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RESUMO

O trabalho teve como objetivo realizar a prospec¢do das enzimas celulase e amilase a partir de
fungos isolados no Semidrido Paraibano e depositados na Colecdo de Fungos do Centro de
Desenvolvimento Sustentdvel do Semiarido/Universidade Federal de Campina Grande
(CDSA/UFCQG), por este ser um ambiente extremo, representando uma estratégia para se
conhecer a diversidade enzimdtica de organismos que correm o risco de extin¢cdo devido ao
intenso processo de desertificacdo. As andlises foram realizadas a partir de 50 isolados da
referida colecdo, dos quais 23 ndo apresentaram crescimento e 27 apresentaram crescimento
em meio BDA. Estes 27 foram submetidos a andlise da producdo enzimédtica de amilase e
celulase total (FPase), em que 10 (37,04 %) apresentaram atividade amilolitica e 14 (51,85 %)
atividade FPase. A partir da otimizacdo da producdo enzimadtica sob dois meios distintos,
Meio I (composto de Y% da quantidade de batata para o meio BDA) e Meio II (composto
apenas de Agar e a fonte de carbono indutora), verificou-se que os melhores resultados foram
obtidos em Meio II tanto para amilase quanto para FPase. Os maiores valores de Indice
Enzimatico (IE) para amilase, em Meio II, foram dos isolados CDSA 09 com IE de 3,60 e
CDSA 18 com IE de 3,67. Na atividade de FPase, foi verificado um elevado potencial em que
todos os isolados em Meio II tiveram IE>2, destacando-se os isolados CDSA 06, CDSA 12,
CDSA 20 e CDSA 69, todos com IE acima de 6. Em Meio I apenas o CDSA 24 apresentou IE
de 2 para atividade FPase, os outros isolados exibiram valores inferiores tanto pra FPase
quanto amilase. Em relacdo a velocidade de crescimento o destaque foi dos isolados CDSA
23, CDSA 54 e CDSA 12, que tomaram toda placa de Petri no periodo de 144 horas (6 dias).
Com a técnica de microcultivo foi possivel a identificacdo de 88,89 % dos isolados, com
83,33 % pertencentes ao género Aspergillus e 5,56 % ao género Penicillium, sendo estes
considerados como bons produtores das enzimas em estudo. A prospeccao de enzimas a partir
de microorganismos isolados da Caatinga, Cariri Paraibano, é de extrema valia para que seja

revelada a biodiversidade microbiana desta regido que ainda € pouco explorada.

PALAVRAS-CHAVE: Atividade enzimdtica. Biotecnologia. Identificacio de fungos.

Microorganismos.



ABSTRACT

The production of amylases and cellulases by fungi was studied. The fungi were isolated on
the Paraiba’s Semiarid and it were deposited in Colecdo de Fungos do Centro de
Desenvolvimento Sustentdvel do Semiarido/Universidade Federal de Campina Grande
(CDSA/UFCG). The Paraiba’s Semiarid is an extreme environment and this study represents
a strategy to know the enzymatic diversity of organisms at risk of extinction due to the intense
desertification process. Analyses were performed from 50 isolates of the collection, in which
23 showed no growth and 27 showed growth on PDA, these last fungi were used for
verification of enzymatic activities. Ten fungi (37.04 %) showed amylolytic enzymatic
activity and fourteen fungi (51.85 %) showed FPase enzymatic activity. Two medium culture
based on BDA medium culture was utilized to optimization of production of amylases and
whole cellulase after of verification of enzymatic activities. The second medium culture
constituted only of agar and the carbon source (Meio II) showed good results of enzymatic
index (IE) to the amylolytic enzymatic activity, in which CDSA 09 showed IE of 3.60 and
CDSA 18 of 3.67. All fungi showed IE> 2 for FPase in Medium II, highlighting the CDSA
06, 12 CDSA, CDSA 20, and CDSA 69 with IE> 6. The CDSA 24 was the only fungus [E>2
for FPase in medium composed of % potatoes and other components of the PDA medium
culture (Meio I). The other fungi evaluated Meio I showed IE <2 for amylase and FPase. The
microculture technique allowed the identification of 88.89 % of the isolates, with 83.33 %
belonging to the genus Aspergillus and to Penicillium genus 5.56 %, which are considered
good producers of studied enzymes. Prospecting for enzymes of microorganisms isolated
from the Caatinga, Paraiba’s Cariri, is extremely important to know the microbial biodiversity

of this region that still underexplored.

KEYWORDS: Biotechnology. Enzyme activity. Identification of fungi. Microorganisms.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € um pais favorecido devido a enorme quantidade e variedade de matérias-
primas renovaveis passiveis de serem transformadas, apresentando a maior biodiversidade do
planeta de fonte de biocatalisadores. O semidrido que faz parte do bioma brasileiro Caatinga,
tem uma enorme diversidade em microorganismo, porém com suas espécies pouco
conhecidas. A Caatinga apresenta um acentuado processo de desertificacdo, ocasionado,
principalmente, pelo desmatamento e uso inadequado dos recursos naturais, o qual resulta na
reducdo de produgdo vegetal e mudancas nas interacdes que ocorrem no solo, com a
consequente e muitas vezes irreversivel perda da biodiversidade (SKUJINS; ALLEN, 1986).

O conhecimento da biodiversidade e bioprospeccdo de novos microorganismos
tornaram-se um dos focos principais da era biotecnoldgica, visto que a utilizacdo destes
organismos na busca de solucdes nas areas de alimento, saide, meio ambiente e indistria vém
crescendo de forma acelerada no atual cendrio mundial.

Frente a isso, a produgdo de enzimas é um vasto campo de estudo quando se trata de
processos biotecnoldgicos. Esses biocatalisadores possuem caracteristicas particulares pela
sua alta eficiéncia em condic¢des fisioldgicas e alta especificidade. Este potencial catalitico é
utilizado industrialmente, ndo sé nos cldssicos processos fermentativos, mas também em
processos de biotransformacdes microbianas para a catdlise de reacdes quimicas de dificil
ocorréncia e de grande importancia industrial (PEREIRA JUNIOR: BON; FERRARA, 2008).

As enzimas podem ser derivadas de diversas fontes, incluindo plantas, animais e
microorganismos, porém as enzimas microbianas geralmente atendem com maior eficicia as
demandas industriais, constituindo-se como uma alternativa barata para sua producdo, visto
que requerem condi¢cdes minimas de nutricdo e manutencdo, além de secretarem as enzimas
para o meio extracelular (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Devido as caracteristicas tdo peculiares do Semiarido Paraibano, a prospeccdo de
organismos, assim como de enzimas de interesse industrial se faz necessario e representa um
setor bastante promissor, visto que € importante estudar e conhecer novas espécies de
microorganismos produtores de enzimas com potencial biotecnoldgico, disponibilizando
maior variedade e conhecimento para a producdo de enzimas que vdo de encontro as

necessidades da industria.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a prospec¢do de enzimas de interesse industrial a partir de fungos, isolados
no Semidrido Paraibano e depositados na Cole¢do de Fungos do Centro de Desenvolvimento

Sustentdavel do Semidrido/Universidade Federal de Campina Grande (CDSA/UFCQG).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a capacidade dos fungos depositados na Colecao de Fungos do CDSA/UFCG
de produzirem amilase e celulase;

e Calcular o indice de produ¢do enzimaética;

e Verificar a velocidade de crescimento dos isolados que apresentarem reagdo positiva
para a amilase e celulase;

e Identificar os fungos produtores das enzimas estudadas.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 REGIAO SEMIARIDA

As regides dridas e semidridas, que constituem cerca de 30 % da superficie da Terra,
caracterizam-se por apresentar baixa precipitagdo e alta taxa de evaporacdo, que limitam a
produtividade das culturas. O regime de chuvas, na regido semidrida, concentrado num
periodo de 3 a 4 meses por ano, ¢ marcado por forte irregularidade interanual. As
temperaturas médias variam de 23°C a 27°C e a insolag@o anual que chega aproximadamente
2.800 horas. Isto determina altas taxas de evapotranspira¢do, configurando déficit hidrico em
quase toda a regidio (MATALLOJ UNIOR, 2000).

O Semiérido Brasileiro, Figura 1, abrange uma drea de 969.589,4 km? e compreende
1.133 municipios de nove estados do Brasil: Alagoas, Bahia, Ceard, Minas Gerais, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe. O Semidrido tem a maior parte do seu
territério coberto pela Caatinga, o qual € o Unico bioma exclusivamente brasileiro, rico em
espécies endémicas, isto €, que ndo habitam nenhum outro lugar do mundo. A composicdo
floristica da Caatinga ndo € uniforme e apresenta grande variedade de paisagens, de espécies
animal e vegetal, nativas e adaptadas, com alto potencial e que garantem a sobrevivéncia das

familias agricultoras da regiio (ARTICULACAO NO SEMIARIDO BRASILEIRO, 2014).

Figura 1 — Constitui¢do do Semidrido Brasileiro
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Apesar do vasto potencial em espécies, esse ambiente ainda é pouco estudado,
devido, principalmente, ao desmatamento e uso inadequado dos recursos naturais. Essa regido
tem sofrido acentuado processo de desertificacdo, o qual acarreta na reducdo da producdo
vegetal, além de mudancas nas interagdes que ocorrem no solo, com a consequente, muitas
vezes irreversivel, perda da biodiversidade (SKUJINS; ALLEN, 1986).

Devido as caracteristicas tdo peculiares do semidrido paraibano, a prospeccdo de
organismos, assim como de enzimas de interesse industrial se faz necessdrio e representa um
setor bastante promissor, visto que é importante estudar e conhecer novas espécies de

microorganismos produtores de enzimas com potencial biotecnoldgico.

3.2 BIOPROSPECCAO ENZIMATICA A PARTIR DE FUNGOS

A procura pelo desenvolvimento sustentdvel representa um dos maiores desafios para
a humanidade. O modelo de desenvolvimento no pais tem evoluido do extrativismo e da
agricultura de subsisténcia para uma exploracdo agroindustrial intensa, até porque com a
aplicacdo de tecnologias modernas e utilizacdo desordenada dos recursos do ambiente, a
biodiversidade tem sido colocada em risco (LOPES; NASS; MELO, 2005).

A conservacdo dos recursos genéticos do planeta, bem como sua exploracdo
sustentdvel é de uma importancia extrema. Em varios paises do mundo estdo sendo criados
programas de bioprospeccdo, integrando universidades, institutos de pesquisas, industrias,
entre outros, para descobrimento e desenvolvimento de novos produtos (PALMA; YAMANE,;
CAMARGO, 2001). Quando se trata de “conservagdo ambiental” remete logo a biotecnologia
e bioprospeccdo. Nisso, a bioprospeccdo tem sido entendida como pesquisas de recursos
bioldgicos ou produtos derivados com finalidades de exploracdo comercial para diversos usos
industriais, como quimica, farmacéutica e alimentar (AZEVEDO, 2003).

Os fungos representam recursos genéticos para utilizacdo em diversos produtos e
processos biotecnolégicos (MELLO; REIS; SILVA, 2011), podendo ser utilizados para
prospeccdo de enzimas. S3o seres heterotroficos € nutrem-se por absorcao, reproduzindo-se
sexuada ou assexuadamente, com diversas aplicacdes de interesse econdmico como producao
de enzimas, antibidticos, vitaminas, aminodcidos e esteroides (RAVEN; EVERT;
EICHHORN, 1996). Os fungos sao seres eucariticos altamente eficientes na degradacdo de
uma ampla gama de substratos, podendo apresentar-se sob a forma leveduriforme, formar um
pseudomicélio ou constituir hifas, que podem agrupar-se ou justapor-se, porém nunca
formando um tecido verdadeiro. Constituem um grupo muito grande e heterogéneo

encontrado virtualmente em qualquer nicho ecolégico. Estima-se que existam cerca de 1,5
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milhdes de espécies de fungos, sendo que destas apenas foram descritas cerca de 70 mil
espécies (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004).

De acordo com Hawksworth (2004), os fungos desempenham diversas funcdes
ecoldgicas e apresentam uma ampla gama de comportamentos e interagdes, podendo ser
decompositores ou saprofitos, parasitas, predadores, simbiontes, mutualistas e comensais.
Silva, P. (2007) relata que os saprofitos alimentam-se, geralmente, de matéria morta ou em
decomposicdo, como folhas e outros detritos que se acumulam no solo, promovendo a
clivagem biogeoquimica dos nutrientes que se tornam disponiveis para outros organismos. Os
parasitas se alimentam de organismos e sdo responsaveis por doencas em plantas e animais
como a ferrugem do milho e as micoses dentre outras. Outros fungos vivem como liquens,
uma relacdo simbidtica muito estreita entre um fungo e um organismo fotossintético, ou como

as micorrizas.

3.3 INDUSTRIA DE ENZIMAS

Enzimas sdo proteinas produzidas pelos organismos vivos € atuam como
catalisadores, isto é, tem a funcdo de acelerar as reacdes bioquimicas vitais. Devem ser
produzidas em grande niimero, em pouco tempo e com caracteristicas especificas e desejadas
para que possam ser utilizadas em um processo industrial (LOURENZONI et al., 2012;
TRIBST, 2013).

As enzimas sdo encontradas em abundancia no corpo humano, em microorganismos,
animais e vegetais, sdo usadas direta ou indiretamente pela humanidade ha milhares de anos,
porém com sua importancia consolidada apenas em meados do século 19. No século 20,
aumentou rapidamente o conhecimento sobre essa substincia, sendo determinado seu
mecanismo de agdo e estrutura. A partir de entdo, tem aumentado o emprego de enzimas em
diferentes processos industriais, abrangendo as dreas médica, alimenticia, téxtil, quimica, de
papel e celulose, entre outras. Seu uso € positivo por serem substancias naturais, ndo toxicas,
especificas para determinadas acOes e por reduzirem a poluicdo ambiental (MUSSATTO;
FERNANDES; MILAGRES, 2007).

Os nomes das enzimas em geral terminam em ase. Todas as enzimas podem ser
agrupadas, com base no tipo de reacdo quimica que elas catalisam, em seis classes:
Oxidorredutase: catalisam reagdes de transferéncia de elétrons, isto €, oxidacdo-reducdo em
que oxigénio e hidrogénio sdo ganhos ou perdidos. Transferase: catalisam reagdes de
transferéncia de grupos funcionais, como um grupo amino, grupo acetil ou grupo fosfato.

Hidrolase: catalisam reagdes de hidrdlise (adi¢do de 4gua). Liase: catalisam a quebra de
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ligacdes covalentes e a remoc¢do de moléculas de dgua. Isomerase: rearranjo de dtomos dentro
de uma molécula. Ligase: catalisam reacdes de formagdo de novas moléculas a partir da
ligacdo entre duas j4 existentes, utilizando a energia geralmente derivada da quebra do ATP
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

As celulases sdo enzimas do grupo das hidrolases, sendo capazes de hidrolisar a
celulose em acucares solidveis, tais como a glicose (LAMBERT et al., 2003), sendo
produzidas por um espectro de bactérias e fungos, aerébios e anaerdbios, termofilos e
mesofilos (BHAT; BHAT, 1997). A modificagdo enzimdtica desse biopolimero,
extremamente abundante e renovdvel na Terra, ¢ um desafio em todas as aplicacdes que
utilizam fibras de celulose devido aos seus beneficios potenciais (CAO; TAN, 2002).

As amilases, também, s3o enzimas do grupo das hidrolases e possuem agdo sobre o
amido, transformando-o em moléculas menores (AGOSTINI, 2011; GUPTA et al., 2003).
Essas enzimas estdo entre as mais importantes na atual biotecnologia, podendo ser derivadas
de diversas fontes, incluindo plantas, animais e microorganismos, porém as microbianas
geralmente atendem com maior eficdcia as demandas industriais (ALMEIDA et al., 2009;
KUNAMNENI; PERMAUL; SINGH, 2005).

Os microorganismos sdo considerados boas fontes de enzimas industriais. Entre eles,
os fungos por possuirem elevada importancia na producao de algumas enzimas comerciais. As
enzimas microbianas tém forte potencial biotecnoldgico, sendo empregadas em diversos
setores industriais, como o téxtil (amilase, celulase, pectinase), de papel (lipase, xilanase,
oxiredutases), de detergentes (celulase, lipase, protease) e alimenticia (pectinase, lipase,

protease) (BON; FERRARA; CORVO, 2008; NIELSEN; OXENBOLL, 1998).

3.4 PANORAMA DA PRODUCAO ENZIMATICA NO BRASIL

O Brasil € um pais favorecido devido a enorme quantidade e variedade de matérias-
primas renovaveis passiveis de serem transformadas, apresentando a maior biodiversidade do
planeta de fonte de catalisadores bioldgicos. O pais apresenta conhecimento em tecnologia
enzimdtica por processos fermentativos e extrativos, porém exporta apenas 14 % desse
bioproduto. Os fatores que dificultam a expansdo dessa producdo e colocagdo no mercado
referem-se ao desenvolvimento tecnolégico ainda limitado (BON; FERRARA; CORVO,
2008).

As importacdes de enzimas em 2005 representaram US$ 31 milhdes e as exportagdes

US$ 3 milhdes, sendo as enzimas mais importadas amilases e proteases. Nesse sentido, o
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mercado nacional de enzimas manifesta um grande potencial em fun¢do da enorme geragdo de
residuos agroindustriais, apesar de ser pouco representativo, o que resultaria na redu¢do do
custo de producdo de enzimas pela possibilidade de bioconversao desses residuos, sendo
possivel um aumento do uso dessas enzimas em processos industriais (MUSSATTO;
FERNANDES; MILAGRES, 2007).

A grande distincia existente entre as empresas € os centros de pesquisa também
dificulta a producdo de enzimas industriais. No Brasil, essa situacdo tende a diminuir, uma
vez que o Governo Federal estabeleceu a producdo e desenvolvimento de enzimas como area
estratégica de desenvolvimento, devido a um aumento mundial no consumo de enzimas. O
Brasil caracteriza-se por ser um pais essencialmente importador de enzimas e, também,
apresenta ainda reduzido nimero de enzimas utilizadas em processos industriais quando
comparado com outros paises. Este € um ponto negativo, visto que as enzimas sao moléculas
capazes de acelerar os processos quimicos com grandes vantagens frente aos catalisadores
quimicos e se distinguem por serem ecologicamente mais vidveis (MONTEIRO; SILVA,
2009).

A necessidade da substituicdo de catdlise por biocatdlise tem proporcionado um
aumento significativo no consumo de enzimas. A implementacdo dessa tecnologia resulta em
produtos de maior qualidade através do menor gasto energético e menor impacto ambiental,
porém possuem limitacdes em relagdo a fatores econdmicos e de biosseguranca (ALVES,
2010).

Uma alternativa biotecnoldgica para adquirir enzimas de interesse econdmico e de
alto valor agregado € através da biotransformacao de matéria-prima utilizando fungos (SILVA
et al., 2012) e o Brasil possui uma grande diversidade de microorganismos que poderiam ser
explorados para a producdo das mais diversas enzimas com utilizacdo em diferentes dreas

industriais (ORLANDELLI et al., 2012).

3.5 ENZIMAS CELULOLITICAS

3.5.1 Material ligninoceluldsico

Diversas pesquisas estdo focadas no desenvolvimento de produtos de interesse
comercial a partir da biomassa vegetal. A parede celular desses vegetais € constituida por uma
mistura de polissacarideos, proteinas, compostos fendlicos e sais minerais (FARINAS, 2008).
O material lignocelulésico compreende residuos florestais, residuos agricolas e madeira,
representando a biomassa mais abundante no planeta (AFONSO, 2012), consistindo de 50 %

de celulose, 25 % de hemicelulose e 25 % de lignina (PANDEY et al., 2000a), Figura 2.
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Figura 2 - Complexo Lignoceluldsico da parede celular vegetal

Fonte: AFONSO, 2012.

A celulose € o componente mais caracteristico da parede celular e que determina na
grande maioria sua arquitetura, sendo formada por ligacdes glicosidicas P (1-4)
(HARGREAVES, 2008; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 1996; ZHANG; HIMMEL,;
MIELENZ, 2006). As moléculas de celulose estdo associadas em microfibrilas, em que a
hemicelulose, moléculas nao-celuldsicas, encontra-se permeada (RAVEN; EVERT;
EICHHORN, 1996). A hemicelulose € um heteropolimero extremamente ramificado
contendo aguicares como pentoses, hexoses e dcidos urdonicos. Constitui-se ainda, como mais
soluvel e sendo assim mais hidrolisada que a celulose (AFONSO, 2012). A lignina, depois da
celulose, € o polimero mais abundante nas plantas. Ligada a celulose e hemicelulose, confere
rigidez e resisténcia a parede (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 1996).

A degradacdo da celulose pode ser realizada através de tratamentos fisico-quimicos
ou de enzimas celuloliticas (HARGREAVES, 2008). As celulases tém o papel fundamental de
estabelecer um elo entre o desenvolvimento do ciclo do carbono na natureza através da
degradacdo da celulose presente na biomassa vegetal. Para isso, os microorganismos
celuloliticos produzem uma mistura complexa dessa enzima, as quais coletivamente sao para
a solubilizacdo completa da celulose existindo sinergismo na sua forma de atuar. O solo € o

habitat ideal dessa microflora aerébica celulolitica (QUfMICA VERDE NO BRASIL, 2010).
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3.5.2 Aplicacio Indutrial das Enzimas celuloliticas

A producio das celulases em escala industrial teve inicio em meados da década de
80, sendo aplicada como aditivo para racdo animal, aumentando a digestibilidade de ragdes
por ruminantes e monogdstricos. Em seguida, comegaram a ser utilizadas como insumos para
a industria de alimentos, melhorando as propriedades sensoriais de massas. Também neste
setor, as celulases comecaram a ser aplicadas no processamento de bebidas, promovendo a
clarificacdo de sucos de frutas e vinhos. Anos mais tarde, passaram a ser utilizadas em
inddstria téxtil e de polpa e papel (CASTRO; PEREIRA JUNIOR, 2010).

As enzimas celuloliticas tém alcangcado o sucesso em todo o mundo na industria
téxtil e de lavandaria devido a sua capacidade para modificar as fibras de celulose de uma
maneira controlada e desejada, assim como para melhorar a qualidade dos tecidos. Uma de
suas fungdes é o bio-apedrejamento, o qual consiste na remog¢do do excesso de corante dos
tecidos de jeans, amolecimento dos tecidos de algodao, sem danificar a fibra (BHAT, 2000).
Segundo Bon, Ferrara e Corvo (2008), podem ser utilizadas em substituicdo da pedra-pomes
para dar aparéncia envelhecida ao jeans, sdo empregadas ainda para deixar os tecidos mais
lisos e macios, através da remocao das fibras superficiais.

Na industria alimenticia, podem ser utilizadas na extracdo e clarificacdo de sucos de
frutas para aumentar seus rendimentos, na remoc¢ao da camada protetora da soja na producao
de alimentos fermentados como o shoyu, molho de soja, e da pasta de soja para sopas misso,
bem como na gelatinizacdo de algas e extracdo de agar (HARGREAVES, 2008). Tem uso
potencial na producdo de xaropes de glicose de materiais celulésicos que competirdo com
amido e sacarose na producdo de adocantes alternativos para utilizacdo em bebidas e
alimentos industriais. Poderdo ser usados, hidrolisados de celulose, como nutrientes em
fermentagdes de vérios produtos quimicos tais como os dcidos acético e citrico, e aminoacidos
(BON; FERRARA; CORVO, 2008).

Presentes na composi¢do de detergentes, celulases alcalinas podem passar através
dos espacos interfibrilares facilmente e ajudar na remocao eficaz de manchas de panos, além
de transmitir o brilho da cor e suavidade para os panos de lavagem, mesmo depois de
repetidas lavagens. A combinacdo de enzimas como lipases, proteases e celulases, também,
facilita a remog¢ao de manchas. Detergentes com enzimas podem substituir produtos cdusticos,
acidos e solventes toxicos que agridem o ambiente e desgastam instrumentos e materiais

(MUSSATTO; FERNANDES; MILAGRES, 2007; JUTURU; WU, 2014).
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As celulases podem ser empregadas ainda em biorrefinarias, o qual consiste na
quebra das longas moléculas de celulose, gerando moléculas menores de agicares que siao
fermentadas e transformadas em etanol de segunda geracdo. Para que possam ser utilizadas
para esse fim, deve haver uma redugdo significativa no seu custo (ZHANG; HIMMEL;
MIELENZ, 2006; MUSSATTO; FERNANDES; MILAGRES, 2007).

As enzimas podem ser constitutivas ou indutivas. As enzimas constitutivas sdo
sintetizadas continuamente e encontradas invariavelmente na célula e sempre, mais ou menos,
na mesma concentracdo, independente das condi¢des de cultivo e de seu substrato estar ou
ndo presente. Por outro lado, as enzimas indutivas necessitam de um estimulo, substrato, para
desempenhar sua fun¢do (BAUMER; DIEGO, 2008; VERISSIMO; MORALIS, 2006).

A sintese enzimética pode ser inibida quando a célula estiver num meio em que uma
fonte de carbono como a glicose esteja facilmente assimildvel. Este fendmeno € denominado
de repressdo catabdlica e garante que o organismo utilizard inicialmente as fontes mais
facilmente catabolizdveis de carbono e energia. Quando estas fontes sdo consumidas a
repressdo catabolica deixa de exercer o seu papel (BRITES, 2006).

Os fungos sd@o os mais importantes microorganismos utilizados pela industria na
producdo de enzimas, dentre eles os filamentosos revelam um alto potencial em vérios
géneros, em especial Trichoderma, Aspergillus e Penicillium, em que se destacam algumas
espécies promissoras, como Aspergillus niger, Rhizopus oryzae, Rhizomucormeihei e
Trichoderma viride para producio de celulases (PAZZINI; SILVA; ARAUJO, 2011). Além
desses fungos filamentosos, algumas bactérias t€ém exibido potencial em sua produ¢do, como

as Cellulomonas e Thermobifida (LYND et al., 2002).

3.6 ENZIMAS AMILOLITICAS

Um carboidrato encontrado em grande abundancia na natureza é o amido,
competindo apenas, em termos de quantidade, com a celulose. Possui forma de granulos com
formato e tamanho dependentes da sua fonte botanica (ROCHA; DEMIATE; FRANCO,
2008). O amido € constituido por dois polimeros: a amilose e amilopectina, representados na
Figura 3. A amilose, formada por unidades de glicose unidas por ligacdes glicosidicas a (1-4),
originando uma cadeia linear, e a amilopectina, formada por unidades de glicose unidas em a
(1-4) e a(1-6), formando uma estrutura ramificada (WALTER; SILVA; EMANUELLI, 2005).
Este carboidrato é comumente encontrado tanto nos 6rgdos de reserva das plantas quanto em
graos de cereais como milho, arroz, trigo e em tubérculos e raizes como batata e mandioca

(LEONEL; CEREDA, 2002).
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Figura 3 - Representacdo da (A) amilose e (B) amilopectina

8CH,OH "H, CH,OH

Ramificacio (o 1—6)

cadew principal
ligagdes (o 1—d) B

Fonte: FRANCISCO JUNIOR, 2008.

De acordo com Gupta (2003), as amilases sdo divididas em dois grupos, as
endoamilases e exoamilases. As endoamilases catalisam hidrdlises de forma aleatéria no
interior da molécula do amido, causando a formagdo de ramos lineares de oligossacarideos de
cadeias de varios comprimentos e dessa forma quebram as ligacdes glicosidicas a-1,4 das
cadeias de amilose ou amilopectina. As exoamilases hidrolisam exclusivamente ligacdes
glicosidicas a-1, 4, como a P-amilase ou ambas as ligacdes a (1-4) e a (1-6), como
amiloglicosidase. A alfa-amilase, principal representante do grupo das exoamilases, €
responsdvel por fornecer uma mistura de substancias chamadas de dextrinas e a beta-amilase
que hidrolisa o amido até a formagado de maltose (AGOSTINI, 2011).

As amilases sdo comercialmente importantes pelo fato de representarem cerca de

30% do mercado mundial de enzimas, possuindo grande importancia biotecnolégica com
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diversas aplicagdes em industrias téxteis, papel, detergentes, bebidas, alimentos, indudstria
quimica e farmacéutica, entre outras (GUPTA, 2003; KUNAMNENI; PERMAUL; SINGH,
2005).

Na industria alimenticia, o amido é convertido por acdo enzimdtica em diversos
produtos, como dextrinas, que sao utilizadas em formulacdes clinicas, como material para
sacarificacdo enzimdtica; como maltose, com utilizacdo em confeitarias, cervejas e sorvetes;
como glicose, utilizada em panificagdo e como subsidio para produgdo de etanol; e como
frutose, com utilizacdo em geleias, iogurtes e refrigerantes (SILVA, 2009). Na inddstria de
panificacdo, proporcionam melhor coloracdo, volume e textura do miolo de pdes, podendo
ainda retardar o processo de envelhecimento, mantendo o pdo fresco por mais tempo
(NOVOZYMES, 2005).

Nas industrias de papel, utilizam-se amilases para prote¢do do papel contra danos
mecanicos e melhoria do acabamento final. Na producao de glicose e frutose, as amilases sdo
usadas para hidrolisar as moléculas de amido (SANTANA, 2012), sendo o amido
transformado em xarope de milho de frutose. Essas enzimas apresentam propriedade
edulcorante, podendo ser utilizadas em grandes quantidades na industria de bebidas como
edulcorantes para refrigerantes. O processo requer o uso de uma alfa-amilase altamente
termoestavel para liquefacdo de amido (PANDEY er al., 2000b). Os edulcorantes sdao
substitutos do agucar, isto é, sdo utilizados em composi¢do alimenticia que utilizem agicar
(TEIXEIRA; GONCALVES; VIEIRA, 2011).

As amilases s@o produzidas pela maioria dos organismos procariotos € eucariotos,
sendo responsdveis pela obtencdo de energia para as fungdes metabdlicas, a partir do amido
como fonte de carbono. Nos eucariotos, as amilases atuam em tecidos especificos, fato este
que inviabiliza sua extracdo e purificacdo para uso industrial. Logo, os microorganismos
surgem como alternativa barata na producdo de enzimas, visto que requerem condigdes
minimas de nutricio e manutencdo, além de secretarem as enzimas para o meio extracelular
(RABALHO, 2002). Existe uma diversidade de fungos filamentosos conhecida e uma grande
maioria desencadeia potencial para sintese amilolitica, como pode ser observado a partir da

Tabela 1.



Tabela 1 — Fungos com potencial para produc¢do de amilase.
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MICROORGANISMO OBTENCAO DO ISOLADO

AUTORES

Aspergillus Niger Centro de Biotecnologia da Universidade

de Oriente (Santiago de Cuba, Cuba).

Aspergillus Niger Nao indicado.
Aspergillus oryzae Molho de soja doce.
Macrophomina Colecdo do Laboratério de Enzimologia da Universidade
Phaseolina Federal de Goias (DCIF/ICB).
Penicillium chrysogenum Ar da cidade de Edirne-Turquia.

Hernandez et al.,
2006.

Cruz et al., 2011.
Sahnoun et al.,
2012.
Fernandes et al.,
2007.
Balkan; Ertan,
2007

Fonte: FERNANDES e al., 2007; HERNANDEZ et al., 2006; SAHNOUN et al., 2012; CRUZ et al., 2011,

BALKAN; ERTAN, 2007.
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4 METODOLOGIA

Os experimentos efetuados para a realizacdo deste trabalho foram conduzidos no
Laboratério de Microbiologia do Centro de Desenvolvimento Sustentavel do

Semidrido/Universidade Federal de Campina Grande (CDSA/UFCQG).

4.1 MATERIAL BIOLOGICO

Para a realizacdo das atividades, foram utilizados os fungos isolados de folhas de
plantas e do solo no semidrido paraibano, os quais estdo depositados na Colecdo de Fungos,
(CDSA/UFCQG), na cidade de Sumé-PB, Figura 4. Atualmente, a referida colecdo de cultura

conta com 117 isolados, dos quais 50 foram avaliados.

Figura 4 — Localizacido de Sumé-PB

Fonte: (a) ABREU, 2006.

4.1.1 Manutencao dos Isolados

Os isolados da Colecao de Fungos do CDSA/UFCG sdo mantidos em frascos dmbar
em meio de cultura composto por batata, sacarose e dgar, nas proporcdes 10%, 2% e 0,5%

respectivamente, em geladeira.

4.1.2 Reativacao das Culturas

Os isolados da Colecao de Fungos do CDSA/UFCG foram mantidos em placas de
Petri contendo meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) a temperatura de 28°C. A
composi¢cdo do meio de cultura BDA utilizado para a manutencdo das culturas esta

apresentada na Tabela 2. Para a preparacdo deste meio de cultura, cortaram-se as batatas em
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pequenos pedacgos, que foram fervidos em dgua destilada durante 10 minutos contados a partir
do inicio da ebuli¢do. O material foi coado e acrescido de dextrose e Agar. O volume foi

ajustado para 1 L e esterilizado em autoclave por 20 min, a 121°C.

Tabela 2 — Composi¢io do meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) utilizado na manutencio das culturas

COMPONENTE QUANTIDADE
Batata 200 g
Dextrose 20¢g
Agar 20g
Agua destilada gsp. 1L

ApO6s a reativagdo os isolados que apresentaram crescimento em meio BDA e que
foram utilizados para verificar as atividades enziméticas foram armazenados de acordo com o
método castellani (CASTELLANI, 1939), que consistiu na transferéncia discos de micélio
contendo o fungo, crescido em meio BDA, para tubos conicos tipo eppendorf contendo 1 mL

de 4gua destilada esterilizada e mantidos em geladeira, Figura 5.

Figura 5 - Metodologia Castellani

— .  — bﬁ"ii*

i" &

I ml. de dgua dest. + Fungo

4.2 PROSPECCAO ENZIMATICA DE CELULASE TOTAL (FPase) E AMILASE

A prospeccao enzimatica dos fungos da colecdo do CDSA foi realizada por meio de
cultivo dos isolados em meio BDA, substituindo-se a dextrose pela fonte de carbono
adequada para a verificacdo da producdo da enzima de interesse. A fonte de carbono que
substitui a dextrose para a determinagdo das atividades enzimaéticas estd disposta na Tabela 3.

A producdo das enzimas no meio de cultura foi verificada através de método de
difusdo em gel de 4gar, em placas de Petri, contendo a fonte de carbono citada na Tabela 3,

incubadas a 28°C. De acordo com Ghose (1987) o papel de filtro é um substrato utilizado para
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determinacdo de celulases totais. A cada placa de Petri acrescentou-se 1 mL de lugol,

aguardou-se 1 minuto para a visualizacdo do halo.

Tabela 3 — Fonte de carbono que substitui a dextrose para a determinacao das atividades enzimaticas

Enzima de interesse Fonte de carbono (1%)
Amilase Amido
Celulase Papel de filtro

4.3 INDICE ENZIMATICO

As atividades enzimadticas foram caracterizadas por meio da formagdo de halos de
degradacdo do substrato, em que o diametro do halo foi medido com auxilio de uma régua. Os
ensaios foram realizados em triplicata. Os isolados que apresentaram halo em torno da col6nia
tiveram a atividade avaliada pelo indice enzimdtico (IE), Equacdo (1) conforme Hankin e
Anagnostakis (1975). Os isolados que exibirem os maiores IE nos meios de crescimento,

correspondem aos os que possuem maior atividade enzimatica.

(D)

Em que:

IE = Indice Enzimatico;

@y = Diadmetro médio do halo de degradacio, cm;
. = Diametro médio da coldnia, cm.

4.4 OTIMIZACAO DA PRODUCAO ENZIMATICA

Os 1solados que apresentaram atividade enzimatica em meio BDA com a fonte de
carbono especifica apresentada na Tabela 3, foram submetidos a duas andlises distintas. Uma
das andlises consistiu no inéculo em meio de cultura contendo 4 da quantidade de batata
recomendada para o meio BDA, item 4.1.2, e foi denominado Meio I, e o outro indculo foi
realizado apenas em meio de cultura composto apenas de Agar e da fonte de carbono
indutora, Tabela 3, sendo denominado Meio II. O material foi incubado em BOD

(Biochemical Oxygen Demand) a 34°C por 72 horas.

4.5 VELOCIDADE DE CRESCIMENTO DOS ISOLADOS

Os isolados que apresentaram atividade positiva para producdo de amilase e celulase
foram inoculados em meio de cultura, descrito no item 4.2, por um periodo de 144 horas em

BOD, em temperatura de 28°C. Os experimentos foram realizados em duplicata e o
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crescimento micelial foi verificado a cada 24 horas, através de medi¢des do didmetro das
coldnias, em dois eixos perpendiculares entre si. A velocidade de crescimento foi expressa em

centimetros por dia (cm/dia), conforme Equacao (2).

v="=1L 2

Em que:

V = Velocidade instantanea de crescimento fingico, cm/dia;
@¢ = Diametro da colonia, cm;

T = tempo, dia.

4.6 IDENTIFICACAO DOS FUNGOS
4.6.1 Técnica de Microcultivo

A técnica de microcultivo, baseada na Agéncia de Vigilancia Sanitdria (2004), foi
utilizada para identificacdo dos isolados que apresentaram atividade enzimdtica de celulase
(FPase e amilase). Em uma lamina para microscopia esterilizada, foi adicionado
aproximadamente 1 mL de meio BDA, no qual foi inoculado o fungo de interesse, € em
seguida coberto por uma laminula também esterilizada. Trés (3) lados da laminula foram
selados com base para as unhas. Este conjunto foi inserido em uma placa de Petri contendo
papel de filtro umedecido com d&dgua destilada esterilizada e dois palitos de madeira
esterilizados, como suporte (Figura 6). Em seguida, o material foi incubado a 34°C (£°C), com
acompanhamento do crescimento por 96 horas em microscépio Optico e comparacdo das

imagens obtidas com literatura especializada.

Figura 6 — Técnica de Microcultivo para andlise de fungos filamentosos

Papel de filtro

tumido Placa de Petri

Indculo Liamina

Meio de Cultura

Palito

Laminula
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 REATIVACAO E MANUTENCAO DAS CULTURAS

No presente trabalho, fez-se inicialmente a reativagdo de 50 isolados da Colecdo de
Fungos do CDSA. Como podemos observar na Tabela 4, dos 50 isolados 23 ndo apresentaram
crescimento no meio de cultura BDA. A nio reativag¢do das culturas pode ter ocorrido devido
a dificuldades de armazenamento e conservacao dos isolados flingicos da referida colecao.

A dificuldade de alguns fungos crescerem apds longos periodos podem ser devido ao

periodo de crescimento escolhido ou por indéculos constituidos de células invidveis

(RODRIGUES; LIRIO; LACAZ, 1992).

Tabela 4 — Reativacdo dos 50 isolados
NUMERO DO ISOLADO AVALIADO CRESCIMENTO EM MEIO BDA

CDSA 01, CDSA 02, CDSA 06, CDSA 07,

CDSA 09 CDSA 10, CDSA 12, CDSA 17,

CDSA 18, CDSA 20, CDSA 21, CDSA 22, +
CDSA 23, CDSA 24, CDSA 49, CDSA 54,

CDSA 56, CDSA 59, CDSA 60, CDSA 65,

CDSA 66, CDSA 69, CDSA 70, CDSA 71,

CDSA 72, CDSA 78 e CDSA 106.

CDSA 03, CDSA 04, CDSA 11, CDSA 13,

CDSA 14, CDSA 15, CDSA 16, CDSA 19, -
CDSA 25, CDSA 26, CDSA 27, CDSA 33,

CDSA 34, CDSA 40, CDSA 52, CDSA 53,

CDSA 55, CDSA 58, 64, CDSA 73, CDSA

74, CDSA 115 E CDSA 117.

Nota: Simbolos convencionais utilizados:
+: houve crescimento microbiano
—: ndo houve crescimento microbiano

Segundo Mello, Reis e Silva (2011), quatro métodos de preservagdo de
microorganismos sdo usualmente utilizados. Estes métodos sdo conhecidos como
criopreservacdo, preservacao a -180°C, preservacdo com déleo mineral, isto €, adicdo desse
6leo as culturas estabelecidas em meio de cultivo em temperatura ambiente, liofilizacdo,
desidratacdo em que se reduz o contetido de dgua da célula, e o mérodo de castellani,
preservacdo em dgua esterilizada tamponada que promove a manutencido das caracteristicas
morfoldgicas e fisioldgicas.

Considerando a dificuldade de reativagao dos isolados, conforme se observa na
Tabela 4, aqueles que apresentaram crescimento em meio BDA foram armazenados por meio

7z

do método Castellani (1939), visto que este € um método de um baixo custo e evita o
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pleomorfismo das amostras. Segundo relatos da literatura ¢ um método extremamente eficaz
(APARECIDO; CAMILO, 2013; RODRIGUES; LIRIO; LACAZ, 1992). De acordo com
Neufeld e Oliveira (2008), apés 11 anos de conservacdo de fungos dermatdfitos, 93%

apresentaram-se vidveis e sem alteragdes morfoldgicas.

5.2 DETECCAO DA PRODUCAO DE ENZIMAS

A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos para a deteccdo das atividades FPase e
amilase em cultivo em Meio BDA, contendo o substrato apropriado conforme indicado no
item 4.2, por meio da técnica de difusdo em gel de dgar. Pode-se detectar que entre os 27
isolados que apresentaram crescimento, apenas 18 (66,67 %) produziram alguma das enzimas

avaliadas, nas condi¢des que foram impostas.

Tabela 5 — Indice Enzimitico (IE) para as atividades de celulase e amilase

ISOLADOS IE FPASE IE AMILASE
1 CDSA 01 1,40 -
2 CDSA 02 1,10 -
3 CDSA 06 1,18 1,14
4 CDSA 07 1,17 -
5 CDSA 09 1,13 1,10
6 CDSA 10 - -
7 CDSA 12 1,60 -
8 CDSA 17 1,10 1,07
9 CDSA 18 1,15 1,17
10 CDSA 20 1,14 -
11 CDSA 21 1,15 -
12 CDSA 22 1,18 -
13 CDSA 23 - 1,05
14 CDSA 24 1,40 1,14
15 CDSA 49 - -
16 CDSA 54 - 1,09
17 CDSA 56 - 1,05
18 CDSA 59 - -
19 CDSA 60 - -
20 CDSA 65 1,14 -
21 CDSA 66 - 1,09
22 CDSA 69 1,08 1,09
23 CDSA 70 - -
24 CDSA 71 - -
25 CDSA 72 - -
26 CDSA 78 - -
27 CDSA 106 - -

Nota: Abreviagdo e simbolos convencionais utilizados:
-: auséncia de produ¢do enzimatica
IE: medida do halo de degradagdo do substrato/halo de crescimento fiingico

Dentre os 27 isolados que apresentaram crescimento no meio de cultura explicitado

anteriormente e inoculados em meio especifico para verificar a atividade amilolitica, 10
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(37,04%) tiveram formacdo de halo de degradacdo (Tabela 5). Os demais isolados nao
apresentaram atividade amilolitica. De acordo com os resultados obtidos, podemos observar
que os isolados CDSA 06, CDSA 18 e CDSA 24 apresentaram maior potencial para sintese
amilolitica, com IE de 1,14; 1,17 e 1,14, respectivamente. Para a atividade da enzima FPase
verificou-se que 14 isolados (51,85%) apresentaram atividade celulolitica. O isolado CDSA
12 foi o que se destacou com um IE de 1,6, seguido do isolado CDSA 01 e CDSA 24, ambos
com IE de 1,4, conforme Tabela 5.

Confrontando com o trabalho de Oliveira et al. (2006), em que foi avaliada a
capacidade de bactérias do tipo rizébia em produzir amilase verificou-se que 32,8 % dos
isolados avaliados foram capazes de sintetizar esta enzima, apresentando IEs entre 1,1 e 3,1.
A atividade de carboximetilcelulase correspondeu a 9,0%, com os IES variando entre 1,5 e
2,0. O maior potencial foi com relacdo a produgdo de amilase, este fato pode estd relacionado
com o local, nédulos de feijao caupi, em que as bactérias foram isoladas.

Pode ser observado, ainda, que dentre os isolados que apresentaram atividade
enzimatica, seis demonstraram atividade simultdnea para as duas enzimas avaliadas. Os
baixos IE observados podem ser devido a dificuldade das enzimas se difundirem no meio de
cultura. Dessa forma, o processo de producio das enzimas em questdo deve ser otimizado e os
parametros, como meio de cultura, temperatura e pH, que comprometem a atividade

enzimatica, investigados.

5.3 OTIMIZACAO DA PRODUCAO ENZIMATICA EM MEIO SOLIDO

Com a finalidade de otimizar a producdo das enzimas amilase e FPase, os isolados que
apresentaram atividade enzimadtica FPase e amilase foram analisados em: 1) meio de cultura
contendo Y4 da quantidade de batata recomendada para o meio BDA- Meio I e em 2) meio de

cultura composto apenas Agar e a fonte de carbono indutora - Meio II.

5.3.1 Atividade Amilolitica

Os dez isolados que apresentaram atividade amilolitica em Meio BDA (Tabela 5),
foram avaliados para otimizagdo da producdo de amilase, dessa forma, foram inoculados em
Meio I e Meio II e os resultados estdo apresentados na Tabela 6.

Os resultados mostram que o Meio I promoveu um ligeiro aumento nos IEs. No
entanto, quando os isolados foram cultivados em Meio II observou-se um relevante aumento
nos valores de IE, principalmente para os isolados CDSA 09, 18, 23, 24 54. Esses resultados

indicam que a retirada da fonte de carbono facilmente assimildvel (batata) promoveu um
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aumento na producdo das enzimas amiloliticas. Souza, Oliveira e Andrade (2008) realizaram
testes para verificar a atividade amilolitica de diversos basidiomicetos em trés substratos: o
amido de milho, farelo de trigo e maltose. Os fungos proporcionaram maior preferéncia pelo
amido de milho e farelo de trigo, até porque um dos isolados em meio com amido de milho e
trés isolados em meio contendo farelo de trigo apresentou IE maior que 2, e todos em meio

contendo maltose apresentaram IE inferior a 2.

Tabela 6 — Indice enzimético (IE) para amilase sob dois meios de cultura distintos

MEIO I MEIO I
ISOLADOS
B, B, IE B, By, IE

CDSA 06 2,20 2,80 1,27 1,40 2,00 1,43
CDSA 09* 2,30 2,80 1,22 0,30 1,10 3,67

CDSA 17 3,80 4,30 1,13 0,20 0,40 2,00
CDSA 18% 2,50 3,20 1,28 0,50 1,80 3,60
CDSA 23% 3,50 4,10 1,17 0,60 2,00 3,33
CDSA 24%* 2,90 3,40 1,17 0,30 1,00 3,33

CDSA 54 3,40 3,80 1,12 0,30 1,00 3,33
CDSA 56* 3,20 4,20 1,31 0,20 0,50 2,50

CDSA 66 2,10 2,40 1,14 0,50 1,30 2,60

CDSA 69 2,40 2,70 1,13 2,00 2,50 1,25

Nota: Abreviagdo e simbolos convencionais utilizados:
*: isolados que apresentarem melhores resultados
IE — Indice Enzimatico (IE= @w/@.)
@ — Didmetro médio da coldnia
@y — Didmetro médio do halo de degradacéo

Em Meio II, os isolados que demonstraram maior potencial para sintese amilolitica
foram o CDSA 09, CDSA 17, CDSA 18, CDSA 23, CDSA 24, CDSA 54, CDSA 56, CDSA
66 e CDSA 69, visto que apresentaram [E>2. De acordo com Lealem e Gashe (1994) para que
um microorganismo seja considerado como bom produtor de enzimas em meio s6lido devem
apresentar um IE > 2,0. Destes isolados o CDSA 09 e CDSA 18 tiveram maior destaque, com
um valor de IE de 3,67 e 3,60, respectivamente. Estes resultados se assemelham aos obtidos
no trabalho de Baratto et al (2011), em estudo utilizando leveduras e bactérias, em que em um
periodo de 72 horas os isolados apresentaram IE entre 1,00 e 3,85.

A Figura 7 mostra o halo de degradagdo para atividade amilolitica dos isolados
CDSA 09 e CDSA 18 em Meio I e Meio II. Observa-se que ao retirar a batata da composicao
do meio de cultura, Figuras 7a e 7c, o fungo cresce pouco (@ de 0,3 cm e @ 0,5 cm,

respectivamente) em comparagdo com o meio suplementado com batata, Figuras 7b e 7d (@
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de 2,3 cm e @ 2,5 cm, respectivamente). Entretanto, apesar do pequeno crescimento flingico

em Meio II os isolados apresentaram maior halo de degradacao.

Figura 7 — Representacio do CDSA 09 e CDSA 18 com atividade amilolitica. CDSA 09 em (a) Meio Il e em (b)
Meio I; CDSA 18 em (c) meio II e em (d) Meio I

5.3.2 Atividade de Fpase (Celulase Total)

A partir da comparagdo dos resultados do indculo dos isolados nos meios BDA,
Meio I e Meio II, podemos observar, Tabela 5 e Tabela 7, que todos os isolados apresentaram
aumento no valor do IE no Meio I e Il em relagdo ao Meio BDA, com exce¢ao do CDSA 01 e
CDSA 12 que em Meio BDA, apresentaram IE de 1,4 e 1,6, respectivamente, enquanto em
Meio I, apresentaram IE de 1,15 e 1,05, e em Meio Il demonstraram um excelente potencial

com IE de 5,60 e 6,75.
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Na avaliacdo da atividade da FPase, conforme Tabela 7, observamos que o IE dos
isolados avaliados € relevantemente maior quando submetidos ao cultivo em Meio II quando
comparado com o Meio I. Essa divergéncia no halo de degradacdo pode ser devido a
composi¢do do meio de cultura, pois o Meio I, em que observa-se um valor do IE
relativamente baixo possui em sua composi¢cdo batata. Como jé foi discutido anteriormente, a

batata € uma fonte de amido.

Tabela 7 — Indice enzimitico (IE) para FPase sob dois meios de cultura distintos

ISOLADOS MEIO I MEIO II
O o IE @, O IE
CDSA 01 4,00 4,60 1,15 0,50 2,80 5,60
CDSA 02 3,30 4,00 1,21 0,60 2,50 4,17
CDSA 06* 2,90 3,60 1,24 0,40 2,60 6,50
CDSA 07 3,20 3,90 1,22 0,50 2,80 5,60
CDSA 09 2,50 2,80 1,12 0,30 0,90 3,00
CDSA 17 3,30 4,00 1,21 0,60 3,00 5,00
CDSA 18 3,20 4,00 1,25 0,80 2,80 3,50
CDSA 12%* 4,10 4,30 1,05 0,40 2,70 6,75
CDSA 20* 3,00 4,20 1,40 0,40 2,40 6,00
CDSA 21 3,00 4,30 1,43 1,00 3,30 3,30
CDSA 22 3,00 4,50 1,50 0,50 2,60 5,20
CDSA 24 1,40 2,80 2,00 0,70 3,20 4,57
CDSA 65 1,30 1,80 1,38 0,40 0,80 2,00
CDSA 69* 3,40 3,70 1,09 0,50 3,00 6,00

Nota: Abreviacdo e simbolos convencionais utilizados:
*: isolados que apresentarem melhores resultados
IE — Indice Enzimatico (IE= @w/@.)
@.— Didmetro médio da col6nia
@y — Didmetro médio do halo de degradacéo

Os isolados que mais se destacaram quanto a producao de FPase no Meio II foram o
CDSA 06, CDSA 12, CDSA 20 e CDSA 69, todos com IE igual ou maior que 6. Os valores
encontrados foram superiores aos descritos por Monteiro (2012), em que cinco cepas de
Aspergillus sulphureus, isolados no solo de Arcos, Lumindrias e Passos de Minas Gerais,
apresentaram IE em torno de 3 para celulase, com meio de cultura constituido, também,
apenas por dgar e carboximetilcelulose (CMC).

O isolado que merece destaque em relacdo ao Meio I é o CDSA 24, Figura 8, pois
dentre os 14 isolados avaliados foi o tnico que apresentou um IE com valor igual a 2, todos
os outros tiveram seus valores inferiores. Pazzini, Silva e Araudjo (2011) verificaram que cinco

linhagens de fungos entre 13 avaliadas mostraram-se promissoras na degradacdo da celulose
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em meio sintético com CMC e extrato de levedura. Dessas linhagens, duas apresentaram

coldnias com pouco desenvolvimento, porém obtiveram altos valores de IE com 2,1 e 2,7 cm.

Figura 8 — Representacdo do halo de degradacdo de FPase pelo CDSA 24 em Meio |

Na figura 9 estdo representados os isolados CDSA 07 e CDSA 20, na qual
visualizamos o halo de degradagdo a partir da drea mais clara ao redor da colodnia, indicada
pelas setas. Vale salientar, também, que quando submetidos ao Meio II hd um menor
crescimento fungico e maior halo de degradagdo. Resultado semelhante foi verificado em um
trabalho de Ruegger e Tauk-Tornisielo (2004), em que foi verificado que algumas colonias,
entre as 36 linhagens (45%) que apresentaram halo de degradacdo da CMC, tiveram pouco
crescimento e apresentaram altos IEs como o Penicillium verruculosum 11 com diametro de
coldnia de 1 mm e indice de 5.

Nos testes realizados, o maior potencial dos isolados foi quanto a producdo de
celulases, este fato pode ser devido ao local em que estes foram coletados, como plantas e
solo, visto que necessitam das celulases para que possam absorver a matéria contida nos

substratos celulésicos dispostos no seu habitat em questao.
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Figura 9 — Representacdo do CDSA 07 e CDSA 20 com atividade FPase. CDSA 07 em (a) Meio I e (b) Meio II;
CDSA 20 em (c) Meio I e (d) Meio II

—

L

5.4 VELOCIDADE DE CRESCIMENTO DOS ISOLADOS

Para a andlise da velocidade de crescimento dos 18 isolados em estudo, foram
realizadas medicdes em dois eixos perpendiculares, em duplicata, a cada 24 horas até o tempo
de 144 horas, em que podemos observar os referidos dados na Tabela 8.

A partir destes dados, podemos verificar que os isolados CDSA 12, CDSA 23 e
CDSA 54 destacaram-se em relacdo aos demais por apresentarem um crescimento de 1,49,
1,54, e 1,50 (cm/dia), respectivamente, preenchendo completamente a placa de Petri durante

as 144 horas. No trabalho desenvolvido por Santos ef al (2013) para verificar o crescimento
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de Aspergillus terreus isolado em solos de Caatinga apresentou um crescimento de 8 cm no

décimo dia a uma temperatura de 28°C.

Tabela 8 — Crescimento fiingico (cm) em meio BDA. Todos os testes foram realizados em duplicata
ISOLADO 24 h 48 h 72h 96 h 120 h 144 h

1 CDSA 01 0,00 0,30 0,68 1,10 1,45 1,80
2 CDSA 02 1,03 2,33 3,98 5,55 6,93 8,08
3 CDSA 06 1,15 2,50 3,88 5,15 6,13 6,73
4 CDSA 07 1,13 2,53 4,03 5,50 6,35 7,08
5 CDSA 09 0,80 2,33 3,25 4,08 4,60 5,35
6 CDSA 12* 0,78 2,45 4,20 6,05 7,73 8,93
7 CDSA 17 0,60 1,58 2,28 2,88 3,38 3,83
8 CDSA 18 1,15 2,68 3,15 5,80 6,83 8,18
9 CDSA 20 1,03 2,60 4,00 5,65 6,88 8,13
10 CDSA 21 1,00 2,50 4,00 5,55 6,58 1,73
11 CDSA 22 1,30 2,80 4,25 545 6,25 6,68
12 CDSA 23%* 1,00 2,63 4,25 6,15 7,35 9,23
13 CDSA 24 0,58 1,30 1,98 2,70 3,38 3,75
14 CDSA 54* 0,65 2,35 4,13 5,95 7,53 9,00
15 CDSA 56 0,70 2,45 3,98 5,80 7,03 8,35
16 CDSA 65 0,48 2,15 3,10 4,20 5,03 5,50
17 CDSA 66 0,58 2,33 4,18 5,95 7,25 8,85
18 CDSA 69 1,20 3,20 4,90 5,90 7,25 7,90

Nota: Simbolo convencional utilizado:
*: isolados que apresentarem melhores resultados

Os 1solados CDSA 01, CDSA 17 e CDSA 24 foram os que apresentaram crescimento
mais lento, tendo o CDSA 01 no periodo de 144 h crescido apenas 1,80 cm e o CDSA 17 3,83
cm e o CDSA 24 3,75 cm, respectivamente.

Na Tabela 9 estd contido o valor do crescimento que os isolados apresentaram a cada
24 horas. Pode ser enfatizado que, em média, os isolados tiveram maior crescimento em placa
entre 48 horas e 120 horas, sendo considerado como &pice de crescimento. O CDSA 18
apresentou um elevado crescimento no periodo de 96 h, pois cresceu 2,65 cm. Em média, os
isolados CDSA 54 e CDSA 12 apresentaram os maiores crescimentos de 1,50 e 1,49 cm/dia.

Pode ser observado que o CDSA 07 no periodo de 144 h apresenta um estado de
laténcia, ocorrendo um declinio no seu crescimento micelial, enquanto que o isolado CDSA
01 apresenta-se em crescimento exponencial nesse periodo, apesar se seu crescimento

apresentar oscilagoes.
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Tabela 9 — Valor do crescimento diario dos isolados

ISOLADO  24h 48 h 72h 96 h 120h  144h cmidia
(Média)
1 CDSA 01 0,00 0,30 0,38 0,43 0,35 035 030
2 CDSA 02 1,03 1,30 1,65 1,58 1,38 1,15 1,35
3 CDSA 06 1,15 1,35 1,38 1,28 0,98 0,60 1,12
4 CDSA 07 1,13 1,40 1,50 1,48 0,85 0,73 1,18
5 CDSA 09 0,80 1,53 0,93 0,83 0,52 075 0,89
6 CDSA 12% 0,78 1,68 1,75 1,85 1,68 1,20 1,49
7 CDSA 17 0,60 0,98 0,70 0,60 0,50 045 0,64
8 CDSA 18 1,15 1,53 0,48 2,65 1,03 1,35 1,36
9 CDSA 20 1,03 1,58 1,40 1,65 1,23 1,25 1,36
10 CDSA 21 1,00 1,50 1,50 1,55 1,03 1,15 1,29
11 CDSA 22 1,30 1,50 1,45 1,20 0,80 0,43 1,11
12 CDSA 23* 1,00 1,63 1,63 1,90 1,20 1,88 1,54
13 CDSA 24 0,58 0,73 0,68 0,73 0,68 038 0,63
14 CDSA 54* 0,65 1,70 1,78 1,83 1,58 1,48 1,50
15 CDSA 56 0,70 1,75 1,53 1,83 1,23 1,33 1,39
16 CDSA 65 0,48 1,68 0,95 1,10 0,83 048 092
17 CDSA 66 0,58 1,75 1,85 1,78 1,30 1,60 1,48
18 CDSA 69 1,20 2,00 1,70 1,00 1,35 0,65 1,32

Nota: Simbolo convencional utilizado:
*: isolados que apresentarem melhores resultados

Pode ser abordado, também, que os isolados CDSA 12, CDSA 23 e CDSA 54, os que
apresentaram maior velocidade de crescimento, mostraram um bom potencial para producao
de amilase, CDSA 23 e CDSA 54, e de FPase, CDSA 12, enfatizando ainda mais o potencial
desses fungos isolados do Semidrido Paraibano. Logo, se enquadraram entre os

microorganismos que apresentaram maior atividade enzimatica das enzimas em estudo.

5.5 IDENTIFICACAO DOS FUNGOS

ApOs a deteccdo da produgdo de enzimas, os 18 isolados que apresentaram atividade,
seja para amilase seja para FPase, foram submetidos a identificacdo. As caracteristicas
morfolégicas microscopicas dos 18 isolados foram consideradas para sua identificacdo. A
partir das imagens dos isolados cultivados em lamina em meio BDA, obtidas por meio de
microscopia Optica, foi possivel realizar a identificacio, comparando-as com imagens
encontradas na literatura. Diante dos resultados obtidos, foi possivel determinar a existéncia

de apenas dois géneros, destes, quinze foram identificados como sendo do género Aspergillus
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e apenas um isolado identificado do género Penicillium. Nao foi possivel a identificacdo do
CDSA 02 e CDSA 54, devido a auséncia de crescimento em meio BDA em lamina.

O género Aspergillus caracteriza-se por apresentar conidiéforos retos, terminando em
uma globosa vesicula, tendo fidlides no 4pice sobreposta por conidios (BARNETT;
HUNTER, 1998). De acordo com essas caracteristicas, determinou-se que os isolados CDSA
01, CDSA 06, CDSA 07, CDSA 09, CDSA 17, CDSA 18, CDSA 20, CDSA 21, CDSA 22,
CDSA 23, CDSA 24, CDSA 56, CDSA 65, CDSA 66 ¢ CDSA 69 assemelham-se com
espécies pertencentes ao género em questao.

Na Figura 10 estdo representados os isolados CDSA 01, CDSA 09 e CDSA 69 com
suas estruturas macroscopicas e microscopicas, em que podemos observar uma semelhanca de
coloracdo desses isolados, isto €, tons escuros lembrando o preto.

Figura 10 — Estrutura macroscépica e microscépica do CDSA 01, CDSA 09 e CDSA 69. CDSA 01 (a)
representagdo macroscopica e (b) microscopica no periodo de 72 horas, CDSA 09 (c) representagio

macroscopica e (d) microscopica no periodo de 24 horas, CDSA 69 (e) representacdo macroscépica e (f)
microscépica no periodo de 48 horas

Fonte: (d) Leandro Costa.

Na Figura 11 tem-se os isolados CDSA 06, CDSA 07, CDA 17, CDSA 18, CDSA
20, CDSA 21, CDSA 22 e CDSA 66 e suas respectivas estruturas micro € macroscépicas, os
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quais com o decorrer do crescimento em placa de Petri apresentam uma coloragcdo

esverdeada.

Figura 11 — Estrutura macroscépica e microscépica do CDSA 06, CDSA 07, CDSA 17, CDSA 18, CDSA 20,
CDSA 21, CDSA 22, CDSA 66. Representagdo da estrutura do CDSA 06 (a) microscdpica no periodo de 96
horas e (b) macroscépica, CDSA 07 (c) microscépica no periodo de 96 horas e (d) macroscépica, CDSA 17 (e)
microscépica no periodo de 24 horas e (f) macroscépica, CDSA 18 (g) microscépica no periodo de 96 horas e
(h) macroscépica, CDSA 20 (i) microscépica no periodo de 48 horas e (j) macroscopica, CDSA 21 (k)
microscopica no periodo de 24 horas e (1) macroscépica, CDSA 22 (m) microscdpica no periodo de 24 horas e
(n) macroscépica, CDSA 66 (0) microscdpica no periodo de 24 horas e (p) macroscopica

N

Fonte: (a) (m) (o) Leandro Costa; (f) Rayza Morganna.

Na Figura 12 estdo ilustrados os isolados CDSA 23, CDSA 24, CDSA 56 e CDSA
65, em que observamos um crescimento interessante, no qual assumem a cor verde com
bordas brancas, com um diferencial no CDSA 24 com uma pigmentacao avermelhada ao seu

redor.
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Figura 12 — Estrutura macroscépica e microscopica de CDSA 23, CDSA 24, CDSA 56 e CDSA 65.
Representacdo da estrutura do CDSA 23 (a) microscopica no periodo de 96 horas e (b) macroscépica, CDSA 24
(c) microscépica no periodo de 24 horas e (d) macroscépica, CDSA 56 (e) microscépica no periodo de 24 horas
e (f) macroscépica, CDSA 65 (g) microscépica no periodo de 24 horas e (h) macroscépica

— =

-

- Fonte: (b) () ®) (h) Leaﬁ(l-ro Costa.

O género Penicillium spp. apresenta conidiéforos decorrentes do micélio, ramificado
perto do vértice, terminando num grupo de fidlides, seguido de conidios, assemelhando-se
com um pincel (OLIVEIRA, J., 2013). Este género caracteriza-se também por apresentar hifas
septadas. A partir de andlises morfolégicas microscopicas, sugere-se que o CDSA 12
assemelha-se com espécie do género Penicillium, Figura 13.

Figura 13 — Representagdo do CDSA 12 exibindo suas estruturas (a) microscépicas no periodo de 48 horas e (b)
macroscopicas

Fonte: (a) Leandro Costa.



44

O género Aspergillus possui potencial para producdo tanto de amilase quanto de
celulase. A partir dos testes realizados este fato foi evidenciado, até por que os dez isolados
que apresentaram atividade amilolitica foram sugeridos como sendo pertencentes a este
género, porém notou-se divergéncia em relacdo a atividade enzimdtica visto que alguns
isolados demonstraram resultados superiores. Testes de identificagdo mais aprofundados para
deteccdo da espécie poderia comprovar se este fato estaria relacionado com diferentes
espécies de Aspergillus. Em relagdo a atividade celulolitica, foi comprovado também um
potencial deste género quanto a producdo dessa enzima, bem como do género Penicillium.
Esse resultado corrobora com Pazzini, Silva e Aratjo (2011), pois estes autores relatam que

esses dois géneros apresentam-se como bons produtores de celulase.
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6 CONCLUSOES

e A prospeccdo de enzimas a partir de microorganismos isolados da Caatinga, Cariri
Paraibano, € de extrema valia para que seja revelada a biodiversidade microbiana desta
regido que ainda € pouco explorada;

e A dificuldade de reativac@o de alguns isolados indica a necessidade de uso de métodos
distintos para a conservagdo das culturas (como o método Castellani, por exemplo)
para melhor manutencdo de suas caracteristicas, com posterior avaliacio dos
procedimentos adotados;

e Dentre os isolados avaliados 18 (dezoito) apresentaram atividade, seja para amilase
seja para celulase total (FPase), com excelentes valores de IE;

e Os altos valores de IE apresentados por alguns isolados sugere-se que esses isolados
podem ser empregados em bioprocessos para producdo enzimaética;

e Os isolados com atividade enzimadtica foram identificados como sendo do género

Aspergillus spp. e um deles como sendo do género Penicillium spp.
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