Selecdo de Macrofungos Produtores de Lipases e Proteases

Marcelo Miiller dos Santos'*, Maria Angela Lopes de Almeida Amazonas®,
David Alexander Mitchell' e Nadia Krieger’

1. Laboratério de Fermentagido no Estado Sélido, Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, Centro
Politécnico, UFPR, marcelomuller@hotmail.com 2. Centro Nacional de Pesquisa em Florestas, Embrapa
Florestas. Colombo-PR. 3. Laboratério de Tecnologia Enzimitica e Biocatilise, Departamento de Quimica,
Centro Politécnico, UFPR - Caixa Postal 19081, CEP 81531-990

RESUMO

Neste trabalho investigou-se a produgdo de lipases e proteases em isolados de macrofungos
depositados na colegdo de culturas da Embrapa Florestas, Colombo, Paranad. Técnicas
rapidas de detec¢do qualitativa de atividade enzimatica foram empregadas, permitindo a
triagem de vdrios isolados em curto espago de tempo. Para tanto, os macrofungos foram
cultivados a 25 ° C em placas de Petri contendo agar bacteriologico 1,5 % , 1 % dleo de
oliva e Rodamina B, para a detecgdo de lipases; para proteases, utilizou-se agar nutriente
adicionado de 4 % de gelatina. A detecgao de atividade lipolitica baseou-se no halo
Sfluorescente formado pela Rodamina B e pelo dcido graxo gerado na reagdo enzimatica. A
atividade proteolitica foi investigada pela formagdo de halos transparentes gerados pela
degradagdo da gelatina. Foram avaliadas 45 linhagens de macrofungos, das quais 16
mostraram atividade lipolitica e 39 atividade proteolitica, sendo que as 16 linhagens que
apresentaram atividade lipolitica também apresentaram atividade proteolitica.

" INTRODUCAO

Macrofungos sgo fungos filamentosos que possuem a capacidade de produzir corpos de
frutificagdo (Chang, 1993). A grande maioria dos macrofungos fazem parte do grupo dos
basidiomicetos, mas alguns ascomicetos também podem produzir corpos de frutificagio e
também sdo classificados como macrofungos. Estes fungos tém sido utilizados a séculos pela
medicina oriental (Cui & Chisti, 2003), principalmente devido &s suas atividades antivirais
(Collins & Tzi, 1997), anti-cdncer (White et al., 2002) e imunoestimulantes (Zhang er al.,
2002), que tém sido comprovadas em estudos recentes.

No Ocidente, os macrofungos sdo mais conhecidos por uma outra capacidade especifica que
possuem, a degradagdo da madeira. A adaptagdo destes microrganismos a ambientes florestais
pela sua capacidade de obter nutrientes da madeira, deve-se a um complexo enzimdtico
conhecido como complexo lignolitico. As enzimas que fazem parte deste complexo, a lignina-
peroxidase, manganés-peroxidase e lacase tém sido extensivamente estudadas. Apesar do
grande avango nos estudos das enzimas do complexo lignolitico de macrofungos, pouco foi
feito até entdo, no estudo de enzimas hidroliticas, entre elas lipases ¢ proteases produzidas por
estes fungos.

As lipases sio definidas como carboxilesterases que catalisam a hidrélise e sintese de
acilglicerdis de cadeia longa, sendo a trioleina o substrato padrio (Jaeger & Eggert, 2002).
Podem ser aplicadas desde industrias de detergentes (Kirk er al., 2002) até a sintese de
compostos de alto valor agregado (Rasor & Voss, 2001; Liese & Filho, 1999; Panke &
Wubbolts, 2002: Jaeger & Eggert, 2002). As proteases, além de serem utilizadas em processos
industriais como a fabricagio de detergentes, na cervejaria e panificagio, também, em
condi¢des apropriadas, podem catalisar a sintese de peptideos de alto valor comercial (Beynon
& Bond. 1989). Além dos exemplos ja mencionados, a utilizagio tanto de lipases (Yoshida er



Tabela 1 Resultados do screening para a selegdo de macrofungos produtores de lipases €

proteases.
Macrofungo Procedéncia Lipase Protease

Agaricus cf®. arvensis Tibagi-PR " *
Agaricus fuscofibrillosus mediofuscus Curitiba-PR - -
Agaricus brasiliensis 72 CNPF* N >
Agaricus brasiliensis 97/11 UNESP-Botucatu - +

Agaricus brasiliensis 99/25 UNESP-Botucatu -
Agaricus brasiliensis 99/126 UNESP-Botucatu - +
Agaricus brasiliensis 99/28 UNESP-Botucatu - +
Agaricus brasiliensis 99/29 UNESP-Botucatu - +
Agaricus brasiliensis 99/30 UNESP-Botucatu - +
Agaricus brasiliensis 00/30 UNESP-Botucatu - +
Aurantioporus pulcherrimus (micélio branco) CNPF + +
Aurantioporus pulcherrimus (micélio rosa) CNPF - +
Aurantioporus pulcherrimus CNPF - +
Chlorophyllum molybdittes CNPF - -
Flaviporus venustus CNPF + +
Fomitopsis nivosa Guaraquegaba-PR + &
Ganoderma australe CNPF + +

b, Chapada dos Veadeiros -

Ganoz;_erma do complexo’ lucidum GO + +
Ganoderma lucidum Curitiba - PR + -+
Ganoderma lucidum Hong Kong - China - #

Ganoderma orbiformum Paranagua - PR + +
Gymnopilus sapineus CNPF - +
Hydnopolyporus fimbriatus CNPF +
Henningsia brasiliensis Curitiba - PR + +
Hypholoma subviride CNPF * ¥
Lentinula boryana Quatro Barras - PR - -
Lentinula edodes 697 Tottori - Japdo - +
Lentinula edodes LE1 Londrna - PR + +
Lentinus crinitus CNPF + +
Lentinus strigellus CNPF - +
Lentinus strigosus CNPF - -
Lentinus velutinus Balsa Nova - PR o+ *
Qudemansiella canarii Cunuba - PR - +
Paccilomyces farinosum Sio Jose dos Pinhais- PR + #
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Sdo Jose dos Pinhais- PR
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