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Apresentacao

Descobertas das Ciéncias Agrarias e Ambientais — Vol. 2 aborda os
desafios para a sociedade em relagao aos problemas ambientais que se inter
relacionam com a questao econémica.

Mesmo a agricultura sendo uma ciéncia milenar, com ensinamentos
passados entre geragdes, movedora de inUmeros artigos académicos, sendo
estudada permanentemente entre as mais notorias instituigdes no mundo
inteiro, nos parece que isso tudo ainda € insuficiente.

Quando alguns profissionais pensam que detém todo o conhecimento
necessario para domar os seus fundamentos, vem a agricultura e muda o jogo,
e faz seus profissionais buscarem outros e novos caminhos, para solucionar
seus problemas, para potencializar suas ag¢des.

O que esta edicao se propde € demonstrar para nossos leitores a
grandeza da agricultura e faze-los enxergar solugdes inovadoras, que resolvam
problemas, dores latentes na cadeia agricola, substituindo solugdes
fracassadas, equivocadas ou ineficientes.

Entendemos que temos como principio oferecer oportunidades
melhores, do que as que recebemos quando ndés sentamos nos bancos
escolares. E pensamos assim porque sabemos que esta em nossas maos criar
informagdes que a agricultura e que o mercado agricola precisa e merece ter.

E para isso ficar recebendo informagdes mastigas nao € suficiente.
Nunca foi. Precisamos aprender a buscar alimento na forma de informacao.
Precisamos saber transformar informacdo em resultado. Precisam transformar
problemas em solugdes. Precisam ser high stakes. E é essa proposta de valor
que queremos compartilhar nessa edigao.

O pais trilha rumo ao progresso e tem que passar obrigatoriamente pelo
desenvolvimento sustentavel. Neste contexto, esta obra reune o trabalho arduo
de pesquisadores que buscam a transformacido do século XXI, pois
apresentam alternativas analiticas e estratégicas para um novo cenario socio
econdmico ambiental.

Assim, esperamos que esta obra possa colaborar e estimular mais
pesquisadores a transformar o século XXI através de um aparato cientifico-
tecnoldgico que possa dar suporte ao nosso estilo de vida, com alto nivel de
conforto e com comprometimento da qualidade ambiental do nosso planeta.

Adriane Theodoro Santos Alfaro
Daiane Garabeli Trojan
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RESUMO: Avaliacao da producao de enzimas extracelulares por isolados
Pycnoporus sanguineus em diferentes meios de cultivo. Os fungos sao organismos
heterotroficos, com ampla distribuicao geografica, e com uma diversa gama de
exemplares. Dentre os pertencentes do filo Basidiomycota, o P. sanguineus
representa uma espécie amplamente estudado devido as suas propriedades de
producao de enzimas, utilizadas na inddstria farmacéutica, téxtil e papeleira, e
também é utilizado no controle de patégenos. O presente estudo teve como
objetivo avaliar a produgao de enzimas extracelulares por isolados de P.
sanguineus em diferentes meios de cultivo. Os Isolados de P. sanguineus (ISO 02;
ISO 04; 1SO 08; ISO 10; ISO 13; ISO 14;1SO 15 e ISO 17) foram avaliados quanto a
producao de enzimas extracelulares: amilase, lipase e protease. A avaliacao
constituiu na medida do diametro do halo, por cinco dias, sendo que os dados
foram submetidos ao teste de Tukey para comparacao das médias. Embora
variando em comportamento, os isolados apresentaram atividade para producao
de lipase e amilase, sendo mais acentuada a atividade amilolitica.
PALAVRAS-CHAVE: Basidiomicetos; atividade enzimatica; orelha-de-pau.

1. INTRODUCAO

Os fungos sao organismos heterotroficos, e que podem ser benéficos, sendo
utilizados na obtencao de varios conservantes; medicamentos e outras drogas, e
nocivos, causando doencas em animais e plantas (DIOGO; SARPIERI; PIRES, 2005).

Sao facilmente encontrados em toda parte do globo terrestre em diversos
habitats como solo, plantas, animais vivos e mortos, serrapilheira e tantos outros
que contenham matéria organica passivel a colonizacao e sobrevivéncia (BONONI;
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GRANDI, 1999), onde desempenham sua funcao na decomposicao de residuos
organicos (PUTZKE; PUTZKE, 1998).

Segundo Raven; Evert e Eichhorn (2001) a diversidade fungica é estimada
num total de aproximadamente 1 milhdo e 500 mil espécies, sendo que somente
70.000 espécies de fungos foram identificadas até agora, e cerca de 1.700 novas
espécies sao descobertas a cada ano.

Dentre os filos pertencentes do reino Fungi, encontra-se o filo
Basidiomycota, com 22.300 espécies (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001). O grupo
dos basidiomicetos inclui os cogumelos ou orelhas-de-pau; os fungos gelatinosos;
as ferrugens e carvoes (BONONI; GRANDI, 1999). A ordem Aphyllophorales, da
classe Basidiomycetes, compreende uma gama extensiva de exemplares, sendo
qgue reune cerca de 400 géneros e 1200 espécies principalmente saproéfitas
(PUTZKE; PUTZKE, 1998). Na ordem Aphyllophorales encontram-se os fungos da
familia poliporaceae, os representantes desta familia apresentam ampla
distribuicao nos biomas terrestres (VIEIRA et al., 2006; ABRAHAO; GUGLIOTTA;
GOMES, 2009).

Pertencente a familia poliporacea Pycnoporus sanguineus € conhecido
popularmente como orelha-de-pau devido ao habito do basidioma, possui
basidiocarpos de coloracdo vermelho-alaranjada (BALDO, 2008). E um fungo do
tipo saprofita, amplamente distribuido na natureza, em regioes de clima mais
ameno e em florestas tropicais (GARCIA, 2006), sendo encontrado em madeira,
solo e folhedo, onde se fixam e se alimentam desempenhando papel fundamental
na degradacdo de celulose e lignina de materiais vegetais lenhosos (ABRAHAO,
2009), portanto, na ciclagem de nutrientes € na manutencao dos ecossistemas
terrestres (ABRAHAO; GUGLIOTTA; GOMES, 2009). Estes fungos s@o capazes de
quebrar a cadeia de lignina, composto mais resistente da madeira, por meio da
producdo de enzimas para que estas penetrem na madeira para quebrar as
moléculas, causando a chamada podridao que sao de trés tipos: branca, parda e
cinza (BONONI; GRANDI, 1999).

Representam um conjunto de organismos bastante explorado pelas
indUstrias devido as suas propriedades; sendo que na industria farmacéutica,
estudos realizados mostram a capacidade de produzir metabdlitos, o qual se
destaca a cinabarina, um derivado fenoxazinico com atividade antibacteriana e
antiviral (SMANIA; SMANIA; LEITE, 1998); na industria téxtil, no tratamento de
efluentes devido a capacidade de descolorir, e também de degradar e mineralizar
uma ampla gama de diferentes estruturas de corantes, além de inimeros outros
compostos organicos toxicos e recalcitrantes (MACHADO et al, 2006), na indUstria
papeleira, no tratamento dos efluentes dos processos de polpacao e
branqueamento (MATHEUS; OKINO, 1999), além destes, podem ser utilizados no
controle de patégenos.

Em estudo realizado por Baldo (2008) verificou-se que plantas com mancha
angular causada por Colletotrichum lindemuthianum, tratadas com filtrado da
cultura de P. sanguineus apresentaram reducoes consideraveis dos sintomas. De
acordo com Assi (2005), extratos aquosos de basidiocarpos de P. sanguineus

e
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controlaram a antracnose causada por Colletotrichum lindemuthianum em feijoeiro,
0 que pode ter ocorrido tanto por atividade antimicrobiana, através da inibicao da
germinacao de conidios, quanto por inducao de resisténcia local e sistémica,
através da ativacao de peroxidases.

A biodiversidade desses organismos sugere novos estudos desse grupo,
objetivando avaliar a atividade enzimatica desses fungos considerando o potencial
dessas enzimas para uso industrial (SILVA et al.,, 2006). A producao dessas
enzimas pode ser avaliada através da habilidade do organismo degradar substratos
especificos, como aqueles indicativos de atividade lipolitica, amilolitica e
proteolitica, dentre outras (ASSIS et al., 2010).

Por meio da determinacao da atividade enzimatica de fungos em substratos
soélidos especificos, € avaliado a maior ou menor capacidade de fungos produzirem
as enzimas amilase, lipase e protease. Esta analise é considerada um método
adicional e simples para a identificacao de variantes genéticas em uma populacao,
para diferenciacdo de espécies ou caracterizacdo de isolados dentro de uma
mesma espécie, pela presenca ou auséncia de enzimas especificas (BOCHESE et
al., 2003; FILHO; OLIVEIRA; MENEZES, 2003).

Desta forma, o presente trabalho procurou avaliar a producao de enzimas
extracelulares produzidas por P. sanguineus isolados em diferentes meios de
cultivo, de modo a fornecer subsidios basicos para diferenciacao e identificacao de
variabilidade em diferentes isolados.

2. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia, do curso de
Ciéncias Biologicas da Universidade Paranaense, Campus Toledo, PR. Os isolados
de Pycnoporus sanguineus utilizados no trabalho foram cedidos pelo Laboratério
de Fitopatologia da Universidade Estadual do Oeste do Parana, Campus Marechal
Candido Rondon, PR.

Os isolados foram avaliados quanto as atividades amilolitica, lipolitica, e
proteolitica, em meios de cultura sélidos. Para tanto, discos de meio contendo
estruturas do fungo, retirados de colbnias jovens, foram repicados individualmente
para o centro de placas de Petri, contendo os meios sélidos para o estudo das
enzimas, incubadas por cinco dias. Em todos os casos, os isolados de P.
sanguineus (ISO 02; ISO 04; ISO 08; ISO 10; ISO 13; ISO 15 e ISO 17) foram
incubados em condicdes de luz continua e a temperatura de 26° C+2° C. Para
detectar a atividade amilolitica, lipolitica e proteolitica, foi utilizada metodologia
descrita por Assis et al. (2010).

Atividade amilolitica

A habilidade dos isolados de P. sanguineus em degradar o amido,

e
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determinada em meio constituido de extrato de carne, 3,0 g; peptona, 5,0 g; agar,
15,0 g; agua destilada, 1000 mL e 0,2% de amido solluvel. Discos de micélio
retirados de colbnias jovens foram transferidos para o centro de placas de Petri,
contendo o referido substrato. Apds cinco dias de incubacgao, foram adicionados a
colébnia 5 mL de uma solucao de iodo (lugol) para deteccao do substrato
degradado, visualizado como uma zona amarela ao redor da colonia de cada
isolado, sendo essa zona medida (mm) em dois sentidos diametralmente opostos
utilizando régua milimetrada.

Atividade lipolitica

A atividade lipolitica foi determinada empregando meio de cultura basal na
seguinte composicao: peptona, 10,0 g; NaCl, 5,0 g; CaCl2.2H20, 0,1 g; agar, 17,0 g
e agua destilada (1000 mL), contendo como substrato lipidico, sorbitol
monolaurato - Tween 20. O Tween 20 foi autoclavado separadamente, por 15
minutos e adicionado, posteriormente, ao meio basal, na proporcao de 1 mL para
cada 100 mL do meio. Discos de micélio de P. sanguineus foram transferidos para
0 centro de placas de Petri e a atividade lipolitica avaliada pela presenca de um
halo opaco formado em torno das colbnias, apds cinco dias de incubacao. A
medicao do halo foi realizada da mesma forma descrita no item anterior.

Atividade proteolitica

A atividade proteolitica dos isolados de P. sanguineus foi testada pela
hidrélise de caseina em meio agar-leite: leite desnatado, 100 mL; agar a 2%; agua
destilada, 500 mL. Da mesma maneira que nos testes anteriores os discos de
micélio do fungo foram transferidos para o centro de placas de Petri e incubadas
durante cinco dias. A atividade da enzima foi avaliada pela presenca de halo de
degradacao em torno das colonias. A medida do halo foi efetuada da mesma forma
ja descrita. A avaliacao consistiu na medicao do didmetro do halo em dois sentidos
diametralmente opostos.

O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente casualizado, com trés
repeticoes, sendo os dados submetidos a analise de variancia e ao teste de Tukey
a 5%, utilizando o software SISVAR para comparacao das médias.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os isolados de P. sanguineus avaliados neste trabalho demonstraram
somente atividade enzimatica para producao de amilase e lipase, sendo que nao
houve atividade proteolitica perceptivel por difusao em substrato especifico. Tabela
1 demonstra a atividade lipolitica dos isolados de P. sanguineus e a possibilidade
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de separa-los em trés grupos distintos.

Tabela 1: Atividade enzimatica de isolados de P. sanguineus por difusdo em substrato sélido
lipolitico. Valores seguidos pela mesma letra nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%.

Isolado Diametro da col6nia Halo (mm) Halo/Diametro da colonia
02 31,0 49,0 1,58¢
04 38,66 52,6 1,36b
08 23,5 33,83 1,43b
10 26,0 40,0 1,53c
13 32,0 45,5 1,42b
15 51,0 73,75 1,44b
17 34,16 47,16 0,72a

Quanto a atividade da enzima lipase (Figura 1) detectada pela presenca de
halo opaco em torno das colbnias, todos os isolados apresentaram halo de
degradacao, na maioria superior a 40,0 mm, diferindo significativamente do isolado
ISO-8 (33,8 mm) que apresentou a menor média. O ISO-8 mostrou ser uma variante
genética com menor capacidade para producao de lipase. O halo opaco €
proveniente da formacao de cristais de calcio do acido laurico, liberado pela acao
da enzima ou pela completa degradacao dos sais lipidicos em meios contendo
sorbitol monolaurato (Tween 20) como substrato lipidico (FILHO; OLIVEIRA;
MENEZES, 2003). A maior ou menor capacidade de fungos em produzir enzimas
em diferentes meios, permite diferenciar isolados de uma mesma espécie de forma
simples.

FIGURA 1: Crescimento diario dos isolados de Pycnoporus sanguineus em meio sélido lipolitico, aos
cinco dias de incubacao.
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Em relacao a atividade amilolitica, a enzima amilase tornou-se evidente por
meio degradacao do meio especifico, sobre o qual todos os isolados testados
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mostraram alta capacidade em produzi-la. As amilases sao comuns em fungos, que
podem utilizam o amido como fonte de energia para o crescimento e esporulacao,
sendo que a producao destas enzimas por fungos varia de acordo com o género € a
espécie, em funcao da concentracao de amido no meio de cultura, como também
do periodo de incubacao (ASSIS, et al. 2010).

Lima (2000), trabalhando com Colletotrichum graminicola, verificou que um
periodo de incubacao superior a 10 dias favoreceu a maior degradacao do amido
para todos os isolados testados.

FIGURA 2: Crescimento diario dos isolados de Pycnoporus sanguineus em meio sélido amilolitico,
aos cinco dias de incubacao.
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Para a producao de protease, nenhum dos isolados apresentou capacidade
de producao dessa enzima apds cinco dias de incubacao. Segundo Assis et al.
2010, a variacao da atividade proteolitica de alguns fungos é decorrente da sua
propria constituicao genética, cuja expressao depende também do pH e
temperatura, assim como, da presenca de fontes de carbono, nitrogénio e/ou
enxofre no meio.
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FIGURA 3: Crescimento diario dos isolados de Pycnoporus sanguineus em meio sélido proteolitico,
aos cinco dias de incubacao.
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4. CONCLUSOES

Conclui-se que os isolados de Pycnoporus sanguineus apresentaram
atividade enzimatica para producao de amilase e lipase; sendo que nenhum dos
isolados apresentou atividade enzimatica para producao de protease.

Os isolados diferiram na capacidade de producao de enzimas, isto indica a
possibilidade de se diferenciar isolados deste fungo mediante o emprego de meios
seletivos para avaliar a atividade de enzimas extracelulares.
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ABSTRACT: Evaluation of extracellular enzymes production by Pycnoporus
sanguineus isolates in different growing medium Fungi are heterotrophic
organisms, with wide geographic distribution and with a diverse range of
specimens. Among those belonging to Basidiomycota phylum, P. sanguineus is a
widely studied species due to its properties for the production of enzymes, used in
pharmaceutical, textile and paper industry, and is also used to control pathogens.
This study aimed to evaluate the production of extracellular enzymes by P.
sanguineus isolates in different growing medium. The isolates of Pycnoporus s. (ISO
02; I1ISO 04; I1SO 08; ISO 10; ISO 13; I1SO 14; ISO 15 and ISO 17) were analyzed for
production of extracellular enzymes: amylase, lipase and protease. The halo
diameter was measured during five days and the data were submitted to the Tukey
test to compare mean. Thought varying in behavior the isolate showed activity for
the production of lipase and amylase, which was more pronounced in amylase
activity.

KEYWORDS: Basidiomycetes; enzymatic activity; wood ear.
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