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RESUMO 
 
 

 

As enzimas de natureza hidrolíticas como celulases, xilanases e glicosidases 
e/ou outros agentes não enzimáticos produzidos por fungos que degradam a madeira, 
apresentam um enorme potencial biotecnológico. Com o intuito de investigar o potencial 
hidrolítico de dois fungos amazônicos degradadores de madeira, Pycnoporus 
sanguineus (L.:F.) Murr e Panus crinitus (L. ex. Fr.) Singer, foi realizado o estudo sobre 
a influência do pH, temperatura e meio de cultura no crescimento desses fungos e 
determinada a atividade enzimática FPA, endo- ß-glucanase, ß-glicosidase e ß-
xilosidase, sob a condição estacionária  e sob agitação a 180 rpm. Os fungos 
estudados mostraram preferência por meio ácido (pH ótimo 5,0) e temperatura ótima na 
faixa de 30-35 °C. Para P. sanguineus essas condições ótimas foram obtidas em meio 
sabouraud acrescido de peptona, enquanto que para Panus crinitus foi extrato de malte. 
O parâmetro temperatura foi o que mais influenciou no crescimento fúngico.  A atividade 
enzimática de ambos os fungos foi maior sob a condição de agitação. Na condição 
estacionária e sem a presença de glicose no meio de cultura não foi detectada atividade 
FPA para ambos os fungos e somente para P. sanguineus  foi detectada atividade 

endo--glucanase . Nesta condição estacionária o acréscimo de glicose ao meio  

aumentou cerca de 38% a atividade endo--glucanase no P. sanguineus, mas não 
contribuiu para aumento dessa enzima no Panus crinitus.  Para ambos os fungos a 

atividade de -xilosidase em condição estacionária e meio de cultura com glicose não 
foi acompanhada pela atividade endo-glucanase. O estudo revelou que o fungo Panus 
crinitus apresenta uma maior atividade hemicelulolítica, evidenciado pela maior 

atividade -xilosidase , enquanto que o P. sanguineus  maior atividade celulolítica.  Faz-
se mister, portanto,  estudos posteriores para se  buscar novos meios de  cultura para  
a obtenção da máxima  atividade dessas enzimas  de natureza hidrolítica  visando 
viabilizar a purificação  para possíveis usos biotecnológicos.   
 
PALAVRAS CHAVE :  enzimas hidrolíticas,  xilosidase, glicosidase, FPA, fungos 
basidiomicetos 

 

 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ABSTRACT 
 
 
 

Enzymes of hydrolytic  nature such as cellulase, xylanase and glicosidase  and/or 
others agents non-enzymatic produced by wood decay fungi, show a huge 
biotechnological potential.  I order to investigate hydrolytic potential  of two amazonian 
wood decay fungi, Pycnoporus sanguineus (L.:F.) Murr and Panus crinitus (L. Ex. Fr.) 
Singer,  studies on influence of pH, temperature and medium at growth of fungi as well 

as determination of enzymatic activity  of FPA, -glucanase and -xylosidase on 
stationary and agitation conditions at 180 rpm were done. Fungi studied  shown 
preference by acid conditions (pH optimum 5,0) and temperature optimum between 30-
35° C. P. sanguineus  had these optimum conditions at sabouraud medium  
supplemented  with peptone  while P. crinitus  at malt extract medium. Temperature  had 
more influence  on fungal growth. Enzymatic activity were better at agitation conditions.  
At stationary condition with no glucose in the medium it wasn't detected FPA activity in  

both fungi  and  only to P. sanguinues  the endo--glucanse activity was detected.  At 

stationary growth the addition of glucose increase about 38%   endo--glucanase activity  
for P. sanguineus but it not contributed to increase this activity for P. crinitus.  For both 

fungi the -xylosidase activity  at stationary conditions and presence of glucose it wasn't  
followed by endo-glucanase activity.  P. crinitus  presents a greater hemicelulolytic 

activity  become evident  by greater -xylosidase activity while P. sanguineus showed 
great celulolitic activity. There is need  studies to find new medium to maximize 
hydrolytic enzyme activity  to  get viable purification  to possible biotechnological uses.  
 
KEY WORDS:  hydrolytic enzymes, xylosidase, glycosidase, FPA, basidiomycete fungi. 
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INTRODUÇÃO 

 

A biodiversidade amazônica se conta em termos sempre superlativos em 

números de plantas, peixes, aves, mamíferos, animais marinhos e insetos, sem contar 

os microorganismos que são milhões de espécies. Estima-se que apenas 1% desta 

mega- biodiversidade amazônica tenha sido estudada do ponto de vista químico ou 

farmacológico. Estudos químicos e farmacológico são a base para a pesquisa e 

desenvolvimento (P&D) de produtos farmacêuticos. (ALMEIDA, 2001).   

Muitos trabalhos científicos nas várias áreas do conhecimento (química, 

farmacologia, biologia, ecologia, cultivo e medicina), foram publicados nos últimos 10 

anos sobre a biodiversidade brasileira, principalmente a Amazônica, Notadamente 

produzidos pelos órgãos de pesquisas espalhados da região amazônica, como o Museu 

Paraense Emílio Goeldi, o Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia (INPA) e a 

EMBRAPA (ALMEIDA, 2001). 

O mercado mundial dos fitoterápicos é estimado hoje em U$22 bilhões sendo 

U$400 milhões no Brasil. Das plantas da Amazônia, também se produzem fitofármacos, 

substância medicamentosa extraída dos extratos de plantas (ex: o quinino extraído da 

quina). O mercado farmacêutico é dinâmico, e mundialmente lança produtos que 

vendem U$ 345 bilhões/ano. É um mercado extremamente importante mesmo no Brasil, 

onde chega a U$ 10 bilhões. (BARATA, 2000). 

 

http://www.comciencia.br/reportagens/amazonia/www.museu-goeldi.br
http://www.comciencia.br/reportagens/amazonia/www.museu-goeldi.br
http://www.comciencia.br/reportagens/amazonia/glossario.htm


Dentre as muitas espécies amazônicas que podem e devem gerar insumos para 

utilização industrial, encontram-se os fungos. Apesar do seu papel nos ecossistemas e 

suas aplicações na biotecnologia, o conhecimento sobre os fungos ainda permanece 

num nível incipiente, onde estima-se que somente cerca de 5% das espécies é 

conhecida, e que muito pouco é conhecido sobre a sua biologia.  

  

Hawksworth (1991), estimou a magnitude da diversidade fúngica nos 

ecossistemas mundiais em 1,5 milhões de espécies. Vários estudiosos do assunto 

ficaram céticos em relação a essa previsão, principalmente pela falta de dados sobre a 

extensão da descoberta de  novos fungos nos trópicos. Neste sentido, May (1991) 

ponderou que um novo sítio visitado poderia render cerca de 95% de novas espécies 

para a ciência. Vários outros pesquisadores  abordaram o problema sob diferentes 

aspectos (PASCOE, 1990; SMITH & WALLER, 1992; HAMMOND, 1992; HAMMOND, 

1995; ) concordando que a estimativa de Hawksworth era um tanto conservativa e que 

a diversidade de espécies fúngicas na realidade era maior do que o proposto. 

 

Dreyfuss & Chapela (1994), por exemplo, estimaram que cerca de 1,3 milhão de 

espécies fúngicas endofitas no trópico ainda estão para ser descobertas. Essa 

estimativa tem sido corroborada por outros autores tendo em vista o número de 

espécies endofíticas  que estão sendo determinadas  (ARNOLD et al., 2000; 2001) e 

que, portanto, somente os fungos endofiticos  sugerem que a estimativa  de 1,5 milhão 

subestima a biodiversidade fúngica.  Estima-se que mais de 140 diferentes espécies de 

microfungos podem ser encontrados em pequenas amostras de folhas decompostas  

num chão de uma floresta tropical.  

Dentre essa grande diversidade micológica, encontra-se o grupo dos fungos 

filamentosos. Alguns têm em comum a habilidade de produzir enzimas extracelulares 

que oxidam compostos fenólicos relacionados à lignina e são particularmente úteis na 

bioconversão da madeira, como por exemplo, no pré-tratamento biológico de cavacos 

de madeira na indústria de papel e celulose, o que permite a economia de energia no 

processo  mecânico e  termomecânico  de  produção de  pasta  celulósica   (CASTRO E  



SILVA, 2002d; BOOMINATHAN & REDDY, 1992). Outro aspecto importante dos fungos 

filamentosos é o seu potencial para a produção de antibióticos, tais como cefalosporina 

( Cephalosporium acremonium), griseofulvina (Penicillum griseofulvis) e penicilinas 

(Aspergillus nidulans, Cephalosporium acremonium e Penicillium chrysogenum), ácidos 

orgânicos ( produção de ácido cítrico por Aspergillus niger) e vitaminas (produção de 

riboflavina por Ashbya gossypii). (PUTZKE, 2002). 

Como biodegradadores naturais, os fungos encontram as substâncias 

necessárias para o seu desenvolvimento na natureza, principalmente como 

macromoléculas insolúveis, as quais precisam degradar primeiramente em unidades 

monoméricas solúveis antes de as incorporarem. Polissacarídeos, proteínas, ácidos 

nucléicos, lignina, lipídios e outros compostos de grande peso molecular, ou insolúveis, 

não podem ser incorporados diretamente, tendo que ser reduzidos. Para conseguir 

absorver nutrientes os fungos secretam enzimas especiais para o meio exterior, 

conseguindo reduzir o tamanho das moléculas e atingir a solubilidade.(PUTZKE, 2002 ; 

VAN DER HEIJDEN et al, 1998). 

 

Um dos grandes problemas de todos os tempos tem sido o ataque de fungos à 

madeira, problema que acompanha o homem desde a utilização dos primeiros artefatos 

fabricados com esse material, até a atualidade, com a utilização de produtos e 

subprodutos da madeira.  Estes organismos podem ser específicos a determinado tipo 

de madeira ou resíduo vegetal ou, mesmo, ser de amplo espectro, decompondo 

madeiras de várias espécies. A madeira é um tecido vegetal, em grande parte, morto, 

que recebe deposição de celulose e lignina em suas paredes, conferindo-lhe 

propriedades intrínsecas. A degradação da madeira consiste no rompimento desses 

componentes da parede celular através de um processo enzimático. Apesar de 

freqüentemente degradarem a madeira, os fungos apresentam grande versatilidade 

com relação aos substratos a serem degradados, podendo ser utilizados nas mais 

diversas áreas de biorremediação, desde que são capazes de degradar 

hidrocarbonetos aromáticos, compostos bifenílicos, produtos originados em indústria 

têxtil, papel e celulose. (PUTZKE, 2002; AUST,1990; BARR, 1994). 

 

 



Linhagens do fungo Chrysonilia sitophila, por exemplo, o qual exibe um alto teor 

de proteína e atividades celulolíticas e ligninolíticas, têm sido testadas  em estudos de 

produção de proteínas a partir de casca de arroz pré-tratadas e celulose pré-tratada 

fotoquimicamente (DURÁN et. al., 1987; DURÁN et al., 1988).   

 

Poucas espécies de fungos filamentosos decompõem celulose em sua forma 

nativa, altamente cristalina. Esses são os fungos ditos celulolíticos. Muitas espécies 

decompõem apenas produtos modificados a partir da celulose. A madeira tem 

proporções de celulose entre 40 e 60% , além de apresentar, também, hemicelulose (10 

– 30%) e lignina (10 – 30%), variando esses valores de acordo com a espécie 

considerada e com a idade do vegetal. As principais enzimas para celulose são endo-

1,4--glucanases, exo-1,4--glucanases e 1,4--glucosidases. As hemiceluloses exigem 

uma maior quantidade de enzimas em função de sua complexidade estrutural, sendo 

algumas delas, a endo-1,4E-RB-xilanase, 1,4--xilosidase, seus equivalentes em 

manana e em muitas acetil esterases. (PUTZKE, 2002; CASTRO E SILVA, 1996). 

 

Recentemente, uma nova fonte de -amilase foi identificada em Pycnoporus 

sanguineus (DE ALMEIDA; MIZUTA & GIGLIO, 1997 apud PANDEY et al., 2000). Este 

fungo possui um “pool” enzimático que de acordo com Castro e Silva et al, (1993), que 

estudaram uma cepa amazônica deste fungo, passa pela produção em meio “agar-

malte” de lignina-peroxidase, peroxidase, lacase- Mn-peroxidades, -glicosidase, 

celulase e xilanase.  

 

Conforme pudemos observar nas colocações anteriores o potencial enzimático 

de microrganismos, principalmente fúngico, é grande e de alcance mundial e a 

Amazônia poderá aumentar sua participação nesse mercado promissor.  Não resta 

dúvida que a nossa biodiversidade micológica é ainda um tanto desconhecida na sua 

totalidade, e também tem potencial para inserir a Amazônia no contexto mundial de 

produção de enzimas para diversas aplicações industriais. 

 

 



Portanto, a utilização industrial de enzimas produzidas por esses fungos 

vislumbra a quebra de paradigmas que levavam a olhá-los apenas como agentes 

maléficos, iniciando uma era de aproveitamento do nosso potencial micológico para 

abertura de pequenas empresas biotecnológicas visando a produção dessas enzimas.   

 

O estudo das enzimas também tem imensa importância prática. Em algumas 

doenças, especialmente nas desordens genéticas herdadas, pode ocorrer, nos tecidos, 

a deficiência, ou mesmo a ausência total, de uma ou mais enzimas. Condições 

anormais também podem causadas pelo excesso de atividade de certas enzimas no 

plasma sanguíneo, eritrócitos ou amostras de tecido são importantes no diagnóstico de 

várias doenças. (LEHNINGER, 1995; CARVALHO, 1997). 

 

O mercado mundial de enzimas movimenta milhões de dólares anualmente, e a 

participação do Brasil é ínfima.  A Amazônia, apesar de sua biodiversidade fúngica, não 

apresenta nenhuma participação nesse mercado em função dos poucos estudos até 

então desenvolvidos, que forneçam subsídios para o conhecimento desse potencial, 

atualmente, à medida que olhamos o ambiente como um todo, temos a necessidade de 

compreender detalhe do funcionamento do “bio” componente, o que por sua vez, tem 

possibilitado o desenvolvimento de novas atividades  industriais, referidas como 

biotecnologias ambientais ( VANDEVIVERE & VERSTRAETE, 2001).  Uma das 

principais aplicações industriais é na produção do álcool etílico (fermentação) e também 

na fabricação de produtos como o pão, queijos, cerveja, vinho, etc. (CARVALHO, 1997; 

PUTZKE, 2002). 

 

Portanto, o presente trabalho objetiva estudar a atividade de enzimas hidrolíticas 

de dois fungos amazônicos deterioradores de madeira, O Pycnoporus sanguineus e o 

Panus crinitus e os resultados oriundos deste trabalho se revestem de grande 

importância para o estado incipiente da biotecnologia no Estado do Amazonas, uma vez 

que se volta a aplicação industrial de fungos que notadamente são reconhecidos  

apenas como deterioradores de madeira, com pouco conhecimento sobre o seu grande 

potencial biotecnológico. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
1. OBJETIVOS 

 
 

 
 

1. GERAL 
 

Estudar a atividade enzimática hidrolítica dos fungos Pycnoporus sanguineus 

(L.F.) Murr  e Panus crinitus (L. ex. Fr.) Singer. 

 
 
 

2. ESPECÍFICOS 
 

 Determinar a produção das enzimas Cellobiohydrolase, Endo-1,4--D-

Glucanase, -Xilosidase e -Glicosidase dos fungos testados. 

 

 Verificar a influência da glicose como fonte de carbono na atividade 

enzimática dos fungos. 

 

 Verificar a influência das condições de crescimento (agitação e estacionária) 

na atividade enzimática dos fungos. 

 

 Estudar os parâmetros que otimizam as condições de crescimento dos fungos 

testados. 

 

 
 

 

 



 

 

 

 

 

 

2  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Enzimas 

 

Segundo Lehninger ( 1995), a catálise enzimática das reações é essencial para 

os sistemas vivos. Sob condições biológicas relevantes, as reações não catalisadas 

tendem a ser lentas.  

 

A maioria das moléculas biológicas é muito estável no ambiente aquoso de pH 

neutro e temperatura moderada encontrado no interior das células. As reações 

necessárias para digerir os alimentos, enviar sinais através dos nervos, ou contrair um 

músculo simplesmente não ocorrem em velocidade útil sem catálise. Uma enzima 

contorna estes problemas fornecendo um ambiente específico dentro do qual uma 

reação dada é energicamente mais favorável e através de seqüências organizadas, 

catalisam as centenas de reações graduais e sucessivas que ocorrem nas vias 

metabólicas, através das quais as moléculas nutrientes são degradadas, a energia 

química conservada é transformada e as macromoléculas biológicas sintetizadas a 

partir de precursores simples. (LAGUNA, 1969; RODWEL. et alli, 1985; LEHNINGER, 

1995).  

 

 

A característica distintiva de uma reação catalisada enzimaticamente é que ela 

ocorre no interior dos limites de uma cavidade, ou fenda, na estrutura molecular da 

enzima chamada sítio ativo. A molécula que se liga ao sítio ativo e que sofre a ação da 

enzima é chamada de substrato. O complexo enzima-substrato tem papel central na 

reação enzimática, ele é o ponto de partida para os tratamentos matemáticos que 



definem o comportamento cinético das reações catalisadas enzimaticamente e para as 

descrições teóricas dos mecanismos enzimáticos. (LAGUNA, 1969; LEHNINGER, 

1995). 

 

As enzimas, enquanto catalisadores, providenciam percursos reacionais 

alternativos, de menor carga de ativação, que incluem a formação de espécies 

intermediárias de relativa estabilidade, distintas dos estados de transição.  De modo 

geral, o mecanismo da catálise enzimática, na sua expressão mais simples, 

compreende a formação de um complexo enzima-substrato, ES, altamente específico. 

A especificidade enzimática levou Fisher, (1894) a enunciar o princípio segundo o qual 

a enzima está para o substrato, como a chave está para a fechadura.  

 

 

Onde E representa a enzima, S, o substrato e P o produto da reação. 

 

Segundo este princípio, as moléculas do substrato fixam-se em locais 

específicos do componente protéico da enzima, os centros ativos, os quais 

compreendem regiões responsáveis pela ligação ao substrato, sítio de fixação, e 

regiões que catalisam a reação. Somente um pequeno número de aminoácidos 

constitui o centro ativo. 

 

No modelo "chave e fechadura" de Fisher, a molécula enzimática seria estática. 

Comprovou-se, posteriormente, que a função enzimática tira proveito, na maioria dos 

casos, das propriedades de flexibilidade da estrutura protéica. Tal comprovação levou 

Koshland (em 1958) a propor um modelo de "encaixe por indução",  onde a ligação do 

substrato induz uma mudança conformacional na enzima que resulta em um encaixe 

dos aminoácidos no sítio ativo de forma complementar para interagir com os grupos 

funcionais do substrato (LAGUNA, 1969).  

 

 

Outro modelo desenvolvido com o objetivo de entender o processo de catálise 

enzimática foi a teoria dos três pontos sugerida por Ogston, que é amplamente usada 

S + E            ES            E + P 



para explicar a enantiosseletividade das enzimas. Para obter um alto grau de 

enantiosseletividade, um substrato deveria ser firmemente no espaço de 3 dimensões.  

Entretanto, eles deveriam ter pelo menos três pontos diferentes de ataque do substrato 

no sítio ativo (LAGUNA, 1969; RODWEL. et alli, 1985; FABER, 1995; LEHNINGER, 

1995).  

 

As enzimas foram então classificadas de acordo com o tipo de reação catalisada. 

(Tabela 01). A maioria das enzimas catalisa a transferência de elétrons, átomos ou 

grupos funcionais. Assim, elas são classificadas, recebem nomes e números de código 

de acordo com a reação de transferência, o grupo doador e o grupo receptor. 

(LEHNINGER, 1995). 

 

 

 

 

TABELA  01 – CLASSIFICAÇÃO INTERNACIONAL DAS ENZIMAS 

Nº. Classe Tipo de reação catalisada 

1 Oxidorredutases Transferência de elétrons (íons hidretos ou 

átomos H). 

2 Transferases Reações de transferência de grupos 

3 Hidrolases Reações de hidrólise 

4 Liases Adição de grupos em ligações duplas ou 

formação de ligações duplas pela remoção 

de grupos 

5 Isomerases Transferência de grupos dentro da mesma 

molécula para formar isômeros 

6 Ligases Formação de ligações C-C, C-S, C-O e C-

N pelo acoplamento da clivagem do ATP 

com as reações de condensação. 

 

 



2.1.1-  A Atividade Enzimática e o pH 

 

As enzimas têm um pH ótimo ou uma região de pH ótimo no qual sua atividade é 

máxima; em valores de pH maiores ou menores sua atividade diminui. Tal fato ocorre 

porque as cadeias laterais de alguns aminoácidos agem como ácidos ou bases fracos e 

realizam funções críticas no sítio ativo da enzima. Embora a mudança no estado de 

ionização dos grupos no sítio ativo seja uma das razões para a variação na atividade, 

ela não é a única. O grupo que está sendo titulado pode, por sua vez, afetar alguns 

aspectos críticos da estrutura protéica, através da remoção de um próton de um resíduo 

de histidina fora do sítio ativo, assim como pode eliminar uma interação iônica essencial 

para a estabilidade da conformação ativa da enzima. Menos comum são os casos nos 

quais os grupos que são titulados estão no substrato. A região de pH na qual ocorre a 

mudança de atividade pode fornecer uma pista para sabermos qual aminoácido está 

envolvido. Uma mudança na atividade enzimática que ocorre em pH próximo de 7, por 

exemplo, em geral reflete a titulação de um resíduo de histidina. Lehninger (1995) e Kirk 

(1987), ressaltam, entretanto, que os efeitos do pH precisam ser interpretados com um 

pouco de cautela.  

 

     As enzimas caracterizam-se por apresentarem em suas estruturas uma 

proteína (substância orgânica que contém nitrogênio em sua molécula) e que por 

decomposição hidrolítica ou adição de água, produz em aminoácidos. A intensidade da 

ação enzimática duplica ou triplica a cada 10°C e o ponto ótimo da ação, ou seja, sua 

velocidade, depende do pH do meio (LAGUNA, 1969; KIRK,1987; CASTRO E SILVA, 

2000). 

 

 

2.1.2 O Valor Comercial das Enzimas 

 

 

     Nos últimos sete anos novas companhias têm surgido com novas tecnologias 

para isolamento e produção de enzimas.  Aproximadamente 75% das enzimas 

industriais são usadas para hidrólise e despolimerização de substâncias naturais 



complexas com a protease dominando o mercado devido seu uso nas indústrias de 

detergente e laticínios (LOWE,2001; GATTI, 1997). A maior aplicação ocorrendo na 

categoria alimentos (Tabela 02). 

 

TABELA 02 - DISTRIBUIÇÃO DO VOLUME DE ENZIMAS POR ÁREA INDUSTRIAL. 

ÁREA INDUSTRIAL DISTRIBUIÇÃO 

Coalho 25% 

Detergentes 34% 

Têxtil 11% 

Couro 3% 

Polpa/papel 1% 

Outras 6% 

             Fonte: (GODFREY E WEST, 1996). 

 

     As aplicações na área de alimentos incluem conversões de amido em glucose 

e frutose, queijo, vinho, cerveja, pão, aromatizantes, sucos de frutas e alimentação 

animal (Tabela 03).  

 

TABELA 03 - DISTRIBUIÇÃO DOS TIPOS DE ENZIMAS ALIMENTÍCIAS. 

ENZIMAS DISTRIBUIÇÃO 

Glucoamilase 20% 

Alfa-amilase 16% 

Glucose isomerase 15% 

Papaína 3% 

Tripsina 3% 

Outras proteases 2% 

Fitase 2% 

Pectinase 2% 

Outras 12% 

            Valor total = US$ 1,5 bilhão 

            Fonte: (GODFREY E WEST, 1996). 

 



A produção de enzimas sofreu grande expansão desde os anos 60 devido ao 

desenvolvimento da tecnologia de fermentação e mais recentemente pela introdução da 

engenharia genética. Microrganismos recombinantes estão agora se tornando a 

principal fonte para uma ampla variedade de tipos de enzimas. Não resta dúvida que a 

tendência no futuro é aumentar, principalmente, pela facilidade da manipulação 

genética e a descoberta de uma variedade de enzimas disponíveis de microrganismos 

encontrados em ambientes adversos. Muitas enzimas animais têm sido encontradas e 

desenvolvidas para substituir muitas outras enzimas existentes de origem animal e 

vegetal (CARVALHO, 1997). No que diz respeito às enzimas animais, ainda nos dias 

atuais, tecidos e órgãos de animais são excelentes fontes de lipases, esterases e 

proteases, as mais notáveis sendo pepsina, tripsina e quimosina. Ovos de galinha 

continuam sendo uma boa fonte para lisolenzima. Plantas cultivadas servem como 

fontes de proteases, como por exemplo a papaína  do mamão, a bromelina do abacaxi 

e a ficina do Ficus. A Tabela 04 mostra outras fontes vegetais produtoras de enzimas 

com aplicação na indústria e pesquisa. (RODWEL, et alli 1985; TANAKA et al., 1993).  

 

TABELA 04 - FONTES VEGETAIS PARA PRODUÇÃO DE ENZIMAS. 

Fonte Enzima Aplicação 

Canavalia 
ensiformes 

Urease Diagnóstico 

Carica papaya Papaína Panificação, alimentos, tanino, 

amolecimento de carne, 

escurecimento de cerveja 

Ficus carica Ficina Amolecimento de carne  

Ananas comosus Bromelina Panificação (redução/glúten) 

Armoracia rusticana Peroxidase Diagnostico 

Amygdalus communis -glucosidase Pesquisa 

Triticum aestivum Esterase Hidrólise e síntese do éster 

Hordeum vulgare -amilase Panificação,  xarope/maltose 

Glycine max -amilase Panificação, xarope/maltose 

Fonte:  TANAKA et  al., (1993). 

 



Por outro lado, microrganismos são as fontes mais convenientes de enzimas. O 

número e a diversidade de enzimas é proporcional ao número e diversidade de 

microrganismos (LOWE, 1992).  Microrganismos têm sido coletados de ambientes 

extremamente hostis como ártico, fontes termais, floresta tropical e desertos. O 

espectro de atividades enzimáticas é grande. Técnicas de engenharia genética tem 

contribuído com a indústria de enzimas aumentando a produtividade de fermentação 

enzimática. Mesmo as propriedades dessas enzimas podem ser alteradas e 

melhoradas pela engenharia da proteína (ARCHER et al., 2001). 

Inúmeras linhagens de Aspergillus  são produtoras de vários tipo de enzimas. 

Aspergillus niger, por exemplo, é conhecida por produzir cerca de 40 diferentes 

enzimas comerciais. Na Tabela 05 são mostradas as mais comuns dessas enzimas. 

 

TABELA 05 - TIPOS DE ENZIMAS PRODUZIDAS POR Aspergillus niger 

                                  ENZIMAS 

Lipase Pectina estrase 

Amiglucosidase Celulase 

Pentonase Catalase 

Protease - galactosidase 

-amilase Inuliase 

Fosfolipase -glucanase 

Glucoxidase Galactomanase 

Pectinase Arabinase 

        Fonte:  TANAKA et al., (1993). 

 

  Enzimas similares podem ser produzidas por diferentes microrganismos.  Na 

Tabela 06, por exemplo, são mostradas oito diferentes fontes para glucose isomerase e 

nove para -amilase.  

 

 

 



TABELA 06 - FONTES ENZIMÁTICAS PARA GLUCOSE ISOMERASE E -AMILASE.  

- amilase Glucose isomerase 

Cereal maltado 
Actinoplanes missouriensis 

Pancreas de animal Bacillus coagulans 

Aspergillus oryzae 
Mycobacterium arborescens 

Aspergillus niger 
Streptomyces murins 

Bacillus amyloliquefaciens Streptomyces olivochromogens 

Bacillus licheniformis Streptomyces phoenics 

Bacillus stearothermophilus Streptomyces olivaceous 

Bacillus subtilis Endomyces spp 

Rhizopus oryzea  

      Fonte : GODFREY E WEST, (1996) 

 

 Vários tipos de enzimas hemicelulases, por exemplo,  em conjunto com 

pectinases e celulases podem ser utilizadas na indústria alimentícia para clarificação de 

sucos e vinhos (LINKO et al., 1989; WONG & SADDLER, 1993; GATTI, 1997). 

     

Com o desenvolvimento da biotecnologia  o espectro de uso da amilase tem se 

expandido para  o campo clínico, medicinal e da química analítica (PANDEY et al., 

2000). A estrutura molecular das amilases produzidas por fungos é uma glicoproteina 

contendo resíduos de manose.  São menos estáveis ao calor do que as amilases 

bacterianas e são inativadas antes que a temperatura de gelatinização do amido seja 

alcançada, geralmente em torno de 68-70 °C (UHLIG, 1998; CARVALHO, 1997).  

A -amilase (-1,4-glico-maltohidrolase, EC 3.2.1.2) é geralmente de origem 

vegetal, mas existem alguns microrganismos que podem produzi-la. -Amilase (endo 

1,4--D- glico-glicohidrolase, E.C. 3.2.1.1), por outro lado, pode ser derivada de várias 

bactérias, leveduras e fungos. As -amilases termostáveis são, geralmente as 

preferidas uma vez que sua aplicação minimiza o risco de contaminação e reduzem o 

tempo de reação, proporcionando uma considerável economia de energia. A hidrólise 

em alta temperatura minimiza a polimerização da D-glucose em iso-maltose (PANDEY 



et al., 2000).   A produção da enzima endo -1,4 xilanase  também tem um papel 

importante nas indústrias de papel e celulose, uma vez que o seu uso reduz a utilização 

de substancias organocloradas na etapa de biobranqueamento das polpas kraft.  A 

ruptura de ligações de hemicelulose  faz com que a polpa apresente uma estrutura mais 

flexível, facilitando a remoção da lignina e contribuindo, por conseguinte, com a redução 

do consumo de cloro nos vários estágios de branqueamento ( VIIKARI et al.,  1990; 

CARVALHO, 1997). 

    

 Em síntese, as enzimas podem ser úteis na nutrição animal para se preservar  

forragem, para hidrolizar substâncias anti-nutritivas  e como aditivo alimentício – para 

suportar o processo digestivo- da mesma maneira que ajuda o processo digestivo em 

humanos. 

 

 

2.1.3 - Enzimas Celulolíticas 

 

 

Eriksson & Hamp (1978) apud Castro e Silva (1996), utilizando o fungo 

Phanerochete chrysosporium mostram que o sistema enzimático responsável pela 

degradação hidrolítica da celulose é uma combinação das enzimas endo e exo--1,4-

glucanase com a participação de enzimas oxidativas. Apenas alguns fungos são 

conhecidos como celulolíticos verdadeiros, isto é, que possuem a capacidade de 

degradar a celulose natural. Algodão, Avicel e papel de filtro (Whatman nº1) são citados 

na literatura tanto como substrato para as exoglicanases como para medir a atividade 

do complexo celulolítico total. As exo--1,4-glucanases são também conhecidas como 

avicelases, celulases C1 ou exocelulases. Essas enzimas atuam  sobre a celulose 

cristalina solubilizando-a (celulose suscetível) através da remoção de unidades 

celobioses da cadeia, mecanismo este conhecido como exo-eliminação (OLIVEIRA, et 

al 2003; MANDELS, 1975; ROBSON & CHAMBLISS, 1989). 

 

Recentemente, Reis et. al. (2001) demonstraram que algumas enzimas, entre 

elas a celulases, reúnem propriedades que indicam seu potencial de uso na 



alimentação animal.  Eles avaliaram as propriedades bioquímicas de quatro celulases 

recombinantes provenientes das bactérias Clostridium thermocellum e Cellvibrio mixtus  

com vistas a sua futura utilização em processos biotecnológicos e concluíram que 

apresentam perfil de atividade que indicam seu potencial de uso na suplementação de 

dietas para frangos.  

 

As enzimas celulolíticas, responsáveis pela hidrólise da celulose, constituem o 

segundo grande grupo de carboidrases exploradas comercialmente. Celulose é a 

substância orgânica renovável mais abundante na natureza. É um polímero natural 

composto de unidades de -D-glicose, biossintetizado principalmente pelas células 

vegetais para constituição da parede celular.(ESPOSITO & AZEVEDO, 2004). 

 

Dentre várias aplicações de celulases, pode ser destacada sua utilização na 

indústria de detergentes e na têxtil como agente de peeling da superfície das fibras de 

tecidos; na indústria de polpa de celulose e de papel, para melhorar as propriedades 

mecânicas das fibras ou ainda para facilitar o processo de reciclagem; em processos de 

hidrólise de biomassa para produção de reagentes químicos combustíveis e em 

silagem, entre outros. (LYND et al, 1999; RAMOS et al, 1999). 

 

As celulases fúngicas têm sido as mais estudadas e exploradas industrialmente 

e, apesar de grande parte dos trabalhos estar voltada para a obtenção de enzimas de 

Trichoderma reesi , muitas outras espécies têm apresentado um bom potencial para 

produção de enzimas celulolíticas. (ESPÓSITO & AZEVEDO, 2004). Dentre os 

organismos vivos, os fungos são particularmente ativos como decompositores da 

celulose e podem ser responsáveis por cerca de 80% da quebra de celulose (WOOD, 

1985; GATTI, 1997;). 

 

 

 

 

 

 



2.1.4 - Mecanismo  de degradação da Celulose 

 

Os fungos tomam parte ativa na decomposição da celulose, hemicelulose, 

amido, assim como substâncias resistentes como as gomas vegetais, parafinas e 

lignina são atacadas por estes microrganismos. (SILVEIRA, 1981; ESPÓSITO & 

AZEVEDO, 2004). 

 

A celulose pode ser hidrolisada com ácidos a seus monossacarídeos, porém este 

processo produz materiais tóxicos, com associados problemas de desperdício. Ao 

contrário, a degradação microbiana de celulose é completa e específica, embora cara. 

Entretanto, o potencial para converter resíduos celulósicos em substratos industriais 

tem estimulado interesse em fermentações celulolíticas (WEIGEL, 1982; OLIVEIRA, et 

al, 2003). 

 

De acordo com Thiemann e colaboradores (1980), a hidrólise da celulose por 

celulases, sendo específica, só resulta na produção final de glicose. Por se tratar de 

proteínas, as celulases não conseguem penetrar com facilidade a barreira da lignina. 

Então o problema básico da hidrólise enzimática de materiais celulósicos é o difícil 

acesso das enzimas às fibras de celulose. 

 

A completa degradação enzimática da celulose depende da ação conjunta de 

várias enzimas. Esse complexo celulolítico é, geralmente, formado pelas seguintes 

hidrolases: (ESPÓSITO & AZEVEDO, 2004). 

 

 Endo-1,4--D-glicana glicanahidrolase (EC 3.2.1.4), endoglicanase 

ou carboximetil celulase. Responsável pela endoidrólise randômica das ligações 

glicosídicas -1,4 da celulose. 

 Glicana-1,4--glicohidrolase (EC 3.2.1.74) ou exo--glicosidase. 

Responsável pela remoção sucessiva de unidades de D-glicose em 1,4--D 

glicanas. 



 -D-glicosídeo glicohidrolase (EC 3.2.1.21) ou -glicosidase. 

Responsável pela hidrólise de resíduos terminais de -D-glicose em 

oligossacarídeos. 

 4--celobiohidrolase (EC 3.2.1.91) ou exo-glicanase. Responsável 

pela hidrólise de ligações glicosídicas -1,4 da celulose e de celutetraoses com 

liberação de celobiose. 

 

 

  2.2 – Material Lignocelulósico: Estrutura e Biodegradação 

 

A madeira caracteriza-se por seu alto teor de material lignocelulósico e por seu 

baixo teor de nitrogênio. Apesar desses fatores terem um efeito negativo tanto no 

crescimento como na atividade de degradação dos microrganismos existe um grande 

número destes que são capazes de decompor a madeira sob condições externas 

favoráveis devido ao complexo enzimático capaz de degradar os compostos químicos 

presentes nas células, tais como a celulose, lignina e hemicelulose.(LEPAGE, 1986). 

 

 

2.2.1 Parede Celular 

 

 

A parede celular de uma célula vegetal é formada por camadas individuais 

dispostas segundo um arranjo concêntrico. A estrutura típica de uma parede celular 

consiste de uma parede primária e uma parede secundária, apresentando uma camada 

de ligação entre as células chamada de lamela média. A lamela média é 

freqüentemente comparada com o cimento que liga tijolos de uma estrutura. É 

altamente lignificada, apresentando substâncias pécticas, principalmente no estágio 

inicial de formação. Sua espessura, com exceção dos cantos da célula é de 0,2 – 1,0 

μm (SARKANEN, 1971; LEPAGE, 1986; CASTRO E SILVA, 1996).  

 

A parede primária é uma camada fina, mais exterior, a qual é formada durante o 

desenvolvimento inicial da célula, com espessura estimada em 0,1  μm e constituída de  



9% celulose incrustada numa matriz plástica-amorfa de hemicelulose, pectina e lignina, 

e cerca de 70% ou mais de água (PRESTON, 1974). Apresenta uma disposição 

simples, contrariamente à parede secundária que possui 3 camadas mais ou menos 

distintas: camadas S1 ,  S2   e S3 ( Figura 01). A camada S1  é relativamente fina, cerca 

de 0,1 – 0,.3 μm. A camada S2  é a mais espessa, com cerca de 2-5 μm  e a camada S3   

é a mais exterior, tem 0,1 μm de espessura.  (PANSHIN & DE ZEEUW, 1980; CASTRO 

E SILVA, 1996). 

 

O arranjo das microfibrilas celulósicas que compõem a parede celular varia nas 

diferentes camadas. Na camada S1  varia de 50 – 70º em relação ao eixo longitudinal da 

célula; na camada S2  o ângulo que as microfibrilas celulósicas fazem com o eixo da 

célula é menor variando de 10 – 30º e tem uma relação inversa com o comprimento da 

fibra; na camada S3  varia de 50 – 90º (PANSHIN & DE ZEEUW, 1980; CASTRO E 

SILVA, 2002c). 

 

   

Figura 01 – Esquema tridimensional de uma parede celular mostrando a 

parede primária e as camadas que compõem a parede secundária 

(Adaptado de COTE, 1967). 
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2.2.2 Componentes Químicos da Madeira 

 

2.2.2.1  Celulose 

De forma simplificada pode-se dizer que a celulose forma um esqueleto imerso 

numa matriz de hemicelulose e lignina que é o material aglutinante. O comprimento 

mínimo de uma molécula de celulose nativa é de 5.000 nm, correspondente a uma 

cadeia com cerca de 10.000 unidades glicosídicas. As hemiceluloses são consideradas 

amorfas, embora sejam aparentemente orientadas na mesma direção das microfibrilas 

de celulose (LEPAGE, 1986).  

Em 1970, Wenzel apud Payen (1838), reconheceu a celulose como sendo o 

principal componente químico da parede celular, sendo um polímero linear ( parte 

amorfa e parte cristalina) com uma fórmula mínima de C6 H10 O5   e massa molecular 

162.  É um polímero homogêneo, não ramificado, cuja cadeia polimérica é constituída 

de centenas de unidades monossacarídicas, de apenas um tipo, D-glicose, ligadas 

covalentemente por ligações - 1,4 glicosídicas (Figura 02). É uma substância 

microfibrilar, composta por moléculas de - 1,4 – glucano, apresentando um complexo 

enzimático de celulase que constitui um dos mais importantes grupos de exoenzimas 

fúngicas. Este complexo é composto por celobiohidrolases que agem sobre a região 

cristalina e sobre a amorfa, e por endoglucanases, que agem somente sobre a região 

amorfa. As regiões cristalinas são muito menores do que as moléculas de celulose 

significando que uma molécula individual de celulose está incluída em 10 ou mais 

regiões desse tipo. Cerca as 60 – 70% da celulose na parede secundária está na forma 

cristalina. Entre as características das celulases podem ser citadas três que 

correspondem às características gerais das exoenzimas fúngicas: têm formas múltiplas, 

são glicoproteínas e são muito resistentes à desnaturação. O resultado final é a 

complexa digestão da celulose, formando glicoses. (PUTZKE,2002; FERRER, et  al 

1991; D’ALMEIDA, 1982; KOLLMAN & COTE, 1968). 

 

 



 

 

 

 

Figura 02 – Fórmula estereoquímica de um fragmento de celulose 

(FENGEL,1984). 

 

Na natureza a celulose não é encontrada na sua forma pura, ou seja, está 

sempre associada com hemicelulose, lignina e polissacarídeos, como pectina e amido 

(ILMÉN et al., 1997; FENGEL,1984). É o recurso natural renovável mais abundante, 

disponível ao homem. Cerca de 40% de toda biomassa (matéria orgânica) está 

associada nas plantas superiores, o que significa uma produção anual média de 

resíduos celulósicos de 4x1010 toneladas (ROBSON & CHAMBLISS, 1989).  

 

2.2.2.2 Hemicelulose 

 

A hemicelulose contém em sua arquitetura molecular diferentes polissacarídeos 

e vários tipos de resíduos de açúcares como o D-xilose, D-glucose, D-galactose, D-

manose, L-arabinose e o ácido 4-0-metil-D-glucorônico, associados com a celulose e a 

lignina em tecidos vegetais. (TIMELL, 1964; WHISTLER & RICHARDS, 1970; 

PETTERSEN, 1984; SIAU, 1984). 

 

A glicouranoxilana é o componente hemicelulósico majoritário das folhosas, que 

freqüentemente são, também denominadas xilanas e cujo teor, dependendo da espécie 

considerada, varia de 15 – 30% de sua massa seca. Por não possuir regiões cristalinas, 

as hemiceluloses são atingidas mais facilmente pelos produtos químicos. Entretanto, 

devido à perda de alguns constituintes da cadeia, as hemiceluloses podem sofrer 

cristalização induzida pela formação de pontes de hidrogênio, a partir de hidroxilas de  



cadeias adjacentes, dificultando, desta forma, a atuação de um produto químico com o 

qual esteja em contato. Muitas enzimas diferentes são requeridas para degradar 

hemicelulose, enumerando-se a arabinosidase, galactanase, glucuronidase, acetil-

esterase e xilanase. (PUTZKE, 2002; SIAU, 1984; SJÖSTROM, 1981). 

 

 

2.2.2.3 Lignina 

 

É um dos mais abundantes produtos naturais do tecido xilemático, 

representando cerca de 20 – 30% do total da madeira, sendo um polímero polifenólico 

tridimensional composto de unidades de fenilpropano. A lignina também é amorfa, além 

de ser isotrópica. A estrutura pode ser decomposta de várias maneiras por diferentes 

organismos, sua baixa higroscopicidade e sua presença na parede celular influenciam 

no comportamento da madeira. (SARKANEN & LUDWING, 1971 apud CASTRO E 

SILVA, 1996; KIRK & CHANG, 1981). É uma substância cuja molécula é extremamente 

complexa, polimérica, heterogênea, formada a partir de três tipos diferentes de 

unidades monoméricas, derivadas de 4-hidroxiarilpropenil álcoois, sendo eles; álcool 

trans-para-cumário, álcool trans-sinapílico e álcool trans-coniferílico (figura 03). Na 

molécula de lignina, tais unidades são distribuídas ao acaso e ligadas covalentemente 

por pelo menos dez tipos de ligações químicas diferentes. Os grupamentos funcionais 

que, portanto, definem as características estruturais e químicos  de lignina são os 

grupos hidroxílicos de álcoois primários e secundários, hidroxílicos de fenóis, 

esterificados e livres, grupos carbonílicos de diferentes tipos, metoxilas ligadas à anéis 

aromáticos e insaturações. ( ADLER, 1977; D’ALMEIDA, 1982; FENGEL, 1989; 

HIGUCHI, 1990). 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 03 – Estrutura da lignina  de uma folhosa proposta por Nimz (1974). 

 

 

 



Os fungos ligninolíticos são conhecidos como degradadores de lignina em CO2 , 

apesar  de algumas bactérias conseguirem cifras de até 20% de degradação. O  

processo de degradação da lignina pelos fungos  ocorre como um ataque oxidativo e 

não hidrolítico, sem liberação de unidades monoméricas no meio e sem representar 

uma fonte primária de carbono e de energia para o crescimento do fungo, apesar de ela 

ser potencialmente capaz de prover energia para o crescimento. A degradação da 

lignina é realizada para facilitar o acesso do fungo aos demais polissacarídeos 

existentes na madeira e encobertos pala molécula de lignina. Fungos ligninolíticos não 

conseguem crescer em meio contendo somente lignina como fonte de carbono, e a 

adição de lignina a algumas culturas, com fonte de carbono limitada, não representou 

um ganho em peso seco, de acordo com Kirk et al (1975), em algumas espécies 

testadas. A degradação da lignina é um processo lento, e o conhecimento dessa 

esbarra na dificuldade de obter-se a substância pura. Os especialistas em 

decomposição da madeira têm distinguido três tipos principais de formas de 

degradação, nomeando-as de podridão branca, podridão marrom e podridão mole 

(ERICKSON, 1985; DURAN et al., 1990; WAINWRIGHT, 1990; CASTRO E SILVA, 

2001). 

 

Os fungos degradam a lignina através de um processo denominado 

“cometabolismo da lignina”, visto que necessitam de uma fonte primária de energia para 

que isso ocorra. Muitas são as exoenzimas envolvidas no processo, incluindo a lignina-

peroxidase, peroxidase manganês-dependente (ligninase) e lacase; para as duas 

primeiras existem, pelo menos, 10 isoenzimas. A ação conjunta de todas essas 

enzimas garante a despolimerização exocelular da lignina, tendo sido descrita para 

Phanerochaete chrysosporium por Kirk & Farrel (1987) e por Buswell (1991). 

 

 

 

 

 

 

 



2.3 – Fungos Deterioradores de Madeira 

 

         A madeira é degradada biologicamente porque os organismos reconhecem os 

polímeros naturais da parede celular como fonte de nutrição, e alguns destes possuem 

sistemas enzimáticos específicos capazes de metabolizá-los em unidades digeríveis 

(BLANCHETTE, 1980; OLIVEIRA et al, 1986; CASTRO E SILVA, 1996). 

 

Entre os organismos vivos, os que apresentam um grande potencial enzimático 

são os fungos. Dentre estes, temos os fungos Pycnoporus sanguineus e Trametes sp. 

que causam grandes perdas de material estrutural devido seu ataque aos componentes 

químicos da madeira (KIRK & CHANG, 1981; CASTRO E SILVA, 1993; CASTRO E 

SILVA & AGUIAR, 2001b; OLIVEIRA et al., 1986). 

 

Os fungos estão amplamente distribuídos na natureza, podendo ser encontrados 

na água, no ar atmosférico, no solo, sobre os animais e vegetais vivos parasitando-os, 

na matéria orgânica em decomposição, nos produtos alimentícios e produtos industriais. 

Eles necessitam, para se alimentarem, de substâncias orgânicas (hidratos de carbono) 

as quais são incapazes de elaborar, devido à falta de clorofila, pois, esta substância é 

que torna possível à planta assimilar o anidrido carbônico do ar atmosférico, o qual 

facilita a síntese dos hidratos de carbono. Eles não têm celulose na sua parede celular, 

exceto alguns aquáticos e não armazenam amido como substância de reserva. A 

presença de substâncias quitinosas na parede da maior parte das espécies fúngicas e a 

sua capacidade de depositar glicogênio os assemelham às células animais 

(ERIKSSON, 1985; TRABULSI, 1998 ; SILVEIRA, 1981). 

 

Todos os fungos conhecidos, com poucas exceções, têm origem dos esporos, 

corpúsculos que podem ser comparados às sementes das plantas superiores. Os 

esporos germinam dando origem a filamentos finos chamados tubos germinativos, que 

ao ramificarem formam uma massa filamentosa conhecida como micélio, que constitui o 

corpo vegetativo dos fungos. Os filamentos simples ou ramificados que formam o 



micélio denominam-se hifas, que podem ser septadas ou contínuas. (SILVEIRA 1981; 

GATTI, 1997; TRABULSI, 1998). 

 

Basicamente os fungos são classificados com base na forma do corpo frutífero e 

nas estruturas sob as quais os esporos são formados (estágio sexual). Os fungos 

deterioradores da madeira estão classificados na classe dos Basidiomicetos, 

principalmente nas ordens Polyporales e Agaricales (SILVEIRA, 1981; PUTZKE, 2002) 

 

Para a degradação dos componentes da parede celular esses fungos 

degradadores de madeira utilizam-se de enzimas que podem apresentar potencial para 

uso industrial. Cada componente químico pode ser metabolizado por diferentes 

enzimas, daí que, podemos classificar a podridão da madeira em função do tipo de 

componente químico que é atacado (CASTRO E SILVA, 1996). 

       

  

2.3.1 – Tipos de Podridão Causadas por Fungos 

 

Os tipos de fungos que deterioram a madeira e/ou tipo de podridão podem ser 

divididos em três classes baseado no tipo de deterioração que eles  causam: podridão 

branca, podridão parda e podridão mole (CASTRO e SILVA & AGUIAR, 2001b; 

WILCOX,1968). 

 

Podridão Branca: Os fungos classificados neste grupo degradam tanto a lignina 

como os polissacarídeos. Alguns no estágio inicial da deterioração quebram 

enzimaticamente as estruturas da lignina para posterior acesso aos polissacarídeos. 

Portanto, este tipo de podridão pode sofrer a ação do fungo de duas maneiras distintas: 

uma envolvendo a remoção simultânea de todos os componentes e outra, menos 

freqüente, envolvendo a remoção seletiva de lignina e polioses, mantendo a celulose 

praticamente intacta. As células são atacadas inicialmente a partir da camada S3 da 

parede secundária em direção à lamela média (WILCOX, 1968). A madeira atacada por 



fungos nesta classe adquire uma aparência esbranquiçada e se rompem facilmente no 

sentido das fibras. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                 Figura 04 – podridão branca 

 

Podridão Parda: neste grupo os fungos degradam principalmente os 

polissacarídeos da madeira. Mas há também uma certa mudança e degradação da 

lignina. A madeira torna-se escura e fissurada que conduz a aparência cúbica da 

podridão. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                  Figura 05 – podridão parda 

 

A nível celular os fungos de podridão parda podem remover inicialmente a 

camada S2    da parede secundária, antes de atacar as camadas   S1  e  S3  ou atacam 

simultaneamente as camadas S2  e  S3  (WILCOX, 1968). 

 



Segundo Castro e Silva, (1996), os fungos ainda são causadores de um terceiro 

tipo de podridão na madeira, chamada de podridão mole, que se caracteriza por 

apresentar hifas que penetram na parede secundária da célula. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                 Figura 06 – Podridão mole 

 

 

 2.3.2 Fungos Lignocelulolíticos 

 

   Os fungos são os mais efetivos biodegradadores de materiais lignocelulósicos 

na natureza, mais especificamente os fungos causadores de decomposição (podridão) 

branca, pois degradam todos os componentes da madeira (celulose, hemicelulose e 

lignina). (CASTRO E SILVA & AGUIAR, 2001; OLIVEIRA et al., 1986). 

 

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

mais importantes decompositores são os Basidiomicetos capazes de decompor a 

lignina. Estima-se em cerca de 1.800 o número destas espécies de Basidiomicetos para 

o hemisfério norte. Nas regiões tropicais e hemisfério sul o total deve ser bem maior. 

Em qualquer evento envolvendo a decomposição de materiais lignocelulósicos, é 

bastante alta a incidência deste grupo de microrganismos, o que revela a sua 

importância ecológica. (BLANCHETE, 1991; HATAKKA, et al 1994) 

 

 

 



          Geralmente, os filtrados de cultura de fungos apresentam alta concentração de 

hidrolases, denotando que existe um aparato bastante complexo atuando na secreção 

dessas enzimas. Após selecionadas, as enzimas são depositadas em vesículas 

associadas com a aparato de Golgi, daí deslocadas até a membrana, à qual se fundem, 

permitindo que as enzimas saiam para o espaço entre a membrana e a parede da 

célula fúngica  (PUTZKE, 2002; TRABULSI, 1998).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

3  MATERIAL E MÉTODOS 

O desenvolvimento metodológico do trabalho foi dividido em três etapas 

consecutivas. A primeira etapa envolve os microrganismos, meios de cultura para 

otimização, otimização de pH e temperatura, na segunda etapa temos a determinação 

da atividade enzimática e a terceira etapa envolve a quantificação do crescimento 

fúngico. 

1ª etapa 

3.1  Microrganismos 

Foram utilizadas amostras dos fungos Pycnoporus sanguineus e Panus crinitus, 

obtidas a partir de linhagens que  encontram-se armazenadas em meio Sabouraud  no 

Laboratório de Microbiologia da UTAM (Instituto de Tecnologia do Amazonas/UEA). O 

estudo foi desenvolvido nos laboratórios de Microbiologia da Universidade do Estado do 

Amazonas – UEA e UTAM/UEA. 

 

 



3.2  Meio de Cultura para Otimização 

Para efetuar a inoculação do material fúngico foi utilizada a metodologia 

proposta por BETTUCCI & GUERRERO (1971). É necessário aquecer um estilete, 

molhar na água destilada e cortar amostras sempre próximas à chama do bico de 

Bunsen, verter o meio em placa de Petri casadas e vedadas com fita crepe, sendo que 

este procedimento foi executado utilizando uma câmara de fluxo laminar vertical e bico 

de Bunsen para diminuir a possibilidade de contaminação. 

 

Cada amostra de fungo (3cm) utilizada para inoculação precisou passar por um 

procedimento de assepsia, que consta das seguintes etapas: 

1- Mergulhar a amostra por 1 segundo em álcool 70%; 

2- Em seguida, mergulhar também por 1 segundo, em hipoclorito de sódio a 3%; 

3- Deixar imerso por 1 minuto em água destilada; 

4- Colocar sobre papel filtro para absorver o líquido e secar amostra. 

5- Inocular em placas casadas, vedadas  com identificação. 

Seguindo a metodologia proposta por Castro e Silva (1996a), a inoculação do 

fungo ocorreu em meio Agar Sabouraud 4% e meio Agar Extrato de malte Dextrose, 

ambos acrescidos de clorafenicol e/ou ampicilina 200g para evitar contaminação e 

mantidos em incubadora com variação de temperatura em torno de 25°C, 30°C e 35°C 

e ajuste de pH para ácido ou alcalino usando-se hidróxido de sódio (NaOH) 1,0 M e 

ácido sulfúrico (H2 SO4 ) 1,0 M. 

 



Composição do Meio Sabourand (g/L): 

Peptona de caseína ------------------------- 5,0 

Peptona de carne ---------------------------- 5,0 

Glicose ---------------------------------------- 40,0 

Agar -------------------------------------------- 15,0 

pH a 25°C -------------------------------------  7,0 

 

Composição do meio Agar Extrato de Malte Dextrose (g/L): 

Extrato de malte ----------------------------- 20,0 

Peptona ----------------------------------------- 1,0 

Dextrose -------------------------------------- 20,0 

Água destilada ------------------------------ 1000 mL 

Agar -------------------------------------------- 20,0 

3.3 Otimização de  pH e Temperatura 

Baseado na metodologia proposta por Castro e Silva (1996a), com cada 

linhagem de fungos foram realizadas repicagens para determinação do pH e 

temperatura ótimos para o crescimento dos fungos.  Para maior segurança na obtenção 

de resultados, como se trata de material fúngico e pode ocorrer fácil contaminação, a 

repicagem foi realizada utilizando-se triplicatas, tanto na determinação do pH, nas 

escalas de pH4, pH5, pH6 e pH7,  quanto na temperatura,  com variação de 25°C, 30°C  



e 35°C, testando-se com isso ao mesmo tempo as duas variáveis. Ressaltando que no 

que diz respeito ao pH, o reajuste para cada caso foi realizado com NaOH 1,0 M ou 

H2SO4 1,0 M. Para evitar a degradação do Agar abaixo de pH 5,0 o ajuste foi feito após 

a autoclavagem. Posteriormente as placas foram inoculadas e o crescimento ocorreu 

em temperatura ambiente e em incubadora. 

 

Esta etapa da metodologia é observada na figura abaixo: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 08: Esquema da primeira etapa metodológica 
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2ª Etapa 

 

3.4  Determinação da atividade enzimática 

 

3.4.1  Meio de Cultura 

A inoculação do fungo ocorreu em meio malte líquido com e sem glicose como 

fonte de carbono. Amostras de 2 mL do meio de cultivo (caldo filtrado) foram 

consideradas como fonte enzimática, essas amostras foram coletadas no 2°, 4°, 6°, 8°, 

10° e 12° dias para observação do período de maior produção enzimática.   

 

3.4.2  Atividade em Papel Filtro  (FPA )  - Cellobiohydrolases  

 

Essa atividade foi medida de acordo com a metodologia proposta por Mandels 

et ali. (1976). Através desse ensaio é possível medir a atividade celulolítica total de um 

caldo de cultivo ou de uma solução de enzima, quando esta atua sobre um material 

celulósico (papel filtro Whaltman n0 1). 

 

Um volume de 0,5 mL de caldo filtrado e 1,0 mL de tampão citrato sódio 0,05 M 

pH 4,8 foram adicionados num tubo com tampa de rosca contendo uma tira de papel 

filtro Whatman n0 1 (1 x 6 cm). Após 1 hora de incubação a 50°C, os açucares liberados 



foram determinados pelo método do DNS  através da adição de 3,0 mL de reagente 

DNS à 1,5 mL de amostra. A mistura foi  incubada num banho de água a 100°C por 5 

minutos, esfriada a temperatura ambiente e a absorbância  lida a 575 nm e comparada 

com curva padrão de glicose. Uma unidade de atividade em papel filtro corresponde a 1 

mol de açucares redutores, expressos como glicose, liberados por minuto. 

 

3.4.3 Atividade da Endo-1,4--D-Glucanase (carboxymethyl cellulase ou CMCase) 

 

Foi utilizada a metodologia proposta por Mandels et al., (1976). Este ensaio 

mede os açúcares liberados de uma celulose solúvel, após a ação de endo-glucanase. 

A 0,5 mL de uma solução 1,0% de carboximeticelulose (CMC) em tampão citrato 0,5 M 

pH 4,8 foi  adicionado 0,5 mL de caldo de cultivo filtrado. A mistura foi incubada por 30 

minutos a 50°C e os açúcares liberados foram determinados pelo método do DNS 

através da adição de 3,0 mL de reagente DNS à 1,0 mL de amostra. A mistura foi  

incubada num banho de água a 100°C por 5 minutos, esfriada a temperatura ambiente 

e a absorbância  lida a 575 nm e comparada com curva padrão de glicose. Uma 

unidade de atividade endo-1,4- -glucanase corresponde à quantidade de enzima que 

libera 1 mol de açúcares redutores, expressos como glicose, por minuto. 

 

3.4.4 Atividade  -Xilosidase 

3.4.5  

Para determinar a atividade da -Xilosidase foi utilizada a metodologia proposta 

por Tan et al,( 1987). O método utiliza p-nitrofenil--Xilosideo (pNPX) como substrato 

para a atividade - Xilosidase . Para determinação da atividade, 0,1 mL de caldo filtrado 



e 0,4 mL de uma solução 0,2% (p/v) de pNPX, em 50 mM de tampão acetato de sódio 

(pH 4,8),  foram incubados a 50°C durante 30 minutos. Após incubação, a reação foi 

interrompida pela adição de 1,0 mL de uma solução 10% (p/v) de bicarbonato de sódio. 

O p-nitrofenil liberado foi medido por absorbância em 410 nm, e comparado com uma 

curva padrão de xilanose.  

 

 

3.4.5 Atividade da  -Glicosidase  

 

Foi utilizada a metodologia proposta por Tan et al.,(1987), que utiliza                      

p-nitrofenil--D-Glicosideo (pNPG) como substrato para a atividade -Glicosidase. Para 

determinação da atividade enzimática 0,1 mL de caldo filtrado e 0,4 mL de uma solução 

0,2% (p/v) de pNPG, em 50 mM de tampão acetato de sódio (pH 4,8), foram incubados 

a 500 C durante 30 minutos. Após incubação, a reação foi interrompida pela adição de 

1,0 mL de uma solução 10% (p/v) de bicarbonato de sódio. O p-nitrofenil liberado foi 

medido por absorbância em 410 nm, e comparado com curva  padrão de glicose. Esta 

etapa da metodologia é observada na figura 09. 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

                                                                        

 

 

 

 

 

       

 

 

 

                Figura 09: Esquema da segunda etapa metodológica. 
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3.5  Quantificação do Crescimento Fúngico 

     Para quantificar o crescimento fúngico foi utilizado o método da placa de 

petri e mensurada a progressão da fronteira micelial contra o tempo, como propõe a 

metodologia baseada em BETTUCCI & GUERRERO (1971).  A progressão da fronteira 

micelial foi acompanhada através de medição diária do aumento do diâmetro da colônia 

em função do tempo, durante um período de sete dias, tanto para o Pycnoporus 

sanguineus (PIC 07) como para o Panus crinitus (CDG 07). Todos os experimentos 

foram realizados em triplicata (Figura 10).   

 

 

 

 

 

 

 

 

                     Figura 10: Esquema da terceira etapa metodológica. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÂO 
 
 
 
4.1 Observações sobre o Crescimento Fúngico   
 
 

4.1.1  Pycnoporus sanguineus (L.:F.) Murr   
 

 

O corpo frutífero do P. sanguineus possui um aspecto semelhante a uma flor de 

coloração alaranjada (Figura 07). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Figura 07: Corpo frutífero do fungo P. sanguineus 
 

 

 

 

 



4.1.1.1 Influência do meio e pH no crescimento do P. sanguineus (L.F.) Murr   

 

Dentre os meios testados o meio sabouraud foi  onde se observou o menor 

avanço da fronteira micelial no período estipulado do experimento para todos os pH. 

Por outro lado, o maior avanço da fronteira micelial ocorreu neste meio quando 

acrescido de dextrose e ajustado para o pH 5. Neste meio de cultura (Sabouraud + 

dextrose), o P. sanguineus apresentou bom crescimento micelial em meio ácido (pH 4 e 

5) diminuindo esse crescimento à medida que diminui a condição de acidez (pH 6 e pH 

7). Comportamento similar foi observado com o meio Sabouraud acrescido de peptona  

(Figura 08). 

 

A tabela 07 mostra os parâmetros descritivos de crescimento do P. sanguineus  

em  diferentes pH e meio de cultura extrato de malte.  Em termos absolutos o maior 

valor médio de crescimento aconteceu no pH ácido (pH 5) e o menor no pH 4.  Este 

resultado está de acordo com aquele apresentado por  Ferreira (2005) para diferentes 

cepas desse fungo.  

 

TABELA 07: PARÂMETROS DESCRITIVOS DO CRESCIMENTO 
MICELIAL DO P. sanguineus EM DIFERENTES pH e MEIO DE 
CULTURA EXTRATO DE MALTE. 

 

      Erro 

  MÉDIA Min. Max. Varia. Padrão 

pH4 2.73 0.5 6.2 3.988818 0.470745 

pH5 5.32 1.8 9.3 7.962003 0.665082 

pH6 4.64 1.6 8.7 7.969485 0.665394 

pH7 4.58 1.5 8.4 7.928309 0.663673 

 

 

Com o objetivo de verificar  se existia diferença estatística entre os valores 

observados nos diferentes pH realizamos o teste estatístico ANOVA (Tabela 08) onde 

ficou evidenciado diferenças de os crescimentos nos diferentes níveis de pH. 

 



TABELA 08: ANÁLISE DE VARIÂNCIA (ANOVA) COM EFEITO DO pH NO 
CRESCIMENTO MICELIAL DO P. sanguineus. 
 

Causas de 
variação 

Grau de 
liberdade 

(G.L) 

SQ QM F p 

        Entre 
Tratamentos 
        Dentro de  
Tratamentos 

TOTAL 

3 
 

68 
 

71 

66,85 
 

473,39 
 
 

22,28 
 

6,96 

 
3,201 

 
0,00286  

*  significativo ao nível = 0,005 
 
 

Teste de Tukey  (Tabela 09) para comparação pareada das médias, evidenciou-

se diferenças estatística no crescimento do fungo entre os pH 4 e pH 5, enquanto que 

entre os demais crescimentos não há diferenças estatísticas. Assim, o P. sanguineus  

parece crescer em ambiente ácido à neutro. Resta saber se  o ambiente alcalino 

também é propício ao crescimento desse fungo.  

 

 

TABELA 09: TESTE  DE TUKEY  COM PAREAMENTO DAS MÉDIAS 

DOS pH TESTADOS 

  {pH4} {pH5} {pH6} {pH7} 

  M=2,73 M=5,32 M=4,64 M=4,58 

G_1:1    {4}    0.022001(*) 0.140243 0.163279 

G_2:2    {5} 0.022001 (*) 0.864962 0.829297 

G_3:3    {6} 0.140243     0.864962  0.999862 

G_4:4    {7} 0.163279     0.829297 0.999862   

        (*) significante a p <0,05 
 
Como é possível observar na figura 08, o fungo desenvolve crescimento significativo 

nos outros pH testados, sendo que se evidencia a sua afinidade por ambiente mais 

ácidos. 

 

 

 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 08: Crescimento micelial do P. sanguineus em 
diferentes meios de cultura e pH a temperatura ambiente. 
 

 
 
4.1.2 Panus crinitus (L. ex. Fr.) Singer 

 

O corpo frutífero do P.  crinitus  possui um aspecto semelhante a um cogumelo 

de coloração marrom (Figura 09). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 09: Corpo frutífero de P.  crinitus (L. ex. Fr.) Singer 
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4.1.2.1 Influência do meio e pH no crescimento do Panus crinitus (L. ex. Fr.) 
Singer 
 

     

Em termos  absolutos, assim como ocorreu para o P. sanguineus,  o pH 5 foi 

onde ocorreu o maior crescimento micelial do fungo P. crinitus  e o menor no pH 4 

(Tabela 10). 

TABELA 10 – PARÂMETROS DESCRITIVOS DO 
CRESCIMENTO MICELIAL DO P. crinitus EM DIFERENTES 
PH. 
 

          Erro 

  Média Min. Max. Varian. Padrão 

pH4 2.42 0.4 6.1 3.576 0.445 

pH5 4.45 1 9 7.682 0.653 

PH6 3.69 0.7 8.55 6.955 0.621 

pH7 3.14 0.5 7.4 5.462 0.550 

 

 

Realizamos o teste estatístico ANOVA (Tabela 11) com o  objetivo de verificar a 

existência de diferenças entre os crescimentos micelial  nos diferentes níveis de pH 

ficando evidenciado  que não existe diferenças estatísticas entre os crescimentos em 

diferentes pH.  Diferentemente do fungo P. sanguineus  para o fungo P.  crinitus  a faixa 

de pH  estudada não influenciou seu crescimento.  

 

TABELA 11: ANÁLISE DE VARIÂNCIA (ANOVA) DO EFEITO DO pH NO 
CRESCIMENTO MICELIAL DO P.  crinitus. 
 

Causas de 
variação 

Grau de 
liberdade 

(G.L) 

SQ QM F p 

        Entre 
Tratamentos 
        Dentro de  
Tratamentos 

TOTAL 

3 
 

68 
 

71 

39,912 
 

402,457 
 
 

13,30 
 

5,91 

 
2,24(*) 

 
0,0905  

*  não significativo ao nível = 0,005 
 
 



Assim como ocorreu para o P. sanguineus,  o maior avanço da fronteira 

micelial para o P.  crinitus ocorreu também no pH 5,   mas neste caso no meio extrato 

de malte. Por outro lado, o P.  crinitus em meio Sabouraud acrescido de peptona, ao 

contrário do crescimento do P. sanguineus neste meio, foi o que apresentou menor 

valor médio para o crescimento micelial em todos os pH testados. Quando se retira a 

peptona do meio, o crescimento desse fungo apresenta-se maior do que aquele com 

acréscimo desse produto,   o qual é oriundo da hidrólise parcial de proteína   (Figura 

10). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

Figura 10: Crescimento do P.  crinitus em diferentes meios e pH a 
temperatura ambiente.(+/-25ºC) 

 

 

4.1.3 Influência da Temperatura no crescimento dos fungos   
 

 

Há limites de temperatura  no qual os processos metabólicos de qualquer 

organismo fúngico, ou mesmo qualquer forma de vida, pode acontecer.  Neste nível, 

portanto, poder-se-ia afirmar que qualquer mudança fisiológica ou processo de 

diferenciação em fungos é dependente da temperatura ou induzido pela      

temperatura.  Entretanto, à parte da dependência básica geral do metabolismo sob 

temperatura ambiente adequada, instâncias  específicas podem ser  reconhecidas  

onde temperatura parece ter um papel adicional como indutor de mudanças em    
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fungos filamentosos (ANDERSON, 1978). Ressalta-se ainda que qualquer mudança na 

temperatura irá alterar simultaneamente outras características físico-químicas do 

ambiente e conseqüentemente a natureza dos processos de indução, o que torna as 

mudanças na temperatura um tanto complexas (ANDERSON & SMITH, 1976). 

 

Embora não faça parte do presente trabalho estudar as possíveis mudanças 

morfológicas causadas pela variação da temperatura, mas sim verificar essa      

variação e determinar qual proporciona maior crescimento linear do micélio.   

Entretanto, é importante frisar que os efeitos resultantes dessa mudança de 

temperatura  ocorre  a nível  de  membrana celular (ANDERSON, 1978; CRISAN, 

1973). 

 

A observação da influência da temperatura no crescimento micelial do fungo   

P. sanguineus, foi realizada em meio sólido de extrato de malte e pH 5,2. Nestas 

condições, o maior valor médio do crescimento micelial foi obtido na temperatura de 

35ºC, muito embora, o fungo já apresente crescimento a partir de 25ºC (Figura 11).    

De certo modo, esse resultado corrobora o que observamos durante a coleta desse 

fungo, onde o aparecimento do corpo frutífero sempre coincidiu com o início do   

período de alta temperatura (verão) na região. 
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Figura 11 : Crescimento  micelial do fungo P. sanguineus em meio Agar-
malte, pH 5,2 em diferentes temperaturas. 
 



Comparou-se o crescimento micelial do P. sanguineus no meio Agar-malte, 

considerando-se o pH e temperatura, verificou-se que este último parâmetro é o que 

exerce maior influência no crescimento  micelial desse fungo. 

 

Em relação ao fungo P.  crinitus a observação da influência da temperatura     

no crescimento micelial foi realizada em meio Sabouraud e pH 5,6. Nestas       

condições, o maior valor médio do crescimento micelial foi obtido na temperatura de 

35ºC, muito embora, assim como o P. sanguineus, o fungo já apresente crescimento    

a partir de 25ºC (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Crescimento  micelial do fungo P.  crinitus em meio 
Sabourand, pH 5,6 em diferentes temperaturas. 

 
 

Comparando-se também o crescimento micelial do P. crinitus  nos dois 

parâmetros observados (pH e temperatura) considera-se o parâmetro para  

temperatura, também como com o P. sanguineus, aquele que exerceu maior    

influência no avanço da fronteira micelial desse fungo.   
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4.1 Determinação da Atividade Enzimática 

 

   Ambos os fungos apresentaram atividade enzimática similar de ß-glicosidase 

e endo-ß glucanase, sob condição de agitação e sem a presença de glicose como  

fonte de carbono. Por outro lado, o fungo P.  crinitus, nesta mesma condição     

mostrou-se mais produtivo em ß-xilosidase do que o P. sanguineus. 

 

O crescimento de ambos os fungos na condição estacionária, não 

apresentaram atividade FPA porém o P. sanguineus apresentou atividade endo-ß- 

glucanase nessa condição, na ausência de glicose. 

 

O acréscimo de glicose ao meio utilizado para o crescimento sob condição 

estacionária aumentou em 37,31% a atividade de ß-glicosidase do P. sanguineus  e 

não contribuiu para aumento da atividade dessa enzima no P. crinitus. Nesta    

condição de crescimento a glicose não interferiu  na atividade de ß-xilosidase de  

ambos os fungos. 

 

 

 

4.2.1 Atividade enzimática do Pycnoporus sanguineus 

 

A Tabela 12 mostra o valor médio da produção enzimática do fungo P. 

sanguineus em meio de malte na temperatura ambiente sob duas condições de 

crescimento e sem acréscimo de glicose como fonte de carbono. O fungo mostrou 

capacidade de produzir quantidades mensuráveis de enzimas celulolíticas nas duas 

condições testadas, com exceção da atividade FPA na condição estacionária onde   

não foi detectada a presença dessa enzima durante o período do teste. Por outro    

lado, na condição sob agitação observou-se atividade dessa enzima. Na realidade, o 

crescimento sob agitação mostrou maior atividade enzimática para todas as      

enzimas. A atividade enzimática sob agitação foi cerca de 47% maior para ß-

glicosidase. 

 



Tabela 12: Atividade enzimática do fungo P. sanguineus sob condição de agitação e 
estacionária em meio malte sem acréscimo de glicose como fonte de carbono a 
temperatura ambiente. 

 

 

Com o intuito de verificar a influência da glicose na atividade enzimática 

realizamos teste acrescentando a glicose ao meio líquido como fonte de carbono na 

condição estacionária ( Tabela 13). 

 

Tabela 13: Atividade enzimática do P. sanguineus sob condição estacionária em meio 
malte com e sem acréscimo de glicose como fonte de carbono 

 

Nestas condições verificou-se que a glicose, conhecido repressor de     

atividade celulolítica, possivelmente interfere na atividade da endo- ß-glucanase e   

FPA. Para última enzima, assim como ocorreu para meio sem acréscimo de glicose, 

não foi detectada nenhuma atividade. Para a endo- ß-glucanase  na condição 

estacionária e meio acrescido de glicose não foi detectada atividade dessa enzima 

evidenciando a atividade repressora comentada anteriormente.  

ENZIMA AGITAÇÃO 

(U/mI) 
ESTACIONÁRIO 

                   (U/Im) 

FPA 0.8208 nd 

ENDO-ß-GLUCANASE 1.7012 0.253 

ß-GLICOSIDASE 7.764 5.287 

ß-XILOSIDASE 3.821 2.461 

 

ENZIMA 

ESTACIONÁRIA 

(U/mI) 

 Com Glicose Sem Glicose 

FPA nd nd 

ENDO- ß-GLUCANASE nd 0.253 

ß-GLICOSIDASE 7.251 5.287 

ß-XILOSIDASE 2.551 2.461 



   A -glicosidase, uma enzima produzida em quantidades elevadas pela 

maioria dos fungos celulolíticos (Woodwar & Wiseman, 1982), esteve presente em 

maior quantidade na condição sob agitação.    Ressalta-se,  entretanto, que na 

condição estacionária  e presença de glicose no meio de cultura, essa atividade 

enzimática alcançou patamar similar dessa enzima evidenciando o possível uso da 

glicose na atividade da -glicosidase. 

 

   Com relação a endo-glucanase, o fungo P. sanguineus mostrou capacidade 

de produzir  quantidades mensuráveis  dessa enzima em meio sem a presença de 

glicose como fonte de carbono. Sob condição de agitação e sem glicose acrescida      

ao meio de cultura o fungo produziu 572% mais endo-glucanase do que sob a   

condição estacionária (Tabela 11). Este resultado é contrário àquele obtido por   

Herrera (1991) para uma cepa brasileira do fungo Thermoascus aurantiacus  onde a 

máxima atividade endo-glucanase foi a obtida quando glicose foi utilizada como 

substrato de crescimento.  Em crescimento estacionário e com a presença de      

glicose como fonte de carbono o P. sanguineus  não apresentou atividade endo-

glucanase. 

 

Como forma de avaliação, duas atividades celulolíticas produzidas por P. 

sanguineus, foram comparadas com as do conhecido fungo celulolítico, Trichoderma 

reesei (MANDELS, 1974) (Tabela  14). 

 

 

TABELA 14: Comparação da atividade enzimática de FPA e endo-glucanase de P. 

sanguineus e Trichoderma reesei   

 

 P. sanguineus T. reesei 

Substrato: glicose   

FPA 0,8208 0,05 

ENDO-GLUCANASE 1,701 0,90 

 



   Ressalta-se que o fungo P. sanguineus  é conhecido como capaz de        

produzir de podridão branca na madeira classificando-o como ligninolítico, ou seja, 

capaz de produção de enzimas do complexo ligninocelulolítico para quebrar a   

estrutura da lignina (CASTRO E SILVA et al., 1993). 

 

O fungo P. sanguineus foi capaz de produzir celulase, em menor ou maior 

quantidade, quando cultivado em substrato sem a presença de glicose, mostrando, 

entretanto, um sistema celulolítico reprimido pela presença de glicose no meio de 

cultivo para  cultura estacionária. Dekker (1989a), mostrou que  Trichoderma reesei,  

conhecido fungo produtor de elevadas taxas de celulases, apresenta um sistema 

celulolítica induzido por celulose e fortemente reprimido pela presença da glicose no 

meio de cultivo. 

 

De modo geral, o fungo P. sanguineus  apresentaram atividades celulolíticas 

comparáveis às do fungo T. reesei, apesar de seus sistemas enzimáticos  

apresentaram grandes diferenças quando a indução e repressão. Ressalta-se, 

entretanto, que a regulação da produção celulolítica de P. sanguineus  deve ainda     

ser esclarecida através de estudos mais detalhados. Nossos resultados concordam   

com o apresentado por Castro e Silva et al. (1993) no que diz respeito ao uso de um 

"pool" enzimático, por estes fungos, para penetrar na matriz "amorfa" que    

compreende a parede celular do tecido xilemático. 

A produção de  ß-xilosidase mostrou-se similar na presença e ausência de 

glicose em crescimento sob condição estacionária.  Quando o fungo foi cultivado sob 

agitação (180 rpm), produziu 382 U/mL de atividade xilosidase, sem a presença de 

glicose como fonte de carbono. A atividade  foi maior aproximadamente 55% quando 

comparada com a cultura estacionária nas mesmas condições. 

A capacidade de fungos que decompõem madeira produzir xilanases      

quando crescem em meios que contém glicose como fonte de carbono foi descrita     

por vários autores (CLEMONT et al., 1970; BAILEY et al., 1971; CASTRO E SILVA      

et al., 1993). O P. sanguineus  foi capaz de produzir xilosidase nos substratos em     

que ele foi cultivado. Entretanto, a maior atividade ocorreu na condição de agitação  

sem a presença de glicose, resultado contrário ao obtido por Herrera (1991) para 



Thermoascus aurantiacus  com o qual obteve  a maior atividade com meio 

suplementado com 1,5% glicose. 

 

Vários autores  mostraram a relação existente a atividade xilosidase e endo-

glucanase (DEKKER & RICHARDS, 1976; WONG et al., 1988; ROGER & NAKAS, 

1990). Para P. sanguineus  a produção de atividade xilosidase nem sempre foi 

acompanhada de atividade endo-gluconase.  No crescimento estacionário e presença 

de glicose no meio, não foi  detectado  atividade  endo--glucanase. Podemos inferir 

que possivelmente a xilana esteja utilizando diferente sítio ativo na enzima, contrário a 

"especificidade cruzada, observada por Toda et al., (1971) para T, viridae onde tanto 

carboximeticelulose quanto xilana competiram pelo mesmo sítio ativo na enzima. 

 

A Figura 13 mostra a atividade enzimática do P. sanguineus sob condição de 

agitação e sem acréscimo de glicose, durante o período de crescimento considerado 

(duas semanas). De modo geral, nestas condições a atividade β-glicosidase mostrou-se 

detectável vinte e quatro horas após o início da incubação com atividade crescente até 

o período final do experimento, onde apresentou o maior valor de atividade enzimática. 

A ß-xilosidase também apresentou quantidade detectável já vinte e quatro horas após a 

inoculação, apresentando também um padrão de atividade crescente dessa enzima. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 13: Atividade enzimática do P. sanguineus sob condição 
de agitação e sem acréscimo de fonte de carbono. 
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A endo-β-glucanase, por outro lado, apresentou quantidade mensurável 

somente a partir do quarto dia de incubação, alcançando valor máximo já no sexto dia, 

decrescendo lentamente a partir desse ponto. Nas condições de crescimento descritas, 

a enzima FPA só apresentou quantidade detectável também no oitavo dia de 

crescimento, alcançando valor máximo no décimo dia do experimento, quando a partir 

de então essa atividade começou a decrescer essa atividade (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Atividade enzimática do P. sanguineus sob 
condição de agitação e sem acréscimo de fonte de carbono. 

 

 

A atividade enzimática do P. sanguineus sob condição estacionária e em meio 

de cultura sem e com glicose como fonte de carbono é mostrada nas Figuras 15A e 

15B. Nestas condições de crescimento não foi detectada atividade FPA nem com ou 

sem acréscimo de glicose como fonte de carbono ao meio de incubação utilizado. Para 

a endo-β-glucanase somente foi detectada uma pequena atividade no décimo quarto 

dia do experimento. 
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Figura 15: Atividade enzimático do P. sanguineus sob condição estacionária e em meio 

de cultura sem glicose (A) e com glicose (B) como fonte de carbono. 

 

 

4.2.2 Atividade enzimática do Panus crinitus 

 

A atividade enzimática do P. crinitus foi também avaliada sob as condições de 

crescimento sob agitação e estacionária e sem a presença de fonte de carbono.  

 

Assim como ocorreu para o P. sanguineus nestas condições, esse fungo 

também mostrou maior atividade enzimática sob a condição de agitação. Nesta 

condição, o P.  crinitus apresentou atividade  β-xilosidase 118,86% maior do que o      

P. sanguineus nas mesmas condições.  Assim como ocorreu para o P. sanguineus,    

no crescimento estacionário e meio contendo glicose como fonte de carbono a 

produção de -xilosidase por  P. crinitus  não foi acompanhada de atividade endo-

glucanase, embora vários autores tenham mostrado existir na relação entre atividade 

xilanase e endo-glucanase (HERRERA, 1991;  ROGER & NAKAS, 1990).   

Montenecourt et al., (1981) mostraram ainda que mutações que afetam a  atividade 

celulase, freqüentemente também afetam a atividade xilanase. 

 

As atividades  -glicosidase, FPA e endo-glucanase do fungo P.  crinitus  são 

similares àquela do P. sanguineus  (Tabela 15). 
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O fungo P.  crinitus  apresenta uma maior atividade hemicelulolítica do que o   

P. sanguineus  quando comparamos a produção de hemicelulase através da     

atividade xilosidase.  O fungo P. sanguineus  possui uma maior atividade celulolítica. 

 

Herrera (1991) não detectou atividade -xilosidase em cultura estacionário      

na presença de glicose para Thermoascus  aurantiacus, enquanto que, no nosso 

estudo ocorreu a produção dessa enzima por  P. crinitus, nas mesmas condições 

testadas por aquele autor, inclusive sem a presença de glicose. Praticamente não 

existe diferença na produção de xilosidase na presença ou não de glicose em 

condições estacionária (Tabela 15). 

 

 

Tabela 15: Atividade enzimática dos fungos na condição de crescimento sob agitação e 
sem a presença de glicose e em temperatura ambiente. 
 

ATIVIDADE 

(U/mL) 

 
P. sanguineus 

 
Panus crinitus 

FPA 0,820 0,372 

Endo-β-glucanase 1,7012 0,768 

β-glicosidase 7,764 7,684 

Xilosidase 3,821 8.363 

 
 

 

 

Sob condições de agitação a atividade FPA foi detectada somente no sétimo 

dia de crescimento fúngico alcançando valor máximo no décimo segundo dia, quando a 

partir de então começou uma queda nos níveis enzimático (Figura 16). Na condição 

estacionária não foi detectada atividade FPA. A atividade endo-β-glucanase, em 

condição de agitação, foi detectada no quinto dia de crescimento, alcançando também 

valor máximo no décimo segundo dia. 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Atividade enzimática do P.  crinitus sob condição de 
agitação e sem acréscimo de fonte de carbono. 

 

As atividades β-glicosidase e ß-xilosidase, por outro lado, foram detectadas 

vinte e quatro horas depois da incubação sob condição de agitação. Ambas enzimas 

alcançaram valores máximos no décimo quarto dia de crescimento (último dia do 

experimento) (Figura 17). Não foi possível determinar se a partir deste ponto essas 

enzimas começariam a apresentar valores menores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17: Atividade enzimática do P.  crinitus sob condição de 
agitação e sem acréscimo de fonte de carbono. 
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Uma vez que na condição estacionária de crescimento e sem a presença de 

glicose o P. crinitus  apresentou menor atividade enzimática, e no caso da FPA 

nenhuma atividade foi detectada, realizou-se o crescimento com acréscimo de     

glicose como fonte de carbono a fim de verificar se ocorreria uma maior atividade 

enzimática. Nesta condição (estacionária e presença de glicose), também não     

ocorreu atividade FPA e  endo-β-glucanase. Parece que o crescimento do P. crinitus  

sob agitação tem mais influência na atividade de FPA e endo-β-glucanase do que a 

presença de glicose, uma vez que estas enzimas foram detectadas no crescimento   

sob agitação e sem a presença desse açúcar como fonte de carbono. 

 

A  atividade de β-glicosidase, mostrou-se 60,75% maior na condição de 

crescimento sob agitação (sem glicose como fonte de carbono) do que na condição 

estacionária. Nesta última condição, não houve diferença significativa dessa     

atividade enzimática com a presença e ausência da glicose (Tabela 16). 

 

Tabela 16: Atividade enzimática do P. crinitus em condição estacionária e 
presença/ausência de fonte de carbono. Crescimento em temperatura ambiente. 
 

Atividade 

(U/mL) 

                                Estacionária 

 Com Glicose Sem Glicose 

FPA nd nd 

Endo-β-glucanase nd nd 

β-glicosidase 4,68 4,78 

Β-Xilosidase 2,28 2,38 

 

 

Apesar do seu papel nos ecossistemas e suas aplicações na biotecnologia,      

o conhecimento sobre os fungos ainda permanece num nível incipiente, onde se     

estima que somente cerca de 5% das espécies é conhecida, e que muito pouco é 

conhecido sobre a sua biologia. Para a Amazônia, as estimativas apresentadas até     

hoje sobre a grandeza deste potencial biotecnológico dos fungos estão longe de   

significar o  seu real  potencial  micológico,   tendo  em vista as grandes áreas e 



diferentes ecossistemas que ainda não foram devidamente estudados, e que com toda 

certeza contém uma flora micológica que poderá nos revelar grande incidência de 

microrganismos ainda desconhecidos da ciência ou mesmo de ocorrência não citada 

para determinada área na Amazônia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

CONCLUSÃO 

 

 

Os resultados obtidos confirmam a hipótese de que os fungos testados 

apresentam potencial hidrolítico. Apresentam ainda similaridade no que diz respeito a 

alguns parâmetros que possam influenciar no seu crescimento. Ambos, por exemplo, 

possuem a mesma faixa de temperatura ótima para crescimento nas condições 

testadas no presente experimento sendo que o meio de cultura difere entre os fungos. 

Para o Pycnoporus sanguineus foi o meio sabouraud acrescido de peptona, enquanto 

que para Panus crinitus foi extrato de malte. Além disso, mostraram preferência por 

meio ácido ressaltando-se, entretanto,  sua capacidade de crescimento em meio mais 

próximos do pH neutro.  

 

No que diz respeito as suas atividade enzimáticas concluímos que: 

 

1. Ambos possuem uma apreciável atividade celulolítica sendo que o Panus 

crinitus evidencia uma maior atividade hemicelulolítica; 

2. O crescimento sob agitação é onde se obtém a maior atividade enzimática para 

ambos os fungos;  

3. A condição de crescimento influencia na atividade de certas enzimas . A 

atividade FPA, por exemplo, não foi detectada no crescimento em cultura 

estacionária de ambos os fungos; 

 

 



4. O acréscimo de glicose ao meio de cultura  no crescimento sob condição 

estacionária aumenta a atividade endo--glucanase no P. sanguineus mas não 

contribuiu para o aumento dessa atividade no Panus crinitus.  

5. Diferentemente do que encontramos na literatura especializada  a atividade de 

-xilosidase em condição estacionária e meio de cultura suplementado com 

glicose  não foi acompanhada pela atividade endo-glucanase.  

 

Face ainda aos resultados obtidos podemos acrescentar a necessidade de 

novos estudos no que se refere: 

 

a) a possíveis indutores para maximização da atividade de algumas dessas 

enzimas que possuem interesse comercial; 

b) a busca de novos meios de cultura para maximização da atividade 

enzimática; 

c) ao crescimento desses fungos em condições alcalinas um vez que os 

resultados obtidos no presente projeto evidenciaram  possibilidade nesse 

sentido ( o meio alcalino é importante em certas atividades comerciais de 

interesse para as enzimas hidrolíticas); 
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