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RESUMO

Considerando a importancia dos estudos de bioprospeccao de espécies de ambientes ameagados, de
grande riqueza biologica e endemismo, esse trabalho visou investigar o potencial biotecnolégico de
espécies fungicas de diferentes habitats de um fragmento de Cerrado. Os fungos foram isolados em
cultura, algumas das quais selecionadas para a prospec¢ao de enzimas de interesse industrial, atividade
antimicrobiana e toxicidade preliminar. Foi detectada atividade de carboximetilcelulase e peroxidase em
todos os isolados avaliados. Nos testes para atividade antimicrobiana, os metabdlitos fingicos nao
mostraram inibi¢ao do crescimento para as cepas bacterianas analisadas, da mesma forma que nos
ensaios de toxicidade, esses metabdlitos se mostraram indcuos para larvas de Artemia salina. Ainda que a
avaliacdo da toxicidade requeira ensaios complementares, esses resultados estimulam a continuidade

dos estudos para a bioprospec¢ao do potencial biotecnolégico destes fungos, apontando-
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os como candidatos promissores para serem empregados em processos de aplicagao direta ao homem

ou a0 meio ambiente.

Palavras-Chave: Basidiomicetos; Ascomicetos; Enzimas Ligninoceluloliticas; Toxicidade.
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diversidade fingica é atualmente estimada em 3,8 milhoes de espécies, as quais apresentam
ampla distribui¢ao mundial, ocupando uma gama muito diversa de substratos, onde podem
viver como saprobiontes, parasitas ou simbiontes (Hawksworth 2001; Hawksworth &
Licking 2017). Os fungos desempenham diversos papeis ecossistémicos, tais como na ciclagem de
nutrientes, no controle populacional de algumas espécies, na degrada¢ido da madeira e de substancias
toxicas no solo (Abreu et al. 2015). Devido a essa capacidade, muitas espécies fingicas véem sendo

estudadas quanto ao seu potencial biotecnolégico (Namhyun et al. 2000).

Muitos fungos sao potenciais fontes de produtos naturais, uma vez que muitos dos seus
metabdlitos tém mostrado aplicagdo industrial; como é o caso das enzimas, antibidticos, vitaminas,
aminoacidos, esteroides, entre outros (Braga et al. 1999). As enzimas sao utilizadas, principalmente, na
degradacio de compostos organicos, na induastria téxtil, alimenticia, na formulagao de detergentes, no
tratamento de couro e pele (Nielsen & Oxenboll 1998). Entre essas enzimas, aquelas que tem recebido
maior destaque nas pesquisas sao as celulases (Silva et al. 2015), proteases, amilases, fenoloxidases
(Souza et al. 2008), lacases, peroxidases (Motato-Vasquez et al. 2016), pectinases (Xavier-Santos et al.
2004) e lignases (Santos et al. 2011). No entanto, o uso dos fungos e seus metabdlitos em aplicagoes
biotecnoldgicas, requer cuidado, pois, algumas espécies produzem substincias toxicas, conhecidas
como micotoxinas, que embora sejam importantes para a sobrevivéncia dos fungos e, em alguns casos,
até mesmo para o interesse biotecnolégico, elas podem oferecer grande risco a0 homem e ao ambiente,
muitas vezes inviabilizando ou limitando a aplica¢ao dos fungos e seus produtos (Perrone et al. 2007;

Pereyra et al. 2010).

O Brasil é um pais de grande diversidade biolégica e de paisagens. Entre essas paisagens esta o

Cerrado que ocupa grande extensdo do territério nacional, sendo considerado a mais rica savana

Fronteiras: Journal of Social, Technological and Environmental Science * http://periodicos.unievangelica.edu.bt/ fronteiras/
v.7, n.1, jan.-abr. 2018 * p.288-305. « DOI http://dx.doi.org/10.21664/2238-8869.2018v7i1.p288-305 * ISSN 2238-8869
289


http://periodicos.unievangelica.edu.br/fronteiras/

Bioprospeccao de Fungos de um Fragmento de Cerrado no Brasil Central para Aplicacoes
Biotecnologicas

Lucas Leonardo da Silva; Izabel Cristina Moreira; Thamara Machado e Silva;
Larissa Batista da Silva; Thales Antony Assis Santos; Leticia Mikaelly de Oliveira;
Denes Ferraz de Souza; Andressa de Oliveira Brito; Solange Xavier dos Santos

tropical do mundo. Este bioma abriga aproximadamente 33% da biodiversidade brasileira, porém a
intensa exploragao dos produtos nativos, a expansiao da atividade agropecuaria e as queimadas tém
contribuido para redugao dessa diversidade ao longo do tempo (Aguiar et al. 2004; Klink & Machado
2005).

Apesar da rica biodiversidade e das ameagas que recaem sobre o bioma, ha pouca informacao
acerca da diversidade fungica, bem como poucos estudos de prospec¢ao de bioprodutos produzidos
por fungos do Cerrado (Felfili & Felfili 2001; Rocha 2012). A maioria dos trabalhos que abordam os
fungos desse bioma ¢ focada nos aspectos taxonomicos (Dianese et al. 2011; Abrahdo et al. 2012;
Costa-Rezende et al. 2016). Concomitantemente, os estudos envolvendo a prospec¢do de enzimas, em
geral, se utilizam de fungos anamorficos ou associados a espécies vegetals, especialmente fungos
endofiticos (Chapla et al. 2013; Lopes 2013; Pereira 2013). Pereira (2016) ressalta a importancia de se
explorar a diversidade do bioma, com a possibilidade de caracterizagio de novas espécies e
bioprodutos, devido principalmente ao seu alto nivel de endemismo. Nesse contexto, esse trabalho
visou investigar as potencialidades quanto a produgiao de enzimas de interesse biotecnolégico e de
compostos bioativos, de espécies fungicas de diferentes habitats e nichos, provenientes de um

fragmento de Cerrado do Brasil Central.

MATERIAIS E METODOS

A AREA AMOSTRADA

A area de estudo constitui um fragmento de Cerrado caracterizado pelas fitofisionomias
cerrado stricto sensu, mata mesofila e mata de galeria. Conhecida como Trilha do Tatu, a area é
considerada uma reserva ambiental (ndo oficializada) e conta com aproximadamente 15 hectares dentro
das dependéncias do Campus de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas (CCET) da Universidade Estadual de
Goias (UEG), no municipio de Anapolis, Goids, entre os paralelos 16°23'40"S e 37°57'32"W (Barreto &
Angelini 2003) (Figura 01).

COLETA E ISOLAMENTO DOS FUNGOS EM CULTURA

A area foi explorada de forma aleatéria em suas diferentes fitofisionomias para o
reconhecimento e coleta dos fungos presentes. Diferentes substratos foram inspecionados quanto a
presenca desses organismos, entre os quais, madeira e folhas vivas ou em decomposic¢do, cadaveres de

inseto e solo.
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Figura 01. Localizagdao da area de estudo. Mapa do estado de Goias, com destaque para a
localizagao da “Reserva ambiental” Trilha do Tatu, situada no Campus de Ciéncias Exatas e
Tecnoldgicas (CCET) da Universidade Estadual de Goias, Anapolis.
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Fonte: modificado de Barreto e Angelini (2003).

A amostragem de micromicetos do solo foi realizada a uma profundidade de 10 cm da
superficie. Para o isolamento foi utilizada a técnica de diluicdo seriada até a propor¢io de 10°. Em
seguida, 100 pL dessa suspensio de solo foram inoculados em meio batata, dextrose e agar (BDA)
acrescido de cloranfenicol (0,025 g.mL") em placas de Petri. O in6culo foi espalhado sobre a superficie

do meio com o auxilio de uma alga de Drigalski.

A amostragem de macromicetos foi realizada a partir da coleta de corpos de frutificagao
visiveis a olho nu, que foram acondicionados em sacos de papel devidamente rotulados. Em campo, os
espécimes foram fotografados antes da retirada do substrato, uma vez que, apos a secagem do material,
caracteres taxonomicos importantes podem sofrer modificagdes, sejam na coloragao, textura ou forma.
Em laboratério, para o isolamento em cultura, foram retirados fragmentos dessas frutificagdes; esses
fragmentos foram previamente lavados em solucio de hipoclorito de sédio (10%) e 4dgua destilada
esterilizada (Schulz et al. 1993) e inoculados sobre a superficie do meio BDA acrescido de cloranfenicol

(0,025 g.mL.") em placas de petri.
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As culturas foram incubadas em estufa BOD a 25 °C durante 72 h. Apds esse periodo, as
colonias que surgiram foram repicadas e transferidas para novas placas contendo BDA, para obtenc¢ao
de colonias puras. Os espécimes de macromicetos caracterizados foram depositados no herbario
HUEG e os isolados fungicos obtidos foram inseridos na cole¢ao de culturas fungicas do Laboratério

de Biodiversidade do Cerrado da UEG/CCET, presetvados pelo método de Castellani.

INVESTIGACAO DO POTENCIAL BIOTECNOLOGICO

Entre os fungos que cresceram em cultura, foram selecionados cinco isolados que
apresentaram melhor crescimento para a investiga¢io do seu potencial biotecnolégico quanto a
producio de enzimas de interesse industrial, atividade antimicrobiana e toxicidade preliminar. Todos os

ensaios foram realizados em triplicata e o resultado expresso pela média das repetigdes.

Esses fungos caracterizados quanto ao potencial biotecnolégico foram identificados até o
menor nivel taxonémico possivel, tendo como referéncia a literatura especifica para os grupos e a
compara¢ao com material de herbario. O sistema de nomenclatura dos espécimes estudados seguiu a

base de dados Index Fungorum.

ATIVIDADE ENZIMATICA

Foi avaliada a atividade das enzimas peroxidase (EC 1.11.1) e carboximetilcelulase (EC
3.2.1.4). A avaliacio da atividade de peroxidase foi realizada de forma quantitativa. Para tanto, os
isolados selecionados foram cultivados em um sistema de fermentac¢ao semi-sélida, em que discos de
cultura crescida em meio BDA foram inoculados em meio a base de farelo de trigo, enriquecido com
sulfato de amonia (0,1%) e sulfato de magnésio (0,01%). As culturas foram incubadas a 25 °C durante
sete dias. Para obten¢ido do extrato enzimatico bruto, o material cultivado foi ressuspendido em 40 mL
de agua destilada, descompactado, agitado e filtrado. A solugao obtida foi utilizada para os ensaios

enzimaticos.

A atividade de peroxidase foi avaliada por espectrofotometria pelo método de Halpin e Lee
(1987), utilizando-se pirogalol e peréoxido de hidrogénio (H,O,) como substrato. Em tubos de ensaio
foram adicionados 2,4 mL de pirogalol preparado em tampao fosfato de sédio 0,1 mol L., pH 6,0 e 0,1
ml. da solucdo enzimitica. A reagio foi iniciada pela adigio de 0,5 mL de H,0,2 0,05 mol L, e se
processou em 1 min, a 420 nm, considerando 0,1 absorvancia/min, o equivalente a uma unidade de

enzima de peroxidase (POX)
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A atividade celulolitica dos isolados foi avaliada de forma qualitativa, através do cultivo em
meio solido especifico capaz de identificar a producao de carboximetilcelulase (CMCase). Para
determinar a atividade enzimatica, discos de cultura crescida em meio BDA foram inoculados no ponto
central de placas de petri contendo os meios sintéticos CMC I e CMC 11, sendo a carboximetilcelulose
(CMC) utilizada como tunica fonte de carbono (Ruegger & Tauk-Tornisielo 2004). As placas foram
incubadas a 28 °C por 96 h. Apés esse periodo, foram adicionados sobre as culturas 10 mL de solucio
de vermelho congo (2,5 g.L'l) em tampao Tris HCI 0,1 M, pH 8,0. Apés 30 minutos as culturas foram
lavadas com 5 mlL de solucdo NaCl 0,5 mol I."'para revelacio do halo de degradagio (Teather & Wood
1982).

O resultado foi avaliado pela medida do diametro das colonias e dos halos de degradagao,
sendo o valor expresso em indice enzimatico (IE), baseado na soma do diametro da colénia com o do
halo formado, dividindo o resultado pelo valor do diametro da colonia (Tiago & Silva 2007). Os
isolados que nao formaram halo de degradagao foram considerados negativos para presenca da enzima.
Em contrapartida, os isolados que exibiram IE = 2 foram considerados bons produtores dessa enzima

(Lealem & Gashe 1994).

EXTRACAO DOS METABOLITOS SECUNDARIOS

Os metabdlitos secundarios foram extraidos a partir do cultivo dos isolados em meio liquido
TLE (1 g.I'! de bactotriptona, 0,3 g.I" de uréia, 2,0 g.I." de KH,PO4, 1.4 g¢.I." de (NH,),SO,, 0.3 g.I."
de MgSO,.7H,0, 0.3 g.I." de CaCl,.6H,O e solucio de elementos tracos) e incubados a 28 °C por 168
h. As culturas foram, entao, filtradas a vacuo e os metabdlitos extraidos com a adi¢ao de acetato de etila
2,5% (1:2), sendo a fase apolar utilizada nos ensaios. A solugao obtida foi diluida em agua destilada nas
concentragoes 500, 1000, 1500, 2000, 2500, 4000 e 5000 ppm, para realizagao dos ensaios de atividade
antimicrobiana e em 4gua marinha sintética (38g de NaCl/1000 mL de H,O) para os ensaios de

toxicidade.

INVESTIGACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana foi determinada através do método de disco-difusio (Ribeiro &
Soares 1998), utilizando-se as seguintes cepas bacterianas: Pseudomonas aernginosa ATCC 27853,
Escherichia coli ATCC 25312, Staphylococcus aurens ATCC 6538 e S. epidermidis ATCC 12223, proveniente
do banco de microrganismos do Laboratério de Microbiologia da UEG/CCET. Cada cepa foi

Fronteiras: Journal of Social, Technological and Environmental Science * hrrp://peri()diC()s.unie\';mge]ica.edu‘bl‘/fromeil‘as/
v.7, n.1, jan.-abr. 2018 * p.288-305. « DOI http://dx.doi.org/10.21664/2238-8869.2018v7i1.p288-305 * ISSN 2238-8869
293


http://periodicos.unievangelica.edu.br/fronteiras/

Bioprospeccao de Fungos de um Fragmento de Cerrado no Brasil Central para Aplicacoes
Biotecnologicas

Lucas Leonardo da Silva; Izabel Cristina Moreira; Thamara Machado e Silva;
Larissa Batista da Silva; Thales Antony Assis Santos; Leticia Mikaelly de Oliveira;
Denes Ferraz de Souza; Andressa de Oliveira Brito; Solange Xavier dos Santos

inoculada em placas de Petri contendo o meio agar nutriente, a partir de colonias isoladas ajustadas para

a escala 0,5 de Mc Farland.

As placas foram divididas em oito setores. Em cada setor foi depositado um disco de papel
filtro (5 mm de diametro), previamente esterilizado e embebido em 0,5 pL. de uma das solugdes dos
metabolitos. As placas foram incubadas por 24 h a 35 °C, e entdo, verificada a formacao de halo de

inibicao do crescimento bacteriano ao redor do disco.

INVESTIGACAO DA TOXICIDADE PRELIMINAR

A toxicidade dos isolados foi determinada conforme o método descrito por Meyer et al.
(1982), que constitui um bioensaio simples e bastante empregado para a investigacao preliminar de
atividade de produtos naturais. Através desse método, é possivel determinar a concentragao letal 50%
(CL5,) de componentes ativos e extratos em meio salino, manifestada pela toxicidade de componentes
ativos, fracGes ou extratos de produtos naturais frente a larvas do microcrusticeo marinho Artemia

salina.

Cistos de A. salina adquiridos comercialmente foram incubados em um aquario contendo agua
marinha sintética sob oxigenacdo e controle da temperatura (25 °C). Ap6s 37 h de incubagio, as larvas
que eclodiram foram retiradas para realizacao do ensaio. Para o ensaio, dez larvas foram depositadas,
com auxilio de uma micropipeta, em cada um dos pogos de uma microplaca de poliestireno contendo
cada qual uma das solu¢oes de metabolitos. Como controle negativo foi utilizada solu¢ao marinha
sintética. Apds 37 h de incubacio a 25 °C, foi contabilizado sob microscopio estereoscopico o numero
de individuos vivos e mortos em cada solugdao. A toxicidade foi expressa como concentracao letal a

50% da populagio (CL), estimada através do software Statplus 2009 professional (AnalystSoft/ Probitos).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os FuNGOS COLETADOS

Foram amostrados 36 exemplares de macromicetos sexsu lato, e dezenas de bidtipos distintos
de micromicetos (a partit do isolamento do solo). Esses fungos estio distribuidos em trés grupos
taxonomicos: basidiomicetos, ascomicetos e mixomicetos, entre os quais, os isolados 01, 02, 04, 24 ¢ 37

foram utilizados nos ensaios de bioprospecgao (Tabela 01 e Figura 02).
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Tabela 01. Relagiao dos fungos amostrados na “Reserva ambiental” de Cerrado Trilha do Tatu,
Anapolis, Goias segundo a fitofisionomia, substrato, grupo taxonoémico, género e nimero de
tombo no herbario HUEG e na colecio de culturas fungicas do Laboratério de Biodiversidade do
Cerrado (SXS). SS: cerrado sensu stricto; MS: mata seca; MG: mata de galeria; MM: madeira morta;
MV: madeira viva; FV: folha viva: FM; folha morta: FM SO: solo; IN: cadaver de inseto.

Tombo
HUEG SXS

N° amostra/isolado  Fitofisionomia Substrato Grupo taxondémico Género

Macromicetos

02% SS MM Basidiomiceto Lentinus 11433 535

04* MS MM Ascomiceto Diatrype 11434 536

06 MS

£

Ascomiceto

08 MS

=

Indeterminado

10 MS

=

Basidiomiceto

12 MS

=

Basidiomiceto

14 MS FM Indeterminado

16 MS

=

Basidiomiceto

18 MG SO Indeterminado

20 MG

:

Basidiomiceto

22 MG

=

Basidiomiceto

24* MG

=

Basidiomiceto Fomes 11435 606

26 MG

:

Basidiomiceto

28 MG

=

Ascomiceto

g
=
)
=

Basidiomiceto

32 MG FV Indeterminado

34 MG MM Basidiomiceto
36 MG MM Mixomiceto
Micromicetos

38 MG SO Ascomiceto
*Amostras utilizadas nos ensaios de bioprospeccio.
Fonte: Os Autores.
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Figura 02. Fungos amostrados na “Reserva ambiental” de Cerrado Trilha do Tatu, Anapolis,
Goias, utilizados em ensaios de bioprospeccao. O numero indicado em cada imagem corresponde
ao numero da amostra: 01) Corticiaceae; 02) Lentinus sp.; 04) Diatrype sp. (seta); 24) Fomes sp. e 37)
Aspergillus sp. Barra = 1cm.

L 04

Fonte: Os Autores.

O POTENCIAL ENZIMATICO
Todos os isolados fungicos apresentaram halo de degradag¢ao nos meios contendo CMC como
unica fonte de carbono, indicando a atividade de CMCase (Figura 03), com indice enzimatico (IE) = 2,0
(Tabela 02). O isolado 02 (Lentinus sp.) apresentou atividade enzimatica apenas no meio CMC II.
Atividade de peroxidase foi detectada nos isolados 02 (Lentinus sp.), 04 (Dzatrype sp.) e 37 (Aspergillus
sp.), com destaque para o isolado 02, com UE superior 1,0 (Tabela 02).
Figura 03. Culturas do fungo Fozmes sp. (isolado 24) proveniente da “Reserva ambiental” de

Cerrado Trilha do Tatu, Anapolis, Goias mostrando halo de degradacao (seta) em meio CMC I e
CMCII (A" e A% respectivamente). Barra = 1 cm.

Al

Fonte: Os Autores.
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Tabela 02. Atividade enzimatica e toxicidade de isolados de fungos coletados na “Reserva
ambiental” de Cerrado Trilha do Tatu, Anapolis, Goias. CMCase: carboximetilcelulase; POX:
peroxidase; UE: unidade de enzima; Oc: diametro da colonia (cm); Oh: diametro do halo de
degradagdo (cm); IE: indice enzimatico; NA: nao avaliado; ND: nao detectado.

Atividade enzimatica Toxicidade sobre
Isolado Taxon CMCase POX Artemia salina
Meio CMC 1 Meio CMC II UE CLso (ppm)
Oc Oh 1IE Oc Oh IE
01 Indet.(Corticiaceae) 2,8 3,6 2,3 32 4 2,2 NA 2.742
02 Lentinus 33 ND ND 3.6 42 2,2 1,204 1.670
04 Diatrype 2,5 4 2,6 375 45 2,2 0,1328 1.418
24 Fones 2.7 39 2.4 34 4 2,2 NA 1.528
37 Aspergillus 1,6 2.2 2.4 2,2 2.8 2,2 0,54 3.279

Fonte: Os Autores.

Silva et al. (2015), investigando a produ¢ao de enzimas extracelulares por fungos do Cerrado
associados a decomposi¢ao de materiais de vegetais em riachos, detectaram atividade celulolitica em
69% das 100 linhagens estudadas. Entre essas, 23% foram consideradas potenciais para aplicagio em
processos biotecnolégicos, por apresentarem indice enzimatico superior a 2,0. Souza et al. (2008)
também detectaram atividade celulolitica em todos os 10 isolados fungicos estudados, procedentes do

bioma amazo6nico, sendo o isolado do género Trametes sp. o de maior atividade enzimatica.

A capacidade de fungos em sintetizar enzimas ligninoceluloliticas esta relacionada a sua
habilidade em decompor a madeira. Durante esse processo, o fungo promove a quebra dos
componentes da parede celular vegetal (celulose, hemicelulose e lignina) através da secregao de
metabdlitos secundarios, principalmente as enzimas ligninoceluloliticas, sendo as lacases, lignina
peroxidases, manganés peroxidases e celulases as mais estudadas (Silva & Gilbertoni 2006; Abreu et al.

2007).

Motato-Vasquez et al. (2016) avaliaram qualitativamente 31 isolados de basidiomicetos quanto
a producao de enzimas lignoceluloliticas. Eles constataram a presenca de POX ¢ CMCase em 90 e 58%
dos isolados, respectivamente. As espécies em questio foram associadas a decomposicio branca da
madeira devido a presenca de ligninases, envolvidas no processo de degradacao da lignina, confirmada

para quase todos os espécimes testados pelos autores.

Os fungos de decomposicao branca sao caracterizados pela degradagao preferencial da lignina
entre os demais componentes da madeira (celulose e hemicelulose), deixando a madeira assim
decomposta com o aspecto esbranquicado, ja que a lignina é responsavel pela coloragao castanha. A

maioria desses organismos pertence ao filo Basidiomycota, com destaque para os géneros Bjerkandera,
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Gloeophyllum, Junghubnia,Phanerochaete, Plenrotus, Phlebia, Pycnoporus, Schizophyllum e Trametes (Soares 1998;
Gibertoni 2004; Xavier-Santos et al. 2004; Abreu et al. 2007). Entretanto, algumas espécies
pertencentes a outros grupos taxonoémicos também sio capazes de promover a degradagao da madeira
e produzir enzimas ligninoceluloliticas (Saparrat et al. 2002). Os resultados dos testes enzimaticos
realizados no presente estudo confirmam essa afirmagiao, ja que o isolado representante de
Basidiomiceto (Lentinus sp.) mostrou atividade de POX bastante superior aos isolados do filo

Ascomycota (Diatrype sp. e Aspergillus sp.).

As enzimas ligninoceluloliticas apresentam grande potencial de aplica¢do biotecnoldgica. As
celulases estido entre as enzimas hidroliticas mais utilizadas na industria téxtil, de papel, no preparo de
detergentes, alimentos, extragao de 6leos e pigmentos, entre outras (Kubicek et al. 1993; Bhat 2000). As
celulases tém sido empregadas na fabricagio do etanol de segunda geragao, obtido a partir da celulose

de materiais lignoceluloliticos (Silva 2010).

As peroxidases sao enzimas da classe oxidoredutases, cuja funcdo ¢ catalisar a oxidacdo de
componentes celulares, tais como o peroxido de hidrogénio (H,O,). Elas tém grande aplicagio em
processos biorremediativos, especialmente de poluentes organicos e tratamento de aguas residuais

contendo compostos fendlicos (Kvaratskhelia et al. 1997; Karim & husain 2009).

A produgao de enzimas por fungos esta relacionada ao seu processo de nutricao. Durante este
processo ocorre a degradacao de diversos substratos naturais ou processados, sendo em sua maioria de
natureza lignocelulolitica (Bennet 1998). Assim, a presenca dessas enzimas esta diretamente associada
ao tipo de substrato (Ruegger & Tauk-Tornisielo 2004). Dessa forma, na exploragao biotecnoldgica

desses fungos, a producao dessas enzimas podera ser induzida de acordo com o substrato fornecido.

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

As solugoes metabodlicas dos fungos estudados nao induziram a formagao de halo de inibi¢ao
do crescimento contra as cepas bacterianas testadas (Figura 04). Vanderlinde e Onofre (2010)
observaram resultados diferentes utilizando metabélitos produzidos por fungos da espécie Pyenoporus

sanguinens, que apresentou atividade antimicrobiana para quatro das cinco cepas analisadas.

Wisbeck et al. (2009), estudando diferentes espécies do género Pleurotus, observaram atividade
antimicrobiana contra uma unica cepa bacteriana das quatro testadas. Os autores relatam que uma das
possiveis causas da auséncia do halo de inibi¢ao esta na baixa concentra¢gio dos metabdlitos utilizados,
que fol insuficiente para impedir o crescimento bacteriano. Considerando que a produgio de
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compostos bioativos por um microrganismo constitui uma estratégia de competiciao pelo substrato, a
auséncia da atividade antimicrobiana nos fungos testados também pode estar relacionada ao habitats
que eles ocupam no ambiente estudado, em sua maioria madeira morta, que nio coincide com o nicho
ecoldgico das espécies bacterianas testadas, sendo essas presentes no solo, com excecao da Escherichia
cols.

Figura 04. Atividade antimicrobiana do fungo Dzatrype sp. (isolado 04), proveniente da “Reserva

ambiental” de Cerrado Trilha do Tatu, Anapolis, Goias, avaliada pelo método de disco-difusao. A’
contra Staphylococcus epidermidis ATCC 12223; A% contra S. aurens ATCC 6538. Barra = 1 cm.

Fonte: Os Autores.

TOXICIDADE

Moléculas bioativas tém sido isoladas e caracterizadas para diversas aplicagdes biotecnoldgicas.
Muitas espécies de fungos sao conhecidas por biossintetizar metabdlitos secundarios de grande
interesse por apresentar diversas atividades biologicas (Keller et al. 2005). Por outro lado, esses
compostos podem ser fatores limitantes para aplicacio desses fungos em diferentes processos
biotecnolégicos, especialmente em se tratando da industria alimenticia e farmacéutica, por oferecer

riscos a0 homem e ao ambiente (Perrone et al. 2007; Pereyra et al. 2010).

Por essa razao, a aplicagdo de fungos e seus produtos requer a realizagao de testes que visam
analisar os possiveis efeitos toxicos que ocorrem nos sistemas bioldgicos, e dimensionar a toxicidade
relativa dessas substancias (Forbes & Forbes 1994). Comumente, esses ensaios sao realizados
utilizando-se microcrustaceos pertencentes a ordem Anostraca, sendo Artemia salina a espécie mais
utilizada para este fim, pois garante um método seguro, rapido, pratico e de baixo custo (Luna et al.

2005).
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As solugoes metabdlicas dos fungos testados no presente trabalho causaram 100% de
mortalidade em _A. sa/ina quando em concentragao igual ou superior a 4000 ppm, exceto o isolado 04
(Diatrype sp.) que nao foi capaz de causar 100% de mortalidade em nenhuma das concentragdes testadas
(Figura 05). A tabela 02 apresenta a CL,, dos fungos estudados, em que pode-se verificar que os
extratos brutos de todos os fungos testados nao apresentaram atividade citotéxica sobre as larvas de A.
salina, sendo considerados inativos, pois apresentaram CLs, superior a 1000 ppm. De acordo com
Meyer et al. (1982), uma substancia para ser considerada toxica deve apresentar CL, inferior a 1000
ppm. Estes dados sugerem a auséncia de componentes citotoxicos nos fungos estudados e demonstram
que sdo potenciais candidatos para serem utilizados em processos biotecnolégicos de aplicagao direta
ao homem ou a0 meio ambiente, uma vez que nao demonstraram toxicidade.

Figura 05. Mortalidade acumulada de larvas de Artemia salina submetidas a solugoes de diferentes

concentragoes de metabélitos fungicos provenientes de fungos isolados da “Reserva ambiental” de
Cerrado Trilha do Tatu, Anapolis, Goias.

” /
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Isolados fingicos
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0 1000 2000 3000 4000 5000
Concentragao da solugdo de metabolitos (ppm)

Fonte: Os Autores.

Ramirez et al. (2008) investigaram a toxicidade de basidiomicetos agaricoides e constataram
que os metabolitos extraidos de Pleurotus ostreatus e P. pulmonarius apresentam baixa toxicidade, enquanto
que P. involutns demonstrou alta toxicidade frente a larvas de A. salina. Devido a baixa toxicidade
apresentada por esses organismos, muitas espécies de fungos, principalmente micromicetos, sao
bastante exploradas para diversas aplica¢oes industriais. Algumas espécies como Acremonium chrysogenum,
Aspergillus niger, A. oryzae, Penicillium chrysogenum e Trichoderma reesei, sio empregadas no setor alimenticio e

farmacéutico (Radzio & Ulrich 1997).
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CONCLUSAO

Esse trabalho permitiu verificar que todos os isolados fungicos testados foram capazes de
produzir peroxidase e carboximetilcelulase, e ndo apresentaram atividade antimicrobiana ou toxicidade
preliminar sobre Artemia salina, sugerindo a auséncia de componentes citotoxicos nestes fungos. Ainda
que para avaliacdo da toxicidade sejam necessarios ensaios complementares, esses resultados estimulam
a continuidade dos estudos para a bioprospeccio do potencial biotecnolégico destes fungos. Os
resultados ressaltam ainda a importancia em explorar a biodiversidade fungica do Cerrado,
contribuindo para expansio do conhecimento da riqueza do grupo e a possibilidade de caracterizagiao

de novas biomoléculas.
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Bioprospeccao de Fungos de um Fragmento de Cerrado no Brasil Central para Aplicacoes
Biotecnologicas
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Bio-Prospection of Fungi from a Fragment of Cerrado in Central Brazil
for Biotechnological Applications

ABSTRACT

Considering the importance of bio-prospection studies involving species from threatened environments
that are of great biological richness and endemism, this work aimed to investigate the biotechnological
potential of fungi from different habitats in a fragment of Cerrado. The fungi were isolated in culture,
and some were selected for the prospection of enzymes that are of industrial interest, for antimicrobial
activity and preliminary toxicity. Carboxymethyl cellulose and peroxidase activity was detected in all
isolates evaluated. In the tests for antimicrobial activity, the fungal metabolites did not show growth
inhibition for the bacterial strains analyzed, and in the toxicity assays these metabolites were shown to
be innocuous for Artemia salina larvae. Although the toxicity evaluation still requires complementary
assays, these results justify the continuation of bio-prospection studies on the biotechnological potential
of these fungi, showing them to be promising candidates for use in processes applied directly to

humans or to the environment.
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