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Resumo

Este trabalho trata do estudo sobre fatores que podem influenciar o crescimento dos fungos Pycnoporus
sanguineus (L.:F.) Murr e Trametes sp. Os fungos foram coletados no perimetro urbano de Manaus-AM
e municipio de Manacapuru-AM. Para estudo da otimizagdo do crescimento foram analisados os
seguintes parametros: pH, temperatura e fontes de nitrogénio (NaNOs; e (NH.).SO, em diferentes
concentragdes). A avaliacdo do crescimento foi realizada através de mensuracdo do avanco linear da
fronteira micelial em meio sélido de agar-extrato de malte. Os resultados obtidos demonstraram que
ambos os fungos apresentaram crescimento 6timo no pH entre a faixa de 5-6 e temperatura entre 30-35
°C. Também foi observado que o crescimento dos fungos nas diferentes fontes de nitrogénio ndo se
mostrou significativo ao nivel de 95% de probabilidade. Entretanto, em valores absolutos o maior
crescimento ocorreu na concentracdo de 30 mEq./L de nitrato de sodio. O presente estudo permite
avancar em novas pesquisas uma vez que foi possivel identificar as faixas 6timas de pH, temperatura e
fonte de Nitrogénio para o crescimento micelial.

Palavras-chave: Fungos degradadores; madeira; Amazonia.

Abstract

This paper concerns to factors that might has influence on growth and ligninolitic activity of Pycnoporus
sanguineus (L.:F.) Murr and Trametes sp fungi. Fruit bodies were collected at urban perimeter of
municipalitties Manaus and Manacapuru, State of Amazonas, Brazil. To study growth optimal
conditions the following parameters were analyzed: pH, temperature and nitrogem sources ((NaNOs e
(NH4)2SO, on different concentrations). Growth rate avaliation was done through measurement of
micelial growth in solid media extract of malte. The results shown the pH 5-6 optimal for both fungi
while temperature optima in the range 30-35 °C. Growth in different nitrogen sources didn't shown
significative at 95% level of probability. However, absolute values were highiest at 30 mEg/ML
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concentration of sodium nitrate. This study allows us to move into new research as it was possible to
identify the optimum ranges of pH, temperature and nitrogen source for mycelial growth.
Keywords: Degrading fungi; wood; Amazon.

Introducéo

O interesse do homem pelos fungos vem desde a antiguidade em funcédo da eterna busca
por alimento. Logo se descobriu que eles eram uma nova fonte de alimentagcdo, porém véarios
envenenamentos acidentais ocorreram e estes fungos venenosos receberam o nome de
“fermentos venenoso da terra” (MORALIS et al., 2003). Muitos fungos ja eram empregados
desde a mais longinqua antiguidade, quando o homem descobriu a metodologia e técnica de
preparo do pdo, do queijo e das bebidas. Na época, ignorando o que provocava a fermentacao,
pelo menos o pdo e as bebidas alcodlicas surgiram praticamente em todos os cantos do planeta
independentemente. Durante centenas de anos, varias tribos indigenas aprenderam com a
natureza que determinadas espécies de fungos eram comestiveis, e de excelente valor nutritivo.
Europeus e asiaticos ainda hoje mantém cogumelos em suas dietas, especialmente porque a
ciéncia tem descoberto qualidades ignoradas por tanto tempo e que existem na maioria dos
demais alimentos tais como: baixam o nivel de colesterol no sangue, tém substancias
anticancerigenas, sdo fontes de aminoacidos (essenciais e ndo essenciais), contém minerais
como o calcio, potassio, iodo e fosforo, contém varias vitaminas, nutrem e ndo engordam
(PUTZKE, 2004).

Atualmente vérias espécies de fungos sdo usadas em diversos tipos de industria
(alimenticia, farmacéutica, etc). Os cogumelos das espécies Agaricus campestris, Morchella
hortenois, Clavaria fava, Pleurotis sp. Boletus sp. e as trufas do género Tuber sp., S0 0s mais
frequentemente utilizados como alimentos. As espécies de Penicillium roqueforti, Penicillium
camemberti e Penicillium gordonzola podem ser utilizados no preparo de queijos. Dentre as
leveduras de maior importancia industrial destacam-se as linhagens fermentativas de
Saccharomyces, empregadas na industria de panificagdo, e bebidas alcoolicas: Cerveja
(Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces carlsbetgensis), rum, vinho (Saccharomyces
ellipsoideus), saqué e producdo industrial do etanol a partir da cana de agucar (NEUFELD,
1997).
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Com o avanco dos estudos na area biotecnologica os organismos fungicos tornaram-se
de grande interesse e vém contribuindo com produtos e processos de importancia industrial. Na
maioria das vezes, eles sdo vistos pela populagdo como prejudiciais, uma imagem que é dada
pelas poucas espécies dentro do reino que causam as micoses do homem e animais ou as que
sdo responsaveis por doencas em plantas cultivadas. Muitas pessoas associam os fungos com
os bolores ou mofos que invadem paredes umidas das residéncias, artigos de couro ou ainda
cobrem os alimentos, como frutas e grdos armazenados. Algumas espécies de fungos podem
ainda ser associadas a culinaria, como € o caso dos cogumelos (AZEVEDO, 2003).

Os fungos tém grande importancia agricola e ecoldgica, decompondo restos vegetais,
degradando substancias téxicas e na simbiose com as plantas. Devido a sua versatilidade, os
fungos vém sendo estudados, principalmente quanto a sua aplicabilidade biotecnoldgica
(AZEVEDO, 2003: ESPOSITO & AZEVEDO, 2004).

A producdo de moléculas com atividade farmacologica é uma das mais exploradas em
biotecnologia, por empresas de paises industrializados. Os antibidticos sdo os produtos
microbianos tradicionalmente mais explorados nesta area, contudo novos compostos tém sido
investigados em escala de screenig farmacoldgico industrial, como agentes antitumorais e anti-
cancer, inibidores enzimaticos e agentes cardiovasculares. A aplicacdo de microrganismos na
producdo de farmacos teve um desenvolvimento acelerado a partir da descoberta dos
antibioticos, na década de 30. A producdo de penicilina de Penicillium notatun ou o Penicillium
chrysogenum, revolucionou toda a terapéutica antimicrobiana, possibilitando a descoberta de
outras drogas desse tipo, algumas com especificidade para fungos, bactérias, protozoarios, etc.
(LACAZ, 2002).

Fungos deterioradores de madeira

Dentre os varios potenciais biotecnologicos dos fungos ressalta-se o poder de degradagéo
da materia organica. Os fungos sdo capazes de atacar e degradar a madeira, em seus
ecossistemas terrestres naturais e especialmente os da classe Basidiomycetes tem demonstrado
maior eficiéncia no processo de biodegradacdo de material lignoceluldsicos (HATAKKA,
1994; HIGUCHI 1990, Apud SOARES, 1998). Estes fungos podem ser saprofitas, parasitas,

simbidticos e micorrizicos, sendo usados na industria alimenticia, na produgéo de enzimas, na
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biopolpacdo, no biobranqueamento de efluentes, na formacdo de ectomicorrizas, etc.
(HAMLYN et al.,1998).

Hoje, acredita-se que existam mais de 200.000 espécies de Basidiomicetos
ligninoceluldsicos, a maioria dos quais estariam nas regides tropicais e subtropicais do mundo.
Os basidiomicetos lignoceluldsicos estdo classificados em duas grandes ordens dos
basidiomycetes: Agaricales e Aphyllophorales. Estes apresentam tamanhos, formas, cores, e
consisténcias diversificadas, podem ser microscopicos ou ter até 20cm de didmetro, presos ao
substrato através de estirpe, sésseis ou na forma de manchas regulares ou irregulares na
superficie da madeira. Sao versateis e, num mesmo tronco, uma espécie pode apresentar mais
de uma forma ou cor. Crescem inicialmente dentro da madeira colonizando-a e suas hifas
formam uma rede, nem sempre visivel a olho nu, mais ou menos extenso, preenchendo o lume
das células, passando de uma célula a outra através da parede celular e em alguns casos
destruindo a estrutura da lamela média. Apos certo periodo de tempo, que pode durar uns
poucos dias até muitos anos, variavel de espécie para espécie e com as condi¢cdes ambientais,
emergem o0s basidiocarpos (corpos de frutificagdo). S&o extremamente importantes como
decompositores e principais responsaveis pela ciclagem do carbono nos ecossistemas.
Degradam os componentes da madeira: celulose, hemicelulose e lignina, a partir dos quais
obtém energia para seu crescimento e reproducdo (BONONI, 1997).

Estudos da biodiversidade, visando espécies com potencial biotecnoldgico,
provavelmente poderdo contribuir com descoberta de metabdlicos importantes que podem
contribuir com a melhoria da qualidade de vida da populacdo. No entanto, faz-se necessario
maior investimento em pesquisas cientificas e tecnoldgicas, a fim de que esse potencial seja

melhor explorado, pela indUstria, alimenticia, farmacoldgica, entre outras.

Materiais e métodos

Coleta dos Fungos

Os fungos Pycnoporus sanguineus e Trametes sp com seus respectivos substratos foram
coletados na BR 174 Km 41 (Amazonas) e no perimetro urbano no Municipio de Manacapuru
nos meses de fevereiro - maio e acondicionados em sacos de papel com as devidas informagdes

sobre local, data de coleta, coletor e tipo de substrato. Em seguida foram levados ao Laboratério
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de Microbiologia da UTAM/EST-UEA, onde foram armazenados em camara de refrigeracédo
cientifica em temperatura de 3.5°C (INDREL RC 1500 D). No dia seguinte apos a coleta, 0s
fungos foram inoculados em meio de cultura para em seguida serem identificados e utilizados

na pesquisa em questéo.

Isolamento dos fungos

Utilizando-se um uma lamina de bisturi, foi retirado de cada carpoforo cerca de 3mm de
uma de suas extremidades. A amostra do fungo foi submetida a assepsia em alcool a 70%,
hipoclorito a 3% e &4gua destilada, por um periodo de 1-2 minutos em cada solugdo. Em seguida
cada amostra foi colocada sobre filtro de papel para retirar 0 excesso de liquido presente.
Posteriormente cada fragmento fungico foi inoculado no centro de cada placa de Petri, com o
meio de cultura agar-extrato de malte no interior da Camara de Fluxo Laminar. As placas de
Petri foram identificadas, lacradas com fita pléstica (Parafilm “M”) e deixadas em temperatura
ambiente 28° C (+ 2°C) por um periodo de sete dias. Decorrido esse periodo, foi realizada a
replicagem no mesmo tipo de meio para a obtencdo de uma cultura pura, sendo que a cultura
de Trametes sp foi identificada com o codigo FSF11 e o P. Sanguineus com o codigo PIC07.
As duas culturas foram depositadas em camara de refrigeracdo cientifica (INDREL RC 1500

D) em temperatura de 3.5°C.

Otimizacao das Condicdes de Crescimento do Fungo - Temperatura

No estudo do crescimento dos fungos Pycnoporus sanguineus e Trametes sp, foi utilizado
0 método da placa de Petri em triplicata, no qual o avanco da fronteira micelial foi medido em
fungéo do tempo.

Para o estudo sobre a influéncia da temperatura no crescimento micelial, foi retirado da
periferia da cultura pura cerca de 5mm do micélio de Pycnoporus sanguineus e Trametes sp 0S
quais foram inoculados em placas de Petri (triplicata) contendo meio Agar-malte (2%). Estas
culturas foram mantidas em incubadoras com temperaturas pre-estabelecidas de 25°, 31° e 35°

C e em temperatura ambiente de 28°C (+ 2°C). O crescimento foi mensurado atraves da
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progressao linear da fronteira micelial, sendo as medidas tomadas em duas direcGes a cada 24
horas, durante 12 dias. A mensuracdo do raio dessa colonia permite avaliar o crescimento
micelial, o qual ocorre pela extensdo da ponta da hifa, enquanto que as partes mais antigas das
hifas sdo incapazes de crescimento. Embora a hifa mais antiga nao seja capaz de crescer, tem
um importante papel de suportar o crescimento da ponta a medida que novo protoplasma é
formado através da hifa e transportado para a ponta pela corrente citoplasmaética ativa
(MOORE-LANDECKER, 1982).

Otimizacao do pH

Cada fungo foi inoculado em placa de Petri (triplicata) contendo 0 meio agar-extrato de
malte. O pH do meio foi ajustado para a faixa de 4,0 — 7,0 utilizando-se para cada caso NaOH
1,0 M ou H2SO4 1,0 M. Para evitar a degradacao do &gar abaixo do pH 5,0 o ajuste foi realizado
apos a autoclavagem. Procedida a inoculacdo, as culturas foram mantidas em incubadora a 31°
C, durante 12 dias. Assim como realizado para a temperatura, 0 avanco da fronteira micelial

foi mensurado em duas direcdes a cada 24 horas, no periodo de 12 dias.

Fonte de Nitrogénio

No estudo da fonte de nitrogénio mais adequada ao crescimento de Pycnoporus
sanguineus e Trametes sp utilizamos nitrato de sédio (NaNOz) e sulfato de aménia
((NH4)2S04)), as quais foram adicionadas ao meio &gar-malte nas concentracfes de 30mEqg/L,
60mEg/L, 90mEqg/L, 120mEg/L e 150mEg/L (fonte de nitrogénio na forma de NO3z  ou NHa4",
MMNOs e MMNH4" respectivamente), acrescidos de 2% de glicose como fonte de carbono.
Apos a inoculagdo de cerca de 5mm do micélio de cultura pura, as placas foram lacradas,
identificadas e mantidas em temperatura ambiente em torno de 28°C durante 12 dias. O
experimento foi realizado em triplicata para cada concentracao e também para a testemunha. O

avanco da fronteira micelial foi mensurado diariamente no periodo de 12 dias.

Taxa de Crescimento dos Fungos e Analise Estatistica
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A taxa de crescimento foi definida como a razao entre a média da progressdo da fronteira
micelial e o numero de dias de crescimento do fungo. Para a analise estatistica dos dados
utilizou-se o software STATISTICA 6.0, onde se obteve os parametros descritivos (média,
desvio padrdo, variancia) dos dados, teste de correlacdo entre as variaveis, e o teste ANOVA e

de Tukey para contrastes das médias.

Resultados

Velocidade de crescimento em funcéo do tempo e Taxa de crescimento micelial

O avanco da fronteira micelial apresentou uma melhor resposta linear de crescimento em
funcéo do tempo, entre 24 e 108 horas, e entre temperaturas de 25°C a 31°C em pH 5,2. Assim,
a velocidade de crescimento fungico foi obtida em funcéo da inclinacdo da reta no intervalo de
tempo mencionado. O crescimento é restrito a extremidade da hifa, a qual cresce mais ou menos
a uma taxa linear constante e, portanto, aumenta a margem da col6nia a uma taxa linear
(MOORE-LANDECKER, 1982). No presente estudo a taxa de crescimento micelial apresenta-

se diferentes para as temperaturas testadas (Figura 1).
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Figura 1. Taxa de crescimento dos fungos mensuradas no periodo de uma semana em diferentes
temperaturas.
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Em geral, o fungo P. sanguineus apresentou uma taxa de crescimento média maior do
que o fungo Trametes sp (Figura 1). Ambos os fungos apresentaram maior taxa de crescimento
na faixa de temperatura entre 31-35°C e a menor em 25°C. Verifica-se uma relacdo positiva
entre a taxa de crescimento e a temperatura, onde a medida que a temperatura aumenta ocorre
um aumento na taxa de crescimento, com excec¢do para 0 P. sanguineus que mostrou um

pequeno decréscimo na taxa de crescimento inicial na temperatura de 28 °C.

Influéncia do pH no crescimento micelial dos fungos

Os fungos apresentaram um bom crescimento na faixa de pH considerada (pH 4-7). No
caso do Pycnoporus sanguineus o maior crescimento médio, em termos absolutos, ocorreu no
pH 5 e 0 menor no pH 4 (Tabela 01). O mesmo padrdo ocorreu para Trametes sp sendo que

neste caso o valor médio absoluto para o menor crescimento foi inferior aquele do P.

sanguineus.
Tabela 01. Influéncia do pH no crescimento micelial dos fungos.
Cresc. micelial (cm)

FUNGO pH (Média) Variancia Desvio Padrédo
Pycnoporus 4 5.01 5.023 2.24
) 5 6.90 5.747 2.39
sanguineus 6 6.88 6.104 2.47
7 6.64 6.026 2.45
T i 4 4.56 3.645 1.90
rametes sp 5 6.53 5.777 2.40
6 6.35 6.225 2.49
7 6.28 6.425 2.53
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A Analise de variancia para determinar se existe diferenca significativa no crescimento
micelial entre os diferentes pHs (pH 4-6) evidenciou que ao nivel de 95% de probabilidade
existe diferencga entre as médias obtidas (Tabela 02). Ou seja, o crescimento micelial, medido
pela progresséo linear do avango da fronteira micelial, ndo ¢ o mesmo. Teste de Tukey para
comparacédo entre duas médias mostrou diferenca significativa no valor médio de crescimento

para o pH4.

Tabela 02. Anélise de Variancia do efeito do pH no crescimento micelial do Pycnoporus sanguineus.

.~ Graude liberdade
Causas de variacéo

(G.L) SQ QM F p
Entre 2 37,8295 18,9147
Tratamentos 3,3615 0,043589*
Dentro de 45 253,2061 5,6268
Tratamentos
TOTAL 47 291,0356

* significativo ao nivel a= 0,05

Por outro lado, quando se faz uma analise de variancia em que se agrupam todos os pHs
(4-7), o teste ndo detectou nenhuma diferenca estatistica. Em todos os pHs existe uma relacéo
linear da progressao da fronteira micelial em funcdo do tempo de crescimento do fungo. De
modo geral, existe um forte coeficiente de correlacdo em torno de r=0,98 a r=0,99 para
todos os pHs.

A Analise de variancia realizada com valores de crescimento micelial de Trametes sp
obtidos na faixa de pH 4-6, para se verificar a existéncia de diferencas significativas entre as
médias desses dados, mostrou que ao nivel de 95% de probabilidade existe diferenca entre
elas (Tabela 03).

Tabela 03. Andlise de Variancia do efeito do pH no crescimento micelial do Trametes sp.

Causas de variacdo Grau de liberdade
(G.L) SQ QM F p

Entre 2 40,3229 20,1614
Tratamentos 3,8651 0,0282*
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Dentro de 45 234,7318 5,2162
Tratamentos
TOTAL 47 275,0547

* significativo ao nivel a= 0,05 (p <0,05 significativo)

A diferenca no valor médio de crescimento micelial entre o pH minimo (pH 4) e maximo
(pH 7) testado € de aproximadamente 37,73%.

Teste de Tukey para comparacdo de duas médias mostrou que o crescimento obtido no
pH 4 é significativo em relacdo aos outros pHs (Tabela 04). Ou seja, o crescimento do fungo

Trametes sp em meio de cultura agar - malte e pH 4 é menor.

Tabela 04. Teste de Tukey para crescimento micelial do Trametes sp em trés pH.

{1} pH4 {2} pH5 {3} pH6

M=4,5062 M=6,5375 M=6,3500
G 11 {1} 0.040475971 0.068617939
G 22 {2} 0.040475971 0.97080951
G_33 {3} 0.068617939 0.97080951

* nmeros em negrito indicam significancia a 95% de probabilidade.

Portanto, ambos os fungos apresentaram o menor avango da fronteira micelial, no pH 4.
Tanto para Pycnoporus sanguineus como Trametes sp a faixa de pH 5 -7 € satisfatoria para

crescimento no meio agar-malte (figuras 2 e 3).

pH pH

pH
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Figura 2. Crescimento micelial de P. sanguineus em meio agar malte.

pH

Figura 3. Crescimento micelial de Trametes sp em meio &gar malte.

Concentracédo de Nitrogénio

A tabela 05 mostra os valores médios da progressdo da fronteira micelial para Pycnoporus
sanguineus e Trametes sp nas diferentes concentracfes de nitrato de sodio (NS) e sulfato de
amonia (SA). No geral, verifica-se para P. sanguineus que a média do crescimento micelial,
definido como a progressao linear do miceélio, foi similar para todas as fontes de nitrogénio

testadas, notadamente para o nitrato de sédio.

Tabela 05. Parametros descritivos da progressao da fronteira micelial do Pycnoporus sanguineus e
Trametes sp em diferentes concentragdes de nitrogénio

FUNGO Fonte Conc. N Cresc. micelial (cm) Variancia Desvio
Nitrogénio (mEq./L) (média) Padrao

Pycnoporus Nitrato de 30 5.37 8.7183 2.9527
sanguineus Sdio 60 4.98 8.0713 2.8410
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MARUPIARA

REVISTA CIENTIFICA DO CENTRO DE ESTUDOS
SUPERIORES DE PARINTINS

90 4.91 8.0969 2.8455
120 5.38 9.7654 3.1250
150 5.40 7.7620 2.7860
30 6.38 6.2108 2.4921
60 6.22 6.6321 2.5753

Sulfato de
Ambnia 90 6.13 7.7465 2.7833
120 5.86 7.5927 2.7555
150 5.10 7.3424 2.7097
30 6.28 7.9397 2.8177
. 60 5.36 7.5935 2.7556

Nitrato de
Sédio 90 4.75 5.7773 2.4036
120 5.16 9.2191 3.0363
150 4.54 8.0677 2.8404

Trametes sp

30 6.24 7.2399 2.6907
60 5.89 7.9115 2.8127

Sulfato de
Aménia 90 5.32 5.2343 2.2879
120 5.78 8.2993 2.8808
150 4.84 6.2521 2.5004

No caso especifico do sulfato de am6nia, a menor média da progressdo da fronteira
micelial do P. sanguineus aconteceu para a concentracdo de 150 mEqg./L. A diferenca da média
entre a menor e maior concentracdo (30 mEq./L e 150 mEq./L) nesta fonte de nitrogénio foi de
20,6%, sendo que a concentracdo de 30 mEg./L é onde ocorreu 0 maior valor para progressao
micelial. Para o nitrato de sodio, nota-se que, 0 menor valor médio para progressao da fronteira
micelial em P. sanguineus ocorreu para a concentracdo de 90 mEq./L, e o maior para a
concentracdo de 150 mEq./L. Como a diferenca entre as médias encontradas nas concentracdes
das duas fontes de nitrogénio ultrapassou o0s 15%, realizamos o teste de analise de variancia
para determinar se existe diferenca estatistica entre as médias dos valores encontrados (Tabelas
06 e 07). Os dados mostraram que as duas fontes de nitrogénio nas concentragdes testadas ndo

influenciaram no crescimento micelial de P. sanguineus.

Tabela 06. Analise de Variancia do efeito da concentracdo de sulfato de aménia no
crescimento micelial do Pycnoporus sanguineus.

Causas de variacdo  Grau de liberdade
(G.LD) SQ QM F p
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Entre
Tratamentos 4 10,2389 2,5597
0,36027 0,8355*
Dentro de
Tratamentos 45 319,72086 7,1049
TOTAL 49 329,95976

* ndo significativo ao nivel a= 0,005

Tabela 07. Analise de Variadncia do efeito da concentracdo de nitrato de sddio no crescimento micelial
do Pycnoporus sanguineus.

Causas de variagdo  Grau de liberdade

GL SQ QoM F p
Entre
Tratamentos 4 2,4755 0,61882
0,07279 0,99004*
Dentro de
Tratamentos 45 399,5877 8,50186
TOTAL 49 402,0632

* ndo significativo ao nivel a= 0,005

Culturas de Pycnoporus sanguineus e Trametes sp em meio agar-malte dextrose
acrescidas de nitrato de sodio como fonte de nitrogénio podem ser observadas nas figuras 04
e 05.

Figura 04. P. sanguineus em meio Agar-malte dextrose acrescido de NaNOs,
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Controle

Figura 05. Trametes sp em meio Agar-malte dextrose acrescido de NaNO3

A progressédo da fronteira micelial do Trametes sp em diferentes concentragdes de
nitrogénio também mostrou similaridade nos valores absolutos (Tabela 05). Por outro lado, o
maior valor médio de crescimento micelial aconteceu na concentracao de 30 mEg./L do nitrato
de sddio. Diferentemente do que aconteceu com o P. sanguineus nota-se que a diferenga no
valor médio da progressdo da fronteira micelial de Trametes sp entre a menor e maior
concentracdo foi de 27,71% para o nitrato de sddio e 22,4% para o sulfato de aménia.

Com o intuito também de verificar a existéncia ou nao de diferencas significativas na
progressao da fronteira micelial entre as concentragfes nas duas fontes de nitrogénio, ou seja,
testar a hipdtese de que as médias das populacdes de onde essas amostras provieram sdo iguais,
foi aplicado o teste de andlise de variancia. Analise de variancia mostrou que as médias entre
as concentracfes dentro de cada fonte de nitrogénio, ndo sdo significativas (Tabelas 08 e 09).
Portanto, para o fungo Trametes sp as duas fontes de nitrogénio nas concentracgdes testadas néo

exercem nenhuma influéncia no sentido de aumentar ou diminuir a producéo micelial.

Tabela 08. Analise de Variancia do efeito da concentracdo de sulfato de aménia no crescimento do
fungo Trametes sp

Causas de variacéo Grau de
liberdade SQ QM F p
(G.L)
Entre
Tratamentos 4 12,5159 3,1289
*

Dentro de 48 334,21986 6,9629 0,449378 0,7723
Tratamentos

TOTAL 52 346,7357

* ndo significativo ao nivel a= 0,05
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Tabela 09. Andlise de Variancia do efeito da concentracdo de nitrato de sddio no crescimento do

fungo Trametes sp

Causas de variacéo Grau de
liberdade SQ oM F p
(G.L)
Entre 4 19,0442 4,76104
Tratamentos 0,617118 0,65239*
Dentro de 49 378,0338 7,71497
Tratamentos
TOTAL 53 397,0780

* ndo significativo ao nivel a= 0,05

A tabela 10 mostra a velocidade de crescimento expressa em mm/h em diferentes fontes

e concentracOes de nitrogénio. Observa-se que o0 maior valor absoluto médio para a velocidade

de crescimento ocorreu na concentracao de 30 mEg/L para ambos os fungos.

Tabela 10. Crescimento dos fungos (mm/h) em diferentes fontes e concentragdes de nitrogénio.

Fungo Fonte Concentracao Velocidade de crescimento (mm/h)
Nitrogénio (mEg.) Média Max. Min. Var. DP
30 39 4,6 33 0,0000 0,0037
60 37 41 33 0,0000 0,0023
NS 90 33 35 2,9 0,0000 0,0018
120 35 4,0 2,5 0,0000 0,0048
150 30 37 2,6 0,0001 0,0105
Testemunha 45 51 34 0,0000 0,0136
PIC
30 38 4,6 3,2 0,0001 0,0139
60 3,6 41 31 0,0001 0,0130
AS 90 35 35 2,9 0,0001 0,0123
120 33 4,0 2,7 0,0001 0,0117
150 33 3,7 2,8 0,0001 0,0102
Testemunha 33 4,1 13 0,0001 0,0137
30 3,6 4,6 35 0,0001 0,0127
60 2,8 33 2,0 0,0000 0,0096
FSE NS 90 24 3,0 1,8 0,0000 0,0086
120 25 3,4 14 0,0001 0,0101
150 2,2 31 1,3 0,0001 0,0136
Testemunha 3.8 51 3,6 0,0001 0,0137

REVISTA CIENTIFICA DO CENTRO DE ESTUDOS SUPERIORES DE PARINTINS



MARUPIARA

REVISTA CIENTIFICA DO CENTRO DE ESTUDOS
SUPERIORES DE PARINTINS

30 3,6 43 31 0,0001 0,0128

60 33 4,0 2,6 0,0001 0,0118

AS 90 2,9 3,7 2,2 0,0001 0,0102
120 33 4,0 2,7 0,0001 0,0117

150 2,5 31 2,1 0,0000 0,0086

Testemunha 31 41 0,0001 0,0113

Com o objetivo de verificar a influéncia do nitrato de sédio e sulfato de ambnia na
velocidade de crescimento dos fungos analisados, foi realizada a anélise de variancia entre as
médias das velocidades encontradas para as diferentes concentracGes de nitrogénio.

A tabela 11 mostra os dados da anélise de variancia para o fungo Trametes sp tendo o
nitrato de sddio como fonte de nitrogénio. Verifica-se diferenca significativa entre as médias
analisadas ao nivel de 5% de significancia. Dessa forma seria necessario saber quais
concentracdes apresentam diferencas significativas entre si. Neste sentido, aplicou-se o teste de

Tukey para verificar qualquer contraste entre duas médias de tratamentos.

Tabela 11. Anélise de variancia dos valores da velocidade de crescimento do Trametes sp em meio

agar-malte tendo como fonte de nitrogénio nitrato de sodio.

Causas de Grau de liberdade SQ QM F p
variagdo (G.L)
Entre 5 0,002409 0,000482
Tratamentos 4,176 0,00239 *
Dentro de 64 0,007383 0,000115
Tratamentos
TOTAL 69 0,009792

* significativo ao nivel a= 0,05

O teste do contraste de duas médias (Tabela 12) mostra que nas concentracfes de 30
mEg/L., 60 mEg/L. e 120 mEg/L. o nitrato de so6dio ndo contribui para aumentar a velocidade
de crescimento do fungo Trametes sp, quando comparadas com a média de crescimento do
controle (testemunha). Por outro lado, nas concentracfes de 90 mEg/L. e 150 mEqg/L. o nitrato
de sodio atua de uma maneira inibitéria diminuindo velocidade de crescimento quando

comparado com o controle (testemunha).
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Tabela 11. Teste de Tukey para contraste de duas médias da velocidade de crescimento do fungo
Trametes sp em diferentes concentrac6es de nitrato de sédio.

30 mEq. 60 mEq. 90 mEq. 120 mEq. 150 mEq. Controle
M=3,6 {1} M=2.8 {2} M=2,4 {3} M=2,5 {4} M= 2,2 {5} M=3,8 {6}
G_1:1{1} 0.430892 0.120828 0.184193 0.030933® 0.998489496
G_2:2{2} 0.430892 0.979626 0.99575 0.793625 0.214196766
G_3:3{3} 0.120828 0.979626 0.999952 0.992791 0.044228842")
G_4:4 {4} 0.184193 0.99575 0.999952 0.971035 0.073045854
G_55{5} 0.030933" 0.793625 0.992791 0.971035 0.009439789")

G_6:6 {6} 0.998489 0.214197  0.044229)  0.073046 0.00944)
* significativo ao nivel de 95%.
A anélise de variancia para o Pycnoporus sanguineus crescendo em meios com diferentes

concentragdes de nitrato de sédio mostrou significancia dentro dos tratamentos usados (Tabela
12).

Tabela 12. Anélise de variancia dos valores da velocidade de crescimento do P. sanguineus em meio
agar-malte tendo como fonte de nitrogénio nitrato de sédio.

Causas de Grau de liberdade SQ QoM F P
variagdo (G.L)
Entre 5 0,001398 0,00028
Tratamentos 8,6019 3,828 x10°6 ()
Dentro de 58 0,001885 3,249 x10°°
Tratamentos
TOTAL 63 0,003283

*significativo ao nivel a=0,05

O Teste de Tukey para verificar o contraste entre duas médias mostra que na concentracdo
de 30 mEg/L. a velocidade de crescimento (mm/h) é significantemente diferente somente em
relacdo a concentracdo de 150 mEq/L (Tabela 13). No caso especifico do Pycnoporus
sanguineus a velocidade de crescimento no meio sem acréscimo de nitrogénio (controle) é
maior e estatisticamente diferente das concentracdes de 60, 90, 120 e 150 mEg/L. Portanto, o
nitrato de sédio ndo influencia no aumento da velocidade de crescimento do P. sanguineus
crescendo em meio agar-malte.
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Tabela 13. Teste de Tukey para contraste de duas médias da velocidade de crescimento do
fungo P. sanguineus em diferentes concentracfes de Nitrato de Sodio

30 mEq. 60 mEq. 90 mEq. 120 mEq. 150 mEg. Controle

M=3,9 {1} M=3,7 {2} M=3,3 M=3,5 M=3,0 M=45
G_1:1 {1} 0.890457 0.125762 0.536707 0.004340 0.300033756
G_ 22 {2} 0.890457 0.654082 0.987087 0.069403 0.024198177%)
G_33 {3} 0.125762 0.654082 0.951296 0.786036 0.000347738%)
G 44 {4} 0.536707 0.987087 0.951296 0.267621 0.003899061)
G_ 55 {5} 0.004340 0.069403 0.786036 0.267621 0.000136764")

G_6:6 {6} 0.300034 0.024198")  0.000348")  0.003899")  0.000137¢)

* significativo ao nivel o = 0,05

A Analise de variancia para velocidade de crescimento em meio contendo sulfato de
amonia mostrou que para ambos os fungos ndo existe diferenca significativa entra as médias

das concentracOes estudadas (Tabelas 14 e 15).

Tabela 14. Andlise de variancia dos valores da velocidade de crescimento do Trametes sp em meio
agar-malte tendo como fonte de nitrogénio sulfato de amonia.

Causasde  Grau de liberdade

variacao (G.L) SQ QM F p
Entre 5 0,000543 0,000109
Tratamentos 0,791 0,55936()
Dentro de 65 0,008913 0,000137
Tratamentos
TOTAL 70 0,009456

* ndo significativo ao nivel a= 0,05

Tabela 15. Andlise de variancia dos valores da velocidade de crescimento do P. sanguineus em meio
agar-malte tendo como fonte de nitrogénio sulfato de amonia.

Causas de Grau de liberdade SQ oM F p
variacao (G.L)
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Entre 5 0,000654 0,000131
Tratamentos 0,826  0,53556()
Dentro de 60 0,009494 0,000158
Tratamentos
TOTAL 65 0,009456

* ndo significativo ao nivel a= 0,05

Nas figuras 08 e 09 podem ser observadas culturas de Pycnoporus sanguineus e
Trametes sp em meio &gar-malte dextrose acrescido de sulfato de amdnia como fonte de

nitrogénio.

Controle
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Figura 08. Cultura do fungo P. sanguineus em meio Agar-malte dextrose acrescido de
((NH4)2S04)).

Figura 09. Cultura do fungo Trametes sp em meio Agar-malte dextrose acrescido de
((NH4)2S04)).

Discussao

O método de mensuracdo linear para avaliar o crescimento dos fungos pode ser
considerado viavel, simples, econdmico, pratico além de que permite observar as mudancas na
colénia do fungo no meio cultivo por um certo periodo de tempo. A mensuracdo do raio da
col6nia permite avaliar o crescimento micelial, o qual ocorre pela extensdo da ponta da hifa,
enguanto que as partes mais antigas das hifas sao incapazes de crescimento. Embora a hifa mais
antiga ndo seja capaz de crescer, tem um importante papel de suportar o crescimento da ponta
a medida que novo protoplasma é formado através da hifa e transportado para a ponta pela
corrente citoplasmatica ativa (MOORE-LANDECKER, 1982). E este transporte ativo dos
componentes sintetizados que faz possivel a rapida taxa de crescimento da ponta da hifa, o qual
para Pycnoporus sanguineus em cultura é em torno de 0,7 a 0,8 mm e Trametes sp entre 0,5 a
0,6 mm crescendo em meio Agar-malte a temperatura de 31°C. Ferraz (1991) observou que a
velocidade de crescimento apresenta certa variabilidade numa mesma condicdo de cultivo dai

a necessidade de se conduzir um experimento em condigdes padronizadas.
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Os fungos amazénicos mostram um padrdo de crescimento crescente a medida que
aumenta a temperatura o que confirma a tendéncia ja amplamente documentada na literatura
cientifica da extrema importancia desse parametro na determinacdo da quantidade e taxa de
crescimento de um organismo. O aumento da temperatura em geral aumenta a atividade
enzimatica (MOORE-LANDECKER, 1982), uma vez que o movimento das moléculas da
enzima e do substrato aumentam, provocando colisdes entre enzima e substrato resultando na
formagédo de mais produto.

Outro requisito fisico que afeta o crescimento do fungo € o pH, pois pode influenciar a
disponibilidade de certos ions metalicos. Estes podem formar complexos que se tornam
insolGveis em certas faixas de pH. No caso dos fungos Pycnoporus sanguineus e Trametes sp
a relacéo positiva de crescimento micelial com o aumento do pH, de uma certa forma mostra
que o crescimento no pH 4 (baixo) pode estar diretamente relacionado ao resultado direto da
grande disponibilidade de ferro, enquanto no pH alto (5 -7) pode ser devido o aumento da
atividade enzimética com o pH 6timo alto.

Na faixa de pH 5 -7 ocorreu o melhor crescimento de ambos os fungos, sendo que na
faixa de 5-6 verificou-se 0 maximo crescimento. Este resultado mostra que o pH apresenta
influéncia no crescimento fangico, portanto torna-se necessario o controle do pH. Castro e Silva
(1996) também observou similar efeito do pH para os fungos Antrodia albida e Tyromyces sp,
os quais preferiram pH pouco acido com uma faixa de pH 5-8 e o 6timo em pH 6.

Os resultados do estudo da fonte de nitrogénio mais adequada ao crescimento de
Pycnoporus sanguineus e Trametes sp indicaram que ambos os fungos utilizam
indiscriminadamente NO3z™ ou NH4" como fonte de nitrogénio. A utilizagdo de NOs ou NH4"
como fonte de nitrogénio proporciona a vantagem de se empregar qualquer dos dois ions
(FERRAZ, 1991), enquanto que varios fungos necessitam de uma forma especifica de
nitrogénio, uréia ou aminoacidos (MOORE-LANDECKER, 1982). Ressalta-se, entretanto, que
a velocidade de crescimento maxima dos fungos Pycnoporus sanguineus e Trametes sp ocorreu
na concentracao de 30 mEq /L de nitrogénio.

O nitrogénio presente na madeira e seu papel na deterioracdo da mesma tem sido estudado
ha muito tempo sendo comprovado que fungos xil6fagos degradam a madeira a despeito do seu
baixo teor de nitrogénio, sugerindo-se que autdlise e re-uso do nitrogénio é um mecanismo pelo

qual o fungo pode conservar a pouca fonte de nitrogénio na madeira (ERIKSSON et al., 1980).
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Estudos tém mostrado que a degradacdo € aumentada se 0 nitrogénio é adicionado, mas uma
alta concentracéo parece ser inibitdria. Keyser et al. (1978) apud Eriksson et al. (1980), por
outro lado, mostraram que a degradacdo da lignina parece acontecer somente nas condicdes de
falta de nitrogénio. Os dados obtidos para o nitrogénio, neste estudo indicam ou sugerem que
os fungos Pycnoporus sanguineus e Trametes sp, apresentam bom crescimento micelial em
todas as concentracdes de nitrogénio testadas. Ressalta-se, entretanto, que esse resultado diz
respeito ao avanco da fronteira micelial, e ndo a degradacdo da celulose ou da lignina
encontrada na madeira. Pelo menos para os fungos testados, o nitrogénio ndo é um fator
limitante para a producdo micelial. Recomendam-se estudos complementares da mistura de
vérias fontes de nitrogénio para se determinar se as mesmas proporcionam um melhor
crescimento do que (NH4)2SO4 ou NaNOs sozinhos. Eriksson et al. (1980), mostraram que a
mistura de uréia e NHsH2PO4 proporcionou melhor crescimento para fungos testados, uma vez
gue com uréia o nivel de pH é mantido mais constante e proximo do pH 6timo para crescimento
dos fungos. Esses autores mostram que com NH4H2PO4 sozinho ocorre uma queda no nivel de
pH devido a am6nia. Entretanto para os fungos Pycnoporus sanguineus e Trametes sp testados
neste estudo, a aménia ndo é fator limitante para producdo micelial, uma vez que eles mostraram

bom crescimento com (NH4)2SO4 em todas as concentracfes testadas.

Concluséao

Tendo em vista os resultados obtidos, conclui-se que os fungos P. sanguineus e Trametes
sp testados a diferentes temperaturas, apresentaram um 6timo térmico na faixa de 30 - 35°C,
mas com produgdo micelial a partir de 25°C. Quanto a exigéncia de nitrogénio para crescimento
micelial os fungos P. sanguineus e Trametes sp mostraram-se tolerantes nas concentrag0es
usadas (30mEg/L, 60mEqg/L, 90mEqg/L, 120mEg/L e 150mEg/L). A faixa de pH 6tima para
ambos os fungos éde5a 7.
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