temperatura 28 °C Lentinus crinitus também apresentou
melhor crescimento micelial nos meios regionais acrescidos de jerimum e
bagaco de cana. Os outros fungos testados n&o apresentaram grande
diferenca na meédia de crescimento nos diferentes meios regionais. Nos meios
industriais 0 maior valor médio de crescimento foi obtido para Lentinus crinitus
em meio BDA (Tabela 6). Para Datronia brunneoleuca o meio malte foi que
apresentou maior valor médio absoluto de crescimento, enquanto que para

Trametes lactinea ocorreu crescimento similar nos dois meios.

Lentinus crinitus apresentou crescimento 20% maior no meio BDA em

relacdo ao meio bagaco de cana e jerimum em pH 5 e temperatura 28 °C.

Tabela 4. Crescimento micelial (cm) em diferentes meios de cultura em pH 4 e 28 °C.
Valor em parénteses significa o desvio padrao.

Meio Datronia Lentinus Trametes Xylaria sp
brunneoleuca crinitus lactinea

FPeixe 0.50 0.71 0.4 0.5
(0.26) (0.26) (0.25) (0.14)

BCana 0.44 0.7 0.40 0.4
(0.20) (0.31) (0.19) (0.20)

Jerimum 0.50 0.50 0.38 0.42
(0.27) (0.26) (0.25) (0.30)

Malte 0.70 0.73 0.59 0.02
(0.41) (0.24) (0.38) (0.17)

BDA 0.43 0.59 0.43 0.43
(0.19) (0.32) (0.26) (0.18)
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Tabela 5. Crescimento micelial (cm) em diferentes meios de cultura em pH 4 e 30 °C.
Valor em parénteses significa o desvio padréao.

Meio Datronia Lentinus Trametes Xylaria sp
brunneoleuca crinitus lactinea

FPeixe 0.5 0.7 0.38 0.59
(0.26) (0.26) (0.20) (0.10)

BCana 0.43 0.7 0.43 0.5
(0.22) (0.30) (0.18) (0.24)

Jerimum 0.43 0.58 0.59 0.5
(0.18) (0.32) (0.38) (0.28)

Malte 0.7 0.7 0.72 0.38
(0.41) (0.40) (0.43) (0.17)

BDA 0.44 0.59 0.58 0.30
(0.22) (0.52) (0.34) (0.18)

Tabela 6. Crescimento micelial (cm ) em diferentes meios de cultura em pH 5 e 28
°C. Valor em parénteses significa o desvio padréo.

Xylaria

Meio Datronia Lentinus Trametes sp

brunneoleuca crinitus lactinea

FPeixe 0.44 0.50 0.50 0.43
(0.21) (0.15) (0.25) (0.24)

BCana 0.50 0.7 0.5 0.44
(0.26) (0.48) (0.24) (0.18)

Jerimum 0.43 0.7 0.5 0.42
(0.18) (0.41) (0.23) (0.24)

Malte 0.69 0.71 0.5 0.43
(0.39) (0.38) (0.29) (0.20)

BDA 0.59 0.87 0.5 0.32
(0.37) (0.58) (0.24) (0.16)

Tabela 7. Crescimento micelial (cm ) em diferentes meios de cultura em pH 5 e 30 °C.
Valor em parénteses significa o desvio padrao.

Meio Datronia Lentinus Trametes Xylaria sp
brunneoleuca crinitus lactinea
FPeixe 0.43 0.50 0.50 0.43
(0.21) (0.19) (0.26) (0.19)
BCana 0.50 0.7 0.50 0.43
(0.27) (0.46) (0.28) (0.19)
Jerimum 0.7 0.93 0.50 0.5

(0.39) (0.61) (0.25) (0.29)
Malte 0.7 0.88 0.59 0.43
(0.41) (0.57) (0.38) (0.26)
BDA 0.59 0.87 0.5 0.36
(0.33) (0.62) (0.25) (0.18)

Em relacdo a temperatura 30 °C nesse mesmo pH Lentinus crinitus
apresentou maior valor médio dentre todos os fungos testados para o
crescimento micelial no meio regional acrescido de jerimum (Tabela 7).

Segundo maior crescimento de L. crinitus ocorreu nos meios industriais BDA e
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malte. Datronia brunneoleuca apresentou valores similar nos meios acrescidos
de jerimum comparado com meio industrial malte. Trametes lactinea
apresentou valores bastante similar em todos os meios nutricionais testados.
Xylaria sp obteve a menor média de crescimento micelial no meio industrial

BDA.

4.1.3 Crescimento em pH 6

No pH 6 e temperatura 28 °C Xylaria sp apresentou menor valor médio
de crescimento micelial nos meios testados. Nestas condi¢gdes Lentinus crinitus
apresentou maior crescimento micelial no meio bagaco de cana. Ressalta-se
tanto na temperatura de 28° como na de 30 °C Lentinus crinitus apresentou
melhores valores médios de crescimento, no meio bagaco de cana. Nessas
condicBes de crescimento e no meio nutricional de jerimum Lentinus crinitus
apresentou valor médio similar aquele de Datronia brunneoleuca ambos

crescidos em meio nutricional de jerimum.

Para meios industriais, Lentinus crinitus, Datronia brunneoleuca e
Trametes lactinea obtiveram os maiores valores médios de crescimento em

malte(Tabela 8).

Datronia brunneoleuca e Trametes lactinea nestas condicbes de pH e
temperatura apresentaram, maior crescimento médio no meio industria malte.
Ressalta-se que Trametes lactinea obteve crescimento similar no meio bagaco

de cana independente da temperatura (Tabela 9).
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Para os meios regionais, Trametes lactinea teve crescimento 37,1% maior
no meio bagaco de cana em relagdo aquele de farinha de peixe, e 28,5 %
maior em relacdo aquele de jerimum. Da mesma maneira Lentinus crinitus
apresentou crescimento em bagaco de cana 50% maior do que em farinha de

peixe, e 18.3% maior em relacdo ao meio de jerimum.

Tabela 8. Crescimento micelial (cm) em diferentes meios de cultura em pH 6 e 28 °C. Valor
em parénteses significa o desvio padréo.

Meio Datronia Lentinus Trametes Xylaria sp
brunneoleuca crinitus lactinea
FPeixe 0.41 0.43 0.45 0.38
(0.43) (0.14) (0.20) (0.18)
BCana 0.51 0.87 0.69 0.39
(0.25) (0.27) (0.38) 0.17)
Jerimum 0.7 0.7 0.50 0.4

(0.64) (0.61) (0.28) (0.20)
Malte 0.71 0.88 0.50 0.36
(0.77) (0.49 (0.31) 0.17)
BDA 0.59 0.7 0.59 0.39
(0.34) (0.40) (0.30) (0.18)

Tabela 9. Crescimento micelial (cm) em diferentes meios de cultura em pH 6 e 30 °C. Valor
em parénteses significa o desvio padrao.

Meio Datronia Lentinus Trametes Xylaria sp
brunneoleuca crinitus lactinea

FPeixe 0.43 0.43 0.44 0.38
(0.20) (0.17) (0.22) (0.22)
BCana 0.5 0.87 0.7 0.40
(0.24) (0.30) (0.38) (0.18)
Jerimum 0.59 0.71 0.5 0.39
(0.46) (0.62) (0.26) (0.18)
Malte 0.7 0.71 0.7 0.38
(0.78) (0.40) (0.38) (0.19)
BDA 0.59 0.7 0.5 0.38
(0.35) (0.41) (0.33) (0.16)

4.1.4 Crescimento em pH 7

Nestas condi¢cdes de pH e temperatura, o crescimento de Lentinus crinitus

foi maior nos meios com componentes regionais testados do que nos meios
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industriais, com excec¢do a Xylaria sp para temperatura de 30° C e meio malte,
onde apresentou uma meédia de crescimento menor, enquanto que Datronia

brunneoleuca apresentou maior valor médio de crescimento micelial.

Entre os aos meios regionais, tanto na temperatura 30 °C como em 28 °C,
Lentinus crinitus apresentou 0 maior crescimento em meio bagaco de cana.
Ressalta-se, entretanto, que no meio industrial malte na temperatura 30 °C este
fungo apresentou crescimento 36.9% maior do que aquele no meio bagaco de
cana (Tabelas 10 e 11). Datronia brunneoleuca obteve resultados de
crescimento similares independentemente da temperatura. Para Xylaria sp os
menores crescimentos ocorram nos meios de cultura farinha de peixe, bagaco

de cana e jerimum.

De modo geral, neste pH 0 maior crescimento ocorreu no meio malte em
ambas temperaturas testadas. Teste de Tukey mostrou que para Lentinus
crinitus ao nivel de 95% de probabilidade, ndo existe diferenca estatistica na
média do crescimento entre os meios farinha de peixe, bagaco de cana,

jerimum e BDA.(Tabela 10).

4.1.5 Crescimento em pH 8

Assim como ocorreu para as outras condi¢cdes de crescimento Lentinus
crinitus também obteve maior média de crescimento micelial nos meios de
cultura acrescidos de componentes regionais. O mesmo padrdo ocorreu para

0S meios industriais, sendo que nesse caso de temperatura 30 °C e pH 8 0
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maior valor médio de crescimento ocorreu no meio BDA. Ressalta-se que entre
0Ss meios industriais testados (BDA e malte) o fungo Lentinus crinitus
apresentou crescimento 18.3% maior no meio malte do que no meio BDA na
temperatura de 30 °C e pH 7. (Tabelas 12 e 13). Os demais fungos

apresentaram crescimento similar nos diferentes meios testados.

Tabela 10. Crescimento micelial (cm) em diferentes meios de cultura em pH 7 e 28 °C.
Valor em parénteses significa o desvio padréo.

Datronia Lentinus Trametes Xylaria sp
Meio brunneoleuca crinitus lactinea

FPeixe 0.43 0.44 0.41 0.26
(0.21) (0.28) (0.23) (0.24)
BCana 0.44 0.7 0.50 0.29
(0.21) (0.25) (0.26) (0.08)
Jerimum 0.50 0.50 0.46 0.44
(0.27) (0.37) (0.38) (0.27)
Malte 0.7 1.2 0.45 0.13
(0.41) (0.61) (0.33) (0.10)
BDA 0.43 0.59 0.46 0.43
(0.19) (0.32) (0.23) (0.20)

Tabela 11. Crescimento micelial (cm) em diferentes meios de cultura em pH 7 e 30 °C.
Valor em parénteses significa o desvio padréo.

Datronia Lentinus Trametes Xylaria sp

Meio brunneoleuca crinitus lactinea
FPeixe 0.5 0.43 0.39 0.38
(0.26) (0.29) (0.24) (0.10)
BCana 0.43 0.7 0.5 0.34
(0.22) (0.24) (0.23) (0.19)

Jerimum 0.43 0.5 0.39 0.3

(0.18) (0.61) (0.29) (0.08)
Malte 0.7 1.11 0.47 0.15
(0.41) (0.57) (0.31) (0.20)
BDA 0.44 0.57 0.4 0.30
(0.22) (0.34) (0.19) (0.16)

Tabela 12. Crescimento micelial (cm) em diferentes meios de cultura em pH 8 e 28 °C.
Valor em parénteses significa o desvio padréo.

Datronia Lentinus Trametes Xylaria sp
Meio brunneoleuca crinitus lactinea

FPeixe 0.43 0.43 0.39 0.26
(0.21) (0.26) (0.24) (0.26)

BCana 0.56 0.71 0.58 0.3
(0.20) (0.34) (0.32) (0.15)

Jerimum 0.44 0.46 0.39 0.28
(0.20) (0.40) (0.24) (0.16)

Malte 0.58 0.7 0.43 0.18
(0.30) (0.30) (0.21) (0.10)

BDA 0.43 0.7 0.30 0.43
(0.17) (0.30) (0.18) (0.18)
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Tabela 13. Crescimento micelial (cm) em diferentes meios de cultura em pH 8 e 30 °C.
Valor em parénteses significa o desvio padrao.

Datronia Lentinus Trametes Xylaria sp

Meio brunneoleuca crinitus lactinea
FPeixe 0.44 0.50 0.50 0.43
(0.21) (0.15) (0.25) (0.24)
BCana 0.50 0.7 0.5 0.44
(0.26) (0.48) (0.24) (0.18)
Jerimum 0.43 0.7 0.5 0.42
(0.18) (0.41) (0.23) (0.24)
Malte 0.69 0.71 0.5 0.43
(0.39) (0.38) (0.29) (0.20)
BDA 0.59 0.87 0.5 0.32
(0.37) (0.58) (0.24) (0.16)

4.2.1 Crescimento diario

4.2.1.1 Lentinus crinitus

O pico de maior valor absoluto de crescimento ocorreu nas condi¢des de
pH 5 e 30° C nos meios farinha de peixe e jerimum, (ambos 1,5 cm) e o0 menor
(0,58cm) neste dltimo meio de cultura e temperatura 28° C (Figura 9). Em
termos de velocidade de crescimento inferida pelo tempo e que a placa de Petri
foi preenchida pelo crescimento linear do micélio, nos meios de jerimum, malte
e BDA ocorreu no quarto dia. Ressalta-se, entretanto, que nestes meios a
média de crescimento foi menor do que no meio jerimum. O crescimento mais
lento com preenchimento da placa de Petri somente ocorreu no oitavo dia em
meio de farinha de peixe para todos os pHs, com excec¢éo ao pH4 (em ambas
as temperaturas testadas) e pH 5 na temperatura 30° C, e para 0 meio de

jerimum em pH 5 e 28° C.
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Interessantemente, o crescimento no meio farinha de peixe na

temperatura de 28° C, tanto para pH 6 como para pH 7, Lentinus crinitus

apresentou crescimento

minimo (quase nulo) no quarto e quinto dia

respectivamente, retomando o crescimento posteriormente de maneira lenta

até preenchimento da placa de Petri no oitavo dia de atividade.
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Figura 9. Progressao da fronteira micelial de Lentinus crinitus em pH 4 crescido em
diferentes meios de cultivo sélido.
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Figura 10. Progresséo da fronteira micelial de Lentinus crinitus em pH 5 crescido
em diferentes meios de cultivo solido.
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Figura 12. Progresséo da fronteira micelial de Lentinus crinitus em pH 7 crescido
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Figura 13. Progresséao da fronteira micelial de Lentinus crinitus em pH8 crescido
em diferentes meios de cultivo sélido.

4.2.1.2 Trametes lactinea

Em termos de valores absolutos o pico maximo de crescimento

alcancado para Trametes lactinea foi menor para todos os pHs e meios
testados quando comparado com aqueles de Lentinus crinitus em termo de
velocidade de crescimento, alcancou padrdo similar aqueles de Lentinus

crinitus em pH 4 e temperatura de 28° C ao alcancar valor maximo de
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crescimento no quarto dia em meio de jerimum. Entretanto, em termos de

valores absolutos o maior valor de crescimento linear do micélio ocorreu em pH

7 e temperatura de 28° C neste mesmo meio.

De modo geral o crescimento foi lento para todas as condi¢cdes de pH e

temperatura testadas. O pH parece ter influenciado determinantemente no

crescimento deste fungo.
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Figura 14. Progressao da fronteira micelial de Trametes lactinea em pH 4 crescido em

diferentes meios de cultivo sélido.
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Figura 17. Progressao da fronteira micelial de Trametes lactinea em pH 7 crescido em
diferentes meios de cultivo sélido.
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Figura 18. Progressao da fronteira micelial de Trametes lactinea em pH 8 crescido em
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4.2.1.3 Datronia brunneoleuca

De todos os fungos testados D. brunneoleuca foi o que apresentou
maior valor de crescimento maximo (Figura 19) ocorrido no pH 4 e temperatura
de 30° C no meio de farinha de peixe. Nos outros tratamentos de pH e
temperatura apresentou comportamento similar aos outros fungos testados.
Interessantemente, o valor maximo de crescimento ja aconteceu em 48 horas
apos a inoculagcdo, quando a partir de entdo decresceu apresentando um
crescimento lento, com o preenchimento da placa somente no sétimo dia de

crescimento.

De modo geral, o crescimento foi lento, ocorrendo o preenchimento total

da placa geralmente apds o quinto dia apdés inoculacéao.
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Figura 19. Progresséo da fronteira micelial de Datronia brunneoleuca em pH 4 crescido em
diferentes meios de cultivo sélido.
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Figura 20. Progresséo da fronteira micelial de Datronia brunneoleuca em pH 5 crescidos
em diferentes meios de cultivos solido.
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Figura 21. Progresséo da fronteira micelial de Datronia brunneoleuca em pH 6 crescido
em diferentes meios de cultivo soélido.
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Figura 23. Progressdo da fronteira micelial de Datronia brunneoleuca em pH 8
crescido em diferentes meios de cultivo sdlido.
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4.2.1.4 Xylaria sp

No meio de jerimum, temperatura de 28° C e pH 4 foi onde ocorreu
melhor crescimento independente do pH. Os maiores valores absolutos
maximos alcancados foram no meio jerimum e temperatura 28° C em pH 4 e
pH 7. Ressalta-se, entretanto, que esses valores absolutos de pico maximo de
crescimento foram cerca de 14 % menores do que aqueles alcangcados para 0s
outros fungos testados. O meio contendo farinha de peixe e pH 5 foi onde
aconteceu o segundo maior crescimento, tanto para a temperatura de 28° C
como para 30° C. O crescimento é menor para todos 0os meios testados acima
em pH 5. No meio BDA, por exemplo, o valor maximo de crescimento foi em pH
8 € aproximadamente 2,3% menor do que aquele valor maximo observado no

pH 4.

De modo geral, Xylaria sp foi o fungo que apresentou, em relacdo aos
outros fungos testados o menor valor médio absoluto de crescimento para

todos os tratamentos.
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Figura 24. Progressdo da fronteira micelial de Xylaria sp em pH 4 crescido em
diferentes meios de cultivo sdlido.
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Assim como ocorreu para Datronia brunneoleuca, o meio de jerimum
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Figura 25. Progresséo da fronteira micelial de Xylaria sp em pH 5 crescido em
diferentes meios de cultivo sélido.
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Figura 26. Progressdo da fronteira micelial de Xylaria
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Figura 28. Progressédo da fronteira micelial de Xylaria sp em pH 8 crescido em

diferentes meios de cultivo sélido.

O teste estatistico ANOVA foi feito para verificar se existe diferenca
entre os tratamentos para Lentinus crinitus, mostrou que ao nivel de 95% de
probabilidade existe diferenca entre si. Teste para verificar diferenca minima
significativa (Tukey) mostra que esta diferenca ocorre entre os meios de cultura
farinha de peixe, malte e BDA. Evidencia que o melhor crescimento foi no meio
malte mostrando diferenca significativa de 99% entre os meios farinha de peixe

e BDA. (Tabelas 14 e 15).

Andlise estatistica para crescimento micelial mostrou que h& diferenca
estatistica no crescimento micelial de Lentinus crinitus nos meios testados em
pH 7 e temperatura de 30 °C. Teste de diferenca minima significativa (Tukey)
mostra que esta diferenca ocorre entre os meios de cultura farinha de peixe,
malte e BDA o mesmo ocorreu para 28 °C no mesmo pH. Evidencia que o
melhor crescimento ocorreu no meio malte mostrando diferenca significativa de

99% entre os meios de cultura farinha de peixe e BDA (Tabelas 16 e 17)
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Tabela 14. Analise de variancia do crescimento micelial do fungo Lentinus crinitus em

diferentes meios de cultura (pH7 e T=28 °C).

Causas de variacao G.L S.Q Q.M. F (P)
Tratamento 4 2,764 0,691

5,4511 0.0012*
Residuo 53 6,718 0,127
Total 57 9,482

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

Tabela 15. Resultado para o teste de Tukey ao nivel de 95% para

os diferentes meios de cultivo do fungo Lentinus crinitus pH 7.0 28°

C. Valores entre parénteses significam média.

Fpeixe Bcana Jerimum  Malte BDA
(0.44) (0.70) (0.50) (1.20) (0.59)
Fpeixe ok
Bcana
Jerimum rrk
Malte - ok ok
BDA —_—

Tabelal6. Andlise de variancia do crescimento micelial do fungo Lentinus crinitus em

diferentes meios de cultura (pH7 e T=30 °C).

Causas de variacao G.L S.Q Q.M. F (p)
Tratamento 2,63 0,657

6,211 0.0006*
Residuo 53 5,61 0,106
Total 57 8,24

* Significativo ao nivel 99% (p<0,05 significativo)
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Tabela 17. Resultado para o teste de Tukey ao nivel de 99%
para os diferentes meios de cultivo pH 7.0 30° C fungo Lentinus

crinitus. Valores entre parénteses significam média.

Fpeixe Bcana Jerimum  Malte BDA
(0.43) (0.70) (0.50) (1.16) (0.57)
Fpeixe ok
Bcana
Jerimum rkk
Malte — — —
BDA ok

A ANOVA para crescimento micelial de Trametes lactinea mostrou que
h& diferenca estatistica no crescimento micelial nos meios testados em pH 4 e
temperatura de 30 °C. Teste de diferengca minima significativa (Tukey) mostra
gue esta diferenca ocorre entre os meios de cultura malte e farinha de peixe.
Evidencia que o melhor crescimento ocorreu no meio industrial malte
mostrando diferenca significativa de 95% com o meio regional farinha de peixe.

(Tabelas 18 e 19).

Analise de variancia para crescimento micelial de Trametes lactinea
mostrou que ha diferenca estatistica no crescimento micelial nos meios
testados em pH 8 e temperatura 30 °C. Teste de diferenca minima
significativa (Tukey) mostra que esta diferenca ocorre entre 0s meios
acrescidos de bagacgo de cana e jerimum. Evidencia que o melhor crescimento
foi no meio regional bagaco de cana que mostrou diferenca significativa de

95% em relacdo ao meio de cultura jerimum. (Tabela 20 e 21).
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Tabela 18. Andlise de variancia do crescimento micelial do fungo Trametes lactinea em

diferentes meios de cultura (pH4 e T=30 °C).

Causas de variacdo G.L S.Q Q.M. F (p)
Tratamento 4 0,961 0,24

3,2174 0.0178*
Residuo 65 4,852 0,075
Total 69 5,813

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

Tabela 19. Resultado para o teste de Tukey ao nivel de 95% para o0s
diferentes meios de cultivo pH 4.0 30° C do fungo Trametes lactinea.

Valores entre parénteses significam média.

Fpeixe Bcana Jerimum Malte  BDA
(0.38) (0.43) (0.41) (0.72) (0.58)
Fpeixe Fokk
Bcana
Jerimum
Malte ok
BDA

Tabela 20. Analise de variancia do crescimento micelial do fungo Trametes lactinea
em diferentes meios de cultura (pH8 e T=30 °C.)

Causas de variacgéo G.L S.Q Q.M. F (p)
Tratamento 4 0,782 0,195

3,730 0.0084*
Residuo 71 3,719 0,052
Total 75 4,501

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



Tabela 21. Resultado para o teste de Tukey ao nivel de 95% para os
diferentes meios de cultivo pH 8.0 30° C do fungo Trametes lactinea.

Valores entre parénteses significam a media.

Fpeixe Bcana Jerimum Malte BDA
(0.41) (0.52) (0.22) (0.43) (0.36)
Fpeixe
Bcana —_— ok
Jerimum Frk
Malte ok
BDA

Andlise de variancia para crescimento micelial de Xylaria sp mostrou
gue ha diferenca estatistica no crescimento micelial nos meios testados em pH
4 e temperatura 30 °C. Teste de diferenca minima significativa (Tukey) mostra
gue esta diferenca ocorre entre 0s meios acrescidos de jerimum, malte e BDA.
Evidencia que o melhor crescimento foi no meio regional jerimum mostrou
diferenca significativa de 95% em relagdo ao meio de cultura malte . (Tabelas

22 e 23).

A ANOVA para crescimento micelial de Xylaria sp mostrou que ha
diferenca estatistica no crescimento micelial nos meios testados em pH 7 e
temperatura de 28 °C. Teste de diferenca minima significativa (Tukey) mostra
gue esta diferenca ocorre entre os meios de cultura jerimum, malte e BDA.
Evidencia que o melhor crescimento ocorreu em meio de cultura jerimum
mostrando diferenca significativa de 99% entre os meios industriais malte e

BDA. (Tabela 24 e 25).

ANOVA para crescimento micelial de Xylaria sp mostrou que ha

diferenca estatistica no crescimento micelial nos meios testados em pH 7 e
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temperatura de 30 °C. Teste de diferenca minima significativa (Tukey) mostra
gue esta diferenga ocorre entre os meios de cultura bagaco de cana, farinha de
peixe e malte. Evidencia que o melhor crescimento foi no meio regional farinha
de peixe mostrando diferenca significativa de 95% entre os meios bagaco de

cana e malte. (Tabela 26 e 27).

Tabela 22. Analise de variancia do crescimento micelial do fungo Xylaria sp em diferentes
meiosde cultura (pH4 e T=30 °C)

Causas de variagédo G.L S.Q Q.M. F (p)
Tratamento 4 0,716 0,179

4,1021 0.0052*
Residuo 67 2,923 0,044
Total 71 3,639

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

Tabela 23.. Resultado para o teste de Tukey ao nivel de 95%
para os diferentes meios de cultivo pH 4.0 30° C fungo Xylaria

sp. Valores entre parénteses significam a média.

Jerimu

Fpeixe Bcana m Malte BDA

(0.26) (0.29) (0.44) (0.13) (0.43)
Fpeixe
Bcana
Jerimum Frx
Malte —_— —
BDA -
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Andlise de variancia para crescimento micelial de Xylaria sp mostrou que
h& diferenca estatistica no crescimento micelial nos meios testados em pH 8 e
temperatura de 28 °C. Teste de diferenca minima significativa (Tukey) mostra
gue esta diferenca ocorre entre os meios de cultura BDA, farinha de peixe e
malte. Evidencia que o melhor crescimento foi no meio industrial BDA
mostrando diferenca significativa de 95% entre os meios malte e farinha de

peixe (Tabelas 28 e 29).

ANOVA para crescimento micelial de Xylaria sp mostrou que ha
diferenca estatistica no crescimento micelial nos meios testados em pH 8 e
temperatura de 30 °C. Teste de diferenca minima significativa (Tukey) mostra
gue esta diferenca ocorre entre os meios de cultura malte, bagaco de cana e
BDA. Evidencia que o melhor crescimento foi no meio BDA mostrando
diferenca significativa de 95% entre os meios malte e bagaco de cana.

(Tabelas 30 e 31).

Tabela 24. Andlise de variancia do crescimento micelial do fungo Xylaria sp em
diferentes meios de cultura (pH7 e T=28 °C)

Causas de variacao G.L S.Q Q.M. F (p)
Tratamento 4 1,097 0,274

6,999 0.0002*
Residuo 75 2,938 0,039
Total 79 4,035

* Significativo ao nivel 99% (p<0,05 significativo).
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Tabela 25. A resultado para o teste de Tukey ao nivel de 95% para os

diferentes meios de cultivo pH 7.0 28° C do fungo Xylaria sp. Valores entre

parénteses significam a média.

Fpeixe

(0.26)

Bcana

Jerimum

(0.44)

Malte  BDA

(0.13) (0.43)

Fpeixe
Bcana
Jerimum
Malte
BDA

*kk

*kk

*kk

Tabela 26. Analise de variancia do crescimento micelial do fungo Xylaria sp em diferentes

meios de cultura (pH7 e T=30 °C)

Causas de variagdo G.L S.Q Q.M. F (P)
Tratamento 0,513 0,128

4,8943 0.0018*
Residuo 1,966 0,026
Total 2,479

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

Tabela 27. Resultado para o teste de Tukey ao nivel de 95% para os

diferentes meios de cultivo pH 7.0 30° C do fungo Xylaria sp.Valores entre

parénteses significam a média.

Bcana

(0.34)

Jerimum

(0.30)

Malte BDA

(0.15) (0.30)

Fpeixe
Bcana
Jerimum
Malte
BDA

*kk

*k%k

*kk
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Tabela 28. Andlise de variancia do crescimento micelial do fungo Xylaria sp em

diferentes meios de cultura (pH8 e T=28 °C)

Causas de variagdo  G.L S.Q Q.M. F (p)
Tratamento 4 0,528 0,132

5,1832 0.0013*
Residuo 75 1,91 0,025
Total 79 2,438

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

Tabela 29. Resultado para o teste de Tukey ao nivel de 95% para o0s
diferentes meios de cultivo pH 8.0 28° C fungo Xylaria sp valores entre

parénteses significam a media

Fpeixe Bcana Jerimum Malte BDA
(0.26) (0.30) (0.28) (0.18) (0.43)
Fpeixe rokk
Bcana
Jerimu
m
Malt — —
BDA ok

Tabela 30. Andlise de variancia do crescimento micelial do fungo Xylaria sp em diferentes
meios de cultura (pH8 e T=30 °C)

Causas de variacdo G.L S.Q Q.M. F (p)
Tratamento 4 0,374 0,094

3,3808 0.0134*
Residuo 75 2,076 0,028
Total 79 2,45

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



Tabela 31. Resultado para o teste de Tukey ao nivel de 95% para os
diferentes meios de cultivo pH 8.0 30° fungo Xylaria sp valores entre

parénteses significam a media

Fpeixe Bcana Jerimum Malte BDA
(0.26) (0.31) (0.23) (0.15 (0.34)
Fpeixe
Bcana ok
Jerimu
m
Malt — —
BDA -

4.3 Atividade enzimatica

A atividade enzimatica para peroxidase, lacase e fenoloxidase foi
determinada em meio de cultura liquido extrato de jerimum com 3g de
dextrose, 3% de Tween 80 e 3% de sulfato de magnésio incubado em B.O.D

temperatura 28°C estado estacionario.

Trametes lactinea foi 0 que apresentou maior valor para lacase e menor

valor para atividade de peroxidase. (Tabela 32)

Tabela 32. Parametros descritivos das atividades enzimaticas dos fungos degradadores de madeira testados

em meio de cultivo liquido de extrato jerimum em temperatura 28° C, sem luz e sob condi¢do estacionaria.

Lentinus crinitus Trametes lactinea Datronia brunneoleuca Xylaria sp
La Fenoloxida Perox L acase Fenoloxida Peroxid L acase Fenolox Peroxid La Fenoloxidase Peroxidase
case se idase se ase idase ase case
Media 19,06 15,29 2,23 19,79 14,16 3,30 17,89 14,37 6,81 7,31 6,26 2,24
Desvio 1411 1161 129 879 11,70 1531 948 1056 2534 7,26 2,96 7,19
Padréo

90



Trametes lactinea apresentou em média uma atividade de lacase 9,6 %
maior que Datronia brunneoleuca e somente 3,6% maior do que L. crinitus.
Xylaria sp foi 0 que apresentou a menor atividade para lacase. Teste de Tukey
evidenciou que nao hé diferenca significativa ao nivel de 95% de probabilidade
na producdo enzimatica da lacase pelos fungos testados com excecdo para
Xylaria sp cuja atividade enzimética mostrou-se significativa nesse nivel de

confianga, evidenciando sua menor atividade de lacase.

De modo geral, ndo houve diferenca estatistica na atividade
fenoloxidase e peroxidase entre os fungos testados, com excecao para Xylaria
sp que mostrou diferenca apenas em relacdo a Lentinus crinitus. Xylaria sp

mostrou menos atividade enzimatica.

4.3.1 Padrédo da atividade enzimética

O padrdo da atividade de lacase no periodo de trinta dias de
crescimento mostrou-se similar para todos os fungos. Todos alcancaram
atividade enzimatica maxima no décimo dia de crescimento (Figura 29),
diminuindo cerca de 60 - 65 % a producéo de lacase no décimo quinto dia.
Interessantemente, apés cinco dias desse periodo de crescimento a atividade
enzimatica de lacase voltou a aumentar para todos os fungos. Datronia
brunneoleuca apresentou uma atividade 79% maior do que aquela obtida no

guinto dia de crescimento. Trametes lactinea apresentou o menor valor de
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atividade de lacase detectada no ultimo dia de fermentacéo, cerca de 77 %

menor em relacdo aos outros fungos no mesmo periodo.

Xylaria sp mostrou ndo ser um potencial secretor de lacase, apoés, a
producdo desta enzima foi bem menor do que aquela dos outros fungos
testados. A maior producédo enzimatica de lacase para Xylaria sp ocorreu no
décimo quinto dia de atividade, padrao diferente dos outros fungos onde a

atividade de lacase foi menor nesse periodo (Figura 29).

35,000
30,000 —+ - —
—— Lentinus crinitus
25,000 +
— Datronia
3 20,000 - / brunneoleuca
> 15,000 1/ Trametes lactnea
10,000 Xylaria sp
5,000 +
0 1 1 1 1

Periodo (dia)

Figura 29. Padréo de variacdo da atividade enzimatica de lacase
dos fungos degradadores de madeira testados.

Diferente da lacase, para a fenoloxidase a maxima atividade enzimatica
ocorreu apoés trinta dias de crescimento para todos os fungos (Figura 30).
Ressalta-se que houve atividade inicial até um valor maximo para fenoxidase

apos quinze dias de crescimento. ApOs esse periodo a atividade enziméatica
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diminuiu cerca de 60-72% em cinco dias para todos os alcancando valor

maximo novamente no trigésimo dia de crescimento.

A atividade de peroxidase somente foi detectada apos dez dias de
crescimento para os fungos Lentinus crinitus, Trametes lactinea e Datronia
brunneoleuca, apresentando maxima atividade no décimo quinto dia de

crescimento.

A atividade maxima de peroxidase obtida pelo fungo Trametes lactinea
foi 51% maior do que Datronia brunneoleuca e 67 % maior do que Lentinus

crinitus (Figura 31).

35000
30000 —+ - -
— Lentinus crinitus
25000 +
-~ Datronia
_, 20000 brunneoleuca
2 15000 & Trametes lactnea
10000 + Xylaria sp
5000 +
e
5 20 25 30
Periodo (dia)

Figura 30. Padrdo de variagdo na atividade enzimética de
fenoloxidase dos fungos degradadores de madeira testados.
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25000
20000 +
N —— Lentinus crinitus
15000 | : _
— Datronia
3 brunneoleuca
= 10000 +
> Trametes lactnea
5000 -+
\ Xylaria sp
01— 1 N
b 10 15 20 25 30
-5000
Periodo (dia)

Figura 31. Padrdo de variacdo na atividade enzimética de
peroxidase dos fungos testados.

4.4 Producdo da massa micelial

A porcentagem de massa micelial produzida foi determinada no final do
experimento e a cada cinco dias de incubacdo. Em termos de Valores
absolutos a maior producdo ocorreu para Datronia brunneoleuca e a menor
para Xylaria sp. (Tabela 33). De modo geral, com excecdo para Xylaria sp, 0s
fungos apresentaram percentual de producao de massa micelial muito préximo

com uma diferenca em torno de 63% entre eles.
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Tabela 33. Parametros descritivos da massa micelial dos fungos testados no

periodo de 30 dias.

Fungo Média Desvio Variancia Coef. de
padrao Variacéo (%)
Datronia
20,8 11,7 138,5 56,41%
brunneoleuca
Trametes
) 17,6 9,3 87,2 52,81%
lactinea
Lentinus
o 19,4 9,8 97,5 50,71%
Crinitus
Xylaria sp 13,8 4,3 18,5 31,10%

Com o objetivo de verificar se houve mudanca de pH no periodo de
crescimento micelial foi mensurado no inicio e fim de crescimento dos fungos .
(Tabela 34) Para Lentinus crinitus ndo houve variacdo do pH no final do
experimento, enquanto que para os outros fungos testados o pH do meio
tornou-se mais acido no final do experimento, com diminuicdo do valor do pH.
Com excec¢ao ocorreu para Xylaria sp que embora 0 meio continuasse na faixa
acida ocorreu ligeiro aumento no valor do pH, mensurado no final do

experimento.

Tabela 34. Variagdo do pH do meio durante o crescimento em meio liquido (1=

inicio, 2= final).

Datronia Trametes Lentinus
brunneoleuca lactinea crinitus Xylaria sp
1 2 1 2 1 2 1 2
55 4.81 55 4.7 551 55 55 5.77
(12%) (14%) (0,1%) (4,6%)
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5 DISCUSSAO

Todos 0s organismos precisam encontrar em seu ambiente, unidades
estruturais bem como fontes de energia para a construcdo e manutencao de
sua estrutura e organizagcdo. Alguns elementos s&o essenciais para 0
crescimento dos fungos. Cerca da metade do peso das células fangicas
consiste em carbono. (MOORE - LANDEEKER, 1982), o que nos d4 uma
indicacdo da importancia do papel de compostos de carbono dentro da célula.
Carbono e Nitrogénio sao elementos dominantes na fermentacéo porque estdo
diretamente ligados a producdo de biomassa e dos metabdlitos. As
guantidades de carbono e nitrogénio necessarias mostram variagfes conforme
a espécie estudada, e o implemento de biomassa ou metabdlito (KIM et. al.

2002; WU et. al, 2004).

No caso especifico dos fungos objetos da presente pesquisa, 0s meio
nutricionais mostram-se eficientes para o crescimento, com a presen¢a ou
limitagcdo de macroelementos. Dos meios industriais testados (MALTE E BDA),
as cepas Amazonicas de Datronia brunneoleuca, Trametes lactinea e Lentinus
crinitus apresentaram melhor resposta ao crescimento médio em meio sintético
de extrato de malte na temperatura de 30°C muito embora 0s outros meios

tenham contribuindo para o crescimento dos fungos, confirmando que cada

96



fungo tem suas exigéncias nutricionais especificas, e que as diferencas
observadas no crescimento e comportamento dos fungos aqui estudados nos
diferentes substratos, provavelmente se devam a composi¢cdo quimica dos
mesmos e as diferencgas fisiolégicas dos isolados. FERREIRA (2005), também
encontrou 0 meio composto de extrato de malte como melhor parte para
crescimento de fungos Amazoénicos. MATA et. al. (2001) também encontraram
melhores resultados para o crescimento de Lentinula edodes e Lentinula
bonyana em meio acrescido de malte. Na realidade o fator mais determinante

no crescimento radial dos fungos testados foi o pH e a temperatura.

A limitacdo de nitrogénio ou a sua presenca parece ndo afeta o
crescimento, por exemplo, de Lentinus crinitus, mas sim o pH do meio. O 6timo
pH para crescimento foi a faixa acida, sendo que alguns fungos apresentaram

melhor crescimento radial na escala mais baixa de acidez. (pH 4 - 5)

Ressalta-se, entretanto, que pH 6timo é variavel em funcdo do objetivo a
ser alcancado e da espécie fangica estudando. De acordo com KIM e
colaboradores (2002) o pH 6timo para o crescimento micelial e producdo de
exopolissacarideos por Paecilomyces sinclairii € pH6. Por outro, FERREIRA
(2005) cita a faixa de pH 4 — 5 como 6tima para crescimento radial do fungo
Pycnoporus sanguineus, enquanto que SMANIA e colaboradores (2007) de

cinabarina, um antibacteriano sintetizado por esse fungo.

Embora no nosso estudo, ndo medimos a variagdo do pH no

crescimento meio solido, a constatacdo de que o crescimento radial € melhor
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em meio acido foi confirmado com a producédo de massa micelial, mensurando
em meio liquido, onde ndo ocorrem mudancas drastica de pH final,
permanecendo o mesmo na faixa acida. De certa forma, esse resultado
contraria a afirmacdo de MOORE-LANDECKER (1982) de que invariavelmente
os fungos alteram o pH do meio onde crescem. Segundo este autor, a
conversao de um componente neutro para metabdlico 4cido ou alcalino pode

ser responsavel pela mudanca de pH no meio.

Os fungos basidiomicetos apresentaram melhor crescimento radial na
faixa baixa do pH (pH4) testado e no meio malte, neste caso, a temperatura
ndo influenciou no crescimento, indicando que a faixa testada, pode ser
considerado a 6tima para esses fungos basidiomicetos. No caso do ascomiceto
Xylaria sp, o seu melhor crescimento radial acontece em pH alcalino (pH8)
tendo a faixa de temperatura testado com a 6tima. Por outro lado, temperaturas
Otimas para producdo de substancias bioativas sdo geralmente mais baixas de
gue aquelas para o crescimento micelial, mas podem variar consideravelmente

(BARBEREL & WALKER, 2000).

Ressalta-se, entretanto, que o meio liquido de jerimum para producéo de
enzimas e determinacdo da massa micelial estava acrescido de dextrose,
surfactante Tween 80 e sulfato de magnésio. PANDA e colaboradores (1984)
afirmam que o carbono tem influencia na formacdo de biomassa. Entretanto,
uma mistura de fontes de carbono pode suportar maior crescimento do que
uma simples fonte de carbono (BURNETT, 1976). No nosso estudo, 0 uso de

Tween 80, um surfactante ndo-iénico, constituido por ésteres de acido graxos
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de polioxietileno sorbitol, aumenta a permeabilidade da célula, fazendo com
gue a membrana protoplasmatica torne-se saturada com ions de hidrogénio de
modo que a passagem de cétion seja limitada, tornando a membrana com mais
fluidez, e assim aumentando a secrecdo de enzimas no meio de crescimento.

(VASCONCELOQOS, et. al., 2000).

Conforme comentado anteriormente, os fungos aqui estudados foram
crescidos em meio liquido de jerimum com 3% de Tween 80 e 3% de sulfato de
magnésio. Os basidiomicetos produzem enzimas ligninoliticas de forma
constitutiva, porém elas podem ser induzidas pelas condi¢cdes de cultivo.
Diversas substancias, incluindo compostos aromaticos e fendlicos tém sido
utilizadas como indutores enzimaticos com o objetivo de aumentar a producao
de enzimas ligninoliticas. Tém se avaliado o tipo, a concentracédo e o tempo de
adicdo dos indutores para estimular a producdo destas enzimas. Produtos
formados durante a decomposicdo da madeira por fungos, tais como acidos p-
hidroxicinamico, &cido p-cumarico, acidos ferralicos, catecol, guaiacol, p-
hidroxibenzaldeido, p-hidroxibenzoato, vanilina e acido vanilico podem atuar
como precursores do alcool veratrilico e de outros indutores aroméaticos
endogenos, estimulando a sintese de enzimas ligninoliticas (GALHAUP ET AL.
2002, RABINOVICH ET AL. 2004, PAZARLOGLU ET AL. 2005). TERRON ET
AL. (2004) observaram aumento da producédo de lacase por Trametes sp. 1-62
com a adicao de diversos compostos fendlicos (acido p-cumarico, acido
ferrdlico, guaiacol, siringol, pmetoxifenol, pirocatecol, &cido 3,5-
dihidroxibenzoico e siringaldazina). Os resultados deste estudo demonstraram

gue estes compostos aromaticos parecem ter efeitos diferentes tanto na
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atividade de lacase quanto na expressao de genes desta enzima por Trametes
sp. Muitos isdbmeros de xilidinas (dimetilanilinas, utilizadas como corantes na
industria) e pentaclorofenol atuam como indutores de lacases (LUTAREK ET

AL. 1997, JUNG ET AL. 2002, KOLLMANN ET AL. 2005).

Vérias pesquisas tém mostrado que a producéo de lacase também pode
ser estimulada pela adicdo de surfactantes nao-ibnicos, (que aumenta a
viabilidade das reagbOes entre as enzimas e seus respectivos substratos)

(POINTING et. al. 2000; POZDNYAKOVA et. al, 2004)

Nossos resultados também mostram que para os fungos amazoénicos
testados a inclusdo de Tween-80 contribui para 0 aumento da secre¢do de
lacase e peroxidase. Associa-se a isso ao fato do acréscimo também de
bagaco de cana-de-aclUcar a0 meio 0 que corrobora com o resultado de
ARORA & GILL (2000) que constataram esse suplemento nutricional como

excelente indutor de lacase em Phlebia fascicularia e P. floridenses.

Outros aspectos constatado através do nosso resultado é o efeito do
periodo de incubacdo na producdo de lacase. Para os fungos amazonicos
testado a producéo de lacase alcangcou seu maximo com 10 dias para Lentinus
crinitus, Datronia, brunneoleuca e Trametes lactinea e 15 dias para Xylaria s.p.
A producéo relativa de lacase em Lentinus crinitus e Datronia brunneoleuca
deu outro maximo no vigésimo dia, e Trametes lactinea no vigésimo quinto dia

com um concomitante aumento na biomassa e atividade especifica da lacase .
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Isto pode ter sido devido a autolise do fungo a qual liberou lacase intracelular

para o meio conforme sugerido por ARORA & GILL (2000).

Nosso resultado para Xylaria sp. corrobora com a opinido de que fungos
Xylareaceos sdo também capazes de produzir podriddo branca, e subsidia
evidencias da deslignificacdo da madeira por alguns taxon de Xylariaceas

(POINTING et. al, 2003)
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CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos na presente pesquisa podemos concluir que:

- Para melhor crescimento radial dos fungos testados em meio sintético, o

extrato de malte e temperatura de 30 °C € onde se obteve o maior valor

absoluto de crescimento para Datronia brunneoleuca, Trametes lactinea e

Lentinus crinitus.

- O melhor pH para crescimento dos fungos testados esta na faixa de 4-5.

- O meio regional de jerimum acrescido de surfactante, dextrose e sulfato de

magnésio € adequado para obtencédo de grande densidade micelial para os

fungos Datronia brunneoleuca, Trametes lactinea e Lentinus crinitus.

- A inclusdo de Tween-80 no meio liquido contribui para o aumento da

secrecao de lacase pelos fungos testados.

- Existe uma relagdo positiva entre a atividade enzimatica e producdo de massa

micelial nos fungos estudados.
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- O género Xylaria €é capaz de produzir podriddo branca da madeira.
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