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RESUMO

Este trabalho se propds a estudar a influéncia de quatro meios nutricionais (acai, cara,
macaxeira e pupunha) na producdo de biomassa fungica e secrecdo de lacase do fungo
amazonico Lentinus crinitus e analisar seu potencial antimicrobiano frente a cepas bacterianas
patogénicas. O L. crinitus apresentou maior producdo de biomassa no meio suplementado
com pupunha tanto sob condi¢do estacionaria como na de agitacdo. Quanto a atividade da
enzima lignolitica lacase a maxima atividade foi obtida, no meio suplementado com cara
(27,8 U.L™) sob a condicdo de agitagdo. Ja na condicdo estaciondria o L. crinitus, no meio
suplementado com macaxeira foi onde apresentou a maior atividade desta enzima (15,16 U.L
-1). Na presenca do indutor alcool veratrilico (AV) L. crinitus teve um aumento significativo
na producdo da lacase tanto na condi¢do estacionaria quanto na de agitacdo em todos 0s meios
testados. No que concerne ao potencial bacteriano o extrato aquoso e alcodlico de carpéforos
do L. crinitus ndo apresentaram nenhuma atividade bioldgica ou antimicrobiana contra as
duas cepas S. aureus e E. coli. Ja para os metabolitos flngicos do L. crinitus verificou-se a
atividade antimicrobiana contra as bactérias S. aureus e E.coli.

Palavras — chave: Fungo L. crinitus, Biomassa Fungica, Lacase e Antimicrobiana.
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ABSTRACT

This work was proposed to study the influence of four nutritional culture medium (acai, cara,
macaxeira and pupunha ) in the production of fungal biomass, laccase and secretion of the
amazonic fungus Lentinus crinitus and to analyze the antimicrobial potential opposite
bacterial strains pathogenic. L. crinitus presented greater production of biomass in medium
supplemented with pupunha both under stationary and agitation conditions. About the activity
of the ligninolytic enzyme laccase the maximum was obtained in the medium supplemented
with cara (27,8 V.L-1) in the agitation condition. Abready in stationary condition, the medium
supplemented with macaxeira presented the highest activity of this enzyme (15.16 V.L-1). In
the presence of inductor veratryl alcohol (VA) L. crinitus had a significant in crease in the
production of laccase both in stationary and agitation condition in all culture medium tested.
Concerning the microbial potential, the waterish extract and alcoholic extract of L. crinitus
body didn’t present any bioassay or antimicrobial activity against the two strains S. aureus
and E. coli. But the fungal metabolities of L. crinitus was verified the antimicrobial activity
against the bacteria S. aureus and E. coli.

Keyword : Fungal L. crinitus, Fungal biomass, Laccase , Antimicrobial.
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INTRODUCAO

A Amazo6nia € o maior repositdrio de biodiversidade do mundo. O Brasil detém cerca
de 20% desta biodiversidade mundial, principalmente, na floresta Amazo6nica, a maior do
planeta e fonte inestimavel de matérias-primas nos mais variados setores. Segundo Petrini,
(1991) existem mais de 10 milhGes de espécies vivas em toda a floresta, mas o nimero real é
incalculavel. Estudos mais recentes mostram que somente 1,7% da biodiversidade global ja
foram catalogadas, fato que torna necessario o desenvolvimento de novas pesquisas a fim de
promover o desenvolvimento sustentavel. Apesar da imensa diversidade biol6gica amazonica,
as espécies que a compdem e suas relagdes filogenéticas sdo pouco conhecidas, muito menos

Seus microrganismos € suas interac;()es com outros seres.

O potencial biotecnolégico de microrganismos, especialmente aqueles da
biodiversidade amazonica, tem despertado grande interesse de pesquisadores de todo o mundo
em funcdo do seu potencial industrial. O avanco dos estudos na &rea da biotecnologia tem
contribuido para esse interesse e vém contribuindo com produtos e processos de importancia

industrial.

Dentre os mais diversos microrganismos, encontram-se os fungos que desde a
antiguidade séo utilizados como alimentos, devido ao sabor agradavel e as propriedades
nutricionais e medicinais sendo importantes agentes em diversos processos industriais, como
producdo de enzimas, vitaminas, antibiéticos, polissacarideos, pigmentos, lipideos e
glicolipideos (Borchers et al., 1999; Brenne, 1990; Brizuela et al., 1998; Carvalho et al., 2005;
Chang & Buswell, 1996; Souza et al., 2008). E comprovado que estes organismos produzem
um elevado nimero de metabdlicos com atividades antitumoral, antiviral, antiinflamatoria,
antitrombdtica, citostatica, hipoglicémica e antimicrobiana (Marinho et al., 2005; Ramos et
al., 2009).

Os fungos vém sendo explorados na medicina e em outros processos biotecnoldgicos
envolvidos na producdo de enzimas. Os fungos tém grande importancia também no setor
agricola e ecologico, decompondo restos vegetais, degradando substancias toxicas e na
simbiose com as plantas. Devido a esta grande versatilidade, os fungos vém sendo estudados,
recentemente principalmente quanto a sua aplicabilidade biotecnolégica (Azevedo et al.,
2009; Esposito & Azevedo, 2004).



Dentre os varios potenciais biotecnoldgicos, os fungos possuem um metabolismo
dindmico e rapido, sendo que sdo grandes produtores de metabolicos secundarios e altamente
eficientes, na degradacdo de uma gama de substratos, podendo apresentar-se de varias formas.
Como biodegradador natural os fungos encontram as substancias necessérias para o seu
desenvolvimento na natureza e devido a esta capacidade sdo utilizados em um vasto aspecto
industrial como na industria de cosméticos, téxtil, alimenticia e na biossorcdo de metais do

meio ambiente (Boominathan e Reddy, 1994).

A biodegradacdo dos materiais lignoceluldsicos dos fungos € atribuida a acdo de uma
série de enzimas, uma vez que os componentes dos lignoceluldsicos devem ser inicialmente
despolimerizados até compostos menores de modo a serem absorvidos pela parede celular
(Ferraz, 2004).

Ha uma forte tendéncia em se explorar comercialmente a biomassa flngica para
isolamento de seus componentes celulares e conseqlientemente de seus principais
constituintes, tais como enzimas (invertases, glucosidades), nucleotideos, proteinas
(manoproteinas) e principalmente polissacarideos (glucanas, mananas, galactanas), além de
lipideos, como fosfolipideos e ergosterol, pois estas substancias apresentam propriedades
especificas de interesse biotecnologico e, conseqilientemente, de grande valor agregado
(Belem & Lee, 1998; Berovic et al., 2003; Cameron et al., 1988; Kollar et al., 1992; Pavlova
et al., 2005).

Recentemente, a biomassa fangica tem recebido consideravel atencdo devido a sua
grande capacidade de fixacdo de metais, podendo ser usada em processos de tratamento de
efluentes que podem superar as resinas de troca i6nica na qual a remogéo de metais pesados
por diferentes tipos de biomassa vem suscitando um crescente interesse por parte dos
pesquisadores. Ressalta-se, que a producdo de biomassa micelial pode estar estreitamente
relacionada com os requisitos nutricionais de cada fungo. Neste sentido, € necessario verificar
quais meios de crescimento que poderiam contribuir para a maximizacdo da producdo da

biomassa micelial.

A capacidade de remocdo dos metais, assim como 0s mecanismos de acumulagéo,
podem variar amplamente de acordo com a espécie microbiana, ou até mesmo com a
linhagem. Células, produtos excretados, parede celular e polissacarideos tém potencial para

remover metais de solucdo. Fatores externos como pH, temperatura, auséncia ou presenca de



nutrientes e outros metais também influenciam no mecanismo atuante e, conseqiientemente,
na eficiéncia e seletividade de acumulagédo (Cotoras et al., 1992; Crist, 1988; Faison & Kirk,
1990; Kuhn & Pfister, 1990; Nakajima & Sakaguchi, 1986).

O estudo das enzimas fungicas tem imensa importancia pratica visto que, em algumas
doencgas, especialmente nas desordens genéticas herdadas, pode ocorrer, nos tecidos a
deficiéncia ou mesmo a auséncia total, de uma ou mais enzimas. Condigdes anormais também
podem ser causadas pelo excesso de atividade de certas enzimas no plasma sanguineo,
eritrocitos ou amostras de tecido que sdo importantes no diagnéstico de varias doencas
(Lehninger, 1995).

As enzimas sdo os produtos mais explorados na inddstria biotecnoldgica, pois
apresentam uma série de vantagens no processamento de alimentos, o que propicia a obtencéo

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

Muitos fungos produzem enzimas extracelulares de importancia na degradacéo e
transporte de nutrientes para a célula e no processo de patogénese (Bateman & Basham,
1976), podendo a producdo de enzimas extracelulares ser indicativa da caracteristica
patogénica desses fungos. Como uma forma de estabelecer o papel funcional dos fungos
endofiticos se faz necessario, dentre outros fatores, a deteccdo de enzimas extracelulares
(Carroll & Petrini, 1983).

O mercado mundial de enzimas movimenta milhdes de dolares anualmente. Esse
mercado é estimado em cerca de U$ 1,5 bilhdes de dolares, com um aumento anual de 12%
no volume de enzimas produzidas nos Gltimos 10 anos (Castro e Silva et al., 2002). Apesar do
seu papel nos ecossistemas e suas aplicacdes na biotecnologia, o conhecimento sobre os
fungos amazonicos degradadores de madeira ainda permanece num nivel incipiente, sendo
que poucos dados na area sobre enzimas com o potencial industrial sdo disponiveis. A Regido
Amazonica, apesar de sua grande biodiversidade microbiana, até o presente momento néo

apresenta nenhuma participagdo nesse mercado.

Conforme pudemos observar na colocacdo anterior o potencial enzimatico de
microrganismos, principalmente fangico, é grande e de alcance mundial e a Amazonia podera
aumentar sua participacdo nesse mercado promissor. N&o resta ddvida que a nossa

biodiversidade micoldgica é ainda um tanto desconhecida na sua totalidade, e também tem



potencial para inserir a Amazo6nia no contexto mundial de producdo de enzimas para diversas

aplicacdes industriais.

Em face as razes expostas, associado ao fato do Lentinus crinitus ser um fungo de
desenvolvimento lento surge o interesse no uso da lacase que tem grande potencial na
remediacdo de efluentes originarios de varios processos de manufaturacdo de industrias
alimenticias e de papel e celulose. A importancia das enzimas estarem imobilizadas consiste
na estabilidade térmica, evita inibicdo enzimatica e possibilita a separacdo e reutilizacdo das

enzimas no final da reacéo.

Lacases sdo enzimas com um grande interesse industrial. Dentre as varias aplicacdes
da lacase podemos destacar: a descoloracdo de corantes téxteis, descoloracdo de polpa em
indUstrias de papeis e celulose (como clareador, potencial substituto do cloro, que é
ambientalmente nocivo devido a geracdo de compostos clorados altamente toxicos), sintese de
polimeros, biossensores amperométricos para a deteccdo de fenol e também no processamento
de alimentos e bebidas (Gianfreda et al., 1999; Mayer & Staples, 2002; Maciel et al., 2010).

Diante do exposto, urge a necessidade de estudos referentes a atividade das enzimas
lignoceluloliticas, em linhagens do fungo amazénico Lentinus crinitus, relacionadas a
espécies nutricionais da regido, no qual se constitui uma importante linha de pesquisa, ndo
somente para compreender a atividade enzimatica e acdo antimicrobiana sob determinadas
condicdes de modo a gerar resultados para pesquisas biotecnologicas futuras de modo a

contribuir para o conhecimento da diversidade amazénica.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL:

e Avaliar a influéncia do meio nutricional na producdo de biomassa fungica e secre¢do
de lacase do fungo amazonico Lentinus crinitus e analisar seu potencial antimicrobiano frente

a microrganismos patogénicos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Testar o efeito de quatro diferentes meios de cultura da Regido Amazonica (Agai,
Car4, Macaxeira e Pupunha) na producdo de biomassa do fungo amaz6nico Lentinus crinitus
sob condicgdo de agitacdo e estacionaria.

e Analisar a influéncia dos meios de cultura da Regido Amazonica (Acai, Cara,
Macaxeira e Pupunha) nas condic¢Ges de crescimento agitagdo e estacionaria na producdo de

lacase do fungo Lentinus crinitus.

e Verificar a correlagdo entre a producdo de biomassa micelial e a atividade
enzimatica nos quatro meios nutricionais da Regido Amazo6nica (Acai, Cara, Macaxeira e

Pupunha).

e Identificar a influéncia de um indutor na producdo de lacase nos quatro meios

nutricionais da Regido Amazénica (Acai, Card, Macaxeira e Pupunha).

e Determinar a atividade antimicrobiana de L. crinitus frente a Staphylococcus aureus

e Escherichia coli.

e Identificar a acdo antimicrobiana do metabolito obtido do meio de maior massa
micelial sob condicdo de agitacdo e estacionaria frente a Staphylococcus aureus e Escherichia

coli.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Consideracdes Gerais dos Fungos

Os fungos sdo seres eucariontes, heterotréficos, aclorofilados, aerdbios, unicelulares
ou pluricelulares, com parede celular composta geralmente de quitina ou celulose, além de
outros carboidratos complexos, com glicogénio como substancia de reserva. A nutri¢do ocorre
de modo geral por absorcdo, podendo viver como saprofitos, parasitas ou simbiontes com
outros organismos (Lacaz, 2002; Putzke & Putzke, 2004).

Os fungos constituem o grupo mais diverso de eucariontes em ambiente terrestre,
devido a sua ampla distribuicdo e associagdo com substratos inorganicos e organicos (Gwein,
2002; Holf et al., 2004). Constituem um grupo muito grande e heterogéneo encontrado em
qualquer nicho ecoldgico. O numero de espécies fungicas espalhadas pelo mundo é estimada
em cerca de 1 milhdo e 500 mil sendo, que destas apenas foram descritas cerca de 74 mil
espeécies (Esposito & Azevedo, 2004; Hawksworth, 1991).

Os fungos sdo organismos com grande variagdo morfoldgica, existindo espécies macro
e microscopicas que contribuem para existéncia de muitos sistemas de classificacdo que ainda

hoje sofrem adic¢des e alteracdes (Putzke & Putzke, 2004).

Em relacdo ao seu habitat natural, os fungos apresentam-se como cosmopolita, ou seja,
encontram-se distribuidos em todas as regides do planeta, porém de maior incidéncia em
ambientes de clima tropical, quente e imido. Podem ser encontradas no solo, aguas, sobre
animais e vegetais, em alimentos naturais e industrializados (Bononi, 1999; Teixeira et al.,
2001).

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

obtido de plantas ou animais pode sustentar espécies de fungos (Findlay, 1967).

Na sua grande maioria dos fungos sdo filamentosos e multicelulares. Possuem o corpo

formado por um emaranhado de filamentos, denominados hifas, e seu conjunto recebe o nome



de miceélio. As hifas variam no diametro, espessura da parede, localiza¢do do pigmento, etc. O
crescimento é em geral apical, mas normalmente qualquer fragmento hifalico pode dar origem
a outra formacgdo micelial quando destacado e colocado em meio apropriado. As estruturas
reprodutivas sdo diferenciadas dos vegetais, 0 que constitui a base sisteméatica dos fungos
(Putzke & Putzke, 2004).

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 estdo representados na Tabela 1 e 2.

Tabela 1: Classificacdo geral dos fungos.

Alexopoulos et al., ( 1996)

Hawkworth et al., (1995)

Hawkworth et al., (1983)

Reino Stramenopilia
Filo Oomycota
Filo Hyphochytridiomycota
Filo Labyrinthulomycota

Reino Protistas
Filo Dictosteliomycota
Filo Acrasiomycota

Filo Plasmodiophoromycota

Reino Fungi
Filo Chytridiomycota
Filo Zygomycota
Filo Ascomycota

Filo Basidiomycota

Reino Chromista
Filo Hyphochytridimycota
Filo Labyrinthulomycota

Filo Oomicota

Reino Protozoa
Filo Acrasiomycota
Filo Myxomycota
Filo Plasmodiophoromycota

Reino Fungi
Filo Chytridiomycota
Filo Zygomycota
Filo Ascomycota

Filo Basidiomycota

Reino Fungi
Divisdo Myxomycota

Divisédo Eumycota

Subdivisdes:
Mastigomycotina
Zygomycotina
Ascomycotina
Basidiomycotina

Deuteromycotina

Fonte: Modificado de Putzke (2004).



Tabela 2: Diviséo dos fungos e seus filos.

Tipos de Fungos Filos
Fungos Terrestres Oomycota
Fungos Aquéticos Zygomycota
Bolores verdes, amarelos e vermelhos Ascomycota
Cogumelos, ferrugens Basidiomycota
Fungo Penicilium Deuteromycota

Fonte: Modificado de Findlay, 1967.

De acordo com a nutri¢do os fungos séo classificados em duas categorias: saprofitos e
parasitas. Os saprofitos se alimentam de matéria organica animal ou vegetal morta e os
parasitas vivem dentro ou sobre organismos vivos, deles retiram os seus alimentos, secretando
enzimas digestivas no substrato. Essas enzimas catalisam a quebra de moléculas grandes em
moléculas suficientemente menores para serem absorvidas pela célula fangica. Por essa razao,

os fungos crescem dentro ou sobre os alimentos (Raven, 2001).

Muitos fungos ja eram empregados desde a mais longinqua antiguidade, quando o
homem descobriu a metodologia e técnica de preparo do pdo, do queijo e das bebidas.
Durante centenas de anos, varias tribos aprenderam com a natureza que determinadas espécies

de fungos eram comestiveis, e de excelente valor nutricional (Putzke & Putzke, 2004).

3.1.1. Ecologia dos Fungos na Recuperacdo Ambiental

Na cadeia alimentar, os fungos ocupam a posi¢do de decompositores, tendo, portanto,
um papel muito importante na manutencdo do equilibrio ambiental. A diversidade flngica é
muito ampla sendo que existem algumas espécies que podem causar doencgas aos seres Vivos,
bem como a deteriorizacdo de varios tipos de materiais causando prejuizos econdmicos, no

entanto, a maioria das espécies € benéfica para diversas areas (Songulashvili et al., 2007).



Como organismos saprofitos, decompdem residuos complexos de plantas e de animais,
transformando-os em formas quimicas mais simples, que retornam ao solo. Tais substancias
sdo, entdo, absorvidas pelas geracfes vegetais subsequientes, deste modo a atividade fungica é
amplamente responséavel pela fertilidade do solo (Pointing, 2001). Apesar da utilizagdo
milenar dos fungos nos mais diversos ramos ainda € comum serem associados a efeitos

prejudiciais (Figura 1 e 2).

MICOSES HUMANAS MORTE EM PLANTAS
E ANIMAIS DO ORGANISMO

T / _w EM ANIMAIS
DOENCA
v Q\OUTROS
ATACANDO
TECIDOS VIVOS

DEPRECIACAQO

PRODUTOS AGRICOLAS

MADEIRA ALERGIA DOENCA
DECOMPOSICAO INTOXICACAO
HIDROCARBONETOS ' MICOTOXINAS MORTE
ATAQUE A RESINA FERMENTACAO DEGRADAGCAO
DE LENTES INDESEJADA

Figura 1: Principais maleficios causados pelos fungos.

Os fungos sdo os agentes mais importantes de degradacdo na Terra. A producdo de
biomassa em um ecossistema florestal &, em grande parte controlada por fungos degradadores
de madeira, esses seres determinam as taxas de nutrientes liberados e seu retorno ao

ecossistema apds a morte das arvores (Cho et al., 2009; Pointing, 2001).
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Figura 2: Principais beneficios proporcionados pelos fungos.

Um dos grandes problemas que o mundo industrializado vem enfrentando nos dias
atuais sdo a contaminacdo de solos, lencdis freaticos e sedimentos por compostos organicos

toxicos, sendo assim esses poluentes sdo potenciais ameaca a satde publica e ao ambiente.

A biorremediacdo esta se tornando muito pesquisada e testada principalmente no caso
de poluicdo por hidrocarbonetos. Os sistemas mais utilizados atualmente para biorremediacéo
séo os fungos filamentosos e leveduras (Silva & Esposito, 2004).

A contaminacdo de solos por metais pesados tem diversas origens, incluindo emissédo
de veiculos automotores e de industrias (Gray, 1998). A remocdo de metais pesados do solo e
da agua tem sido um grande desafio. Devido a preocupacdo ambiental, vem aumentando o
interesse por métodos alternativos, tais como emprego dos fungos que apresentam um grande
potencial para a biorremediacdo de areas contaminadas por metais pesados (Kotrba & Ruml,
2000).

Os Macrofungos sdo fungos filamentosos com capacidade de produzir corpos de
frutificagdo (Chang et al., 1993) que apresentam um grande potencial na remediacéo de solos

contaminados por metais pesados devido principalmente a sua caracteristica miceliar, além do



fato de suportarem a toxidez causada por esses compostos. Os fungos filamentosos tém a
capacidade de acumular metais pesados e de transloca-los por meio do micélio. Essa
concentragéo, no caso de basidiomicetos, ocorre nos basidiocarpos. Dessa forma, esses fungos
introduzidos em solos contaminados por metais, absorveriam esses metais e, por meio de
translocacdo, os concentrariam nos basidiocarpos, que eventualmente, seriam colhidos e os
metais, extraidos e reutilizados, ou ainda, eliminados de maneira apropriada (Anastaci et al.,
2009; Gray, 1998; Wen et al., 2009).

3.1.2. Importéancia Biotecnoldgica dos Fungos

Os fungos séo os principais decompositores de materiais lignoceluldsicos da biosfera.
Vaérios fungos estdo associados a degradar dejetos de detritos de esgotos até um grau em que
possam ser considerado adubo ou substancia equivalente. Ecologicamente podem se
considerados 0s lixeiros do mundo, por degradarem todo tipo de restos organicos,
independentes da origem, transformando-os em elementos assimilaveis pelas plantas
(Neufeld, 1997; Putzke & Putzke, 2002, 2004).

Fungos como Trametes villosa e Trametes versicolor, tem sido utilizados na
degradacdo de substratos de relevancia ambiental como lignina, fenol, clorados, pesticidas,
corantes entre outros. Assim, enzima como lacase, lignina e manganés peroxidase tem sido

utilizadas na degradacéao (Peralta-Zamora et al., 2003; Xiao et al., 2003).

Dentro da biotecnologia moderna, uma das maiores contribuicdes para a questdo 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 inUmeros substratos de natureza

fenolica similar (Dittmann et al., 2002).

Varios especies de fungos sdo usadas em diversos tipos de industrias, cogumelos como
das espécies Agaricus campestris, Morchella hortenois, Clavaria fava, Pleurotis sp, Boletus
sp, sdo 0s mais utilizados como alimentos. Dentre as leveduras de maior importancia
industrial destacam-se as linhagens fermentativas de Saccharomyces, empregadas na industria
de panificacdo, e bebidas alcoolicas: Cerveja (Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces
carlsbetgensis) (Neufeld, 1997).



A producéo de moléculas com atividade farmacoldgica € uma das mais exploradas em
Biotecnologia, por empresas de paises industrializados. Os antibidticos sdo os produtos
microbianos tradicionalmente mais explorados nesta area, contudo novos compostos tém sido
investigados em escala de screening, farmacoldgico industrial, como agentes antitumorais e
anti-cancer, inibidores enzimaticos e agentes cardiovasculares (Esposito & Azevedo, 2004,
Maciel et al., 2010).

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 notatum ou o Penicillium chrysogenum, revolucionou toda a terapéutica
antimicrobiana, possibilitando a descoberta de outras drogas desse tipo, algumas com
especificidade para fungos, bactérias, protozoarios, etc. (Lacaz, 2002).

A biotecnologia em geral, e as enzimas em particular, ganham um lugar importante na
tecnologia da producdo de celulose, branqueamento de polpas, na reciclagem de papel e, se
utilizadas de maneira agil e fundamental, muito deverdo contribuir para a indUstria papeleira

em nosso pais.

3.1.3. Fungos Deterioradores de Materiais Lignocelulésicos

A madeira é um importante recurso renovavel e é utilizada principalmente como
material de construcdo e na fabricacdo de papel e celulose. A madeira e outros materiais
lignocelulésicos sdo formados por trés principais componentes: celulose, lignina e
hemicelulose. A decomposicdo destes polimeros por fungos de decomposicdo da madeira
exerce papel importante no ciclo global do carbono (Carvalho et al., 2009).

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, 2004; Castro e Silva, 1996; Oliveira et al., 1986).

Entre os organismos os fungos sdo capazes de atacar e degradar a madeira, em seus
ecossistemas terrestres naturais e especialmente na classe dos Basidiomycetes que tem
demonstrado grande eficiéncia no processo de biodegradacdo de materiais lignocelul6sicos
(Hatakka, 1994; Higuchi, 1990; Ruiz — Duefias & Martinez, 2009; Soares, 1998). Esses



fungos podem ser saprofitas, parasitas, simbioticos e micorrizicos, sendo usados na industria
alimenticia, na producéo de enzimas, na biopolpacédo, no biobranqueamento de efluentes, etc.
(Almeida Filho et al., 1993; Maciel et al., 2010).

Existem trés classes de fungos degradadores de madeira: causadores de podriddo mole,
podriddo parda e podriddo-branca no qual sdo particularmente Uteis para biopolpacao e
biodegradacdo de compostos recalcitrantes. H& dois tipos de degradagdo realizada por tais
fungos: a degradacéo simultanea de todos os polimeros da madeira, e a degradacéo seletiva da
lignina. Na degradacéo simultanea, realizada pela maioria de fungos de decomposicao branca,
ha erosdo da parede celular no sentido lumen e lamela média. Na degradacdo seletiva, ha
remocdo de lignina e polissacarideos ndo-celuldsicos sem degradagdo extensiva de celulose e
ndo héa erosdo da parede celular (Gongalves et al., 2001).

Os basidiomicetos lignoliticos secretam enzimas que tem a capacidade de converter 0s
polimeros externos em moléculas menores em 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
ecofisioldgicos: causadores de podriddo branca, de podriddo parda e de podriddo mole.
(Tabela 3).

Os basidiomicetos lignoliticos atuam na decomposicdo da matéria organica,
dinamizando a ciclagem de nutrientes e regulando o equilibrio energético dos ecossistemas

terrestres (Tuomela et al., 2000).



Tabela 3: Microrganismos que degradam a lignina da madeira.

MICRORGANISMOS FILO DEGRADAGAO AMBIENTE GENERO
Mineralizacdo
da lignina, Principalmente  Phanerochaete,
Podridao branca Basidiomycota  deslignificacdo madeira dura Phlebia,
(Ascomycota) seletiva ou ndo seletiva Trametes.
seletiva.
- o Modificagdo da  Principalmente Poria,
Podridao Parda Basidiomycota o )
lignina madeira mole Polyporus
Ambientes
o aquaticos, _
Ascomycota ou Limitada ) Fusarium,
- N madeira com _
Podridao Mole fungos degradacéo da ) Paecilomyces
o umidade
anamorfos lignina
elevada,
serapilheira
Sapwood,
madeira saturada
) Limitada de agua, madeira  Streptomyces,
. Actiomycetes ou . ) .
Bactérias ) . degradacéo da em estagio Nocardia,
Mixobactéria o
lignina avancado de Pseudomonas

decomposicédo

serrapilheira

Fonte: (Tuomela et al., 2000).

Os fungos basidiomicetos causadores da podriddo branca ou basidiomicetos
lignoliticos, atacam a madeira folhosa ou madeira de conifera, enquanto os ascomicetos
provavelmente degradam unicamente madeira folhosa. A degradacdo da lignina pelos

basidiomicetos lignoliticos € mais rapida que quaisquer outros organismos e eles sdo



responsaveis pela maior parte da degradacdo da lignina na natureza. Entretanto, o substrato de
crescimento ndo é unicamente lignina, mas também hemiceluloses e celuloses (Blanchette,
1995; Kirk & Farrell, 1987; Tuomela et al., 2000).

3.1.4. Produtos Bioativos Sintetizados por Basidiomicetos Fungicos

Os basidiomicetos produzem uma ampla gama de produtos naturais, desde
componentes estruturais com atividade antitumoral e imunologicamente ativos até agentes
antimicrobianos, antifungicos, antivirais, enzimas, reguladores de crescimento e aromas
(Breene, 1990; Brizuela et al., 1998; Chang & Buswell, 1996; Kues & Suay et al., 2000;
Maciel et al., 2010; Wasser & Weiss, 1999).

O polissacarideo antitumoral produzidos por basidiomicetos tem recebido uma atencao
crescente, destacando-se a obtencdo de R-glucanas sollveis em agua, isolados a partir de
fungos comestiveis ou medicinais como Glifola frondosa, Polyporus confluens, Lentinula
edodes e Coriolus versicolor, na qual o mesmo tem atraido o interesse das inddstrias
farmacéuticas e de pesquisas devido aos seus efeitos benéficos que incluem a estimulagdo do
sistema imune com potencial anti-inflamatério, antimicrobiano, antitumoral (Brooks et al.,
2004; Lewis & Ausubel, 2006; Monno et al., 2007).

Os basidiomicetos precisam sintetizar antibacterianos e antifungicos para a sua propria
sobrevivéncia no ambiente. Sendo assim, compostos com estas atividades passam a ser
isoladas a partir destes organismos. Porém, somente compostos produzidos por fungos

microscopicos atingiram o mercado (Lindequist et al., 2005).

Os principais metabdlicos antimicrobianos isolados destes organismos pertencem as
classes de poliacetilenos e terpendides. O metabolismo dos basidiomicetos € rico em
terpendides, especialmente sesquiterpendides que apresentam atividade antimicrobiana
(Brizuela et al., 1998).

Outros tipos de compostos antimicrobianos, incluindo compostos fendlicos,
aromaticos, purinas e pirimidinas tém sido descritos em Basidiomicetos, assim como fenois, e
derivados de quinonas isolados de Agaricus bisporus que demonstraram atividade
antibacteriana (Brizuela et al., 1998; Kose et al., 2007, Rojas et al., 1992).



3.2. Biomassa Fungica

Os fungos sdo microrganismos eucariontes que obtém sua energia pela ruptura de
moléculas orgénicas, podendo ocupar diversos nichos ecoldgicos (Tortora et al., 2000). No
ambiente terrestre, os fungos tem um papel importante nos ciclos biogeoquimicos do carbono,
nitrogénio ou fésforo (Boswell et al., 2003). Como fitopatdgenos, esses organismos possuem
mecanismos de adesdo ao hospedeiro, onde as moléculas de reconhecimento e unido séo, na
maior parte dos casos, de natureza protéica ou glicoprotéica (Xiao et al., 1994) e por isso, a
producdo de proteinas e polissacarideos extracelulares tem sido associados a capacidade dos

microrganismos causar doencas (Doss, 1999; Gil-Ad et al., 2001; Leite et al., 2001).

Os fungos podem ser considerados como 0s agentes mais importantes de degradacéo
da Terra, principalmente quando se estuda o0s ecossistemas florestais, onde esses
microrganismos sdo os principais decompositores de celulose e lignina. A producdo de
biomassa em um ecossistema florestal é em grande parte controlada por fungos degradadores
de madeira, que determinam as taxas dos nutrientes liberados e seu retorno ao ecossistema

apos a morte das arvores (Esposito & Azevedo, 2004).

Além de sua atuacdo nos ecossistemas, os fungos também apresentam um grande
potencial de aplicacdo nas diferentes areas industriais, como alimentos, cosmeéticos,
medicamentos (Sutherland, 1998), assim como na &area ambiental, na detoxificacdo de
compostos em ambientes contaminados (Rezende et al.,, 2005). A utilizacdo desses

microrganismos pode ser através de sua biomassa ou entdo de macromoléculas isoladas.

A biomassa excedente da producdo industrial de antibiéticos por Penicillium
chrysogenum, além de ser aproveitada para racdo para gado e ou no preparo de fertilizantes
(Muzzarelli et al., 2000), também vem se mostrando uma fonte viavel de moléculas
importantes, como os polissacarideos do tipo glucanas (Wang et al., 2007), aplicados na area

medicinal devido a suas atividades antitumorais e imunomoduladoras.

Durante um processo fermentativo para a producdo de exopolissacarideos (EPS), um
grande percentual de biomassa também é obtido. Entretanto, as quantidades de massa
micelial e EPS ndo sdo necessariamente proporcionais, sendo dependentes dos diferentes
fatores utilizados no cultivo, tais como fontes de carbono e de nitrogénio, pH, temperatura,

agitacdo, grau de aeracdo, entre outros. Estes parametros podem interferir tanto na producéo



da biomassa quanto dos componentes isolados desse substrato. Segundo alguns autores
(Barbosa et al., 2004; Magnelli, 2005; Selbmann et al., 2002) o resultado esperado no final do
procedimento, se biomassa ou EPS, determinard como essas variaveis serdo aplicadas no

cultivo microbiano.

3.2.1. Fungos Basidiomycetos e sua Aplicacdo na Biorremediacao

Os fungos basidiomicetos lignoceluloliticos crescem sobre madeira em decomposi¢do
e residuos de origem vegetal. Algumas espécies apresentam certo grau de especificidade e
dependem da ocorréncia de um substrato definido. Outras, menos exigentes, ocorrem sobre
diversos substratos e possuem ampla distribuicdo geogréafica. Possuem um sistema enzimético
capaz de degradar madeira, celulose, hemicelulose e lignina, quebrando esses compostos até
sua mineralizacdo (Matheus & OKkino, 1998; Pointing, 2001; Tortella et al., 2005; Tuomela et
al., 2000).

Os nutrientes absorvidos pelos fungos sdo convertidos em constituintes celulares e
energia. Os nutrientes organicos obtidos de carboidratos sdo oxidados pela respiracao e pela
fermentacdo, produzindo reservas energéticas e estruturas de parede celular. A energia
quimica que é liberada nesses processos envolve a perda de elétrons de um composto para
reduzir outro, o qual é denominado aceptor de elétrons. Na maioria dos fungos o aceptor final
€ 0 oxigénio. Os principais aceptores de elétrons de interesse na biodegradacdo sdo: o
oxigénio para microrganismos aerobios e nitrato, manganés, ferro, sulfato, diéxido de carbono

e carbono organico para anaerobios (Boopathy, 2000; Matheus et al., 2002).

A capacidade dos fungos de podriddo branca em degradar lignina torna-os o grupo
mais interessante dentre os fungos para utilizacdo em biorremediacdo, pois o sistema que
degrada extensivamente a lignina também € responsavel, pelo menos em parte, pela
degradacdo de alguns compostos poluentes organicos como clorofenois, nitrofendis e
hidrocarbonetos poliaromaticos (Wen et al., 2009).

Esta capacidade de degradar xenobidticos, inicialmente foi relacionada & semelhanca
entre as estruturas da molécula de lignina e de alguns compostos sintéticos organicos,
principalmente os aromaticos. Atualmente, sabe-se que a capacidade biodegradativa de
fungos de podriddo branca deve-se a presenca do sistema enzimatico ligninolitico inespecifico
e extracelular (Eggen & Sveum, 2001; Evans & Hedger, 2001; Haggblom, 1992; Kirk &
Farrell, 1987; Matheus & Okino, 1998; Pointing, 2001; Tuomela et al., 2000)



3.3. Classe Basidiomycetes de Fungos

Os fungos deste grupo pertencem ao que ha de mais evoluido entre 0s seus
representantes; incluem-se nele os cogumelos, fungos gelatinosos, ferrugens, orelha-de-pau e
alguns leveduriformes (Herrera & Ulloa, 1998). O nimero de espécies de basidiomicetos 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
(Loguercio-Leite, 2004).

A maioria das espécies forma uma frutificacdo macroscopica, com hifas modificadas
que originam pseudo - tecidos e diferem dos demais fungos por produzir esporos chamados de
basidiosporos formados nos apices de prolongamentos chamados basidios (Alexopoulos,
1962; Putzke & Putzke, 2004).

Em ambientes terrestres, o0s basidiomicetos atuam principalmente como
decompositores de madeira, sendo que alguns podem decompor esterco e folhas sdo
conhecidas alguns parasitas de espécies agricolas importantes ou de arvores. Podem ainda
formar associagdes micorrizicas com vegetais ou algas, formando liquens (Loquercio-Leite,
2004). Algumas espécies sdo cultivadas comercialmente e outras sdo coletadas em areas
naturais e utilizadas como alimentos (Herrera & Ulloa, 1998; Loquercio-Leite, 2004;
Przybylowicz & Donogue, 1990).

O micélio consiste de hifas septadas, bem desenvolvidas que penetram no substrato e
absorvem nutrientes (Alexopoulos, 1962). Individualmente, a hifa € microscépica, 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 marrons e pretas
(Alexopoulos, 1962; Putzke & Putzke, 2004).

3.3.1. Fungos Basidiomicetos - Ordem Agaricales

Os organismos pertencentes a ordem Agaricales constituem o maior grupo dentro do
filo, onde se encontra cerca de 6.000 espécies, 297 géneros e 17 familias, em termos
mundiais. Para o Brasil s&o mencionados 136 géneros e 1011 espécies. Estima-se que 66%
das espécies conhecidas, em termos mundiais, ocorrem nos tropicos (Gugliotta & Capelari,
1998; Hawksworth et al., 1995 apud Rosa, 2002).



Esta ordem é extensa e diversificada e inclui os cogumelos, inclusive a maioria
utilizada para cultivos comerciais (Herrera & Ulloa, 1998; Putzke & Putzke, 2004; Raven,
2001).

Em sua grande maioria, 0os Agaricales sdo notorios por apresentarem basidiomas
carnosos e efémeros. Sao organismos saprobios que desempenham no meio ambiente, como
principal fungdo, a capacidade de decompor matéria organica, disponibilizando carbono,
hidrogénio e oxigénio, que sdo assimilados principalmente pelos organismos produtores da
cadeia tréfica. Por ser um grande grupo, ocorrem em uma gama de habitats, que vai do artico
aos tropicos, e sdo encontrados colonizando diversos substratos como solo, troncos, galhos,
folhas e fezes. Ocupa Vvarios nichos ecoldgicos como o cerrado onde podem participar de
relacOes saprobias, mutualistas ou parasiticas (Gugliotta & Capelari, 1998; Rosa, 2002).

3.3.2. Fungos Basidiomicetos - Familia Tricholomataceae

Esta familia inclui numerosas espécies saproéfitas, parasitas e micorrizicas com lamelas
aderida ao estipite estrutura semelhante a um caule que suporta o pileo de um cogumelo. O
carpéforo € branco na maioria dos casos, podendo ser amarela ou marrom. Compreende
espécies comestiveis e toxicas (Arora, 1986; Herrera & Ulloa, 1998).

3.4. Lentinus crinitus

3.4.1. Posicdo Taxondmica do Basidiomiceto Lentinus crinitus

REINO......oiiiiiii Fungi

DiviS80 (Fil0)......ccccoevviiiiiiiiiie Basidiomycetes.
ClaSSE.....ceeivreiieiecieee e Basidiomycetes.
SUBCIASSE......covveieeecece e Holobasidiomycetidaea.
Ordem......coeiiiiiieee e, Agaricales
Familia.......cccooveveiiieieeeee e Trichomataceae
GENEIO.....oeivieieeieieie e Lentinus

ESPECIE.....covieiececece e crinitus



3.4.2. Caracteristicas Morfoldgicas do - Lentinus crinitus

Pileo ou chapéu com 2-5 cm de diametro, frutificacbes castanhas, deprimidos no
centro. Apresentam superficie com feixes de pelos de 1 mm de comprimento (Guerrero &
Homrich, 1999) (Figura 3).

Figura 3: Basidiocarpo de Lentinus crinitus

3.4.3. Ocorréncia Natural, Habitat e Consideracg®es sobre a sua Utilizagao

Estudos de etnomicologia apontam este cogumelo como comestivel por algumas tribos
indigenas, somente ap0s cozimento na brasa, pois, segundo relatos indigenas ele provoca

vOmitos se ingerido cru (Fidalgo, 1968; Fidalgo & Hirata, 1979).

3.4.4. Propriedades Terapéuticas do Lentinus crinitus

Para esta espécie é citada na literatura a atividade antimicrobiana, dada por quatro
compostos sesquiterpénicos (Abate & Abrahan, 1994).

3.5. Enzima

A palavra enzima, do grego énzymo (em: na; zymos: levedura) foi sugerida por
Kuhne, no seu primeiro trabalho, como nome genérico para “fermentos” que atuavam na
auséncia de organismos ou fora deles. Hoje se sabe que as enzimas séo catalizadoras, ou seja,
aumento de varias ordens de grandeza e velocidade das reacdes que catalisam podendo ser de
natureza protéica e de RNAs e DNAs cataliticos. As ribozimas que tem como catalisadores
moléculas especificas de RNA. Embora algumas enzimas sejam até hoje extraidas de tecidos



animais e vegetais, a grande maioria das enzimas industriais é obtida de microrganimos
(fungos e leveduras) (Abate & Abrahan, 1994).

3.5.1. Enzima Fungica

A maioria dos fungos produtores de enzimas necessarias a degradacdo de materiais
lignocelul6sicos (madeira, palhas, cascas, etc.) pertencem aos grupos Ascomycetes,
Deuteromycetes e Basidiomycetes. Os fungos que vivem em madeiras mortas que
preferentemente degradam um ou mais componentes da madeira, causam trés tipos de
degradacdo: marron, branca e macia. A maioria destes é capaz de degradar lignina em alguma

extensdo, embora preferentemente ataquem a celulose na madeira.

Sdo trés as principais enzimas diretamente envolvidas na degradacgdo da lignina por
basidiomicetos: Peroxidase dependente do manganés (MnP), Peroxidase da lignina (LiP), e
Lacases (Lac). Acredita-se ser encontrada agindo na superficie das hifas em contato com as
células de parede celular, reagindo com um grande nimero de compostos fendlicos (Maciel et
al., 2010).

3.5.2. Lacase (E.C. 1.10.3.2)

Lacases (E.C.1.10.3.2) sdo oxiredutases que fazem parte de um grupo de enzimas
denominadas enzimas constituidas por cobre que oxida os polifendis utilizando o oxigénio
como aceptor final de elétrons (Mayer & Staples, 2002). As oxiredutases sdo enzimas que
catalisam processos de oxidacdo e reducéo, e constituem um grupo que compreende quase um
quarto de todas as enzimas conhecidas, entre as quais estao as lacases.



As lacases sdo principalmente glicoprotéinas extracelulares ligadas ao cobre bivalente,
0 qual é reduzido durante a oxidacdo de fendis (Figura 4) e subsequentemente oxidado
novamente ao estagio bivalente pelo oxigénio (Klonowska et al., 2002; Mayer &
Staples,2002; Claus, 2004).

o, Lacase (Cu?%) PhO-

H,O Lacase red. (Cul?) PhOH

Figura 4: Mecanismo de agéo da lacase.

3.5.3. Lacase Fungica

Lacases fungicas tém 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 (Souza et al., 2003). Os
melhores produtores de lacase sdo basidiomicetos pertencentes ao grupo dos fungos de
decomposic¢do branca, eficientes degradadores de madeira (Maciel et al., 2010; Mayer &
Staples, 2002; Thurston, 1994).

As lacases fungicas podem ser induzidas ou constitutivas, de acordo com suas
diferentes rotas de sintese. As lacases induzidas sdo dependentes de fatores como condicGes
de nutricdo, temperatura, pH, aeracdo entre outros, para a sua expressao (Xiao et al., 2003).

A grande maioria dos trabalhos publicados refere-se a lacase extracelular de fungos
basidiomicetos havendo pouco estudo sobre lacases intracelulares (Leonowicz &
Grzywnowicz, 2001).

3.5.4. Aplicacgbes Biotecnologicas das Lacase.

A lacase apresenta um importante papel na degradacdo da lignina, segundo e
altamente recalcitrante biopolimero mais abundante na natureza apds a celulose. Desta forma,
esta enzima apresenta uma consideravel aplicacdo ndo s6 na indudstria papeleira e de polpa,
mas também em diversos processos que se baseiam na utilizacdo de materiais

ligninoceluldsicos (Mayer & Staples, 2002), como agente branqueador natural para industria



téxtil e papeleira, na industria alimenticia onde seu emprego é diversificado como, por
exemplo, na producdo de bebidas sendo empregado como agente estabilizante de vinhos,

sucos de frutas e de cerveja (Maciel et al., 2010).

O uso de enzimas para o tratamento ou remogéo de poluentes ambientais tem interesse
crescente por causa da alta eficiéncia e seletividade, além de reacbes ambientalmente
saudaveis. Varios processos biotecnoldgicos tém sido propostos, sendo que o emprego de
fungos de decomposic¢do branca tem apresentado bons resultados na degradacdo de varios

compostos xenobioticos, sob condicBes aerdbicas (Pointing et al., 2000; Maciel et al., 2010).

A lacase pode ser considerada mais interessante para processos de descontaminagéo de
leitos de &gua, por exemplo, uma vez que nao requer a adicdo de peréxido de hidrogénio
como as peroxidases, e geralmente atuam sobre uma gama maior de substratos que a
tirosidase (D’ Annibale, et al., 2000).

3.6. Indutor da Lacase

Os indutores de lacase tém uma funcdo significativa no aumento da producdo e
atividade de lacase (Gnanamani et al., 2006). O alcool veratrilico € um dos principais
indutores que estimula a producdo da lacase flngica (Barbosa, 2006).

Como as aplicagBes biotecnolégicas requerem grande quantidade de enzima, e
normalmente lacases extracelulares sdo produzidas por pequenas quantidades, para melhorar a
producdo de lacase, varios indutores tém sido utilizados, destacando-se compostos aromaticos
ou fendlicos relacionados a lignina ou derivados da lignina. Bons resultados obtidos com
alguns compostos tém estimulado pesquisas para a producdo de lacase em larga escala,
considerando a vasta aplicabilidade industrial e ambiental desta enzima. Nao existe um étimo
indutor de lacase comum a todos os fungos, havendo grande variacdo do indutor de acordo

com o fungo estudado (Garcia, 2006).

3.6.1. Alcool Veratrilico (AV)

A indastria de enzimas € resultado de um desenvolvimento rapido, alcancado nas
ultimas quatro décadas, gracas a evolugdo da biotecnologia moderna. O desenvolvimento dos
processos de fermentacdo, ocorrido durante a Gltima metade do século passado, permitiu a

producdo de enzimas mais puras, bem caracterizadas e em larga escala (Kirk, 2002). O



mercado mundial de enzimas movimentou em 2007 cerca de 2,3 bilhdes de ddlares e espera-
se para 2012 um movimento superior a 2,7 bilhGes, com um aumento anual de 4% (Thakore,
2008).

O alcool veratrilico (3,4-Dimetoxibenzilico) € um metabdlico secundario que tem
importantes funcdes na degradacdo da lignina. Este alcool aromatico (AV) é sintetizado e
excretado por diversos fungos de podriddo branca como, por exemplo: P. chysosporium,
Phebia radiata, Pycnoporus cinnabarinus e Trametes versicolor. A adicdo do alcool
veratrilico, em concentracdes de 0,4 a 1,5 mmol™, no meio nutriente foi relatado por exercer
um efeito positivo na sintese de lacase de alguns fungos de podriddo branca (Faison & Kirk,
1985; Kantelinen et al., 1989; Lonergan & Baker, 1995; Nerud et al.,1991).

3.7. Bactérias

As bactérias sdo organismos procaridticos com organizacao relativamente simples
sendo encontrados em ambientes naturais. Esses organismos sdo formados por varias

estruturas, que diferem de uma espécie para outra (Murray et al., 2000).

As bactérias sdo organismos que apresentam grande diversidade em relacdo ao
tamanho, podendo variar desde esferas medindo cerca de 0,2 um de diametro a espirais com

10pum de comprimento (Walter & Barra, 2001).

Como todas as células, as bactérias ttm uma estrutura essencial, a membrana
citoplasmatica. A maioria das bactérias possui externamente a membrana, uma espessa e
rigida camada: a parede celular. Conforme as caracteristicas da parede celular, as bactérias
podem ser classificadas em Gram-positivas ou Gram- negativas. As diferencas entre esses
grupos estdo baseadas principalmente nas suas propriedades de permeabilidade e nos
componentes de superficie (Schaechter et al., 2002).

3.7.1. Bactérias Gram-Positivas — Staphylococcus aureus
A parede celular dos microrganismos gram-positivos € uma estrutura relativamente

simples, com espessura de 15 a 50 nm. Ela é composta de 50% de peptideoglicanos, que é um

composto polimérico que forma uma estrutura rigida ao redor da membrana citoplasmatica,



40% a 45% de polimeros acidos e 5% a 10% de proteinas e polissacarideos ( Walter & Barra,
2001).

Staphylococcus sd@o microrganismos amplamente distribuidos na natureza e fazem
parte da microbiota normal da pele e da mucosa de mamiferos e aves. A gravidade das suas
infeccdes varia desde uma intoxicacdo alimentar ou infec¢do cutdnea de pouca importancia,
até infeccbes sistémicas potencialmente fatais (Jawetz, et al., 1998; Murray, et al., 2000;
Trabulsi, et al., 1999).

Os Staphylococcus séo distribuidos em duas categorias: coagulase positiva e negativa.
Esta divisdo se baseia na capacidade de coagular o plasma, que € uma propriedade
considerada, hd muito tempo, como importante identificador da patogenicidade dos
Staphylococcus. O S. aureus é a Unica envolvida em infecgdes coagulase positiva, visto que as

demais sdo coagulases negativas (Murray, et al., 2000; Trabulsi, et al., 1999).

Staphylococcus aureus é o agente mais comum de infec¢des piogenicas em ambientes
hospitalares, estas podem ser localizadas na pele ou regiées mais profundas. Quando na pele,
produz uma resposta inflamatdria intensa podendo causar foliculite, carbdnculo ou abscessos
subcutaneas (Schaechter, et al., 2002). Além de infeccBes piogénicas o Staphylococcus aureus
pode causar intoxicacdo alimentar, provocada pela ingestdo de enterotoxinas previamente

formadas no alimento contaminado (Trabulsi et al., 1999).

3.7.2. Bactérias Gram-Negativas — Escherichia coli

As bactérias Gram-negativas sdo constituidas por estruturas de mdaltiplas camadas
bastante complexas, que ndo retém o corante quando submetidas a solventes nos quais o
corante € sollvel, sendo descoladas e , quando acrescentados outros corantes, adquirem a
nova coloracdo. As bactérias Gram-negativas sdo constituidas por uma endotoxina, o LPS
(Lipopolissacarideo), que Ihes confere a propriedade de patogenicidade ( Walter & Barra,
2001).

A familia Enterobacteriaceae representa a maior e a familia mais heterogénea dentre as
bactérias gram-negativas. Os bacilos Gram-negativos apresentam grande importancia clinica.
Seus géneros foram classificados com base nas propriedades bioquimicas, sequencia dos

aminoéacidos, etc. Sdo organismos encontrados em diversos ambientes, no solo, nos vegetais,



na agua e os mesmos fazem parte da flora intestinal da maioria dos animais incluindo os seres

humanos (Murray et al., 2000).

A espécie Escherichia coli é um bacilo gram-negativo anaerobio facultativo mais
comumente associado a uma série de infeccdes que incluem infecgdes intestinais, septicemias,
meningites em neonatos. As manifestacdes dependem do local da infec¢éo e do tipo de cepa e
sitio de acédo (Trabulsi et al., 1999).

3.7.3. Compostos Antimicrobianos

As primeiras descri¢cBes sobre o uso de antimicrobianos datam de 3.000 anos atras,
quando os médicos chineses usavam fungos para o tratamento de feridas infecciosas.
Utilizados de maneira empirica na época, sabe-se que varios destes produtos indicados na
Antiguidade e na ldade Média apresentam propriedades terapéuticas devido a compostos
sintetizados a partir dos microrganismos utilizados neste tipo de tratamento (Tavares, 1985 e
1999).

Alexandre Fleming, em 1929 publicou um trabalho no qual relata propriedades
bactericidas de um microfungo presente no ar, Penicilium rubrum na qual mais tarde 0 mesmo
foi reclassificado como Penicilium notatum (Lacaz, 1965). Mais tarde foi isolada das culturas

de Penicillium a penicilina.

Esta descoberta levou a uma busca concentrada por novas drogas antibacterianas
durante os 30 anos seguintes e resultaram na descoberta das principais classes de antibioticos
conhecidos atualmente, muitas delas derivadas de produtos naturais (Butler & Buss, 2006).

Assim, os primeiros antibioticos descobertos foram a penicilina e estreptomicina. Uma
grande quantidade de antibioticos tem sido descoberta, porém, menos de 1% tem valor pratico
na terapéutica. Portanto, as dificuldades para a obtencdo de tal antibiotico sdo enormes, e
aqueles que mais se aproximam destas caracteristicas apresentam custo elevado, o que torna

problemaético o seu uso pela populacéo de baixo poder aquisitivo (Tavares, 1999).



3.7.3.1. Produtos Sintetizados por Microrganismos

Grande parte de antibidticos utilizados na pratica médica é obtido a partir de
microrganismos, dos quais sdo metabdlicos secundarios. Estes sdo caracterizados pela grande
diversidade de estruturas quimicas liberados para 0 meio ambiente. Estes compostos conferem
uma vantagem seletiva ao organismo produtor (Butler & Buss, 2006; Demain, 1996; Pelaez,
2006; Tavares, 1999).

Muitos medicamentos sdo sintetizados a partir de fermentacdes de microrganismos,
criando assim novas geracdes de antibidticos. Novos metabolicos bioativos continuam a ser
identificados de fontes microbianas, gracas a ampla variedade de cepas existentes.
Particularmente, a habilidade em produzir metabdlicos quimicamente diferentes, esta
associada aos actinomicetos, mixobactérias, pseudomonas, cianobactérias e fungos
filamentosos (Barrett & Barrett, 2003; Donadio et al., 2002; Pelaez, 2006).

Os produtos naturais ainda parecem ser as fontes mais promissoras de futuros
antibioticos, tal fato se argumenta na diversidade estrutural encontrada na natureza em meio
ao enorme campo de microrganismos de modo a ativar rotas metabdlicas manipulando as

condicdes de cultivo (Peldez, 2006).

3.8. Meios de Cultura

Os meios de cultura sdo utilizados com a finalidade de cultivar e manter

microrganismos viaveis no laboratorio, sob a forma de culturas puras (Neder, 2004).

Os meios de cultura devem ter na sua composi¢cdo, os nutrientes indispensaveis ao
crescimento do organismo em questdo, sob forma assimilavel e em concentracdo nao
inibitéria do crescimento. Além disso, ap6s a sua preparacdo, cada meio de cultura deve ser
submetido a esterilizacdo, para a eliminar qualquer organismo vivo contaminante ( Lima et
al., 2005).

Por outro lado, para manter uma cultura pura, € necessario que o meio de cultura que
se pretende utilizar seja mantido desprovido de qualgquer organismo vivo contaminante. Para a
prevencdo de contaminagdes durante a manipulacdo de culturas puras recorre-se a técnicas de
assepsia (Smith, 1985).
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De um ponto de vista geral, os meios de cultura podem ser classificados tendo em
conta 0 seu estado fisico, a sua composicdo quimica e 0s objetivos funcionais a que se

destinam (Cooney, 1981).

A especificidade dos meios de cultura € muito importante, nomeadamente no
isolamento e identificacdo de certos microrganismos (por exemplo, no isolamento de
microrganismos do solo) ou em testes de sensibilidade a antibioticos ou na andlise

microbioldgica de aguas, de alimentos, etc (Neder, 2004).

3.8.1. Fontes de Nutrientes Regionais da Amazonia.

3.8.1.1. Acai - Euterpe oleracea

O acaizeiro, Euterpe oleracea ¢ uma palmeira tropical, perene, nativa da Amazbnia
oriental, predominante ao longo dos igarapés, terrenos de baixada e areas com umidade
permanente. Possuindo farto perfilhamento desde 2 a 3 anos de idade possibilita,
teoricamente, uma exploracdo sustentada de suas populacGes nativas para palmito. A
exploracdo do palmito acaizeiro no estudrio amazoénico teve inicio a partir dos anos 60 devido
a escassez de palmito na Regido Sudeste do Pais, gerada pela extracdo indiscriminada e
predatéria (Watson & Dallwitz, 1994).

O o6leo extraido do acai é composto de &cidos graxos de boa qualidade, com 60% de
monoinsaturados e 13% de poliinsaturados. Com relacdo as proteinas, possui teor superior ao
do leite (3,50%) e do ovo (12,49%), enquanto o perfil em aminoacidos é semelhantes ao do
ovo (Santos, 2001).

Segundo Rogez (2000), o 6leo de agai, da mesma forma que o 6leo de oliva e abacate,
é rico em acidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados, respectivamente, 60 e 14%. Os
Oleos de oliva e abacate, por suas caracteristicas quimicas relacionadas com a respectiva
composicdo em matéria insaponificavel, sdo utilizados tanto para consumo in natura quanto
na industria de cosméticos. Esses produtos conquistaram uma fatia nobre do mercado e sao,
em geral, comercializados com um valor superior ao dos demais Oleos vegetais.

Diferentemente do 6leo de abacate, que ja foi avaliado para diferentes variedades cultivadas
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no Brasil (Antoniassi, 1998, Freitas et al., 1993; Szpiz et al., 1987), a caracterizacdo do 6leo

de acai carece de mais estudos.

O acai possui elevado teor de antocianinas, contendo cerda de 1/100g de extrato seco.
As antocianinas sdo pigmentos naturais, pertencentes a familia dos flavonoides, sendo estes
responsaveis pela cor do acai. Além disto, possuem funcéo antioxidante, que assegura melhor
circulacdo sanguinea e protegem 0 organismo contra o acumulo de placas de depoésito de
lipidios, causadores da arteriosclerose (Dallwitz, 1980; Freitas et al., 1993).

Quanto a ao ponto-de-vista nutricional, o acai apresenta 65,8 g de lipidios, o que
corresponde a 66% da ingestdo diaria requerida; 31,5 g de fibras alimentares totais, 0 que
equivale a 90% das recomendacdes diarias e 12,6 g de proteinas, o que corresponde de 25% a
30% da quantidade nutricional diaria necessaria. O acai é rico em minerais, principalmente
potassio e calcio e, dentre as vitaminas, pode ser destacada a vitamina E, um antioxidante

natural que atua na eliminagéo dos radicais livres (Dallwitz, 1980).

O acai é consumido ha muito tempo pelos indigenas e moradores da regido
amazonica, devido as suas qualidades nutritivas. E também largamente utilizado para a
producao de um refresco (“vinho” de agai). Nas regides sul e sudeste vém sendo popularizado
e consumido como complemento alimentar, principalmente pelas pessoas que buscam vigor
fisico (Santos, 2001).

Atualmente esta espécie Euterpe oleracea é responsavel por cerca de 90% da
producdo nacional. Possui palmito do tipo doce, mas de consisténcia e textura mais rigida do

que o das espécies E. edulis, E. precatoria e E. espiritosantensis (Santos, 2001).

3.8.1.2. Caréa- Dioscorea alata

O card € uma hortalica com expressivo consumo mundial e considerada cultura
alternativa em expansdo, pois seu consumo ultrapassou a batata-doce, a mandioca e a propria
batata. Como alimento, € rico em carboidratos, proteinas, fosforo, célcio, ferro e vitaminas 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).



E 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
farmacoldgico. Por o tubérculo ndo se deteriorar apds a colheita, pode conservar-se a sombra

em estado natural por até 90 dias (Vieira et al., 1999).

3.8.1.3. Macaxeira - Manihot esculenta

A macaxeira (Manihot esculenta Crantz), conhecida também como mandioca mansa,
doce, de mesa ou aipim, € bastante cultivada no estado do Amazonas, destinada ao consumo
"in natura”. Apesar das peculiaridades dos ecossistemas, participa de forma significativa nos
diversos sistemas de produgéo, quer isoladamente, em cultivos de fundo de quintal ou em
consércio com outras culturas. Diferencia-se da mandioca brava por apresentar baixos teores
de &cido cianidrico (HCN) na polpa crua de raizes frescas, geralmente abaixo de 50 mg/kg de
polpa. Esses teores variam de acordo com a variedade, idade e época de colheita e condi¢des
ambientais (Fatibello-Filho, 2002).

As mandiocas, tanto mansas como bravas, do ponto de vista nutricional sdo ricas em
carboidratos, e consideradas como 6timas fontes de calorias (132 kcal por 100 gramas da sua
parte comestivel). Apresenta baixo conteudo de proteina (1% do peso fresco), niveis
aceitaveis de algumas vitaminas do complexo B e C, alguns minerais como calcio, fésforo,
ferro e praticamente ndo possui gordura (0,20%), mas, no entanto, é rica em fibras (Close et
al., 2002).

A macaxeira apresenta nas raizes frescas 50,5 — 70,3% de agua, 0,7 — 2,3% de
proteina, 0,1 — 0,7% de lipidios, 23 — 41,5% de extrato livre de nitrogénio, de fibra 0,8 —
6,5%. Em relacdo as proteinas a macaxeira inclui os seguintes aminoacidos: 4,4% de acido
aspartico, 2,1% de treonina, 1,9% de serina, 12,7% de acido glutamico, 2,4% de glicina, 4,6%
de alanina, 2,6% de valina, 0,6% de cistéina, 1% de metionina, 2% de isoleucina, 2,9%
leucina, 1,6% tirosina, 2,3% de fenilalanina, 3,5% lisina, 0,6% tirosina, 0,6% triptofano, 1,2%
histidina e 3,7% arginina (Close et al., 2002).

As mandiocas com polpas de coloracdo amarela e creme sdo importantes na
alimentacdo humana, porque possuem consideraveis teores de beta-caroteno, precursor da

vitamina A. As mandiocas consideradas doces (macaxeiras) contém naturalmente quantidades



baixas de acido cianidrico (HCN); sdo plantas que ndo diferem visualmente da mandioca

brava, considerada venenosa (Fatibello-Filho, 2002).

3.8.1.4. Pupunha - Bactris gasipaes

A pupunheira (Bactris gasipaes Kunth) é uma espécie tropical originaria do continente
americano, pertencente a familia das Arecaceas (Palmaceas) e cultivada ha séculos pelas
populacbes indigenas. No Brasil, seu habitat natural ¢ a Regido Amazénica, e seus frutos
fazem parte da dieta alimentar dos povos da Regido Norte. Esta palmeira possui grande
potencial econdmico em virtude dos mdaltiplos usos de seus frutos e palmito. Plantios

racionais podem produzir 25 t/ha de frutos ou 1 t/ha de palmito (Tonet et al., 1999).

Os frutos sdo drupas de forma, tamanho e cor varidveis. Quando jovens, sdo verdes,
guando maduros, sdo amarelos, vermelhos e algumas combinacBes dessas cores. Sao
encontrados frutos de 20 a 30 g até cerca de 200 g. Apresentam uma enzima tripsina que inibe
a digestdo de proteinas e um acido (provavelmente oxalico) que causa irritacdo na mucosa da
boca; por isso, devem ser consumidos cozidos. Os frutos podem ou ndo conter sementes. As
sementes sdo de cor café ou negra, possuindo endocarpo duro, endosperma branco e

oleaginoso semelhante ao do coco quanto ao sabor e textura (Tonet et al., 1999).

O mesocarpo tem cerca de 2,3 - 8,3 % de dleo, 6,1 — 9,8% de proteina, extrato livre de
nitrogénio de 59,5 — 79,9%, e fibra 2,8 -9,3%. A analise da composicdo da proteina deste
mesocarpo mostra que este tem todos os aminoacidos essenciais, embora em niveis mais
baixos do que o milho. Os aminoacidos Arginina 7,3 — 9,2%, e o acido glutamico 4,7 — 6,3%
s&o 0s mais abundantes encontrados no mesocarpo da pupunha (Bovi, 1998).

A qualidade do 6leo do mesocarpo tem sido mais estudada do que a qualidade da
proteina e contem tanto &cidos graxos saturados 29,6 — 46,3% como insaturados 53,3 —
69,9%, e acido oléico 41 — 50,3% o mais abundante respectivamente (Tonet et al., 1999).



4. MATERIAL E METODOS

O desenvolvimento metodoldgico da pesquisa foi dividido em trés etapas: A 1 Etapa
esta relacionada com a Producdo de Biomassa Fungica, 22 Etapa concerne na Determinagéo
Enzimatica (Lacase) e influéncia de um indutor na producéo de lacase e a 3? Etapa: Avaliacao

da Atividade Antimicrobiana do fungo Lentinus crinitus.

12ETAPA

4.1. PRODUCAO DE BIOMASSA FUNGICA

Este experimento foi realizado nos Laboratorios de Biorganica e Protednica ambos na
Universidade do Estado do Amazonas — UEA, no departamento do Programa de Pos-

graduacdo em Biotecnologia e Recursos Naturais — MBT/UEA.

4.1.1. Fungo Lentinus crinitus

4.1.1.1. Obtencdo do Material Bioldgico

Carpdéforos do fungo Lentinus crinitus (Figura 5) com seus respectivos substratos
(porcdo de madeira usada como fonte de nutriente do fungo) foram coletados no perimetro
urbano da cidade de Manaus, na qual foram acondicionados em sacos de papel com as
devidas informacdes sobre o local, data de coleta, coletor e tipo de substratos identificados e
levados ao Laboratério de Biorganica e Recursos Naturais da Amazénia — UEA, onde foram
armazenados em camara de refrigeracdo cientifica em temperatura de 28°C. No dia seguinte,
apos a coleta, os fungos foram identificados e secos a temperatura ambiente para que

posteriormente possam ser utilizados.

Figura 5: Corpo de frutificacdo do fungo Lentinus crinitus.



4.1.1.2. Isolamento e Repicagem do Fungo

Para efetuar a inocula¢do do material fangico foi utilizada a metodologia proposta por
Bettucci & Guerrero (1971). Utilizou-se um estilete (bisturi) no qual foi retirado de cada
carpéforo fungico pedagos de 3 mm de uma de suas extremidades, a qual passou por um
procedimento de assepsia através de lavagens sucessiva em solucdo de alcool 70% (1 ou 2

minutos), hipoclorito de sédio a 3% (1 ou 2 minutos) e 4gua destilada (2 minutos).

Seguindo a metodologia proposta por Castro e Silva (1996), a inoculacdo do fungo
ocorreu em meio de cultura agar acrescido de ampicilina (200 g), procedimento este
executado em ambiente estéril (Interior da Cémara de Fluxo Laminar). Para evitar
contaminagdo foram armazenadas em estufa incubadora (BOD) a temperatura de 28° C por

um periodo de 7 dias, para o crescimento do fungo ( Figura 6).

Figura 6: Isolamento do fungo Lentinus crinitus.



Apos este procedimento, foi realizada uma nova repicagem em meio BDA, para
obtencdo de uma cultura pura. As placas foram novamente incubadas em BOD por um

periodo de 7 dias para o crescimento do fungo em toda superficie do meio de cultura.

Figura 7: Cultura pura - fungo Lentinus crinitus.
4.2. Meios de Cultura para Obtencéo de Biomassa

Para a obtencdo de biomassa foi feito o cultivo em meio liquido, no qual foram

utilizados 4 (quatro) meios de cultura regionais da Amazénia tais como:

Acai Cara
(Euterpe oleracea) (Dioscorea alata)

Macaxeira Pupunha
(Manihot esculenta) (Bactris gasipaes)




No preparo dos meios de cultura utilizou-se 200 g de polpa regional, adicionado a 700
ml de agua destilada e, cozidos durante 30 minutos. O caldo foi coado em papel filtro e a
glicose foi adicionada e o volume completado com uma quantidade suficiente (qg.s.p) para
1000 ml de &gua destilada.

Ajustou-se 0 pH (com NaOH e HCI) com o auxilio de um pHmetro para 5,0 e
posteriormente os meios foram esterilizados em autoclave a 121°C durante um periodo de 15

minutos.

4.3. Padronizacdo do Cultivo em Meio Liquido

4.3.1. Meios de Cultura Liquida

4.3.1.1. Preparo do Inéculo

Foram retiradas fragdes de 10 mm didmetro de micélio do fungo e transferidos para
100 ml de caldo do meio regional (Acai, Card, Macaxeira e Pupunha) em erlenmeyer com
capacidade de 250 ml, no qual posteriormente foram incubadas em estufa BOD sob condicao
estacionaria em uma temperatura padrdo de 28°C e em Shaker sob condic¢do de agitacdo a
28°C a 180 rpm por um periodo de 5°, 10°, 15° e 20° dias. Foi feita a triplicata para cada meio

de cultura tanto em relacdo a condicdo estacionaria quanto a de agitacao.

4.4. Determinacédo da Biomassa Micelial

A obtencdo da biomassa seca foi obtida através do processo de filtragdo do caldo de
cultivo seguido do processo de secagem, ap6s o periodo de 5°, 10°, 15° e 20° dias. Para a
filtracdo utilizou-se o filtro Watman n°l previamente pesado e a secagem foi realizada em

estufa elétrica com circulacdo forgada a temperatura de 50°C até peso constante.



A massa micelial sera expressa pela seguinte equacao:

Mm (%)= Pf - Pi x100, onde:
Pi

Pi: Peso seco do papel filtro (Peso inicial)
Pf: Peso seco do papel filtro apds filtragem (Peso final)

Mm: Peso micelial em porcentagem.

Pi: Peso Inicial Pf: Peso Final

Figura 8: Determinacdo massa micelial do fungo amazénico Lentinus crinitus.

Esta etapa metodoldgica é observada de forma resumida abaixo:

Figura 9: Esquema da biomassa fungica.
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4.5. ATIVIDADE ENZIMATICA DE LACASE

Seguindo a metodologia proposta por Castro e Silva (1996) o meio de cultura liquida
utilizado para determinacdo enzimética foi coletado dos meios testados, o qual foi
previamente esterilizado a 121°C por 15 minutos. Em camara de fluxo laminar foi adicionado
em erlemeyer de 125 ml de meio de cultivo. Posteriormente, foi feito a inoculacdo do fungo
utilizando pedacos dos fragmentos do micélio do fungo em erlemeyer, o qual foi retirado da
regido periférica da placa de petri. O experimento foi realizado em triplicata. Os erlemeyers
foram mantidos em posicdo estaciondria em incubadora BOD e agitacdo em incubadora
Shaker a 180 rpm, a temperatura de 28°C. Apds 5, 10, 15,20 dias do cultivo dos fungos, foi
realizado a determinacéo enzimatica do tipo lacase.

A atividade de lacase foi determinada em aliquotas de 2 ml de cada meio de cultura
liquido (caldo filtrado) utilizado para determinacdo da massa micelial. Cada aliquota sera
coletada no 5°, 10°, 15° e 20° dias de crescimento.

A atividade da lacase segue metodologia proposta por Szklarz et al.(1989). O método
baseia-se na oxidacdo do substrato enzimatico de siringaldazina para sua forma quinona, que
apresenta absor¢io a 525 nm (€ 65.000 M* cm™). Uma unidade de atividade lacase
corresponde a quantidade de enzima necessaria para oxidar 14 mol de substrato por minuto.
Para determinacdo da atividade lacase utilizar-se-a: 0,5 ml de caldo de cultura filtrado; 0,3 ml
tampéo citrato fosfato a pH 5,0; 0,1 ml solug&o etandlica de seringaldazina (1,0 mM) e 0,1 ml

de agua destilada.

Em seguida, os reagentes foram misturados em um tubo de ependorf e colocados em
uma cubeta de vidro para espectrofotdmetro. O branco para zerar o espectrofotometro devera

conter todos os reagentes exceto o caldo (trocar por agua destilada).



Esta etapa metodoldgica é observada de forma resumida abaixo:

LACASE
| | 1 |
Meio de Cultura (0,3 ml) (0,1 ml) ~ (0,1mi)
(0,5 ml) Tampéo Citrato Seringaldazina Agua Destilada.

Fosfato (1,0 mM)
(pH 5,0) ‘

[ Espectrofotémetro A
(Cubeta—1 ml)

. J

Leitura
Absorbancia

Figura 10: Esquema da atividade enzimatica - Lacase.

4.6. INFLUENCIA DO INDUTOR NA PRODUCAO DE LACASE

Dos meios de cultura testados anteriormente foram reutilizados para se verificar a
influéncia do alcool veratrilico como indutor na secrecdo de lacase. As mesmas condicGes da
atividade enzimatica testada anteriormente foram mantidas para esta fase, sendo a Unica
diferente a inclusdo de solucdo de 0,1% de alcool veratrilico no meio. A determinacdo da
atividade de lacase foi determinada no periodo de 5°, 10°, 15° e 20° dias de crescimento para

a fase estacionéria e agitac&o.

ALcoOL
VERATRILICO
(AV)
Meio de Cultura (0,3 ml) (0,1 ml)
(0,5 ml) Tampéo Citrato Siringaldazina 0,1%
Fosfato (1,0 mm) Alcool veratrilico
(L]l C N\
Espectrofotometro
(Cubeta—1 ml)

Figura 11: Esquema da atividade enzimatica - Alcool Veratrilico (AV).
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4.7. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.7.1. Fungo Lentinus crinitus

4.7.1.1. Obtengéo do Material Bioldgico

O fungo basidiomiceto Lentinus crinitus utilizado neste experimento foi coletado nos

perimetros urbanos da cidade de Manaus no més de julho de 2009 e identificado no

Laboratdrio de Biorganica e Recursos Naturais da Amazénia — UEA

Figura 12: Corpo de frutificagdo do fungo Lentinus crinitus.

4.7.1.2. Isolamento e Repicagem do Fungo

Utilizando-se um bisturi, foi retirado do carpdforo do fungo cerca de 3mm de uma de
suas extremidades. A amostra do fungo foi submetida a uma seqiiéncia de submersdes em
solucdes na seguinte ordem e tempo como segue nas etapas abaixo: Mergulhou-se a amostra
em alcool 70% (1 ou 2 minutos), em hipoclorito de s6dio a 3% (1 ou 2 minutos) deixar imerso
em agua destilada (2 minutos). Colocou-se posteriormente sobre o papel filtro para absorver o
liquido e secar a amostra e em seguida inoculou-se em placa com meio de cultura agar BDA

jaesterilizada a 121 °C por 15 minutos.



4.8. Obtencao dos Extratos — Carpéforo do Fungo Lentinus crinitus

ApOs 0 processo de assepsia 0 material bioldgico foi exposto em bancada em
temperatura ambiente, triturado e macerado a temperatura ambiente por sete dias. Para cada
100 g do material triturado foi acrescido 250 ml do solvente. Foram utilizados dois solventes

de diferentes polaridades para cada extrato.

e Extrato 1 - Alcoodlico (C,Hg0);
e Extrato 2 - Agua (Extrato Aquoso).

Posteriormente, o material foi filtrado e o solvente removido em Soxhlet e em

evaporador rotativo, para obtencdo dos extratos brutos.

Apds a concentracdo no evaporador rotativo os extratos foram pesados e mantidos a

vacuo até o momento da diluicéo (Figura 13).

(Extrato Alcodlico) (Extrato Aquoso)

Figura 13: Obtencdo do extrato (alcodlico e aquoso) do Fungo Lentinus crinitus.



4.9. Material Microbioldgico

Os microrganismos utilizados como cepas padrdes para a realizagdo dos ensaios de
atividade antimicrobiana foram as bactérias: Staphylococcus aureus e Escherichia coli, que
foram fornecidas gentilmente pela Prof® Ormezinda Fernandes do Instituto Lednidas e Maria
Deane — CPgLMD/FIOCRUZ — AM e pelo Prof® Cristévao Alves da Costa do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia — INPA.

4.9.1. Manutencéo dos Microrganismos

As bactérias foram mantidas em agar nutriente e conservadas sob refrigeracdo a 4 °C
(£ 1°C) no Laboratdrio de Pesquisas do Instituto Nacional de Pesquisas da Amaz6nia — INPA,

sendo repicadas para manter as coldnias vidveis para posterior utiliza¢éo.

4.10. Preparo dos Inéculos

4.10.1. Bactérias - Reativacdo e Manutenc¢do dos Microrganismos Testes

Para o preparo dos inéculos bacterianos foram utilizados Bactérias Gram-positivas

(Staphylococcus aureus) e Gram-negativas ( Escherichia coli).

Foi realizado a reativacdo de bactérias patogénicas pertencentes a Colecdo Bioldgica
do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazbnia — INPA, para padronizacdo da técnica e
dimensionamento do inoculo. Foi retirado uma algada de cada cepa bacteriana de 4 a 5
colbnias da bactéria ativada em agar Mueller — Hinton e feito a seguir a sua semeadura em
10 ml de cultura liquida MH (Muller Hinton) e incubadas a 28 °C por 24 horas sob

microaeracao.

As suspensdes de microrganismos foram ajustadas de acordo com a escala de
MacFarland, expressa em niimero de bactérias mL™ de meio de cultura (aproximadamente de
6,0 x 10° células mL ™). Posteriormente, foi removido 100 pL de cada uma das suspensdes
bacterianas com o auxilio de uma al¢a de platina e foi transferida para um tubo de ensaio de
maneira a obter uma suspensdo com turvacao entre 0,5 e 1,0 da escala MacFarland. E o

volume de uso nas microplacas foi de 25pL.



4.11. Obtencéo dos Metabolitos Fungicos — Meio Liquido

Para a producdo e a extracdo dos metabdlicos secundarios fungicos, estes foram
efetuadas em condicdes assépticas (Camara de Fluxo Laminar), e com o auxilio de uma
lamina de bisturi foi realizada a inoculacdo do fungo em Erlenmeyer de 125 ml, contendo 100
ml do meio de pupunha e em seguida a sua incubacdo no shaker sob agitacdo de 150 rpm a
28°C.

Os extratos foram filtrados (Filtracdo Simples — Kitassato a VVacuo) em membrana de
malha 0,45um no periodo de maior producdo de biomassa micelial de crescimento e foram

armazenados em Erlemneyer devidamente identificados e lacrados.

4.12. Teste do Potencial Antimicrobiano

4.12.1. Extrato Carpoforo e Metabdlitos Secundario

Para avaliagdo da atividade antimicrobiana ‘in vitro’ do extrato do fungo amazonico
Lentinus crinitus foi utilizado o método de difusdo em &gar (Nunan et al., 1985; NCCLS,
2003), utilizando discos estéreis de 6 mm de diametro. O indculo foi padronizado,
transferindo os microrganismos com 24 horas de cultivo a 37 °C em crescimento para um tubo
de ensaio esterilizado com 10 ml de &gua destilada para obter uma turbidez equivalente na

escala MacFarland entre 0,5 e 1,0 de transmitancia em espectrofotometro a 580 nm.

Em placas de Petri contendo 25 ml do meio de 4gar MH foram inoculados 100 pL da
suspensdo da bactéria e com um swab estéril a inoculacdo foi feita em forma de estrias na
superficie do agar em trés direcBes, girando a placa ap6s cada estria. Posteriormente, a tal
procedimento prepara-se 4 (quatro) orificios circulares de 1cm de diametro, formando trés

pocos eqidistantes e um no centro da placa para o controle negativo.

Uma aliquota do extrato (100 pL) e negativo Dimetilsulféxido — DMSO foi
depositado na cavidade e apds 30 minutos serd incubado. Apds 18 a 24 horas de incubacéo, as
placas foram examinadas para verificar o crescimento, a presenca de contaminantes e a

definicéo do halo de inibic&o.



4.13. Analise Estatistica

Para analise estatistica dos dados coletados foi usado o software Bioestat 5.0 para
obter os parametros descritivos (Média, desvio padrdo, varidncia) e correlacdo entre as
variaveis. Para a inferéncia sobre a relacdo entre as variaveis a serem mensuradas foi utilizado

o teste ANOVA e para contraste das médias o teste de Tukey.



5. RESULTADOS

5.1. PRODUCAO DE BIOMASSA SOB CONDICAO DE AGITACAO

Em valores absolutos L. crinitus apresentou a maior producdo média de biomassa no
meio suplementado com pupunha no periodo de vinte dias de crescimento, seguido dos meios
de cara e macaxeira como demonstrado na tabela 4. Ressalta-se, entretanto, que no teste de
Tukey para diferenca minima significativa entre as médias, verificou-se que ao nivel de 95%

de probabilidade ndo ha diferenca na producao de biomassa entre esses meios analisados.

Tabela 4
Taxa e percentual de producgdo de biomassa por L. crinitus apos vinte dias de crescimento em
diferentes meios de cultura.

Meios de Cultura

Acai Cara Macaxeira Pupunha
Taxa Média 1,38 2,83 2,09 2,85
X (% biomassa) 27,6@ 56,6 41,8 57,0

* Letras iguais significam que ndo ha diferenca estatistica ao nivel de 95% de probabilidade.

Em todos os meios L. crinitus apresentou pico maximo de producdo de biomassa no
10° dia de crescimento, seguindo um padrdo de decréscimo até o final do experimento.
Excecdo ocorreu para 0 meio suplementado com macaxeira onde houve um acréscimo na

producdo de biomassa no final do periodo do experimento (Figura 14).

A taxa média de producdo de biomassa, definida como a razdo entre a média da
producdo e o periodo total de crescimento, foi maior nos meios suplementados com pupunha e
cara, com taxas de 2,85 e 2,83 respectivamente na Tabela 4. O meio suplementado com acai
foi 0 que apresentou a menor taxa média de producdo de biomassa no periodo de vinte dias de

crescimento.
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Figura 14: Padrdo de producdo de biomassa por L.crinitus em diferentes periodos de crescimento e
meio de cultura.

Por outro lado, a taxa de producéo de biomassa mensurada em diferentes intervalos no
periodo total do experimento, mostrou-se maior no 5° dia para todos os meios testados
mostrando a partir desse ponto um decréscimo até o final do experimento, com excecdo do
meio acrescido de macaxeira onde ocorreu um aumento na taxa de producdo de biomassa no

20° dia de crescimento (Tabela 5).

Tabela 5
Taxa de producdo de biomassa por L. crinitus em diferentes periodos de crescimento.
Meio de Periodo / Dia
Cultura 5D 10D 15D 20D
Acai 51 3,0 1,9 1,24
Cara 9,8 6,5 3,8 2,7
Macaxeira 7,6 4,8 2,0 2,5
Pupunha 9,9 6,8 4,2 2,4

Constata-se ainda na tabela 5 que, em todos 0s meios testados L. crinitus apresentou
maior producdo de biomassa no 5° dia de crescimento, decrescendo ap0s esse periodo até o
final do experimento. Contréario ao padrdo da taxa de producdo, para 0 meio suplementado
com macaxeira que apresentou um acréscimo de produc¢éo de biomassa no final do periodo do

experimento.

A Figura 15 mostra a diferenga, em porcentagem, da producdo de biomassa no meio
suplementado com pupunha em relagdo aos outros meios testados. De modo geral, a producao
de biomassa média da pupunha foi apenas 4.92 % maior do que no meio suplementado com



card. Por outro lado, a biomassa média da pupunha apresentou um percentual bem maior em

relacdo ao meio de macaxeira e agai, 41.49% e 122.39 % respectivamente.
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Figura 15: Percentual de diferenca entre o meio suplementado com pupunha e os demais meios
testados no 10° dia de crescimento.

O percentual de diferenca na média da producdo de biomassa por L. crinitus para o
periodo de vinte dias de crescimento em meio suplementado com pupunha em relacdo ao
meio de acai, cara e macaxeira foi de 106 %, 0.7% e 36.6 % respectivamente como pode se

observar na (Figura 16).
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Figura 16: Percentual de diferenca entre 0 meio suplementado com pupunha e os demais meios
testados no 20° dia de crescimento.

A porcentagem de massa micelial produzida foi determinada no final do experimento a
cada cinco dias de incubagdo. Em termos de valores absolutos verificou-se que a menor

producéo observada foi no meio de acai (Tabela 6).



Tabela 6
Parametros descritivos da massa micelial dos fungos testados no periodo de 20 dias.

i Média Desvio Coeficiente
Meio de Cultura VIeEe . Variancia de

Aritmética Padréao .

Variacao
Acai 27,57 2,68 7,19 9,73%
Cara 52,02 6,86 47,17 12,13%
Macaxeira 41,82 9,09 82,74 21,75%
Pupunha 56,61 10,34 106,96 18,14%

O teste estatistico ANOVA foi feito para verificar se existe diferenca entre 0s meios
suplementados com agai, cara, macaxeira e pupunha. Os resultados mostraram que ao nivel de
95% de probabilidade os meios com acai/cara e acai/pupunha apresentaram diferenca
estatistica entre si. O Teste de Tukey para verificar diferenca minima significativa mostra que

esta diferenca ocorre entre os meios de cultura testados (Tabela 7 e 8).

Tabela 7
Andlise de variancia do crescimento micelial em diferentes meios de cultura.

Fontes de

Variacdo G.L S.Q Q.M F (p)
Tratamento 3 23.6 ¢'%? 787.706
12.9089 0.0007*
Residuo 12 732.242 61.02

*Significativo ao nivel 99% (p<0,05 significativo).



Tabela 8
Anélise de Tukey do crescimento micelial em diferentes meios de cultura.

Meios de Cultura Diferenca Q (p)
Acai/ Cara 29.03 7.43 <0.01*
Acai/Pupunha 29.44 7.53 <0.01*
Acai/Macaxeira 14.2525 3.6491 ns
Cara/Macaxeira 14.785 3.7854 ns
Cara/Pupunha 0.41 0.105 ns
Macaxeira/Pupunha 15.195 3.8904 ns

*Significativo ao nivel 95% (p<0,05 significativo)
ns — N&o significativo.

Os dados indicaram que na condicdo de agitacdo, o0 meio suplementado de Pupunha foi
0 que apresentou o melhor resultado e o meio suplementado de Acai mostrou a menor

producdo de biomassa micelial do fungo L. crinitus, nos experimentos realizados.



5.2. BIOMASSA MICELIAL SOB CONDICAO ESTACIONARIA

Em valores absolutos a producdo média de biomassa micelial do fungo L. crinitus foi
maior no meio suplementado com pupunha e menor naquele acrescido de acai como mostrado
na tabela (Tabela 9). Teste de Tukey, por outro lado, para a diferenca minima significativa
das médias, evidenciou ao nivel de 1% de significancia que ndo existe diferenca em
porcentagem de biomassa produzida no meio suplementado com agai em relacdo aquele com
card e macaxeira. Entretanto, a producdo de biomassa em meio suplementado com pupunha é

estatisticamente maior em relacdo aos outros suplementos testados.

Tabela 9
Producéo média de biomassa produzida por L. crinitus durante vinte dias de crescimento em meio de
cultura suplementado com produto regional.

Meios de Cultura

Acai Cara Macaxeira Pupunha
X (% biomassa) 12.64 @ 20.48 @9 22.83 @c9) 59.40 ®&D
D.P 3,13 3,14 5,22 9,82

*Letras iguais significam que ndo existe diferenga estatistica (p>0,01) ao nivel de 1% de significancia.

O meio de cultura suplementado com pupunha foi o que apresentou maior producédo de
biomassa fungica para o periodo de 20 dias de incubacdo seguido daquele suplementado com
cara, apresentado na (Tabela 9), com pico maximo de producdo 46 % maior do que aquele

acrescido de cara.

De modo geral, os meios de pupunha e de acai apresentaram um padréo continuo de
producdo de biomassa micelial durante o periodo de crescimento, contrario aquele
suplementado com macaxeira onde apds o décimo quinto dia de crescimento ocorreu um
decréscimo na producdo de biomassa demonstrado na (Figura 17). Dentre os suplementos

testados o acai foi 0 que apresentou menor produgéo de biomassa.



Ressalta-se, que no meio suplementado com pupunha apos cinco dias de crescimento
L. crinitus apresentou producdo de biomassa 2 vezes maior do que aquele com cara e
macaxeira e 5,4 vezes maior em relagdo aquele suplementado com acgai como pode-se

constatar na (Figura 17).
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Figura 17: Variabilidade da producéo de biomassa micelial no periodo de experimento.

A taxa de producéo de biomassa mensurada em diferentes intervalos do periodo total
do experimento mostrou-se maior no quinto dia de crescimento para todos os meios testados
mostrando a partir desse ponto um decréscimo até o final do experimento, com excecdo do
meio acrescido de card que apresentou um acréscimo no seu crescimento de 2,5% de
producédo de biomassa no periodo de 20 dias de produgdo como se pode constatar na (Figura
18 e 19).
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Figura 18: Producdo de biomassa micelial no 20° dia de inoculagcdo em comparacdo com o 15° dia
sob condicdo estacionaria.
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Figura 19: Diferenca entre 0os meios no periodo entre 15° e 20° dia sob condicéo de estacionaria.

Constata-se na Tabela 10, que em todos os periodos testados o fungo L. crinitus
apresentou maior produgdo de biomassa no meio suplementado com pupunha, sob a condicdo
estacionaria. Verifica-se ainda nesta tabela que a producdo da biomassa de L. crinitus suplementado

com pupunha apresentou um decréscimo a partir do 5° dia ao 20° dia testado.

Tabela 10
Taxa de producdo de biomassa por L. crinitus em diferentes periodos de crescimento.
Meio de Periodo / Dia
Cultura 5D 10D 15D 20D
Acai 1,9 1,0 0,9 0,9
Cara 4,7 2,0 1,4 2,5
Macaxeira 4,9 2,1 19 0,8
Pupunha 10 53 3,7 3,6

O teste estatistico ANOVA foi feito para verificar se existe diferenca entre 0s meios
suplementados com acai, cara, macaxeira e pupunha. Os resultados mostraram que ao nivel de
95% de probabilidade os meios com acai/pupunha, cara/pupunha e macaxeira/pupunha
apresentaram diferenca estatistica entre si. O teste para verificar diferenca minima
significativa (Tukey) mostra que esta diferenga ocorre entre os meios de cultura testados
(Tabela 11 e 12).



Tabela 11
Anélise de variancia do crescimento micelial em diferentes meios de cultura sob condigao
estacionaria.

Fontes de
Variagéo G.L >Q QM F (p)
Tratamento 3 47.6 e+02 15.9 e+02
18,2319 0,0002*
Residuo 12 10.4 e+02 86,953

*Significativo ao nivel 99% (p<0,05 significativo).

Tabela 12
Anélise de Tukey do crescimento micelial em diferentes meios de cultura sob condicéo estacionaria.

Meios de Cultura Diferenca Q ()
Agai/Pupunha 46,065 9.88 <0.01*
Cara/Pupunha 30,385 6,517 <0.01*

Macaxeira/Pupunha 36,5567 7.8407 <0.01*

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

Em meio a analise realizada os dados indicaram que na condi¢do estacionaria, 0 meio
suplementado com pupunha foi o que apresentou o melhor resultado em oposi¢do ao meio
suplementado com o acai que obteve a menor producdo de biomassa micelial do fungo L.
crinitus no periodo testado.



5.3. PRODUCAO DE BIOMASSA MICELIAL: CONDICAO ESTACIONARIA versus
AGITACAO

De modo geral, a producdo de biomassa mostrou-se diferenciada nas condigcOes de
crescimento testadas, sendo que sob agitacdo ocorreu a maior producdo de biomassa fungica.
Sob condicgdo de agitacdo, por exemplo, 0 meio suplementado com acai e card a biomassa
produzida foi maior do que sob condicdo estacionaria. Ressalta-se, entretanto, que apos o
periodo de 15 dias de crescimento ambos 0s meios apresentaram decréscimo na producao de
biomassa sob condicdo de agitacdo, enquanto que para a condigdo estaciondria ocorreu o

inverso.

Ap0s cinco dias de crescimento, a producao de biomassa no meio suplementado com
acai sob condicdo de agitacdo foi 163% maior do que naquele estacionario mantendo
percentual similar até o décimo quinto dia, quando esse percentual decresce até alcancar

31,9% no ultimo dia de crescimento como mostrado na (Figura 20).
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Figura 20: Comparagéo da producéo de biomassa micelial sob condicGes de agitagdo e estacionaria no
meio de acai.

Comportamento similar ocorreu para o meio suplementado com cara sendo que neste
caso a diferenca na producdo de biomassa mensurada no ultimo dia do experimento mostrou
um percentual menor (7%) entre as duas condi¢des quando comparado 0 mesmo periodo para

0 meio suplementado com agai (Figura 21).
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Figura 21: Comparacao da producdo de biomassa micelial sob condi¢bes de agitacdo e estacionaria
no meio de cara.

Em relacdo ao meio de macaxeira 0 padrdo de producdo de biomassa mostrou-se
similar aquele do acai e cara, excecdo ocorrendo ap6s o periodo de quinze dias de
crescimento, onde se observou um aumento de (62%) na producdo sob agitacdo e um

decréscimo de (43%) sob condicéo estacionaria (Figura 22).

Macaxeira

60 % -
e 0,
= 50% A 48.49% 49.97%
< 38.20%
S 40% -
E 30.67%
¢ 30% A
[y
E 20% A 28.68%
< 0% 24.73% 21.64% 16.30%
L 10% A
S

O % T T T 1
5D 10D 15D 20D
Periodo/dia
—o— AGITAGAO —e— ESTACIONARIA

Figura 22: Comparacao da producdo de biomassa micelial sob condi¢Ges de agitacdo e estacionéria
no meio da macaxeira.



De modo geral, no meio suplementado com pupunha e sob agitacdo foi onde ocorreu o
maior percentual de biomassa quando comparado com 0s outros meios testados. A producéo
de biomassa neste meio seguiu 0 mesmo padrdo dos outros meios tanto sob agitagdo quanto
sob condicdo estacionaria, exce¢do do meio de macaxeira ap6s o décimo quinto dia (Figura
23).

No meio suplementado com pupunha, diferentemente dos outros meios, a maior
producdo de biomassa (73.9%) ocorreu no fim do periodo do experimento (vintes dias) na

condicdo estacionaria.

Em sintese, de todos os meios testados Lentinus crinitus apresentou maior producao de
biomassa em meio suplementado com pupunha crescendo bem tanto sob condigéo de agitacdo
como na estacionaria. Nesta, a maior producdo de biomassa ocorreu no vigésimo dia de

crescimento enquanto que sob condicdo de agitacdo ocorreu no décimo dia.

Pupunha

80% -
70%
60%
50 %
40%
30%
20% |
10% -
0% , , , ,
5D 10D 15D 20D

Periodo/dia

73.98%

47.04%

% Massa Micelial

| —e— AGITACAO —e— ESTACIONARIA |

Figura 23: Comparacdo da producdo de biomassa micelial sob condicdes de agitacéo e estacionaria
no meio da pupunha.

Em todos os experimentos constatou-se que o0 meio suplementado com pupunha foi o
que mais produziu biomassa tanto sob a condicdo estacionaria como agitacao para o periodo
de 20 dias.



5.4. ATIVIDADE ENZIMATICA DE LACASE SOB CONDICAO DE AGITACAO

O resultado da tabela 13 mostra a média da atividade de lacase de Lentinus crinitus
em fermentacdo sob condicdo de agitacdo. O meio de cara foi onde ocorreu em média a maior
atividade de lacase seguido do meio de acai, macaxeira e pupunha, nesta seqiiéncia. A maior

atividade (27,8 U.L™) também ocorreu no meio de caré, no 15° dia de crescimento enzimatico.

Tabela 13
Média da atividade de lacase de L. crinitus em meio de cultura liquido sob condigéo de agitacéo no
periodo de vinte dias de crescimento.

Meio de cultura | Atividade de lacase
(U/L)
Cara 11,812

(5,63 - 27,8)
Acai 8,344

(4,64 — 14,94)
Macaxeira 7,981

(5,52 - 14,43)
Pupunha 6,867

(\Valores em parénteses (4,19 - 10,36) indicam o minimo e 0
maximo).

Nos primeiros 5 dias de incubacdo o meio de acai apresentou uma atividade
enzimatica 24.13% maior em relagdo ao meio de card e 49% e 31.3 % maior do que 0 meio

de pupunha e macaxeira, respectivamente ( Figura 24).

No periodo do 10° dia de ensaios realizados verificou-se que o meio de acai
apresentou uma progressdo de 6.72 U/L de atividade em relacdo aos 5 dias iniciais de
incubacédo e que os demais meios mantiveram-se entre 5.20 U/L ~ 5.62U/L ndo demonstrando

assim uma diferenca significativa na producdo enzimatica.

Por outro lado, no 15° e 20° dia a atividade enzimética da Lacase, 0 meio de agai

apresentou um decréscimo na sua producao respectivamente de 9.39 U/L e 0.91 U/L
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Figura 24: Atividade de lacase em diferentes meios de cultura e periodos de crescimento sob
condicdo de agitacao.

De modo geral, a atividade de lacase durante o periodo de experimento mostrou um

padrdo crescente para todos 0os meios com excecdo do meio de acai (Figura 25).
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Figura 25: Atividade da lacase do meio agai sob condi¢do de agitacao.

Ressalta-se por outro lado, que no meio suplementado de acai ap6s cinco dias de
crescimento o fungo L. crinitus apresentou um pico enzimatico no décimo dia, sendo seguido

por um decréscimo até o final do experimento.

Conforme comentado anteriormente, sob condi¢do de agitagdo o meio de cara foi o
gue apresentou a maior atividade de lacase apds vinte dias de crescimento. Nesse meio de
cultura, Lentinus crinitus mostra uma atividade enzimatica quase que constante até o décimo-
quinto dia, quando a partir de entdo ocorre um aumento de 3,6 vezes na atividade enzimatica

de lacase nos ultimos cinco dias do experimento (Figura 26).
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Figura 26: Atividade da lacase do meio cara sob condicéo de agitag&o.

Nos outros meios testados, com excecdo do meio de acai, o crescimento apos o 15° dia

foi de 2,3 e 1,3 vezes maior para 0 meio de macaxeira e pupunha respectivamente (Figura 27
e 28).
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Figura 27: Atividade da lacase do meio macaxeira sob condicao de agitacéo.
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Figura 28: Atividade da lacase do meio de pupunha sob condicao de agitagéo.

Tabela 14
Pardmetro descritivo da atividade enzimatica do fungo L. crinitus testado em meios de cultura
liquida sob condigdo de agitacéo.

) <di : Coeficiente
Meio de Cultura Media Desvio Variancia de
Aritmética Padréo L
Variacao
Acai 8.344 4.6583 21.7 55.83%
Cara 11.812 10.6927 114.334 90.53%
Macaxeira 7.981 4.3174 18.64 54.10%
Pupunha 6.867 2.7586 7.6099 40.17%
Tabela 15
Analise de variancia da lacase sob condi¢do de agitacdo em diferentes meios de cultura.
Fontes de
Variagéo G.L 5Q Q.M F (p)
Tratamento 3 54.705 18.235
0.4495 0.7251*
Residuo 12

486.849 40.571

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



O teste estatistico ANOVA foi feito para verificar se existe diferenca entre os meios
suplementados com acai, cara, macaxeira e pupunha. De modo geral, ndo houve diferenca

estatistica na atividade da lacase entre os meios testados (Tabela 14 e 15).



5.5. ATIVIDADE ENZIMATICA DE LACASE SOB CONDICAO ESTACIONARIA

A tabela 16 mostra a média da atividade de lacase de Lentinus crinitus em
fermentac&o sob condicéo estacionaria de crescimento. O meio de macaxeira foi onde ocorreu
em média a maior producdo de lacase seguido do meio de acai, pupunha e cara nesta
seqiiéncia de producdo enzimatica. A maior atividade enzimética (15.16 U.L™) também

ocorreu no meio de macaxeira no décimo quinto dia de crescimento enzimatico.

Tabela 16

Média da atividade de lacase de L. crinitus em meio de cultura liquido sob condic¢do estacionaria no
periodo de vinte dias de crescimento micelial.
(Valores em parénteses indicam 0 minimo e 0 maximao).

Meio de cultura | Atividade de lacase
(U/L)
Macaxeira 10,05
(4,51 - 15,16)
Acai 5,94
(4,85-7,27)
Pupunha 5,21
(3,77 -17,70)
Cara 1,43
(1,17 - 1,73)

Nos primeiros 5 dias de incubacdo o meio de macaxeira apresentou uma atividade
enziméatica 17,01 % maior em relacdo ao meio de acai 42,05 % e 81,02 % maior do que o

meio de pupunha e card, respectivamente (Figura 29).

No periodo do 10° dia de ensaios realizados verificou-se que o meio de pupunha
apresentou uma progressdo de 0,42 U/L de atividade em relacdo aos 5 dias iniciais de
incubacdo seguido do meio de cara com 0,49 U/L. Em relacdo aos demais meios observou-se
um decréscimo de producdo enzimatica respectivamente de -1,99U/L para o meio de

macaxeirae -0,54 U/L para o meio de agai.

Por outro lado, no 15° dia a atividade enzimatica da lacase, no meio de macaxeira
apresentou um acréscimo na sua producdo respectivamente de 10.65 U/L sendo esse o melhor
resultado de producdo enzimatica para esse meio neste periodo. Vale ressaltar que no 20° dia

de atividade este meio apresentou um decréscimo de -1,16U/L (Figura 29).
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Figura 29: Atividade de lacase em diferentes meios de cultura e periodo de crescimento sob condi¢ao
estacionaria.

De modo geral, a atividade de lacase durante o periodo de experimento mostrou um
padrdo crescente para 0s meios de acai e pupunha com excecdo do meio de cara e macaxeira

que apresentou variagdes na sua producdo enzimatica (Figura 30 e 31).
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Figura 30: Anélise enzimética lacase - meio de acai sob condigéo estacionaria.
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Figura 31: Analise enzimética lacase - meio de cara sob condigao estacionéria.

Ressalta-se por outro lado, que no meio suplementado de macaxeira apds cinco dias de
crescimento o fungo L. crinitus apresentou um pico enziméatico no décimo quinto dia, sendo
seguido por um decréscimo no final do experimento (Figura 32), em relacdo ao meio de

pupunha nas mesmas condi¢des apresentou um crescimento constante (Figura 33).
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Figura 32: Analise enzimética lacase - meio de macaxeira sob condicao estacionaria.
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Figura 33: Analise enzimética lacase - meio de pupunha sob condicdo estacionaria.

O teste estatistico ANOVA foi feito para verificar se existe diferenca entre 0s meios
suplementados com agai, card, macaxeira e pupunha. Os resultados mostraram que ao nivel de
95% de probabilidade os meios de card/macaxeira apresentaram diferenca estatistica entre si.
O Teste de Tukey foi feito para verificar diferenca minima significativa mostra que esta
diferenca ocorre entre 0s meios de cultura testados (Tabela 17 e 18).

Tabela 17
Anélise de variancia do crescimento micelial em diferentes meios de cultura sob condicao
estacionaria.

Fontes de
Variacio G.L S.Q Q.M F (p)
Tratamento 3 149 73 4991
6.1223 0.0092*
Residuo 12 97.825 8.152

*Significativo ao nivel 99% (p<0,05 significativo).




Tabela 18
Anélise de Tukey do crescimento micelial em diferentes meios de cultura sob condicdo estacionaria.

Meio
De Diferenca Q (p)
Cultura

Cara/Macaxeira 8,6188 6,0373 <0.01*

Acai/Cara 45163 3,1635 ns

Agai/Pupunha 0,7295 0,511 ns

Cara/Pupunha 3,7868 2 6525 ns

Macaxeira/Pupunha 4,832 3,3847 ns

Acai/Macaxeira 4,1025 28737 ns

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

Os dados apresentados nas tabelas 14 e 15 demonstraram que apenas ocorreu diferenca
significativa entre meios suplementados com card e macaxeira, j& 0s demais meios nao

apresentaram diferencas significativas quando utilizado o teste de tukey.



5.6. PRODUCAO ENZIMATICA DA LACASE: CONDICAO AGITACAO versus
ESTACIONARIA

De modo geral, a producdo enzimatica da lacase mostrou-se diferenciada nas
condicdes de crescimento testadas, como mostra a (Figura 34). O meio suplementado com
acai sob condicdo de agitacdo, o fungo L. crinitus obteve pico de producdo enzimética de
14.94 U/L no periodo do 10° dia, sendo que a partir do 15° dia de observacédo até o periodo
final do experimento a produc¢éo enzimatica deste fungo sob condicdo estacionaria mostrou-se

mais eficaz mantendo um ritmo de crescimento produtivo continuo.
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Figura 34: Producdo enzimatica da lacase: condicao agitacao versus estacionaria — Acai.

Verifica-se na (Figura 35) que no meio suplementado com macaxeira ocorreu
resultado eficaz sob a condicéo estacionaria somente no 15° dia de produgdo enzimética com
um pico produtivo de 15,16 U/L. Ja sob a condi¢do de agitacdo o crescimento enzimatico
manteve-se crescente com tendéncia a superar a condicdo estacionaria até o término do

experimento.
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Figura 35: Producédo enzimatica da lacase: condigdo agitacdo versus estacionaria — Macaxeira.

Comportamento similar de producdo enzimatico sob condicdo de agitacdo foi

observado no meio suplementado com pupunha, onde se manteve superior sob a condicdo

estacionaria, durante todo o periodo de experimento, obtendo uma diferenca maxima de 2,66

U/L entre as duas condices no periodo do 20° dia de observacdo, como mostra na (Figura

36).
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Figura 36: Producédo enzimatica da lacase: condicao agitacdo versus estacionaria — Pupunha.

Em relagcdo ao meio de caré o padrdo de producdo enzimética sob a condicdo agitacéo

mostrou-se crescente e similar ao meio de pupunha e macaxeira. Contudo, no 20° dia o

suplemento de cara apresentou uma sintese enzimatica de 26,63 U/L a mais em relacdo a

condicgdo estacionaria, o qual obteve durante todo o periodo do experimento uma média de

1,43 U/L na sua produgdo como observa-se na (Figura 37).
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Figura 37: Producédo enzimatica da lacase: condigdo agitacdo versus estacionaria — Cara.



5.7. ACAO DO ALCOOL VERATRILICO (AV) COMO INDUTOR DA LACASE:
CONDICAO AGITACAO

A tabela 19 mostra o valor médio mensurada para a atividade de lacase do fungo
amazonico L. crinitus em fermentacdo sob condicdo de agitacdo na presenca do alcool
veratrilico (AV). O meio acrescido de acai apresentou a maior atividade enzimatica na
presenca desse indutor seguido do meio de pupunha, card e macaxeira nessa ordem. Em
média, 0 meio de agai apresentou uma atividade enzimética 44% maior em relacdo ao de
macaxeira. Ressalta-se, entretanto, que o maior valor de pico para atividade enzimatica foi

observado no meio de pupunha apos vinte dias de crescimento (Tabela 19).

Tabela 19

Média da atividade de lacase de L. crinitus em meio de cultura liquido, sob condicédo agitacdo com e
sem indutor, no periodo de vinte dias de crescimento.
(Valores em parénteses indicam o valor minimo e maximo respectivamente).

Meio Atividade Atividade
de Enzimatica (U/L) Enzimatica (U/L)
Cultura com AV sem AV
Acai 9,641 8,344
(6,67 - 12,2) (4,64 —14,94)
Pupunha 8,303 6,867
(5,22 — 13,256) (4,19 - 10,36)
Cara 7,155 11,812
(5,04 - 9,79) (5,63 - 27,8)
Macaxeira 6,691 7.981
(5,35 - 7,364) (5,52 - 14,43)

Anélise de variancia (ANOVA) para verificar a existéncia de diferencas na atividade
enzimatica de lacase com diferentes meios na presenca de AV mostrou que ao nivel de 99%
de probabilidade ndo existe diferenca estatistica (p>0,05) na atividade enzimatica entre os

meios testados.

Em relacdo ao padrdo da atividade enzimética em diferentes periodos de crescimento
do fungo L. crinitus, com exce¢do do meio suplementado com cara que mostra um padrdo
decrescente de atividade enzimatica até o décimo - quinto dia na presenca de AV, todos 0s
demais mostraram um padrdo crescente de atividade de lacase até o décimo dia na presenca

desse indutor.



De um modo geral, no meio de cultura suplementado com acai quando acrescido de
AV ocorreu maior atividade em relacdo aos demais até o 10° dia de crescimento, quando a
partir de entdo decresce a atividade até o periodo final do experimento. Por outro lado, 0 meio
de cultura acrescido de pupunha obteve um padrdo de atividade enzimatica crescente

atingindo sua maxima atividade no 20° dia de experimento (Figura 38).
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Figura 38: Atividade enzimética do AV de quatro meios nutricionais sob condigdo de agitacéo.



5.7.1. ATIVIDADE DE LACASE COM E SEM ALCOOL VERATRILICO (AV):
CONDICAO AGITACAO.

A figura 39 mostra a atividade de lacase no meio de pupunha na presenca e sem AV.
A atividade enzimatica foi maior no meio com AV durante todo o periodo de crescimento. No

vigésimo dia a atividade de lacase foi 21,81% maior no meio com a presenca de AV.
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Figura 39: Atividade de lacase no meio de pupunha na presenga e sem AV.

No meio de acai, tanto na presenca como sem AV, o padrdo de crescimento foi similar
mostrando-se crescente até o décimo dia, e decrescente a partir desse periodo até o final do
experimento (Figura 40). Ressalta-se, entretanto, que no quinto dia de crescimento a
atividade de lacase mostrou-se 27,2% maior na presenca de AV. A partir desse periodo e até
décimo dia de crescimento, onde alcanca o pico maximo de atividade enzimatica, a presenca
de AV ndo aumenta a atividade de lacase, sendo maior no meio sem a presenca desse indutor.
O decréscimo na atividade enzimatica a partir desse periodo, entretanto, € mais acentuado no

meio sem a presenca do AV.
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Figura 40: Atividade de lacase no meio de acai na presenga e sem AV.

No meio de macaxeira, a presenca de AV aumentou a atividade enzimética num
percentual de 23,3%, 17.9% e 13,6% , no periodo de 5, 10 e 15 dias respectivamente (Figura
41). A partir desse ultimo periodo a atividade de lacase aumentou cerca de 62% no meio sem

acréscimo de AV, alcangando seu maximo no vigésimo dia de crescimento.
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Figura 41: Atividade de lacase no meio de macaxeira na presenca e sem AV.

Comportamento similar ocorreu no meio de card onde apés cinco dias de crescimento
a atividade enzimatica foi 36,3% maior na presenca de AV (Figura 42) mantendo uma
pequena diferenga até o décimo - quinto dia. Apos esse periodo, entretanto, a atividade de
lacase no meio sem a presenca de AV mostra um crescimento maior, alcancando uma

atividade enzimatica 72% maior no vigésimo dia.
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Figura 42: Atividade de lacase no meio de cara na presenca e sem AV.

Os resultados indicaram, de modo geral, que para todos os meios testados o indutor
Alcool Veratrilico (AV) aumentou a atividade da lacase, na condigio de agitacdo no periodo
de até 15 dias, com exce¢do do meio suplementado com acai que sO teve sua atividade de

lacase aumentada com este indutor ap6s 5 dias.

Apbs o periodo de 15 dias, tanto o meio suplementado com card, como 0 meio
suplementado com macaxeira, na condi¢cdo de agitacdo, ocorreu uma maior producdo de
lacase sem o indutor. Ja o meio suplementado com pupunha, ao contrario dos outros meios,
teve sua producdo de lacase aumentada com este indutor no periodo de até 20 dias. Ou seja,
para 0 meio suplementado com pupunha a lacase aumentou a sua atividade, na condicdo de

agitacdo, com o indutor alcool veratrilico quanto maior o periodo testado.



5.8. ACAO DO ALCOOL VERATRILICO (AV) COMO INDUTOR DE LACASE:
CONDICAO ESTACIONARIA

Nesta condi¢do estacionéria o meio de acai foi o que apresentou, em valor absoluto,
maior atividade enzimatica nos dez primeiros dias de crescimento (Figura 43). O padrdo de
atividade enzimatica para o meio de acai mostrou inicialmente crescente até o décimo dia
decrescendo até o final do experimento. Todos 0s outros meios apresentaram padrdo similar,
com excecdo do meio de cultura acrescido de card que mostrou uma atividade enzimatica
crescente, atingindo valor maximo de atividade no final do experimento. Ressalta-se, por

outro lado, que o meio de cara foi onde Lentinus crinitus apresentou menor valor de atividade

enzimatica.
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Figura 43: Atividade enzimética do AV de quatro meios nutricionais sob condicéo estacionaria

A maior atividade média de lacase do fungo amaz6nico Lentinus crinitus ocorreu no
meio de acai (Tabela 20) em fermentacdo sob condicdo estacionaria e presenca do alcool
veratrilico (AV) como um indutor. O meio de cara foi onde L. crinitus apresentou a menor

atividade média enzimatica.



Tabela 20

Média da atividade de lacase de L. crinitus em meio de cultura liquido, sob condicdo estacionaria com
e sem indutor, no periodo de vinte dias de crescimento.
(Valores em parénteses indicam o valor minimo e maximo respectivamente).

Meio Atividade Atividade
de Enzimética (U/L) | Enzimética (U/L)
Cultura com AV sem AV
Acai 8,543 5,94
(4,005 -12,2) (4,85-7,27)
Macaxeira 6,691 10,05
(5,354 - 7,364) (4,51-15,16)
Pupunha 5,700 521
(5,205 - 6,882) (3,77 -17,70)
Cara 2,477 1,43
(1,056 - 3,446) (1,17 -1,73)

Comparando-se os resultados de producdo enzimatica da lacase sem a presenca de
indutor e com o indutor alcool veratrilico (AV), o meio suplementado com cara obteve uma
atividade enzimatica média 42,2% maior na presenca do AV, seguido do meio de acai e
pupunha com 30,4% e 8,4% respectivamente (Tabela 20). No meio de macaxeira a atividade

enzimatica foi maior no meio sem a presenca do indutor AV.

Analisando-se o padrdo de crescimento, com e sem a presenca do AV, ao longo do periodo
de estudo verifica-se algumas particularidades. O meio de cara acrescido do AV, por
exemplo, apresentou uma atividade enzimatica superior, em comparagcdo ao meio sem AV,

a partir do décimo dia de crescimento (Figura 44).
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Figura 44: Atividade de lacase no meio de cara na presenca e sem AV.

No meio de agai a presenca do AV contribuiu para a maior atividade enzimética até o

décimo dia, quando a partir de entdo ocorre um decréscimo na atividade de lacase no meio

com presenca do indutor. A atividade enzimatica no meio sem a presenca do indutor mostrou-

se crescente até o fim do experimento (Figura 45).
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Figura 45: Atividade de lacase no meio de acai na presenga e sem AV.

A producdo enzimatica do experimento em meio suplementado de pupunha e induzido

com AV obteve resultados superiores a lacase sem o indutor de até 27,49% (Figura 46).
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Figura 46: Atividade de lacase no meio de pupunha na presencga e sem AV.




No meio de macaxeira, inicialmente a presenca de AV influenciou numa atividade
enzimatica ligeiramente maior até o décimo dia de crescimento. A partir desse ponto mostrou

uma atividade decrescente até o fnal do experimento (Figura 47).
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Figura 47: Atividade de lacase no meio de macaxeira na presenga e sem AV.

Os resultados demonstraram que para 0s meios suplementado com acai e macaxeira,
na condicdo estacionaria, a atividade da lacase foi maior com a adicdo do indutor alcool
veratrilico no periodo de ate 10 dias, ocorrendo apds esse periodo um nitido decréscimo da

enzima testada.

Ja 0 meio suplementado com pupunha, teve sua producdo de lacase aumentada, na
condicdo estacionaria, quanto maior o periodo de fermentacdo testado com este indutor. O
meio suplementado com card, ao contrario dos demais meios até o 10° dia testado a atividade
da lacase foi mais eficiente sem a presenca do indutor Alcool Veratrilico. A partir deste
periodo é que a atividade da lacase comegou a aumentar com a presenca deste indutor.



5.8.1. ESTACIONARIA versus AGITACAO NA PRESENCA DO INDUTOR ALCOOL
VERATRILICO (AV)

Os resultados indicaram que tanto na condicao estacionaria como na agitacdo, a maior
producdo de lacase foi obtido no meio suplementado com acai na presenca do indutor Alcool
Veratrilico (AV).

Comparando-se os dados da condicdo estacionaria versus agitacdo na presenca ou
auséncia do indutor alcool veratrilico para o fungo Lentinus crinitus verificou-se que o
periodo de acdo do indutor na atividade da lacase foi menor na condicao estacionaria do que

na de agitacao.

De modo geral, na condigdo estaciondria o periodo de acdo do indutor foi de apenas 10
dias, ja na de agitacdo foi de 15 dias para todos 0os meios testados. No meio suplementado
com pupunha, tanto na condicdo estacionaria como a de agitacdo, a producdo de lacase foi

maior quanto maior o periodo testado na presenca do indutor Alcool Veratrilico.



5.9. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

5.9.1. Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos do Carpo6foro fangico sobre
Escherichia coli.

De acordo com os ensaios realizados, as duas cepas testadas ndo foram sensiveis ao

extrato do L. crinitus.

Na figura 48 mostra a auséncia da acdo antimicrobiana do extrato aquoso obtido por
rotoevaporacdo do carpoforo do fungo L. crinitus nas duas concentracfes testadas frente a
bactéria patogénica Escherichia coli. Resultados semelhantes foram obtidos, com o extrato
alcodlico do carpdforo fangico, na qual 0 mesmo ndo apresentou acdo inibitéria sob o

microrganismo patogénico estudado.

(A) (B)

(© (D)

Figura 48: Atividade antimicrobiana do extrato aquoso e alcodlico de L. crinitus sobre a linhagem de
Escherichia coli. A: Extrato aquoso (1%); B: Extrato aquoso (2%); C: Extrato alcodlico (1%) e D:
Extrato alcoodlico (2%).



5.9.2. Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos do Carpd6foro fangico sobre

Staphylococcus aureus.

As figuras 49 mostra a auséncia da atividade antimicrobiana do extrato aquoso obtido
por rotoevaporagdo do carpéforo do fungo L. crinitus frente a bactéria patogénica
Staphylococcus aureus. Resultados semelhantes foram obtidos, com o extrato alcoolico do
carpoforo fangico, na qual o mesmo nao apresentou acdo inibitdria sob o microrganismo

patogénico estudado.

(B)
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Figura 49: Atividade antimicrobiana do extrato aquoso e alcodlico de L. crinitus sobre a linhagem de
Staphylococcus aureus. A: Extrato aquoso (1%); B: Extrato aquoso (2%); C: Extrato alcodlico (1%)
e D: Extrato alcodlico (2%).



5.9.3. Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos metabdlitos fingico do Lentinus crinitus

sobre Escherichia coli.

A tabela 21 apresenta o comportamento da cepa de E. coli frente ao metabdlito
secundario do fungo L. crinitus, em funcdo do tamanho do halo de inibicdo de crescimento.
Neste estudo, foi considerado, produto ativo, aquele com atividade antimicrobiana em relacéo

a presenca do halo de inibi¢do, medido em milimetros.

De acordo com os resultados verificou-se que o meio acrescido de pupunha sob a
condicdo de agitacdo mostrou-se mais eficaz produzindo um halo de inibicdo frente a bactéria
Gram-Negativa E. coli com média em torno de 14,3 mm de raio. Por outro lado, 0 mesmo
meio sobre condicdo estaciondria demonstrou-se inferior quanto ao raio de inibicdo

apresentando 4.7 mm de crescimento como mostra também a figura 50.

Tabela 21
Média Aritmética do raio do halo de inibicao fungica sobre E. coli.

Meio de Cultura Halo de Inibicéo
Pupunha (mm)
Agitacéo 14.3

Estacionéria 4.7

(A) (B)
Figura 50: Atividade antimicrobiana do metabdlito do Lentinus crinitus suplementado com pupunha
num periodo de 20 dias sobre a linhagem de E. coli A: Condicéo agitacéo e B: Condicéo estacionaria.

O teste estatistico ANOVA foi feito para verificar se existe diferenca entre a condigédo

de agitacdo e a estacionaria no meio suplementado com pupunha. Os resultados mostraram



que ao nivel de 95% de probabilidade que as condicdes apresentaram diferenca estatistica
entre si. O Teste de Tukey verificou a diferenca minima significativa que ocorreu entre as

duas variaveis testadas (Tabela 22, 23 e 24).

Tabela 22
Anélise de variancia da atividade antimicrobiana do fungo L. crinitus no meio acrescido de pupunha
para o periodo de 20 dias versus Escherichia coli.

Fontes de

Variagdo G.L SQ QM F (V)
Tratamento 1 140.167 140.167
420.5000 0.0004*
Residuo 4 1.333 0.333

*Significativo ao nivel 99% (p<0,05 significativo).

Tabela 23
Anaélise de Tukey da atividade antimicrobiana do fungo L. crinitus no meio acrescido de pupunha
para o periodo de 20 dias versus Escherichia coli.

Fontes de

Variacio Diferenca Q (p)

Agitacédo /

N 9,66 29.00 <0,01*
Estacionaria

*Significativo ao nivel 99% (p<0,05 significativo).



Tabela 24
Parametros descritivos da atividade antimicrobiana do fungo L. crinitus no meio acrescido de
pupunha para o periodo de 20 dias versus Escherichia coli.

Meio de Cultura Média Desvio A Coeficiente
N ~ Variancia de
Pupunha Aritmética Padréo L
Variacao
Agitacéo 14.33 0.57 0.33 4.03 %
Estacionaria 4.66 0.57 0.33 12.37 %

Em meio a anélise realizada os dados indicaram que o metabolito secundario do fungo
L. crinitus suplementado com pupunha na condicdo de agitacdo, apresentou potencial

inibitdrio frente a bactéria Gram-Negativa E. coli.

5.9.4 Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos metabdlitos fungico do Lentinus crinitus

sobre Staphylococcus aureus.

A tabela 25 apresenta o comportamento da cepa de S. aureus frente ao metabdlito
secundario do fungo L. crinitus, em funcdo do tamanho do halo de inibicdo de crescimento.
Neste estudo, foi considerado, produto ativo, aquele com atividade antimicrobiana em relacéo

a presenca do halo de inibi¢do, medido em milimetros.

De acordo com os resultados verificou-se que o meio acrescido de pupunha sob a
condicdo de agitacdo mostrou-se mais eficaz produzindo um halo de inibicdo frente a bactéria
Gram-Positiva S. aureus com média em torno de 5,3 mm de raio. Por outro lado, 0 mesmo
meio sobre condicdo estaciondria demonstrou-se inferior quanto ao raio de inibicdo

apresentando 4.3 mm de crescimento como mostra a figura 51.



Tabela 25
Média Aritmética do raio do halo de inibi¢&o fungica sobre S. aureus.

Meio de Cultura Halo de Inibicao
Pupunha (mm)
Agitagéo 53

Estacionéria 4.3

(A) (B)
Figura 51: Atividade antimicrobiana do metabdlito do Lentinus crinitus supiementado com pupunha
num periodo de 20 dias sobre a linhagem de S. aureus. A: Condicdo agitacdo e B: Condicdo
estaciondria.

O teste estatistico ANOVA foi feito para verificar se existe diferenca entre a condigédo
de agitacdo e a estacionéria no meio suplementado com pupunha. Os resultados mostraram
que ao nivel de 95% de probabilidade que as condi¢Ges ndo apresentaram diferenca estatistica
entre si. O Teste de Tukey verificou a diferenca minima significativa que ocorreu entre as

duas varidveis testadas (Tabela 26 e 27).

Tabela 26
Analise de variancia da atividade antimicrobiana do fungo L. crinitus no meio acrescido de pupunha
para o periodo de 20 dias versus S. aureus

Fontes de
Variagao GL >Q QM F (P)
Tratamento 1 15 15
45 0,1007*
Residuo 4 1.333 0.333

*N&o Significativo ao nivel 99% (p<0,05 significativo).



Tabela 27
Pardmetros descritivos da atividade antimicrobiana do fungo L. crinitus no meio acrescido de pupunha
para o periodo de 20 dias versus S. aureus

Meio de Cultura Média Desvio I Coeficiente
o ~ Variancia de
Pupunha Aritmética Padréo L
Variacao
Agitacéo 5.3 0.3 0.6 10,83 %
Estacionéria 4.3 0.3 0.6 13,32 %

Em meio a analise realizada os dados indicaram que o metabolito secundario do fungo
L. crinitus suplementado com pupunha na condicdo de agitacdo, apresentou potencial

inibitério frente a bactéria Gram-Positiva S. aureus.



6. DISCUSSAO

6.1. EFEITO DE DIFERENTES MEIOS DE CULTURA NA PRODUCAO DE
BIOMASSA DO FUNGO Lentinus crinitus, SOB CONDICAO ESTACIONARIA E
AGITACAO.

E fundamental o estudo das condicdes de cultivo de espécies flingicas, porque pode
ocorrer incremento tanto de biomassa, quanto nos metabdlicos secundarios e
exopolissacarideos importantes em varias atividades biologicas dos fungos (Hwang et al.
2003). Constata-se, por outro lado, que as condicdes ideais para o crescimento micelial podem
ndo ser as mesmas do que aquelas para a producdo dos compostos bioativos de interesse
(Luchese; Harrigan, 1993). Neste contexto, 0 meio utilizado para fermentagéo e a aeragédo séo
fatores que contribuem para o crescimento. Ressalta-se que a maioria dos processos de
fermentacdo emprega-se organismos aerobios que requerem O, (Oxigénio) para seu
crescimento rapido. Por outro lado, tanto na fermentacéo aerdbica, como na anaerdbica, a taxa
de crescimento também depende da taxa de transferéncia de nutrientes através da membrana
celular, e a agitacdo da cultura pode acelerar esse processo. Aeragdo e agitacdo do caldo de
fermentacdo propiciam a demanda de oxigénio no cultivo submerso (Kim et al.2003). Na
presente pesquisa a condicdo de agitacdo da cultura em caldo de Lentinus crinitus foi

importante para aumentar a biomassa micelial.

No presente estudo a producdo de biomassa fangica do Lentinus crinitus foi
influenciada, diferentemente sob a condicdo de agitacdo e estacionaria nos meios de cultura
testados. De modo geral, a producéo de biomassa sob a condi¢éo de agitagdo produziu maior
crescimento micelial do que na condicdo estacionaria para todos os meios utilizados neste
trabalho. Ao contrario dos nossos resultados, a agitacdo dos meios de cultivo afetou
negativamente a producdo de biomassa pelos isolados de Colleotothichum e dos
Basidiomicetos Hexagonia glaba e Trametes lactinea (Martinez et.al., 2009; Santos, 2009).
Os nossos dados, entretanto estdo de acordo com o relatado na literatura para varios tipos de
fungos (Papagianni et al., 2001; Martins da Silva, 2010). E, j& a producdo de biomassa
fangica pelo Pleorotus ndo foi influenciada nem pela agitacdo nem pela condigéo estacionéria
dos cultivos, uma vez que nestas a producdo foi igual a aproximadamente 1,22¢g/l, tanto nos
cultivos estaticos como nos agitados (Rezende et al., 2005).

Segundo Papagianni e colaboradores (2001), a agitagdo constante dos meios de cultivo

liguidos proporciona um aumento significativo na produgdo de biomassa, pelos



microrganismos em geral. Quanto a producdo de biomassa pode ser constatada pelos
resultados obtidos que o meio de cultura liquido suplementado com pupunha foi o que maior
produziu maior crescimento micelial do fungo Lentinus crinitus tanto na condigéo de agitacéo

como na condicao estacionaria.

Verificaram-se nos experimentos que para o fungo Lentinus crinitus ocorreram
diferentes resultados de velocidade de crescimento diante dos diferentes meios de cultivo,
demonstrando que a composi¢do do meio de cultivo foi fator interferente no desenvolvimento
micelial. Os resultados desse trabalho, a respeito das diferencas, de crescimento e biomassa
micelial, também corrobora com o de outros autores (Bernard, et al., 2008; Bilay, et al., 2000;
Fonseca, 2009; Santos, 2009; Martins Silva, 2010). Cada meio de cultura testado nesse
trabalho apresentou maior crescimento do micélio dependendo das condi¢bes o qual estava
submetido, dependente da condigdo estacionaria ou de agitacdo avaliado. A velocidade de
crescimento é fundamental na selecdo de linhagens para a producdo de fungos em processos

biotecnologicos ou industrial.

De acordo com Bernardi e colaboradores (2008), a velocidade de crescimento em
diferentes meios de cultivo € muito importante nas etapas de producao, onde o conhecimento
do melhor meio para o fungo testado é um fator que estabelecerd o maior crescimento deste

microrganismo.

As diferencas nutricionais fornecidas pelos meios de cultivo também foram
observadas por Silva e colaboradores, 2004, os quais utilizando residuos de frutas como
substrato adicionado ao meio mineral observaram que as maiores médias de biomassa
micelial seca foram encontradas quanto utilizaram bagaco de cana-de-aclcar, casca de

maracuja, casca e coroa de abacaxi.

Os requisitos nutricionais de qualquer organismo sdo determinados pelo seu
metabolismo energeético caracteristico e pela capacidade biosintética. No caso especifico dos
fungos a adaptacdo evolutiva a diferentes situacfes ecoldgicas, conduziu a um alto grau de
especializacdo com referéncia a forma quimica particular em que certos elementos podem ser
usados como nutrientes (Santos, 2009).

Para o fungo Lentinus crinitus, todos 0os meios nutricionais utilizados mostraram-se
eficientes para o crescimento deste basidiomiceto. Provavelmente, todos os meios continham

a presenga de macromoléculas requerida por esses organismos para 0 seu crescimento. A



producdo de biomassa nas duas varidveis testadas (estacionaria e agitacdo) teve melhor
crescimento no meio de pupunha como mencionado anteriormente. Este meio foi testado, em
pH 5,0 pois com base na literatura este € o pH 6timo para este fungo e, de modo geral os
fungos amazénicos crescem melhor em meio &cido (Castro e Silva, 2006; Santos, 2009).

Vaérios trabalhos comprovam que cada fungo tem suas exigéncias nutricionais
especificas. Todos os organismos precisam encontrar em seu ambiente, unidades estruturais
bem como fontes de energia para a constru¢do e manutengédo de sua estrutura e organizacao.
Alguns elementos sdo essenciais para o crescimento dos fungos. Carbono e Nitrogénio sdo
elementos dominantes na fermentacdo porque estdo diretamente ligados a producdo de
biomassa. As quantidades de Carbono e Nitrogénio necessarias mostram variagées conforme
a espécie e 0 meio estudado (Garcia, 2006). Segundo Fonseca (2009), a limitacdo de
Nitrogénio ou a sua presenca ndo afeta a producgéo de biomassa e a velocidade de crescimento
do fungo L. crinitus, mas sim o pH do meio. Nossos dados, entretanto, mostram que o pH
utilizado neste experimento, ndo interferiu na producdo da biomassa do Lentinus crinitus e
sim o meio de cultivo, ao contrario do relatado por aquela autora. Isto demonstra que

diferentes cepas do mesmo fungo podem apresentar exigéncias nutricionais especificas.

No caso especifico do Lentinus crinitus todos os meios testados mostraram-se
eficientes para a produgdo de biomassa, sendo que o meio de pupunha nas duas condic¢des
testadas foi o que obteve maior sucesso. Provavelmente, o meio suplementado com pupunha
foi 0 mais eficiente na producdo de biomassa devido ao seu alto teor de N (59,5-79,9%), que
acreditamos que seja o elemento quimico essencial para o desenvolvimento do Lentinus
crinitus. Pesquisas recentes mostram que os melhores meios para a produgéo de biomassa sao
aqueles que apresentam maiores teores de N em sua composi¢do quimica (Fonseca, 2009;
Pointing et al., 2000; Santos, 2009). Para varios fungos a limitacdo de nitrogénio diminui o
crescimento mas incrementa a producdo de substancias bioativas (Manzoni et al., 1999; Lépez
et al., 2003).

As diferengas observadas na producdo de biomassa e na velocidade de crescimento
nos substratos distintos, provavelmente ocorreram devido a diferente composi¢do quimica dos

mesmaos.

Poucos trabalhos tem sido feito com relacdo a producdo de biomassa flungica.

Atualmente, em funcdo da possibilidade de se utilizar a biomassa na tecnologia de



biorremediacdo para absorcdo de metais pesados, remocdo de substancias xenobiéticas e
outros processos industriais e biotecnoldgicos o interesse por esta pesquisa tem aumentado

significativamente.



6.2. ATIVIDADE DA LACASE DO Lentinus crinitus EM DIFERENTES MEIOS DE
CULTURA SOB CONDICAO ESTACIONARIA E AGITACAO.

Quanto a producdo de lacase, pode ser observado pelos resultados obtidos que o
basidiomiceto L. crinitus produziu lacase tanto nos cultivos liquidos estaticos quanto sob
agitacdo. Constatou-se um nitido aumento na producdo da lacase do L. crinitus quando este

foi submetido & condigdo de agitacdo nos diferentes meios testados.

Os nossos dados estdo de acordo com a literatura que relatam que a agitacdo, é um
fator fundamental na producédo de lacases fungicas (Dekker & Barbosa, 2001; Papagianni, et
al., 2001; Pointing, 2000; Martins Silva, 2010). Porém, alguns trabalhos relatam uma maior
atividade da lacase em meios de cultivos estaticos (Martinez, et al., 2009; Niku — Paavola et
al., 1990). Segundo Santos (2005), o efeito negativo do processo de agitagdo tem sido
documentado como inibidor da producéo de lacases em fungos, que ndo foi o constatado nos

NOSS0S experimentos.

O fungo L. crinitus mostrou-se capaz de produzir enzima lignolitica lacase em todos
0s meios de cultura testados em relacdo as duas variaveis utilizadas. Dependendo da variavel
testada, o L. crinitus produziu diferenca na sua atividade enzimatica em relacdo ao meio de

cultura utilizado.

Sob a condicao de agitacdo a maior producéo de lacase do L. crinitus foi verificada no
meio suplementado com “card”. J4, na condi¢do estacionaria este basidiomiceto teve sua

maior producao de lacase no meio de cultura suplementado com “macaxeira”.

Constata-se também que a producdo de lacase pode ser aumentada significativamente
dependendo dos nutrientes presentes que influenciam sua producdo. Estes dados estdo de
acordo com os descritos por Dekker e colaboradores, (2007). Os niveis de carbono e
nitrogénio presentes no meio de crescimento do fungo sdo fatores de extrema importancia
para a producdo de lacase e cujos valores 6timos sdo bastantes variaveis, dependendo do
fungo em estudo (Fonseca, 2009; Garcia, 2006; Martins da Silva, 2010). Os resultados
demonstraram que a producéo de lacase foi aumentada em meios de cultivos com altos niveis
de nitrogénio, nos meios suplementados de macaxeira e cara (Na condi¢do estacionéaria e
agitacdo) deste trabalho. A atividade da lacase teve um efeito positivo em culturas com alto

nivel de nitrogénio por outros fungos como Pycnoporus cinnabarinus, Trametes versicolor e



T. gallita (Garcia, 2006). Ja para Pointing e colaboradores (2000) de maneira oposta a

producdo de lacase para o Pycnoporus sanguineus se deu em baixos niveis de nitrogénio.

A lacase de basidiomicetos é uma enzima altamente versatil na natureza e ela encontra
grandes aplicacdes numa grande variedade de setores industriais (Maciel et al., 2010).
Recentemente, a importancia biotecnoldgica desta enzima conduz a um aumento drastico na
producdo da mesma, sendo assim este trabalho contribui para a elucidacdo de fatores que
afetam a sua producéo.



6.3. EFEITO DO INDUTOR NA ATIVIDADE DA LACASE DO Lentinus crinitus

Os nossos resultados constataram que o indutor alcool veratrilico tem um papel

significativo no aumento da producéo e atividade da lacase do Lentinus crinitus.

O indutor alcool veratrilico aumentou a atividade da lacase em comparacdo ao
tratamento controle em todos 0s meios utilizados na condicao tanto estacionaria quanto a de
agitacdo para o fungo L. crinitus. Estes resultados indicam que este indutor apresentou um
efeito positivo como indutor da lacase para o fungo Lentinus crinitus em todos 0s meios
testados e nas duas variaveis analisadas. Segundo Barbosa e colaboradores (1996), a producgéo
de lacase aumentou significamente na presenca do alcool veratrilico para os isolados fungicos

de Botryosphaeria sp, como 0s nossos dados.

Os resultados indicaram que tanto na condi¢do estacionaria como na agitacéo, a maior
producdo de lacase de L. crinitus foi obtido no meio suplementado com acai na presenca deste
indutor. De modo geral, na condicdo estacionaria o periodo de acdo do indutor foi menor
(cerca de 10 dias) do que na condicédo de agitacéo (cerca de 15 dias). No meio suplementado
com pupunha, tanto na condicdo estacionaria como a de agitacdo, a producdo de lacase foi
maior quanto maior o periodo testado na presenca do indutor alcool veratrilico. Resultados
semelhantes foram obtidos por Cavallazi e colaboradores (2005), quando constataram que a
acdo do indutor testado aumentou a atividade da enzima lacase num periodo superior a 20

dias, em cerca de 67U/mL ao controle testado.

Ha& relatos na literatura de que a presenca do AV no meio de cultivo aumentou a
producdo de lacase pelo Botryosphaeria sp, sendo que a producdo de biomasssa fungica deste

microrganismo diminuiu consideravelmente na presenca deste indutor (Giese et al.,2004).

Comparando-se os resultados neste trabalho com o de Santos (2009), verificou-se que
esta autora obteve uma menor producdo de lacase mesmo na presenca de um surfactante
(Twen 80), na utilizagdo de outros meios de cultura para o fungo L. crinitus. Provavelmente,
este fato se deve aos nutrientes diferentes dos usados neste trabalho, que foram mais eficientes

para a atividade da lacase e também do surfactante testado.

Os dados obtidos neste trabalho sugerem que dependendo da espécie fangica e das

condicBes testadas o alcool veratrilico pode agir como indutor positivo ou negativo. De



acordo com Garcia (2006), ndo existe um 6timo indutor de lacase comum a todos os fungos
testados, os resultados deste trabalho estdo de acordo com o relatado por esta autora. Os
fungos de composicéo branca respondem de maneira distinta frente aos supostos indutores de

lacase (Necochea et al,2005).

Como as aplicagbes biotecnoldgicas requerem grande quantidade de enzima, e
normalmente lacases extracelulares sdo produzidas em pequenas quantidades (Garcia, 2006),
faz-se necessério o estudo de indutores para melhorar a producdo desta enzima, visto que a

mesma tem uma vasta aplicabilidade industrial e ambiental.



6.4. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO E METABOLITO DO FUNGO
Lentinus crinitus EM AMOSTRAS DE Staphylococcus aureus E Escherichia coli.

O extrato bruto tanto aquoso como alcodlico obtido do carpéforo do fungo Lentinus
crinitus ndo inibiram o crescimento das duas cepas (S. aureus e E.coli) testadas. Os nossos
resultudos estdo de acordo com o obtido recentemente por Peres de Carvalho (2007), que néo
conseguiu atividade antimicrobiana com os extratos testados. Para este basidiomiceto ndo ha
relatos na literatura de atividade antimicrobiana contra bactérias patogénicas de extratos
obtidos de carpoforo fungico. Acreditamos que tal resultado negativo advém da inibicdo de
antimicrobianos durante o procedimento do processo de obtencdo do extrato. Estudos
posteriores devem ser realizados no sentido de providenciar uma nova metodologia que néo

interfira na atividade biol6gica do microrganismo analisado.

Foi verificada a acdo antibidtica dos metabdlitos do fungo L. crinitus contra as
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Staphylococcus aureus e Escherichia coli) no
meio suplementado com pupunha (Meio de cultura mais eficiente para produgédo de biomassa
do Lentinus crinitus). Para esta espécie € citada na literatura a atividade antimicrobiana, dada
por quatro compostos sesquiterpénicos (Abate & Abraham, 1994). Além disso estudos de
etnomicologia apontam este cogumelo como comestivel por algumas tribos indigenas,
somente apds cozimento na brasa, pois segundo relatos indigenas ele provoca vomitos se
ingerido cru (Fidalgo, 1965; Fidalgo & Hirata, 1979), provavelmente devido a alguma toxina
gue em geral sdo constituidas por substancias antimicrobianas (Peres de Carvalho,
2007).Comparando os resultados negativos obtidos pelos extratos de carpéforos e positivos
dos metabolitos fungicos do L. crinitus, enfatiza-se ainda mais o problema da metodologia

mencionada anteriormente no logro eficiente da atividade antimicrobiana.

Os produtos naturais sdao uma alternativa extremamente viavel, uma vez que sempre
foram importantes para o descobrimento de novas drogas, sendo fornecedoras de principio
ativo e por ser também uma alternativa mais econémica no controle de doengas para paises
em desenvolvimento, onde a maioria das drogas é importada (Fidalgo & Hirata, 1979). A
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos € considerada como um problema inerente a terapia
antimicrobiana, por este motivo é preciso sempre a busca de novas fontes terapéuticas 0s

quais sejam mais eficientes para o tratamento de infecgdes, como as bacterianas.



CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos na presente pesquisa pode concluir que:

e O fungo Lentinus crinitus apresentou a maior produc¢do de biomassa no meio suplementado

com pupunha tanto na condicédo estacionaria como na de agitacéo.

e A produgdo de biomassa micelial do fungo L. crinitus foi maior no meio suplementado com

pupunha e menor naquele acrescido de acai sob a condicéo estacionaria.

e A agitagdo dos meios de cultivo afetou positivamente a producdo de biomassa do fungo L.

crinitus

e Todos os 4 meios testados mostraram-se eficientes para a producdo de biomassa do

basidiomiceto L. crinitus.

e Os processos de agitacdo tém um efeito positivo na produgdo de lacase do L. crinitus em

todos 0s meios testados.

e Sob a condigdo de agitagdo a maior produg¢do de lacase do L. crinitus foi no meio
suplementado com “card” e j4 na condigdo estacionaria foi no meio suplementado com

“macaxeira”.

e Tanto para a produgdo da biomassa como para a atividade da lacase a condi¢do de agitacao

tem efeito positivo em todos os meios testados para L. crinitus.

e O indutor alcool veratrilico (AV) aumentou a atividade da lacase em todos os meios usados

na condicao tanto estaciondria quanto a de agitacdo para o basidiomiceto L. crinitus.

e O alcool veratrilico agiu como indutor positivo para L. crinitus.

e Tanto a produgdo da biomassa como a atividade da lacase sdo influenciadas pelos nutrientes
presentes nos meios de cultivo do fungo L. crinitus.
e O extrato alcodlico e aquoso do L. crinitus ndo produziu atividade antimicrobiana in vitro

sobre as linhagens Staphylococcus aureus e Escherichia coli.



e O metabolito secundario do fungo L. crinitus em meio de maior producdo de massa micelial
tanto sob a condicdo de agitagdo como na estaciondria (Pupunha) apresentou potencial
antimicrobiano frente as linhagens de Staphylococcus aureus e Escherichia coli.
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ANEXOS



) Trabalpos Publicados Ano — 2009 A
3° SEMINARIO DE CIENCIAS DO AMBIENTE NA AMAZONIA
(Manaus — AM Junho/2009)

XXXXXKXKXKXKKXXEXKKIXEXKKKXKKKIXKKKIIXKXKKEXKKKXKXKXKKKXKKKKXXKKIXXKKIEXKXKKKXKKKXXXKKKXXKXKKXK
RECICLAGEM E FLORA NA ESCOLA: UMA NOVA PROPOSTA PARA O DESENVOLVIMENTO
SUSTENTAVEL.
XXXXXKXXXXKKXXXKKXXXKKXXKKKXXKKKXXKXKKXXKKKXXKKKXXKKKXXKKXXXKKKXKXKKEXKXKKKXX KK KXXXKXXXKXK

ACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO DO FUNGO AMAZONICO LENTINUS
CRINITUS PELO METODO BIOAUTOGRAFICO
XXXXXKXKXKXKKXXXKKIXEXKKKXKKKIIXKXKKEIXEXKKEIXKKKIEXKXKKKXKKKKEXXKKIXKKKIEXKXKXKXKKKXXXKXKXXXXKKXK

SBPC - (Manaus — AM Julho/2009)

XXXXXKKXXXKKKXXKKXXKXKXXXKKIXXKKKXEXKKXXXKKKXEXKKKXKXKKXXXKKKXEXKKKXKXKKIXEXKKXXEXKKXXXKKXXKX
AVALIACAO DOS ISOLADOS DO BACULOVIRUS DE POLIEDROSE NUCLEAR DE
TRICHOPLUSIA NI EM RELAGAO A VIRULENCIA E PADRAO ELETROFORETICO DAS SUAS
PROTEINAS VIRAIS

XXXXXKKEXXKKXXXKKKXEXKKEXKKKEXKXKKXKKKXXKKKXEXXKKXXKKKXXKKKXIXKKEXXKKKIXXKKKXXKK XXX KKKXXKXX
A IMPORTANCIA DOS PRINCIPAIS MECANISMOS CEREBRAIS RELACIONADOS A MELHORIA
DA APRENDIZAGEM E SUA APLICAGAO AO ENSINO DE CIENCIAS E BIOLOGIA
XXXXXKXEXKKKIXXKKXXKXKKEXKKKXXKKKXIXXKKEXKKKXEXKKKXXKKKXXKKKXXKKKXKXXKKKXXXKKXXXKKXXKKKXK

AVALIACAO ‘IN VITRO’ DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO DO FUNGO
AMAZONICO PYCNOPORUS SANGUINEUS CONTRA STAPHYLOCOCCUS AUREUS E
ESCHERICHIA COLI.
XXXXXXXXXXXIXHXXKKXIXXIXIXXKKHXIIIIEXIXKXKKKIIXEXIXXKKHKIXIEIXXKKKXXIIIIXXKKKKKIXXEXXXKKKXXXX XXX

IMPORTANCIA DA INTERAGAO TEORIA E PRATICA NO ENSINO DE CIENCIAS E
ALTERNATIVAS PARA O ESTUDO DA MICOLOGIA SEM LABORATORIO
XXXXXXXKXXKKKXXKKKXKXKKKXKKKEXKXKKIXEXKKKIXKKKKXXKKEXKXKKKEXXKKKXKXKKKXKXKKKXKKKXXXKXKXKXKXKXX

ANALISE COMPARATIVA DAS PROTEINAS VIRAIS DOS ISOLADOS VPNAG P, VPNAG F15 E
VPNAG F20 DO BACULOVIRUS POLIEDROSE NUCLEAR DE ANTICARSIA GEMMATALIS.
XXXXXXXKXXKKIXXKKKXKXKKKXKXKKEXXKKKXKKKIIXKKKKXXKKEXKXKKKEXXKKKXKXKKKXKXKIKXKKKXXXKXKXXKXKXX

XV — CONGRESSO BRASILEIRO DE MICROBIOLOGIA
(Porto de Galinhas — PE Nov/2009)

XXXXXXXKXXKKXXXKKKXEXKKKXKKKEXXKKKXKXKKIIXKXKKKXKXKKKXXKKKEXXKKKXXKKKXXKKKXKKKXXXKXKXXKXKXXK
"EFEITO DE DIFERENTES MEIOS NUTRICIONAIS NA PRODUGAO DA ENZIMA LACASE A
PARTIR DE UM ISOLADO AMAZONICO DO FUNGO PYCNOPORUS SANGUINEUS.
XXXXXXXKXXXKKXXEXXKXXKXKKXXKXKXXXKKXXEKKXXEXKXKXXXKKXEEKKXEEXKXKXXXKKXIEXKKXXEXKXKXXXKKXXXXXXXXK
"EFEITO DE DIFERENTES FONTES DE CARBONO E NITROGENIO NA PRODUGCAO DE
BIOMASSA, DO FUNGO AMAZONICO PYCNOPORUS SANGUINEUS SOB AGITAGAO"

XHXXXXXKKXXXKKXXEXXKXXXKKXIXXKKKXEXKKKXEXKKKXEXKKKXKKKKXEXKKKX KKK KKXXKKKXX KKK XK KKK XXKKXXXX
"AVALIACAO 'IN VITRO' DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO DO FUNGO
AMAZONICO LENTINUS CRINITUS CONTRA STAPHYLOCOCCUS AUREUS E ESCHERICHIA
coLr”
XHXXXXXKKXXXKKXXEXXKXXXKKKXEXKKKXKXKKKIEXKKKIEXKKKXKKKKXEXKKKIXEXKKKIXKXKKXX KKK I KKKXKK XKKXXX XX
"PRODUGCAO DE BIOMASSA DO FUNGO&NBSP; AMAZONICO LENTINUS CRINITUS EM
DIFERENTES MEIOS NUTRICIONAIS"
XXXXXKKXXXKXXXKKKXXKKKXXKKKXXKKKXKXKKIXXKKKXXKKKXKXKKEXKXKKKXXKKKXKXKKXXKXKKKXKXKKKXXKKXXKX
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PRODUCAO DE BIOMASSA DO FUNGO AMAZONICO LENTINUS CRINITUS EM
DIFERENTES MEIOS NUTRICIONAIS
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Ribeiro (UEA); Ademir Castro E Silva (UEA)

Resumo

Os metais pesados representam o maior residuo industrial contaminante de solos, plantas e animais no
ecossistema, causando graves efeitos toxicos ao homem. Pesquisadores preocupados com problemas
associados a poluicdo ambiental por metais pesados iniciaram estudos com técnicas de biorremediacao
utilizando microrganismos, dentre os quais se destacam os fungos na degradacdo desses agentes toxicos.
Dentre os varios processos utilizados na remediacdo, um dos sistemas mais promissores € a biossorcdo de
metais pesados. Para otimizacdo do crescimento do fungo foram testados seis diferentes meios de cultura
liquida, os quais tiveram como fonte de carbono M1-Bactris gasipaes (Pupunha); M2- B. gasipaes
(Pupunha) com M. esculenta (Macaxeira) na propor¢do de 1:1; M3 - Manihot esculenta (Macaxeira); M4-
Ipomoea batatas (Batata doce); M5- Daucus carota (Cenoura) e M6- Cascas de D. carota (Cenoura) com
cascas de I. batatas (Batata doce) na proporc¢do de 1:3. Foram utilizadas amostras de carp6foro do fungo
Lentinus crinitus obtidas do material micolégico do laboratdrio de Biorganica da UEA. As amostras foram
analisadas no periodo de 7 e 14 dias de incubacdo sob agitacdo. A massa micelial foi obtida apos filtragem
através do peso seco em estufa a 70° C até peso constante, sendo posteriormente calculada através da
equacdo: MM (%)=(peso final-peso inicial)/(peso inicial) x 100. Os resultados demonstraram uma
diferenca significativa a nivel de 99% de confianca nos meios de culturas testados entre os periodos de 7 e
14 dias de incubacdo. Em valores absolutos o fungo L. crinitus M2, foi o que apresentou maior percentual
de massa fungica cerca de 20% em relacdo aos outros meios para o periodo de 7 dias. Quando retiramos o
elemento nutricional macaxeira do meio a producéo se reduz a 41%. No periodo de 14 dias 0 meio M2 teve
uma producdo de 52,23%. Pode-se inferir que tal resultado tenha como influéncia uma proporcédo de
diferentes fontes de carbono e nitrogénio. Os resultados indicam que o fungo L. crinitus M2 teve melhor
crescimento no meio de cultura de Pupunha + macaxeira no periodo de 7 e 14 dias.Podemos concluir que
existe a necessidade de realizar novo estudos no que se refere a massa micelial do L. crinitus para testar o
potencial de diferentes fontes de carbono de espécies vegetais da regido amazdnica para possivel aplicacdo
em estudos de biossor¢ao de metais pesados.

Palavras-chave: Lentinus crinitus, Fontes de carbono, Massa Micelial
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AVALIA(;AO 'IN VITRO' DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO DO FUNGO
AMAZONICO LENTINUS CRINITUS CONTRA STAPHYLOCOCCUS AUREUS E ESCHERICHIA
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Resumo

O potencial biotecnolégico de microrganismos especialmente aqueles da biodiversidade amazénica, tem
despertado grande interesse de cientistas do mundo todo em funcdo do seu grande potencial industrial.
Apesar da disponibilidade de um grande nimero de antibi6ticos,é fundamental buscar compostos que
possam atuar como novas drogas principalmente ap6s o surgimento de novas bactérias multiresistentes. O
interesse por testes bioldgicos com fungos basidiomicetos é crescente, principalmente na producao de novos
farmacos, responsaveis pela inibicdo de microrganismos. Metabodlicos do fungo amazénico degradador de
madeira Lentinus crinitus foram cultivadas em meio de cultura sélido e liquida submersas em BDA(Potato
dextrose agar)na qual foram obtidos da micoteca do Laboratério de Bioganica /MBT da UEA.Para a
realizacdo dos testes antimicrobianos o extrato bruto foi obtido apartir da cultura liquida incubada em
Shaker, apos este periodo a cultura foi filtrada e fracionada por cromatografia em camada delgada sendo
utilizado Acetato de Etila, Hexano, Metanol e Acido Fomico 3:3:3:1(v:v:v:v)como eluentes. As bactérias
selecionadas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli foram testadas frente aos metabolicos
empregando-se o método de difusdo em &gar pelo sistema de discos e 0 método bioautogréafico. Apds 24
horas de inibicdo em meio as condi¢des testadas num periodo de 7 dias, constatou-se em meio a analise em
placa a auséncia de halos de inibicdo porém nos testes bioautogréaficos formam observados moléculas com
acdo contra 0s microrganismos testes analisados. Face aos resultados obtidos as amostras bacterianas
ensaiadas tiveram seu crescimento inbido na presenga do metabdlico produzido pelo fungo Lentinus
crinitus sugerindo uma possivel atividade antimicrobiana deste metabolico.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, Bioautografia, Lentinus crinitus
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Resumo

O potencial biotecnolégico de microrganismos especialmente aqueles da biodiversidade
amazonica, tem despertado grande interesse de pesquisadores de todo o mundo, tal fato deve-se a
grande biodiversidade de microrganismos existentes e aos poucos estudos realizados com a finalidade
de aproveitar o potencial desses microrganismos para auxiliar no desenvolvimento sustentavel, e para a
implantacdo de bioindustrias. Dentre 0s microorganismos que contribuem para a nossa
megadiversidade estdo os fungos que se destacam pelo poder de degradacdo da matéria organica. Os
fungos séo capazes de degradar a madeira, sendo os da classe Basidiomycetes os mais eficientes
degradadores, possuindo a mais efetiva capacidade de biodegradacdo de materiais lignocelulésicos na
natureza. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes fontes de carbono na
producdo de massa micelial, do Fungo Amazonico P. sanguineus. Foram testados seis meios de cultura
liquida sob agitacdo de 180 rpm e temperatura de 30°C, os quais tiveram como fonte de carbono: 1-
Bactris gasipaes (pupunha), 2- Manihot esculenta (macaxeira), 3- Ipomoea batatas (batata doce), 4-
Daucus carota (cenoura), 5- B. gasipaes (pupunha) com M. esculenta (macaxeira) na proporcdo de 1:1
e 6- Cascas de D. carota (cenoura) com cascas de |. batatas (batata doce) na proporcdo de 1:3
respectivamente. A massa micelial foi medida em 7, 14 e 21 dias de incubagéo e foi calculada pela
diferenca em relacdo ao peso seco em estufa através da seguinte equacdo: MM (%) = Pf — Pi / Pi x 100,
onde; Pi = peso seco do papel filtro; Pf = peso seco do papel filtro apos filtragem e MM = peso micelial
em porcentagem. Em 7 e 14 dias de incubacdo, a maior producdo de massa micelial ocorreu no meio
04 (Batata Doce), em 21 dias de incubagdo a maior producdo foi no meio 01 (Pupunha). O periodo de
maior producdo de massa micelial nas condi¢cbes testadas foi o de 21 dias. Dentre 0s experimentos
realizados a maior média de crescimento micelial ocorreu no meio 01 (Pupunha). Desta forma, pode-se
concluir que existe a necessidade da realizacdo de novos estudos com a finalidade de aperfeicoar a
producdo de massa micelial, uma vez que o fungo em questdo tem potencial biotecnolégico.

Palavras-chave: Massa Micelial, Meios de Cultura, Pycnoporus sanguineus, Fungo
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Resumo

Entre os organismos vivos, que apresentam um grande potencial enzimético estdo os fungos.
Dentre estes, destaca-se o fungo Pycnoporus sanguineus.As enzimas sdo os produtos microbianos
mais explorados na induastria biotecnol6gica, pois apresentam uma série de vantagens no
processamento de alimentos e em muitos outros ramos da industria. Outras vantagens da aplicacdo de
enzimas estdo relacionadas com o custo de producgdo relativamente baixo e susceptibilidade de
producdo em larga escala em fermentadores industriais. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito de seis diferentes meios de cultura na producdo da enzima lacase a partir de um
isolando amazonico do fungo P. sanguineus. Foram testados seis meios de cultura liquida, os
quais tiveram como fonte de carbono e nitrogénio: M1-Bactris gasipaes (Pupunha); M2- B. gasipaes
(pupunha) com M. esculenta (macaxeira) na proporc¢do de 1:1; M3 — M. esculenta (macaxeira); M4- 1.
batatas (batata doce); M5- D. carota (cenoura) e M6- Cascas de D. carota (cenoura) com cascas de 1.
batatas (batata doce) na proporcdo de 1:3 respectivamente. Os meios de cultura com o disco de
micélio foram mantidos em incubador Shaker a 180 rpm (28 °C) pelos periodos de 7 e 14 dias para a
obtencdo do caldo de cultura flngica. Para determinacdo da enzima lacase foi utilizado: 0,3 mL
tampéo citrato fosfato (pH= 5,0), 0,1 mL solucdo etandlica siringaldazina, 0,1 mL &gua destilada e
0,5 mL do caldo fangico. Todos os reagentes foram, depositados em cubeta de vidro e levados para o
espectrofotdmetro para leitura por 3 minutos a absorbancia de 525nm. Em 7 e 14 dias de incubacéo, a
maior producdo da enzima lacase deu-se nos meios de cultura M1 (Pupunha) e M4 (Batata Doce),
tendo ambos igualado-se em absorbancia 3,00 nos dois periodos de incubacdo. O meio que se
apresentou menos eficiente foi o0 meio M2 (Pupunha+Macaxeira), em 7 e 14 dias de crescimento. Os
resultados mostraram uma diferenga significativa na producdo de lacase do fungo amazonico P.
sanguineus 04, nos diferentes meios testados, sendo que a melhor producéo de lacase deu-se no meio
M1 em 7 e 14 dias.

Palavras-chave: Biotecnologia, Fermentacdo, Meio de Cultura, Enzima



