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1. INTRODUÇÃO
A família  Agaricaceae (Fr.)  Chev. é constituída  por macrofungos  saprofíticos  de  ampla

distribuição mundial, com uma enorme diversidade de cores, formas, tamanhos de basidiomas e
basidiósporos.  Inclui  aproximadamente  85  gêneros  (Kirk  et  al. 2008)  formando  um  grupo
monofilético  que  abrange  desde  fungos  agaricóides,  os  cogumelos,  como  também  fungos
secotióides  e  gasteróides  (Moncalvo et al. 2002).  São  decompositores  de  matéria  orgânica,
encontrados  em diferentes substratos, sendo frequentes no solo, húmus e madeira (Singer, 1986;
Vellinga, 2004). Espécies de alguns gêneros são utilizadas como alimento. Cogumelos comestíveis
comumente utilizados na alimentação aqui no Brasil, foram estudados por Furlani e Godoy (2007),
e mostraram ser um alimento com características nutricionais excelentes, com alto teor de proteínas

e fibras alimentares,  além do baixo teor de lipídios e fonte considerável  de fósforo.  Outros,  no

entanto, são tóxicos podendo causar danos a homens e animais (Wright & Albertó, 2002). 
A base para classificação dos fungos agaricóides e de outros basidiomicetos foi construída por

Fries  (1821),  utilizando-se  principalmente  dos  caracteres  macroscópicos dos  basidiomas. Seu
sistema facilitou em muito a identificação no campo, sendo amplamente utilizado (Kirk et al. 2008).
Singer  (1986)  em sua  importante  obra  sobre  a  classificação  da ordem Agaricales  baseada  em
caracteres  morfológicos  aceita  quatro  tribos:  Agariceae Pat.,  Cystodermateae Sing.,  Lepioteae
Fayod  e  Leucocoprineae Sing.  Trabalhos  subsequentes  baseados  em  análises  moleculares
suportaram o conceito morfológico de Singer, com exceção da tribo Cistodermatae que foi excluída
e a família Lycoperdaceae foi incluída (Kirk et al 2001, Moncalvo et al 2002, Velinga et al 2003).
De  qualquer  modo,  relacionamentos  dentro  de  Agaricaceae  continuam  em  grande  parte  não
resolvidos, devido à pequena amostragem desta família tão diversa (Velinga et al 2003), estimada
conservadoramente com cerca de 1340 espécies (Kirk et al. 2008). 

Os  estudos em  sistemática  molecular  em  Agaricales transformaram  radicalmente as
interpretações da evolução e classificação do grupo (Moncalvo et al., 2000). A esmagadora maioria
das espécies produz basidiomas com lamelas,  mas hoje  sabemos  que,  evolutivamente,  estas
surgiram  várias  vezes nos Agaricomycetes (Hibbett  et  al.  1997).  Da  mesma  forma,  segundo
Peintner  et  al. (2001)  várias  linhagens  estudadas de  Gasteromycetes,  espécies  que produzem
esporos num basidioma fechado,  evoluíram de forma independente entre os Agaricales e estudos
realizados por Larsson et al.  (2004)  e Binder et al. (2005)  têm mostrado que alguns fungos não
lamelados, incluindo as formas cifelóides e ressupinadas, partilham as suas histórias evolutivas com
numerosas linhagens de Agaricales. 

1.1.Caracterização  dos gêneros Agaricus, Chlorophyllum e Macrolepiota (Agaricaceae)
 

Os  gêneros  Agaricus L.,  Chlorophyllum Mass.  e  Macrolepiota Sing. são  macorfungos  de
grande interesse humano, uma vez são largamente utilizados como alimento, podem ser tóxicos ou



ainda úteis na indústria. No Brasil Agaricus bisporus é o principal cogumelo cultivado e também o
mais consumido. Agaricus xanthodermus, Chlorophyllum molybdites e Macrolepiota venenatta são
tóxicos e provocam problemas gastrointestinais.  Alguns são utilizados pela indústria,  quer para
obtenção de fármacos como o cogumelo do Sol,  Agaricus brasiliensis, ou como produtores de
enzimas e utilizados em processos industriais ou biorremediação de ambientes contaminados.  

Membros  desses  gêneros  são  predominantemente  agaricóides,  comumente  conhecidos  por
cogumelos  e  se  caracterizam-se por  apresentarem basidiomas com hábito  pluteóide,  raramente
colibióide ou micenóide,  com a superfície do píleo escamosa,  escamulosa,  fibrilosa ou glabra.
Margem normalmente lisa. Contexto carnoso. Lamelas livres, próximas e afastadas da inserção do
estípite.  Trama  trabecular  ou  regular.  Basídios  geralmente  tetrasporados,  mas  podendo  ser
biesporados.  Queilocistídios  presentes,  raramente  ausentes  em alguns  Agaricus.  Pleurocistídios
sempre ausentes. Basidiósporos variando de hialinos, verdes, castanhos a marrons, lisos, de parede
espessada, com ou sem poro germinativo visível.  Esporada muito variada, podendo ser branca,
creme, ocreácea, verde, rosa, castanha ou marrom. Estípite central, carnoso a fibroso, algumas vezes
mais alargado na base, facilmente separável do píleo. Anel presente e bem desenvolvido. Volva
geralmente ausente.  Fíbulas ausentes ou presentes. Encontrados em diferentes substratos,  sendo
frequentes no solo (terra ou areia), húmus e raramente em madeira, também em estufas, desertos e
campos.  Muito  comuns  em  áreas  urbanizadas  ou  modificadas  pelo  homem.  Não  apresentam
relações micorrízicas com vegetais  (Singer,  1986)  formando um grupo monofilético  de fungos
saprofíticos, amplamente distribuídos (Vellinga, 2004).

Agaricus L., características gerais: Agaricus L.: Fr. Emend Karst. é a espécie tipo do gênero
que caracteriza-se por apresentar basiomas que variam de pequeno a grande; píleo com coloração
banca, amarelada, cinza a marrom; contexto carnoso; lamelas livres, na maioria das vezes afastada
da inserção do estípete, cor variando de branca a rosada quando jovem e marrom a morrom escura
nos maduros; estípete central, cilíndrico, geralmente com base alargada, anel presente e contexto
carnoso; esporada marrom a marrom escura; basídios tetrasporados; basidiósporos pequenos, com
parede espessada,  sem poro germinativo,  de coloração castanha a marrom em KOH; trama da
lamela regular; queilocistídio presente na grande maioria e pleurocistídio ausente.

Chlorophyllum Masse,  características  gerais: Chlorophyllum  molybdites (G.  Mey.  :  Fr.)
Massee. é a espécie tipo do gênero que caracteriza-se por apresentar basidiomas grandes e carnosos;
píleo convexo a aplanado, com coloração banca a creme, recoberto por escamas a partir do disco
central variando de castanho, cinza a marrom; contexto carnoso; lamelas livres, sempre afastadas da
inserção do estípete, cor variando de branca a creme quando jovem e verde a levemente castanho
nos maduros; estípete central, cilíndrico, de médio a curto, com base regular a levemente alargada,
superfície lisa e sem bandas coloriodas na superfície, raramente apresentando apresentar volva;
anel, muitas elaborado, duplo, que na maioria das vezes se desprendem ficando soltos no estípete;
esporada verde, branca ou creme; basídios tetrasporados ou biesporados; esporos médios a grandes,
de  parede  espessada,  de  coloração  hialina,  verde ou levemente  ocre  em KOH,  com um poro
germinativo truncado (com uma depressão na parede do esporo) e descoberto, às veses sem o poro.
dextrinóides,  metacromáticos  em  azul  de  cresil  e  congófilos.  A  trama  lamela  é  trabecular;
queilocistídos presentes e pleurocistídios ausentes.

Macrolepiota Singer, características gerais: Macrolepiota procera (Scop.) Sing.  é a espécie
tipo do gênero que caracteriza-se por apresentar basidiomas grandes e carnosos; píleo convexo a
aplanado e umbonado, com coloração banca, creme a marrom claro recoberto por escâmulas a partir
do disco central variando de alaranjado, cinza a marrom; contexto carnoso; lamelas livres, sempre
afastadas da inserção do estípete,  cor variando de branca a creme quando jovem e creme nos
maduros; véu universal himenidermal ou trichodermal que se divide em escâmulas grossas a finas
no píleo; estípete central, cilíndrico, delgado e longo com base abrutamente alargada, com presença
de escâmulas, muitas vezes visíveis como bandas coloridas nos espécimes adultos (Vellinga 2003



Vellinga et al., 2003), podendo apresentar volva em algumas espécies; anel, muitas vezes elaborado,
duplo, que na maioria das vezes se desprendem ficando soltos no estípete; esporada branca, creme
ou  ocreácea;   basídios  tetrasporados  e  ou  biesporados;  esporos  médios  a  grandes,  de  parede
espessada, de coloração hialina a levemente ocre em KOH, com um poro germinativo recoberto por
uma capa hialina, dextrinóides, metacromáticos em azul de cresil e congófilos. A trama lamela é
trabecular; Queilocistídos presentes e pleurocistídios ausentes. 

  
1.2. Taxonomia
Os  gêneros  Agaricus L.,  Chlorophyllum Mass.  e  Macrolepiota Sing.  pertencem à  família

Agaricaceae (Fr.)  Chev., ordem Agaricales, subclasse Agaricomycetidae, classe Agaricomycetes,
subfilo Agaricomycotina, filo Basidiomycota, reino Fungi (Kirk et al. 2008).

A família tem sido foco de vários estudos com dados moleculares (Johnson & Vilgalys 1998;
Vellinga, 2004), tendo a sua circunscrição e a caracterização de alguns gêneros, consideravelmente
alteradas (Moncalvo et al. 2000, 2002; Vellinga, 2002, 2004; Velinga et al. 2003, Velinga & Yang,
2003; Kerrigan et al. 2006). Vellinga (2004) em trabalho de circunscrição da família Agaricaceae,
concluiu  que  esta  apresenta  10  clados:  Agaricus,  Chlorophyllum,  Macrolepiota,
Leucoagaricus/Leucocoprinus,  Lepiota,  Podaxis,  Lycoperdaceae,  Chamaemyces,  Tulostomataceae
e  Coprinus comatus. No entanto ainda é cedo para uma definição mais precisa, sendo imperioso
ampliar os trabalhos de campo e revisões de coleções, especialmente para a região tropical para
poder aprofundar os estudos moleculares. 

1.3. Importância Ecológica e Econômica
Os fungos desempenham um papel importante dentro dos ecossistemas como decompositores,

mutualistas e/ou agentes patogênicos, mas na maioria dos casos o potencial individual dos fungos
na natureza é desconhecido. Cabe lembrar também que apresentam grande importância econômica
como agentes de biocontrole e produtores de químicos para o setor industrial  (Alexopoulos et al.

1996).  Também são  importantes  como fonte  de  alimento, muito  apreciada  na  Europa,  Ásia  e
América do Norte. No Brasil, o consumo ainda é muito restrito.

Mesmo sendo conhecido o imenso potencial dos fungos e dos representantes dos gêneros em
estudo,  as  pesquisas  têm  sido  focadas  preferencialmente  na  descoberta  de  processos
biotecnológicos, e ligados à gastronomia. Além do valor nutricional, os cogumelos são  fonte de
compostos  bioativos,  utilizados  como  medicamentos  e de  enzimas  lignolíticas  com  potencial
industrial (Bala et al, 2011).

Informações relativas à produção de enzimas lignolíticas por parte dos fungos degradadores de
serrapilheira ainda são escassas (Durrant  et al. 1991;  Steffen et al. 2000).  As principais enzimas
lignolíticas produzidas pelas espécies de Agaricaceae já analisadas são manganês  peroxidase e
lacases (Hatakka,  2001; Steffen, 2003). Como exemplos, temos espécies de Agaricus e  Coprinus
que produzem diferentes tipos de lacases e uma peroxidase funcional e estruturalmente semelhante
a  bem  conhecida  peroxidase  de  Rábano  Silvestre,  utilizada  como  marcador  histoquímico  em
microscopia óptica e eletrônica, e também, como antígeno em experimentos de imunologia (Morita
et al. 1988; Baunsgaard et al. 1993; Heinzkill et al. 1998). 

As fenol oxidases são enzimas lignolíticas de interesse industrial com uma série de aplicações,
tais  como:  branqueamento de polpa de celulose,  descoloração de corantes têxteis,  remoção de
fenóis, tratamento de efluentes, degradação dos herbicidas (que são potenciais poluentes do solo),
tratamento de alimentos, oxidação de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos, e transformação de
antibióticos  e  esteroides.  As celulases também  apresentam  capacidade  lignolítica  e  já  foram
descritas  para  outros  basidiomicetos,  sendo estas  aplicadas na indústria  têxtil  e  de detergentes
(Arora & Sharma, 2010).



1.4. Estudos no Brasil e Região Sul
Diferentes pesquisadores contribuíram para o conhecimento da diversidade de Agaricaceae no

Brasil  (Albuquerque  et al.  2006;  Heinemann, 1993; Heinemann & Meijer,  1996; Meijer,  2001,
2006; Pereira, 1982, 1998, 2000, 2001; Pereira & Putzke, 1990; Raithelhuber 1987a, 1987b, 1987c;
Rick 1906, 1907, 1920, 1926, 1930, 1937, 1938a, 1938b, 1938c, 1939, 1961; Rother & Silveira,
2009; Singer, 1953; Sobestiansky, 2005 e Spielmann & Putzke, 1998). Seus estudos basearam-se
em coletas esporádicas, inventários em áreas específicas ou revisão de espécimes depositados em
herbários. Para a Mata Atlântica podemos citar alguns estudos recentes: para o estado de São Paulo
(Capelari e Rosa 2006) Agaricus abruptibulbus, A. arvensis, A. bisporus, A. campestris, A. lanipes,
A. maskae, A. martineziensis, A. semotus, A. silvicola, A. Xanthoderma, Chlorophyllum brunneum e
(Gimenes 2007) C. pulchellum, Macrolepiota bonaeriensis  e  M. Mastoidea; para Minas Gerais
(Capelari  e  Rosa  2009)  Agaricus  cf.  brunneostictus,  A.  junquitensis,  A.  nigrescentulus,  A.
parasilvaticus, A. purpurellus, A. silvaticus, A. singeri, A. trinitatensis, A. cf. Violaceosquamulosus;
para  o  Rio  de  Janeiro  (Albuquerque  et  al.  2010)  Agaricus  subrufescens,  A.  dulcidulus; para
Pernambuco  (Wartchow  et  al.  2008)  Agaricus  aff.  parasilvaticus,  A.  purpurellus,  A.
rufoaurantiacus; para o Ceará (Nascimento e Alves 2014) Agaricus stijvei, Chlorophyllum hortense;
para o Paraná (Meijer 2008) Agaricus cf.dicystis, A. mediofuscus, A. meijeri, A. cf ochrascens, A.
parasilvaticus,  A.  cf.  riberaltensis,  A.  stijvei,  A.  volvatulus,  Macrolepiota  aff  mastoidea  e  M.
pulchella, (Meijer et al. 2007)  Chlorophyllum molybdites, (Ferreira e Cortez 2013)  Macrolepiota
colombiana;  para  o  Rio  Grande  do  Sul  (Rother  e  Silveira  2008) Agaricus  porphyrizon,  A.
pseudoargentinus, A.   aff.  silvaticus, A. cf.  litoralis,  Chlorophyllum molybdites  e Macrolepiota
procera.  Para  o  Pampa,  no  Brasil:  (Alves  et  al.  2013)  Agaricus  endoxanthus;  na  Argentina:
Agaricus abruptibulbus, A. alabamensis, A. angelicus, A. annae, A. argentinus, A. argyropotamicus,
A. arvensis, A. augustus, A. bisporus, A. bruchii,  A. brunneolus, A. campestris, A. Cinereus, A.
comtulus,  A.  devoniensis,  A.  farinosus, A.  farinosus  var. gracilis,  A.  farinosus  var. laevipes, A.
fiardii,  A.  ficophilus,  A.  fulveolus,  A.  heinnemanii,  A.  horakii,  A.  litoralis,  A.  lividus,  A.
luteomaculatus, A. luteotactus, A. martineziensis, A. osecanus, A. pampeanus, A. phaeocyclus var.
pucatrihuensis,  A.  phaleopidotus  var. minimus,  A.   pilatianus,  A.  placomyces,  A.  platensis,  A.
porosporus,  A.  porphyrizon,  A.  pseudoargentinus,  A. rosalamellatus,  A.  santacatalinensis,  A.
semotus,  A.  singeri,  A.  spegazzinianus,  A.  subfloccosus,  A.  subrufescens,  A.  subperonatus,  A.
valdiviae,  A.  valdiviae  var. saturatus,  A.  xanthodermus,  A.  xanthodermus  var. croceus,
Chlorophyllum molybdites, C. rachodes, Macrolepiota bonaerensis, M. gracilenta, M. kerandi e M.
procera (Niveiro & Albertó 2013).

2. JUSTIFICATIVA
Considerando  a  necessidade  da  ampliação  do  conhecimento  da  micobiota  brasileira,

especialmente  para  os  gêneros  Agaricus,  Chlorophyllum e  Macrolepiota,  a  possibilidade  de
descobrimento de novos táxons com novos arsenais enzimáticos e motivado pelo (a): 

- grande diversidade dos fungos agaricóides, em especial de Agaricaceae, já evidenciada em
estudos anteriores realizados na Região Sul; 

- escassez de estudos taxonômicos na área, sendo que em sua maior parte os realizados tiveram
enfoque apenas morfológico; 

- a carência de informações sobre as espécies que ocorrem em regiões tropicais e subtropicais,
o que impossibilita conhecer melhor a filogenia do grupo; 

- poucos trabalhos sobre o potencial enzimático e aplicabilidade das espécies ocorrentes na
região. 

Propomos o estudo dos gêneros Agaricus, Chlorophyllum e Macrolepiota encontradas em áreas
de Mata Atlântica e Pampa, através de uma abordagem morfológica e bioquímica. 



3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral
Ampliar  o  conhecimento  sobre  a  diversidade  e  aplicabilidade  dos  gêneros  Agaricus,

Chlorophyllum e Macrolepiota (Agaricaceae, Basidiomycota) em áreas de Mata Atlântica e Pampa,
através da avaliação de dados morfológicos e bioquímicos. 

3.2. Objetivos específicos
- Conhecer as espécies dos gêneros Agaricus, Chlorophyllum e Macrolepiota presentes na em áreas
de Mata Atlântica e Pampa;
- Descrever novas espécies para a ciência e novos registros para as áreas estudadas;
- Elaborar descrições, ilustrações e chaves para identificação das espécies encontradas;
- Verificar a distribuição das espécies encontradas;
- Utilizar caracteres morfológicos e, quando possível, moleculares para a identificação das espécies
encontradas na área de estudo;
- Avaliar qualitativamente a atividade de fenol  oxidases e celulases produzidas por espécies de
Agaricaceae; e
- Analisar quantitativamente a produção de fenol oxidases e celulases em cultivos de micélio, em
estado sólido e submersos, de espécies selecionadas. 

4. METODOLOGIA
  4.1. Excursões e coletas

Os espécimes dos gêneros Agaricus, Chlorophyllum e Macrolepiota (Agaricaceae, Agaricales,
Basidiomycota)  serão coletados em diferentes localidades do Brasil,  abrangendo áreas de Mata
Atlântica com Floresta Ombrófila Densa e Floresta Ombrófila Mista e do Pampa, percorrendo áreas
bem conservadas em Unidades de Conservação. As licenças de coletas para as áreas que as exigirem
serão encaminhadas junto aos órgãos competentes. 

No  momento  da  coleta,  os  basidiomas  serão  fotografados  e  anotados  dados  referentes  ao
ambiente e substrato. Os espécimes serão removidos do substrato com auxílio de faca ou pá de
jardinagem e logo em seguida acomodados em recipientes individuais ou caixas compartimentadas
para evitar a mistura dos esporos de diferentes exemplares. 

  4.2. Estudo morfológico
  4.2.1. Análise macroscópica

O material  coletado passará por uma análise macroscópica a olho nu e com auxílio de um
microscópio estereoscópico, logo após o término das coletas e antes do processo de desidratação,
para que não sejam perdidas características importantes para a identificação. Fichas de análise
macroscópica serão especialmente confeccionadas para os fungos deste grupo. Fotos e/ou esquemas
dos basidiomas serão incluídos. A nomenclatura e metodologia utilizadas seguirão a proposta de
Largent (1977).

4.2.2. Análise microscópica
Para análise microscópica, serão realizados cortes manuais no basidioma, utilizando lâminas de

aço. Os cortes serão montados em solução aquosa de hidróxido de potássio a 5% (KOH), corante
vermelho  congo  a  2%,  azul  de  cresil  a  2% e  reagente  de  Melzer.  Para  cada  espécime,  será
preenchida uma ficha  de análise  microscópica,  com espaço para  observações  da morfologia  e
anotação das medições das microestruturas,  especialmente elaborada para fungos dessa família.
Serão  feitas  medições  (mínimo  de  25  para  cada  elemento)  e  ilustrações  e  ou  fotografias  das
microestruturas,  férteis  e  estéreis,  como  basídios, basidiósporos,  cistídios,  hifas  da  trama  e
superfície pilear (pileipelis), com o auxílio de uma ocular micrometrada e câmara clara acoplada ao



microscópio óptico. A nomenclatura das microestruturas será baseada na obra de Largent  et al.
(1986).

4.3. Identificação do material
Para a identificação do material  será utilizada bibliografia especializada, principalmente os

trabalhos de Bon (1981), Breitenbach & Kranzlin (1995), Candusso & Lanzoni (1990), Cappelli
(1984),  Dennis (1952, 1961, 1970),  Heinemann (1977, 1986, 1990, 1993),  Pegler (1972, 1977,
1983, 1986, 1997), Rick (1961), Singer (1986), Singer & Digilio (1951), Vellinga (2001), Wasser
(1993) e Wright & Albertó (2002).

4.4. Revisão de Herbários
Serão  feitas  revisões  de  coleções  de  herbários  nacionais  e  internacionais  que  possuírem

exsicatas da família em questão,  a fim de incrementar a lista das espécies ocorrentes  na Mata
Atlântica  e  Pampa,  esclarecer  possíveis  dúvidas  taxonômicas  e  confirmar  a  identificação  das
espécies.

4.5. Conservação dos basidiomas
Todo material, após ter sido analisado e identificado, será incorporado ao acervo do Herbário

do  Instituto  de  Biociências  da  Universidade  Federal do  Rio  Grande  do  Sul  (ICN)  e,  quando
possível, duplicatas serão enviadas a outros herbários nacionais e internacionais indexados.

4.6. Obtenção de cultivos
A partir do material coletado serão obtidos cultivos polispóricos. Em laboratório, os basidiomas

serão colocados em câmara úmida para a obtenção da esporada. Os esporos serão transferidos para
placas de Petri com meio Agar Extrato de Malte (AEM: ágar 20,0g; extrato de malte 12,5g e água
destilada 1000 mL; esterilizado em autoclave a 121oC e 1-1,5 atm, durante 20 minutos). As placas
serão incubadas a 25o C, no escuro, até o desenvolvimento do micélio e então, repicadas para tubos
de ensaio com meio AEM. Estes tubos permanecerão em estufa até o desenvolvimento do micélio e
depois, serão conservados em geladeira a 4o C para utilização nas análises químicas.

Também poderão ser obtidos cultivos a partir de basidiomas frescos. Neste caso, serão extraí-
dos pequenos fragmentos do contexto ou da zona das lamelas. Estes fragmentos serão colocados em
placas de Petri com meio AEM. Os demais procedimentos são realizados da mesma forma como foi
descrito anteriormente para os cultivos polispóricos. Será dada preferência à obtenção dos cultivos a
partir da esporada porque a probabilidade de contaminação é  menor.

4.7. Estudo Bioquímico
4.7.1. Análise qualitativa de enzimas 
Para a análise qualitativa, as linhagens isoladas serão repicadas em placas de Petri com meio de

cultivo suplementado com ácido gálico e meio suplementado com o corante  Reactive Blue 220
(fenol  oxidases)  e  meio  celulose  (celulases).  Os  isolados  serão  mantidos  a  28ºC  ±  1ºC  e
acompanhados por 7 dias começando no 2º dia. Será observada a progressão do halo e a intensidade
da  cor,  através  do  aparecimento  de  uma zona  acastanhada  ao  redor  da  colônia,  que  indica  a
oxidação do ácido gálico e, consequentemente, a presença de fenol oxidases. No meio  Reactive
Blue 220 será avaliado o halo de degradação de corante e para celulases, será avaliado o halo de
degradação da celulose. O procedimento será realizado em triplicata, em duas placas. Com os dados
obtidos diariamente das medidas do halo e da colônia será calculada a relação halo/colônia. 

4.7.2. Produção de celulases e fenol oxidases em cultivo submerso
Frascos  Erlenmeyer  de  500  mL,  contendo  100  mL do  meio  para  produção  de  celulases

(Camassola & Dillon,  2009) e do meio para produção de fenol  oxidases em cultivo submerso



(Bettin et al., 2009), serão inoculados com um disco de 1,5 cm de diâmetro de micélio das espécies
a serem avaliadas. Os frascos serão mantidos sob agitação recíproca de 180 rpm, a  28°C, sendo
realizadas coletas de amostras a cada 3 dias. Os experimentos serão realizados durante 15 dias. As
amostras  serão  centrifugadas,  sendo  que  do  sobrenadante  serão  determinadas  as  atividades
enzimáticas. 

4.7.3. Produção de celulases e fenol oxidases em cultivo sólido 
Os experimentos em meio sólido serão realizados em sacos de polipropileno de 1L, contendo

25g de substrato com umidade ajustada para 66 a 70%. O meio será formulado com 94% serragem,
5% farelo de trigo e 1% CaCO3  e autoclavados a 121°C por 2 horas (Silva,  2004).  O inóculo
consistirá de um disco de 1,5 cm de diâmetro das placas de Petri  dos diferentes isolados e da
linhagem de  Pleurotus pulmonarius PS-2001, que será utilizada como referência. O ensaio será
mantido em estufa  a  25°C ± 3ºC.  As  amostras  serão  coletadas  no  4º,  8º,  12º  e  16º  dias.  Na
sequência, será realizada a extração enzimática, e o caldo obtido utilizado para as determinações
enzimáticas de proteínas solúveis.

4.7.4. Obtenção do extrato enzimático de cultivos sólidos 
O conteúdo será  homogeneizado manualmente e  25g serão  suspensas  em 50 mL de água

destilada  a  4°C,  agitadas  por  30  minutos  a  160rpm.  Após,  os  sólidos  serão  removidos  por
centrifugação 4000 rpm durante 30 minutos. O extrato enzimático obtido será utilizado para as
determinações enzimáticas e de proteínas solúveis.

4.7.5. Análise dos Dados
Todas  as  análises  espectrofotométricas  serão  realizadas  em  espectrofotômetro  Molecular

Devices,  modelo Spectra Max 190. O pH de cada amostra será determinado em um pH-metro
PHTEK modelo PHS-3B. As proteínas solúveis presentes nas amostras serão determinadas pela
quantificação do complexo azul resultante da ligação das proteínas do extrato enzimático ao corante
Comassie Brilliant Blue G-250, de acordo com Bradford (1976). A mistura reacional irá conter:
0,5mL do reagente de Bradford e 1 mL de extrato enzimático devidamente diluído. As amostras
serão agitadas e após 10 minutos será realizada a leitura em espectrofotômetro a 595 nm, em uma
placa  de  96  poços.  As  concentrações  de  proteínas  totais  serão  estimadas  correlacionando  a
absorbância das amostras a uma curva padrão de dezenove pontos, com concentrações de albumina
bovina variando entre 2 e 70 mg.L-1 . 

4.7.6. Determinações enzimáticas 
Todas as  atividades enzimáticas serão  expressas  em unidades internacionais  por  grama de

massa seca (U.g-1), para o cultivo sólido e em unidades internacionais por mL (U.mL-1), para
cultivo líquido. Serão definidas como a quantidade de enzima que libera um µmol do produto por
mL, por minuto (U = µmol.min-1).
 

4.7.6.1. Fenol oxidases
A atividade de lacases será determinada,  segundo Wolfenden & Wilson (1982),  através da

quantificação do produto da oxidação do 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato), ABTS,
utilizado como substrato. 

A determinação da atividade de manganês peroxidases será realizada de acordo com o método
proposto por Kuwahara et al. (1984).

A atividade específica de fenol oxidases dos experimentos será calculada utilizando a seguinte
fórmula: AE Fenol Oxidases = U / [PS] Onde: AE Fenol Oxidases = atividade específica de lacases



ou fenol oxidases (U.mg-1) e U = unidades enzimáticas de lacases (U.mL-1) ou (U.g-1)[PS] =
concentração de proteínas solúveis (mg.L-1). 

Os resultados serão expressos em unidades enzimáticas de lacases ou manganês peroxidases
produzidas por mg de proteínas solúveis totais (U.mg-1). 

4.7.6.2. Enzimas do complexo celulases
Para a dosagem de celulases totais será utilizada a análise de atividade enzimática sobre papel

filtro (FPA), conforme Mandels et al. (1976). 
As atividades sobre papel filtro presentes nas amostras serão determinadas através de curva de

calibração construída com soluções de glicose em tampão citrato de sódio 0,05M pH 4,8 com
concentrações de 0, 0,2, 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0  mg.mL-1, por meio de regressão linear, utilizando o
programa Microsoft Office Excel 2007.

As unidades de FPA serão assumidas como a quantidade de enzima capaz de liberar 1µM de
açúcar redutor por minuto (Miller, 1959).
Determinação de endoglicanases

A determinação da atividade de endoglicanases  será  realizada segundo Ghose (1987) com
modificações, empregando-se  carboxi  metil  celulose  como  substrato.  A  leitura,  em
espectrofotômetro, e a determinação da atividade de endoglicanases procederam-se tal como para
FPA. As unidades de endoglicanases foram assumidas como a quantidade de enzima capaz de
liberar 1µM de açúcar redutor por minuto (Miller, 1959).
Determinação de   β  -glicosidases

Para a determinação da atividade de β-glicosidases serão utilizados dois substratos: salicina e ρ-
nitrofenil-β-D-glicopiranosídeo (ρNPG). Para o primeiro, será empregada a metodologia descrita
por Chahal (1985) com adaptações. A determinação da atividade será realizada tal como para FPA.
As unidades de β-glicosidases foram assumidas como a quantidade de enzima capaz de liberar 1µM
de açúcar redutor por minuto (Miller, 1959). A determinação da atividade de β-glicosidases também
será realizada empregando-se a metodologia adaptada de Daroit  et al. (2008). Uma unidade de
atividade de β-glicosidase utilizando-se como substrato o ρNPG foi definida como a quantidade de
enzima requerida para a hidrólise de 1µM de ρ-nitrofenol por minuto.

4.7.7. Análises estatísticas 
Neste  trabalho,  os  testes  estatísticos  serão  realizados  pela  análise  de  variância  (one-way

ANOVA) e pós-teste de Tukey, utilizando nível de probabilidade (P) inferior a 5% (p < 0,05).

5. RESULTADOS ESPERADOS
- Confirmar as espécies dos gêneros Agaricus, Chlorophyllum e Macrolepiota (Agaricaceae) 
presentes na Mata  Atlântica e Pampa;
- Acrescentar novas espécies para a ciência e novos registros para as regiões estudas;
- Fornecer chaves dicotômicas, descrições e ilustrações para identificação das espécies encontradas;
- Detectar e quantificar a produção de fenol oxidases e celulases pelas espécies de Agaricaceae
encontradas. 

6. CRONOGRAMA

                                    Semestre

Atividades
1° 2° 3° 4° 5° 6° 7° 8°

Revisão bibliográfica X X X X X X X X
Obtenção dos créditos do PPG X X X X
Proficiência em língua estrangeira X
Revisão de herbários X X X X X



Coleta de material X X X X
Obtenção de cultivos X X X X
Análise morfológica X X X X X X
Análise bioquímica / enzimas X X
Análise dos dados X X X X
Discussão dos resultados X X X
Exame de qualificação X
Elaboração dos artigos X X X

7. FINANCIAMENTO
Serão utilizados recursos obtidos pela orientadora Dra. Rosa Mara Borges da Silveira, e co-

orientadora  Dra.  Marli  Camassola,  assim  como  a  estrutura  do  Laboratório  de  Micologia  do
Departamento de Botânica da UFRGS e do Laboratório de Enzimas e Biomassas do Instituto de
Biotecnologia da UCS.

O projeto será submetido a Editais da CAPES, CNPq e FAPERGS para complementação dos re-
cursos financeiros.
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