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RESUMO

BONFIM, C. C. de O..; RODRIGUES, J. H. Bioprospecc¢édo de Fungos Produtores de
Enzimas Celuloliticas. 2015. 46 folhas. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado
em Engenharia Quimica) - Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Ponta Grossa,
ano de 2015.

No cenario dinamico do desenvolvimento tecnolégico mundial, tem-se que
processos contemporaneos séo diariamente reformulados, onde novas praticas séo
adicionadas ou substituidas por opcdes mais econdémicas e de melhores condicGes
operacionais, nesse contexto o estudo a respeito da acédo e a busca por novas fontes
de enzimas, tais como a celulase, que tém um papel importante nesse processo de
aperfeicoamento devido a propriedade degradativa da celulose, podendo ser utilizada
em diferentes seguimentos industriais. O presente trabalho tem como objetivo isolar
estirpes de fungos filamentos capazes de hidrolisar a celulose a partir de uma
bioprospeccdo na Furna do Passo do Pupo 1, localizada em Ponta Grossa — PR.
Utilizando-se do meio de cultura composto pela Solucdo de Manachini (KH,PO,, 2g.L™;
(NHs)>, SO4 1g.L™: MgS04.7H,0O, 0,1g.L1; Na,HPO..2H,O, 0,9g.L"; extrato de
levedura, 1g.L™), suplementada com carboximetilcelulose (CMCA) 0,5% (p/v), realizou-
se a selecdo qualitativa das melhores cepas a totalizando 7 colbnias fungicas isoladas.
Essas tiveram as atividades enzimaticas (lg) e taxas de crescimentos (T¢) determinadas
no decorrer de 5 dias de incubacdo a 20°C com auséncia de luz, a partir da revelacdo
diaria dos halos de hidrolise com a solucéo de Vermelhor do Congo 0,1% (p/v) medidos
para o calculo do Ig e T¢, dados pela razao entre diametro do halo (mm) pelo didametro
do pogco (mm) e razdo do didametro do halo (mm) pelo tempo de incubacdo (dia),
respectivamente. Todos as cepas caracterizaram-se como fungos com boa capacidade
produtora de celulase, uma vez que todas apresentaram IE = 2,0, 4 cepas (GO (2), GO
(5), BE1 (9) e DE2 (10)) apresentaram valores inferiores a 6,0, variando o IE de 3,6 a
5,78, e 7 cepas (CE2 (1), DE1 (3), GO (4), DD2 (6), DE2(7), GO (8) e BE1 (11))
apresentaram IE = 6,0, variando o |IE de 6,16 a 7,17, resultados que as enquadram
como excelente produtoras de celulase, salientando que a estirpe DE2 (7), com maior
le, apresentou o apice da taxa de crescimento enzimatico com aproximadamente 36
horas, destacando-se das demais que apresentaram o apice da Tc a partir de 44 horas
de incubacao, fato de extrema importancia para a industria, que tem como foco a busca
por processos cada vez mais eficientes. Os resultados mostram o potencial das cepas
isoladas, expandindo assim a necessidade de identificar os individuos encontrados,
devido a grande possibilidade desses serem endémicos do local avaliado.

Palavras-chave: Bioprospecc¢éo. Fungos Filamentosos. Celulose. Celulase. indice
Enzimatico.



ABSTRACT

BONFIM, C. C. de O.; RODRIGUES, J. H. Bioprospeccédo de Fungos Produtores de
Enzimas Celuloliticas. 2015. 46 folhas. Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado
em Engenharia Quimica) - Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Ponta Grossa,
ano de 2015.

In the dynamic landscape of global technological development, has that
contemporary processes are redesigned every day, where new practices are added or
replaced by more economical and better operating conditions options in this context the
study about the action and the search for new sources of enzymes, such as cellulase,
which play an important role in this process by improving the property of degradative
cellulose, can be used in different industrial segments. This work aims to isolate strains
filaments fungi able to hydrolyze cellulose from a bioprospecting in Furna do Passo do
Pupo 1, located in Ponta Grossa - PR. Using the culture medium composed of
Manachini solution (KH2PO4, 2g.L-1; (NH4) 2 S04, 1-1g.L; MgS04.7H20, 0,1g.L-1,;
Na2HPO4.2H20, 0 , 9g.L-1, yeast extract, 1g.L-1), supplemented with
carboxymethylcellulose (CMCA) 0.5% (w / v), there was a qualitative selection of the
best strains to total 7 isolated fungal colonies. These had enzyme activities (IE) and
growth rate (CT) determined in the course of 5 days of incubation at 20 ° C with no light,
from the disclosure of daily hydrolysis halos with solution of Congo 0,1% (w / v)
measured for the calculation of the IE and CT data by the ratio between the diameter of
the halo (mm) by the well diameter (mm) and because of halo diameter (mm) with the
incubation time (day) respectively. All the strains were characterized with good as fungi
cellulase producing capability, since all showed Sl = 2.0, 4 strains (GO (2), GO (5), BE1
(9) and DE2 (10)) showed values below 6.0 IE ranging from 3.6 to 5.78, and 7 strains
(CE2 (1), DE1 (3), GO (4), DD2 (6), DE2 (7) GO ( 8) and BE1 (11)) presented = IE 6.0, IE
ranging from 6.16 to 7.17, results that fall as excellent producing cellulase, noting that
DE2 strain (7), with higher IE, presented the culmination of enzymatic growth rate of
approximately 36 hours, standing out from the others presenting the apex of Tc from 44
hours of incubation, the fact of utmost importance for the industry, which focuses on the
search for processes ever more efficient. The results show the potential of the isolated
strains, thus expanding the need to identify individuals found, due to the high possibility
of these being endemic of the rated site.

Keywords: Bioprospecting. Filamentous Fungi. Cellulose. Cellulase. Enzymatic Index.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas os avancos e inovacfes nos processos biotecnolégicos
vém conquistando um lugar de destaque no desenvolvimento tecnolégico mundial,
principalmente por apresentar-se como uma alternativa mais econémica e de melhores
condi¢cdes operacionais em relacdo aos processos quimicos convencionais, instigando
assim o aumento nas pesquisas de tais processos e na descoberta de solucbes para
guestdes de interesse industrial WANDERLEY; NEVES; ANDRADE, 2011).

Dentre as diferentes vertentes de pesquisa atuais da biotecnologia, as enzimas
tém grande destaque, estes biocatalisadores ja sdo hoje pecas fundamentais em
diferentes processos industriais, fato que os tornou um produto de altissimo valor
agregado (ARANTES; MILAGRES, 2009). Em consequéncia disso, as pesquisas que
outrora estavam voltadas as aplicacdes, hoje priorizam o aperfeicoamento das

metodologias de sintese e extracdo de enzimas voltadas a industria (CARDOSO, 2013).

Entre as diversas fontes microbiol6gicas de obtencdo de enzimas com potencial
de utilizacdo em aplicacbes biotecnoldgicas, destacam-se os fungos e as bactérias. Isto
se deve a dois importantes fatores: provavel facilidade de purificacdo (quando a
producdo enzimética ocorre de forma extracelular) e possibilidade de producéo
recombinante (utilizando técnicas de clonagem génica). De modo geral, as enzimas séo
utilizadas em uma grande variedade de industrias, em diferentes segmentos, tais como:
farmacéutica, alimenticia, téxtil, saponacea, papeleira, em processos de tratamentos de
efluentes e residuos industriais e na produgcéo de biocombustiveis (THUMAR; SINGH,
2007; PEIXOTO-NOGUEIRA, 2009; WANDERLEY; NEVES; ANDRADE, 2011;
BUTLER, 2004).

A celulase, proveniente de fungos, é uma das principais enzimas do grupo das
lignoceluloliticas, sendo amplamente utilizada em diferentes ramos industriais.
Atualmente em particular, tem atraido o interesse da industria alcooleira, uma vez que

atua como a principal enzima capaz de realizar a hidrélise enzimatica da celulose,
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promovendo a biodegradacdo desse polimero, convertendo o0 mesmo em acucares
menores, 0s quais séo utilizados na fabricagdo de etanol. Com esta converséo, o que
em outrora era residuo, como o bagaco da cana de acucar, rico em celulose, se torna
matéria prima para a producdo do chamado etanol de segunda geracdo (CASTRO;
PEREIRA JUNIOR, 2010).

A grande questdo acerca da utilizacdo de enzimas em qualquer processo
industrial é quanto ao seu custo e sua obtencdo. As enzimas comerciais possuem um
elevado custo, 0 que por vezes tende a inviabilizar sua utilizacdo por questbes
econdmicas. Um grande exemplo é o processo de obtencdo do etanol de segunda
geracao, processo no qual as enzimas utilizadas (onde uma das principais € a celulase)
representam de 20 a 40 % do custo total de producédo, quando o ideal seria que nao
ultrapassassem os 10% (MUZATTO et al.,2014).

Frente ao tema abordado, este trabalho vem com a proposta de isolar fungos
com capacidade de producdo enddgena de celulase, explorando a vasta biodiversidade
do reino Fungi, o qual se estima ter apenas 5% de um total aproximado de 1,5 milhGes
de espécies ja classificadas (MUELLER; BILLS, 2004; ESPOSITO; AZEVEDO, 2010)
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Bioprospecc¢ao Microrganismos

Na procura por alternativas que possam reduzir custos e melhorar processos,
muitos microrganismos foram identificados e introduzidos em diferentes ramos
industriais, assim na busca por individuos mais eficientes e/ou com maior facilidade de
obtencéo, diferentes ecossistemas foram investigados com objetivos de explorar a
biodiversidade da microbiota do mesmo (FACCHINI, 2010).

Segundo o inciso VIl do artigo 7° da Medida Proviséria n.°2.186-16/2001,
bioprospecgédo € “qualquer atividade exploratéria que visa identificar componente do
patriménio genético e informacdo sobre conhecimento tradicional associado, com

potencial de uso comercial” (BRASIL, 2011).

Assim como coloca Saccaro Junior (2011) e Cardoso (2013) bioprospeccao é a
busca na natureza por organismos, voltado a procura de recursos genéticos e/ou
bioquimicos, que possam ter um potencial econédmico como produto ou na acéo direta

do processo.

2.2Reino Fungi

O reino Fungi inclui os fungos, seres eucarioticos e heterotréficos, que podem
apresentar reproducao assexuada, sexuada ou ainda realizar recombinacao génica. Os
representantes deste reino abrangem uma expressiva gama de taxons, com ecologias,
dindmicas de ciclos de vida e morfologias variadas, qual vai desde individuos
unicelulares a Armillaria ostoyae (maior espécie de fungo) (TORTORA; FUNKE; CASE,
2012; LEITE et al., 2006).

2.3Fungos

Os fungos desenvolvem um papel fundamental para a manutengéo da vida na

terra da forma como ocorre nos dias de hoje, uma vez que exercem atividades cruciais
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como decomposicao, ciclagem e transporte de nutrientes, sendo indispensaveis para o
desenvolvimento sustentavel, além do fato de algumas espécies serem
necessariamente patdgenas de plantas e animais, e outras realizarem simbioses
obrigatdrias com diversas espécies de plantas, algas, cianobactérias e animais (LEITE
et al., 2006; ESPOSITO; AZEVEDO, 2010).

Como organismos eucariotos, os fungos diferem-se dos vegetais na forma de
obtencéo de nutrientes e pela composicdo de sua parede celular, a qual nos vegetais é
composta basicamente por celulose e nos fungos por uma associacdo de quitina e
glucana. Em comparagcdo com o0s animais, tem-se que apesar de serem seres
heterotroficos, os fungos realizam a digestdo extracelular, pela acdo de enzimas
especificas, ndo possuindo estruturas digestoras especificas (JUNIOR; PEREIRA, 2007;
TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Abundantes em todo mundo, a maioria dos fungos passam despercebidos
devido ao pequeno tamanho das suas estruturas somaticas, uma vez que de acordo
com Tortora et al. (2012) os fungos podem obter os nutrientes necessarios a existéncia
por quimiorganotropia ao realizar a decomposicdo de matéria organica morta ou

parasitismo, quando vive em associa¢cdo com outro individuo.

Os fungos podem exercer efeitos positivos e negativos sobre as atividades
humanas, no decorrer do desenvolvimento da criacdo tecnolégica eles foram
domesticados para uso na fabricacdo de cerveja, cozimento, fermentacao industrial,
farmacéutica, e industrias de biotecnologia e outras espécies sao cultivadas ou
recolhidas para uso como alimento (ESPOSITO; AZEVEDO, 2010).

2.4Biomassa lignocelulésica

De acordo com Carvalho et al. (2009) entende-se por biomassa lignocelulésica,
estruturas constituidas por celulose, poliose (hemicelulose), lignina e pequenas
guantidades de extrativos e sais minerais. Esses compostos associados e/ou ligados
guimicamente constroem todo o complexo celular vegetal. A Figura 1 mostra um corte

ilustrativo das camadas que compdem a parede celular, das quais se tem a celulose
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como constituinte principal da parede primaria (P) e as paredes secundarias (S1, S2 e
S3).

83

N S

Lamela \ % \‘i‘l( .
mediana
Figura 1 — Corte ilustrativo do sistema de camadas na parede das células
de madeira.

Fonte: Raven; Evert; Eichchorn (2001)

2.5Celulose

A celulose, de forma molecular mostrada na Figura 2, € o componente mais
abundante entre os lignocelulésicos, como descreve Carvalho et al. (2009) e Luz,
Gongalves e Del’Arco Junior (2006), trata-se de um homopolimero linear composto de
unidades de glucose (parte amorfo e parte cristalino), unidas entre si através de
ligacdes glicosidicas do tipo B (1—4), fato promove elasticidade um modulo de

elasticidade alto.

CH,.OH H OH CH,OH H OH
H H2 Q o HH Hz o o H
H OH H ™~ H OH H
i OH H 2N JSUH N AN OH H H s
HH 8] o H 0 (8]
H OH CHZCH H OH CH2C|H

Figura 2 — Estrutura de um fragmento de celulose.
Fonte: Luz; Gongalves; Del”Arco Jr (2006)

A
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2.6Biodegradacédo de materiais lignocelulésicos

O processo de biodegradacdo de materiais lignocelulosicos € iniciado com a
penetracdo de filamentos celulares (hifas) dos fungos, através do lumen da célula
vegetal (PEIXOTO-NOGUEIRA, 2009). Para se estabelecer, como explica Bhat (2000)
e Arantes e Milagres (2009), o fungo em contato com o meio favoravel ao seu
crescimento, inicia a secrecdo de diferentes enzimas e compostos de baixa massa
molar, que promovem a despolimerizacdo da parede celular vegetal em moléculas
menores, tornando-as passiveis de serem transportadas pela membrana plasmética e

de sofrerem metabolismo intracelular (Figura 3).

Esporo Hifa

- Lacuna Falha

- Haustario
Figura 3 — Acdo da hifa fungicas através limen da célula vegetal
Fonte: Santos et al. (2013)

Os micro-organismos mais efetivos na biodegradagcdo dos materiais
lignocelulésicos na natureza séo os fungos de decomposicao branca (white-rot fungi) e
os de decomposicao parda/castanha (brown-rot fungi). (CARVALHO et al. 2009).

Segundo Arantes e Milagres (2009) a degradagéo das estruturas lignocelulésicas
é dada pela agédo de grupos de enzimas que atuam sinergicamente. Esses grupos de

enzimas compreendem as endo-1,4-B-glucanase, 1,4-B-glicosidase e exo-1,4-B-
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glucanase, as quais atuam nas regides cristalinas da celulose realizando a quebra de

ligacBes glicosidicas, resultando na liberacéo de glucose e celobiose.

As enzimas lignoceluloliticas s@o de elevada dimensao molecular, o que impede
que essas penetrem com facilidade na parede celular da madeira, elevando assim o
tempo necessario para ocorrer o processo de biodegradacdo. Este fato expressa a
presenca de outros agentes ndo enzimaticos de baixa massa molecular ligados a
degradacéao da celulose, dentre os quais: acidos carboxilicos (acido oxalico), peptideos
e compostos fendlicos redutores de Fe** (BHAT, 2000; PEIXOTO-NOGUEIRA, 2009).

2.7Aplicagdes biotecnoldgicas das celulases

As celulases sédo utilizadas em diversas aplicacdes biotecnologicas. Na industria
téxtil, essas enzimas sao usadas para melhorar o acabamento aos tecidos, atuando na
degradacdo das fibras da superficie do tecido, compostas basicamente por celulose.
Este tipo de enzima também é utilizada no processo de envelhecimento do jeans,

através da remocéo parcial do corante indigo (LIMA et al., 2005).

Utilizadas na industria de bebidas para producdo de sucos de frutas e nos
processos de vinificagdo. As celulases facilitam o rompimento da rede celulose,
responsavel por reter o liquido das células vegetais, contribuindo para a extracao de
sucos e a maceracgao para producdo de néctares de frutas. Na producao de vinhos, as
enzimas celuloliticas degradam compostos de sabor desagradavel, liberando
substancias flavorizantes, melhorando o aroma e o sabor do vinho (CASTRO; PEREIRA
JUNIOR, 2010).

As celulases também exercem papel importante na nutrigdo animal, uma vez que
ao serem incorporadas a racdo animal, essas enzimas artificiais juntamente com as
celulases produzidas pelos préprio microorganismos presentes no rumen do animal,
atuam na degradacéo celuldsica de maneira mais abrangente facilitando a digestéo das
fibras da parede celular vegetal, melhorando as taxas de absorcdo nutrientes dos
animais (MARTINS et al. 2008)
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Na fabricacéo de detergentes, as celulases geram uma melhor limpeza e menor
desgaste dos tecidos, e na industria de polpa e papel, melhoram a qualidade do papel,
tornando-o mais branco e liso, além de melhorar o rendimento da poupa (LIMA et al.,
2005).

Entretanto, segundo Castro e Pereira Junior (2010), o interesse por essas
enzimas tem aumentado muito devido a sua utilizagdo no processo de producao de
etanol a partir de biomassa residual de origem vegetal como bagaco e palha de cana,
talos, sabugo e palha de milho, cascas de arroz e demais gréos, além de restos de
madeiras, chamados materiais lignoceluldsicos. O estudo e aplicacdo de enzimas
celuloliticas na producdo de etanol foi o responsavel pelo surgimento do chamado
“Etanol de segunda geragao”, o biocombustivel produzido através da fermentacdo dos
acucares obtidos pela decomposicdo da parede celular vegetal promovida pela acao
catalitica das celuloses, transformando o que outrora era uma residuo da agroindustria

em matéria prima.

2.8 Furnas Gémeas

Popularmente conhecidas como Furnas Gémeas, estas duas dolinas localizadas
a poucos quilébmetros da regido central do municipio de Ponta Grossa recebem os
nomes de Furna Passo do Pupo 1 e Furna Passo do Pupo 2, areas pertencentes ao
Parque Nacional dos Campos Gerais segundo Cadastro Nacional de Cavernas (CNC) e
da Sociedade Brasileira de Espeleologia (SBE) (FLUGEL, GUIMARAES e PONTES,
2011).

Devido a maior facilidade de acesso ao seu interior, a furna escolhida para coleta
das amostras sera a Furna Passo do Pupo 1. Com diametro variando entre 47 e 93
metros, e uma profundidade total de aproximadamente 38 metros, esta dolina conta
com pouco mais de um hectare de area coberta por solo vegetal, sendo o restante de

sua area interna total, coberto por rochas (PONTES et al., 2012).

Estas areas contam com a vegetacao caracteristica do estado do Parana, a Mata

das Araucarias, e por serem areas que nao sofreram grandes alteracdes antropicas,
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sendo a area de plantacdo mais proxima presente a uma distancia superior a 100m,
possuem sua biodiversidade microbiana praticamente intacta. Assim, por ser um tipo de
solo jovem que sofreu baixa acao antropica, trata-se de um campo unico de exploracéo,
ideal para realizacdo da bioprospeccdo microbiolégica (FLUGEL, GUIMARAES e
PONTES, 2011; SACCARRO JUNIOR, 2011; CARDOSO, 2013).

3. METODOLOGIA

3.1 Coleta das amostras de solo

As coletas das amostras de solo foram realizadas em 14 de abril de 2015, data
que de acordo com Instituto Agronémico do Parand (IAPAR) apresentou desvios de
precipitacdes (80 mm) e de temperatura (-0,5 °C) abaixo das médias historicas, na
Furna do Passo do Pupo 1 — coordenadas: 25°08'49"S 49°57'22"W, temperatura média

23°C e altitude: 1037m — a aproximadamente 23 km do centro do municipio de Ponta
Grossa — PR (Figura 4).

(OiDolinas'Gémeas

' Figura 4 — Localizagcéo das Dolinas Gémeas
Fonte: Google Earth, 2015.

Localizada sobre a regido denominada de Geossitio do Sumidouro Cdérrego das
Fendas, que consiste de um sistema subterraneo localizado no Segundo Planalto
Paranaense desenvolvido em rochas da Formacdo Furnas (Siluriano/Devoniano). A

referida unidade € constituida predominantemente por arenitos de granulometria média
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a grossa, com graos angulosos e subangulosos e intercalacbes de niveis siltico-
argilosos, apresentando estratificacdo cruzada planar, tangencial na base ou acanalada
A génese das feicbes que caracterizam esses tipos de estruturas geoldgicas esta
relacionada com 0s processos intempéricos e erosivos na rocha (erosédo quimica, fisica
e bioldgica) (Fotografia 1) (FRANTZ, CARREIRO E SILVA, 2011).

Fonte: Autoral, 2015.

A partir da adaptacdo da metodologia de coleta sugerida por Teixeira et al.
(2011), o qual relata que em métodos classicos de pesquisa voltadas a apresentacéo
de um perfil aproximado dos fungos geofilicos ou transitérios da area avaliada é
previsto a delimitacéo de 30 pontos de amostragem para cada 1.000 m? de area. Assim,
a partir de uma estimava in loco da area real de coleta de aproximadamente 1216 m?,
levando em consideragdo as limitacdes singulares de conformagdo geoldgicas
encontradas na furna, perfez-se um total de 36 pontos de coleta, esses quais tiveram a
temperatura aferida individualmente no momento da coleta para a estimativa da
temperatura média de incubacao para isolamento das estirpes promissoras.

Efetuou-se a coleta das amostram utilizando-se de espatulas esterilizadas,
transportadas em tubos falcom de 50 mL também estéreis com o auxilio de uma caixa
térmica higienizada para o translado entre a Furna do Passo do Pupo 1 e a
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana campus Ponta Grossa, assim alocadas
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em uma estufa com temperatura controlada a 20°C, temperatura média do solo nos

pontos de coleta aferidas logo apds efetuar o procedimento, com auséncia de luz.

O perfil de coleta das 36 amostras foi estimado com objetivo de cobrir toda a
area real de coleta, para isso estimou-se qual seria 0 maior diametro real da furna —
aproximadamente 60 m —, denominando-o de Linha Mestra, essa dividida em 7 pontos
dos quais, adaptando-se as particularidades do terreno, ramificaram-se 0s pontos

subsequentes de acordo com a Figura 5.

FURNA PASSO DO PUPO 1 (PR-035)

Legenda

j Contornor da cavidade
" Falhamento
~" Fraturas e fendas
Trilhas internas

! Declives

Entrada

o Anvores e arbustos
E

Pontos de coleta

y Linha Mestra

,»* Llinha Secundaria

om  LOORN
Planta Baixa 2 3

Figura 5 — Representacdo esquematica do perfil de coleta na Furna Passo do
Pupo 1 (PR-035)
Fonte: Adaptacao de Frantz, Carreiro e Silva (2011)

Cada amostra foi coletada a aproximadamente 10 cm de profundidade,
utilizando-se de espatulas metalicas e tubos Falcon de 50 mL, ambos esterilizados de
forma a evitar a contaminacédo das amostras (Teixeira et al., 2011). Com o objetivo de
garantir a coleta de minimo 1g de solo foi determinado de acordo com um teste de
realizado em bancada, anteriormente a coleta, que seria coletada uma quantidade

suficiente para completar no minimo a metade do tubo Falcon.
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3.2 Meio de crescimento

Com o objetivo de avaliar o crescimento das possiveis linhagens fangicas
presentes nas amostras de solo coletadas utilizou-se o meio de cultura composto pela
Solugdo de Manachini (MANACHINI; FOTINA; PARINI, 1987), de acordo com a
composicdo apresentada na Tabela 1 para 1000 mL de solugéo, suplementada com
carboximetilcelulose (CMCA) 0,5% (p/v) (SOUZA et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2011;
SANTOS et al., 2013).

Tabela 1 - Composicao do Meio de Cultura

Composto Quantidade
Fosfato monopotassico - KH,PO,4 20g
Sulfato de amonio - (NH4)2,SO4 109
Sulfato de magnésio heptahidratado - MgSO4.7H,0 0,19

(Mono) hidrogeno fostato de sodio bihidratado -

Na,HPO4.2H,0 099
Extrato de levedura 10g9
Agar 18,09

Fez-se o preparo do meio de cultura a partir da solubilizacdo de todos os
compostos apresentados na Tabela 1, utilizando-se de aguecimento e agitacédo elétrica
padronizado a um pH 5,0 a partir de uma solucéo tampéao de acetato de sédio e assim
esterilizado em autoclave a 121°C por 20 minutos (TEIXEIRA et al., 2011).

Com o0 meio de cultura esterilizado utilizando-se da Camara de Fluxo Laminar
Vertical para adicionar 8 mL da solucéo as Placas de Petri, suficiente para se obter uma
lamina de 8 mm, deixando-as resfriar até a temperatura ambiente e assim
acondicionando-as fechadas em uma estufa a 26°C, temperatura sugerida por Teixeira
et al (2011) para estimular a producédo enzimatica de fungos geofilos e/ou de liteira, com

auséncia de luz para a incubagéo.
3.3 Preparacao dos inoculos

A preparacéo dos inoculos foi efetuado apds 24 horas a coleta das amostras em

campo, onde utilizou-se das amostras coletadas para realizacao da Técnica de Diluicéo
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Sucessiva do substrato a 10" e 10, sugerida por Teixeira et al. (2011) para isolar
fungos gedfilos e/ou de liteiras, onde fez-se o preparo das diluicbes dentro da Camara
de Fluxo Laminar Vertical com o objetivo de obter um ambiente para manipulacdo das

amostras estéreo.

Para a diluicdo 10" utilizou-se 1g de substrato e 9 mL de agua destilada
esterilizada. Dessa retirou-se 1mL de solugéo e acrescentou-se 9 mL de agua destilada
para obter-se a diluicdo 102, ambas agitada por 10 minutos em um Agitador Vortex
(TEIXEIRA et al., 2011).

Utilizando-se das diluicdes preparadas, fez-se a inoculagdo nos meios de cultura
— previamente preparados como descrito anteriormente — com a adicdo de 1 mL das
diluicdes, realizando o espalhamento por toda a superficie da placa de Petri com o
auxilio de uma Alca de Drigalsk, perfazendo-se assim 0s inoculos primarios que foram

utilizados posteriormente para o isolamento das estirpes produtoras de celulase

As placas inoculadas foram incubas por 7 dias a 20°C em estufa com auséncia
de luz para sucessiva observacdo do crescimento microbiano e isolamento das estirpes
produtoras de celulase (TEIXEIRA et al., 2011; AUER et al., 2014)

3.4 Isolamento das estirpes produtoras de celulase

Ap6s 7 dias da primeira inoculacdo das solugBes diluidas inarciar-se-a o
processo de isolamento das colbnias fungicas, que consistira na revelagdo dos halos de
hidrélise, selecdo dos fragmentos significativos e a transferéncia para a superficie do
meio de cultivo solido, o mesmo utilizado no inoculo primario, mantendo as mesmas

exigéncias nutricionais e de acondionamento (Teixeira et al., 2011).

Fez-se a revelagdo dos halos de hidrolise dentro da Camara de Fluxo Laminar a
partir da Técnica de revelacdo da Atividade Enzimatica, sugerida por Kasana et al
(2008) voltada a expressao da atividade enzimatica da celulase, assim adicionou-se
8mL da solucdo de Vermelhor do Congo 0,1% (p/v) ao meio de cultura, deixada em
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repouso por 20 minutos. Descartou-se essa e lavando-a com uma solugao de NaCl 1M,
também deixada em repouso por 20 minutos.

A constatacdo da presenca de colbnias fungicas produtoras de enzimas
celuloliticas fez-se pelo contraste da coloracdo vermelha no meio solido, observada
pela formagdo de halos translicidos formados ao redor das coldnias. Essas quais
utilizando-se da adaptacdo da Técnica de Semeadura por Estrias, também denominada
de Técnica de Esgotamento de Alca, fez-se a transferéncia das coldnias reveladas a
partir da coleta de uma pequena quantidade de amostra, estriando o material de uma
borda a outra da placa de Petri percorrendo o fio de platina continuamente (DROVAL;
LIMA; HABU, 2001; TEIXEIRA et al., 2011).

Os meios incubados foram devidamente identificados e incubadas novamente
por 7 dias em estufa com auséncia de luz a temperatura de 20°C, procedimento
denominado de Repique, esse procedimento foi efetuado sucessivas vezes, onde as
amostras que foram replicadas respeitaram critérios de selecdo, tais como: tamanho
aparente do halo, integridade e singularidade da colénia até resultar em um meio de
cultura que fosse possivel identificar visualmente a presenca de somente uma colbénia

fungica isolada.

3.5 Suspensao de células fungicas

A partir das estirpes isoladas, utilizou-se da adaptacdo da metodologia de preparo
de suspencdes de esporos, sugerida por Alvez e Faria (2010), para garantir a melhor
homogeneizagdo do numero de células fungicas, posteriormente inoculadas no meio
sblido para avaliacgdo da atividade enzimética através do crescimento do

microrganismo.

O procedimento, efetuado dentro da Camara de Fluxo Laminar Vertical, consistiu-se
da raspagem por meio de espatulas esterilizadas da superficie dos meios de culturas

isolados, buscando n&o danificar o gel e o transplante de todo o material celular para
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micro tubos Eppendorf de 2mL esterilizados, completados com &gua ultrapura milli-q até
1,5mL e agitados por meio de Agitador de tubo tipo Vortex por 2 minutos.

3.6 Estimativa qualitativa da atividade enzimatica e taxa de

crescimento dos fungos isolados

A avaliagdo da atividade enzimatica fez-se qualitativamente através do
monitoramento e registro do crescimento do microrganismo em meio solido, em que a
inoculacdo do fragmento fungico foi feita a partir da suspencdo de ceélulas fungicas,
possibilitando a determinacdo do indice enzimatico (lg) de cada estirpe conforme

Teixeira et al. (2011) pela formula:

_ Diametro do halo (mm)

e = Diametro do pogo (mm)

A metodologia utilizada consistiu-se da inoculacao em “cup-plates” (d=12,5mm) de
0,2mL da suspencao de esporos de cada amostra a cinco meios de culturas com a
mesma composicao, esses identificados e incubados a 26°C. Como o0 processo de
incubacédo foi efetuado excepcionalmente em um domingo, fez-se a identificacdo dos
meios de cultura seguindo os dias que sucederiam as revelacdes (segunda (Se), terca
(Tr), quarta (Qr), quinta (Qi) e sexta (Sx)) no decorrer de120 horas, sendo assim a cada
24 horas fez-se a avaliacdo do crescimento da col6nia e da atividade enzimética
(FOTOGRAFIA4), utilizando-se da mesma Técnica de revelacdo da Atividade
Enzimatica descrita posteriormente, fez-se o registro dos diametro dos halos
translucidos de hidrélise e dos pogcos com auxilio de um paquimetro (Teixeira et al.,
2011).

Com o registro do didametro dos halos translicidos, fez-se a determinacédo da taxa de
crescimento das colbnias fungica (T;) a partir da razdo entre o crescimento dos halos
fungicos pelo tempo de incubacgao (24, 48, 72, 96 e 120 horas) de acordo com a formula
abaixo, em que o diametro do halo fungico somente foi considerado como positivo, se
fosse evidenciado na etapa de revelacdo que esse ultrapassou o limite da borda do

“cup-plates, como na Fotografia 2.
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Diametro do halo (cm)

Cc

T empo de incubagao (dia)

~

-

A - cup-plates” (D~=12,5mm)
B - halo fungico

Fotografia 2 — Exenq;plo das cotas tomadas de uma cepa apos a etapa de
revelagao
Fonte: Autotal, 2015.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estirpes isoladas

Seguindo os critérios anteriormente descritos para segregacdo das estirpes
produtoras de celulase, obteve-se um total de 11 estirpes isoladas, as quais derivaram

de 5 pontos distintos, apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Pontos isolados e ocorréncia

N° de

N° Ponto isolados Ocorréncia no ponto (%)
11e9 BE1 2 18,18
1 CE2 1 9,09
6 DD2 1 9,09
3 DE1 1 9,09
7el0 DE2 2 18,18
2,4,5e8 Go 4 36,36
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Importante salientar que todos as estirpes selecionadas foram derivadas de inoculos
feitos a partir da diluicdo 10 (Fotografia 3), uma vez que de acordo com os critérios de
segregacdo todas as amostras provenientes da inoculacdo de diluicdo 10* foram
descartadas no 3° Repique devido a grande contaminacdo de fungos do género

Penicilium sp., fato que inviabilizava o repique das amostras sem o arraste do

contaminante.

DE2 - 1/10 ) oy 1/10.

Fotografia 3 — Exemplo das estirpes isoladas ap0s a etapa de revelagdo com a
solucdo Vermelho do Congo 0,1% (p/v): DE2 (10™) e GO (107)
Fonte: Autoral, 2015

4.2 Avaliacdo e determinacéo da atividade enzimética

by

Existem diferentes metodologias voltadas a avaliacdo e determinacdo da
atividade enzimatica por difusdo radial em meio sélido (STAMFORD, ARAUJO &
STAMFORD (1998); FRANTZ, CARREIRO & SILVA (2014); AUER et al. (2014)). Os
fatores determinantes que viabilizam esta selecdo incluem a correlagéo direta entre o
tamanho do halo com a capacidade degradativa dos microrganismos, em que Teixeira
et al. (2011), Lima (2006) e Soares et at. (2010) recomendam um valor do indice de
atividade enzimatica (IE) = 2,0 como demonstrativo da capacidade do microrganismo
em degradar a celulose em meio solido devido a secrecdo enzimatica extracelular. A
Tabela 3 apresenta a atividade enzimatica das cepas isoladas avaliadas no decorrer de

cinco dias, de acordo com as condi¢des de acondicionamento descritas anteriormente.
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Tabela 3 - Atividade enzimatica das estirpes isoladas incubadas em meios sélidos suplementado com CMCA por

5 dias a 22 °C na auséncia de luz.

Segunda-feira Terca-feira Quarta-feira Quinta-feira Sexta-feira
Halo indice Halo indice  Halo indice  Halo indice Halo indice
ID Poco Enzimético Poco Enzimético Poco Enzimético Poco Enzimético Poco Enzimético

(cm) (cm) (Ip) (cm) (cm) (lg) (cm) (cm) (1g) (cm) (cm) (lg) (cm) (cm) (lg)
1 CE2 239 1,19 2,01 3,2 1,29 2,48 57 1.3 4,38 7,1 1,25 5,68 8,15 1,25 6,52
2 G0 0 1,21 0 0 1,29 0 32 1.3 2,46 56 1,25 4,48 6,35 1,25 5,08
3 DE1 249 1,21 2,06 44 1,29 3,41 575 1.2 4,79 7 1,25 5,6 8,15 1,25 6,52
4 GO 2,7 1,25 2,16 3,9 1,2 3,25 51 1,25 4,08 7,7 1,25 6,16 7,7 1,25 6,16
5G0 2,4 1,21 1,98 435 1,25 3,48 6,1 1,3 4,69 6,6 1,25 5,28 7,2 1,25 5,76
6 DD2 2,5 1,25 2 45 1,25 3,6 45 1.3 3,46 6,75 1,25 54 7,5 1,2 6,25
7 DE2 258 1,29 2 4,61 1,3 3,55 6,05 1,25 4,84 6,65 1,25 5,32 8,6 1,25 6,88
8 GO 2,75 1,29 2,13 448 1,2 3,73 6,1 1,3 4,69 7,65 1,3 5,88 8,6 1,2 7,17
9 BE1 209 1,19 1,76 35 1,25 2,8 42 1.3 3,23 4,25 1,25 3,4 4,5 1,25 3,6
10DE2 | 2,38 1,29 1,84 38 1,25 3,04 41 1,29 3,18 575 1,3 4,42 6 1,25 4,8
11 BE1 2,7 1,29 2,09 455 1,25 3,64 6,55 1,29 5,08 6,6 1,3 5,08 8,6 1,25 6,88
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Como jé foi citado, na literatura pode-se encontrar inUmeros trabalhos voltados a
avaliacdo da capacidade de fungos de diferentes géneros em produzir celulase,
esses quais provenientes das mais diferenciadas fontes. Para que um
microrganismo se firme e se desenvolva em um determinado local, este
necessariamente precisa ser capaz de utilizar dos recursos a sua disposi¢cédo para
prover a sua existéncia. Assim pode-se estabelecer que de acordo com a
disponibilidade de um recurso especifico no meio, maior serd& 0 numero de
individuos que podem ser encontrados nesse local que compartiiham da mesma

dependéncia por esse insumo.

Neste contexto temos Fernandes (2009), que avaliou 24 cepas de fungos
isolados de diferentes fontes alimenticias (amendoim, embutido de carne, pées e
camara de maturacdo de queijos) a respeito da capacidade dessas em produzir
celulase, obteve 6 que apresentaram lg = 2,0 (25% das cepas analisadas) com o
maior valor encontrado de 5,83. Herculano et al. (2011) encontrou 56 cepas de
fungos capazes de produzir celulase de 189 cepas obtidas de residuos de mamona,
em que destes somente 15 apresentaram lg = 2,0 (28,5% das cepas analisadas),
sendo que o maior indice encontrado foi de 6,0. JA& Ruegger e Tauk-Tomisielo
(2004) apos testar 80 fungos de solo, obteve 36 individuos com Ig = 2,0 (45% dos
individuos analisados) com | maximo de 6,0 e Frantz, Carreiro & Silva (2014) ao
analisarem 89 cepas provenientes de folhas em decomposicéo — fonte abundante de
celulose — encontraram 65 cepas capazes de produzir celulase (65,7% das cepas
analisadas), com indices enzimaticos que chegaram a 8,57, confirmando a relacao
existente entre a disponibilidade de um recurso especifico, no caso a celulose, com
a provavel ocorréncia de individuos tenham expressado a capacidade de hidrolisar

esse polissacarideo presente no meio.

Outro exemplo que pode ser encontrado na literatura € o trabalho de Duncan et
al (2008), os quais avaliaram a atividade enzimatica de fungos encontrados na
Antartica — local com menor disponibilidade de celulose quando comparado com a
serapilheira de uma vegetacdo da Mata Atlantica — em que a ocorréncia de fungos

capazes de expressar a producao de celulase foi de 11% das cepas analisadas,
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mas em contraponto foi nesse ambiente em que foi encontrado cepas 0os maiores
indices enziméticos, com Ig = 11,0, fato que aponta uma provavel selecdo natural
por individuos que apresentam um processo mais eficiente devido a escassez do

recurso no local.

Quando comparamos os valores encontrados nesse trabalho com a literatura,
observamos que todas 11 estirpes isoladas caracterizaram-se como fungos com boa
capacidade produtora de celulase, uma vez que todas apresentaram Ig = 2,0 apés
os cinco dias de incubacdo com auséncia de luz a 20°C. Em que 4 cepas (GO (2),
GO (5), BE1 (9) e DE2 (10)) apresentaram valores inferiores a 6,0, variando o Ig de
3,6 a 5,78, e 7 cepas (CE2 (1), DE1 (3), GO (4), DD2 (6), DE2(7), GO (8) e BE1 (11))
apresentaram lg = 6,0, variando o Ig de 6,16 a 7,17, resultados que as enquadram
como excelente produtoras de celulase de acordo com Frantz, Carreiro & Silva
(2014), Auer et al. (2014) e Frantz, Carreiro & Silva (2014) (GRAFICO 1).
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Gréfico 1 - Atividade enziméatica das estirpes isoladas, cultivadas em meios

solidos suplementado com CMCA por 5 dias a 22 °C.

Importante colocar que a avaliacdo da atividade enzimatica das amostras GO (8),
DE2 (7) e BEl1l (11), as quais apresentaram os maiores lg 7,17, 6,88 e 6,88
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respectivamente, sofreram uma limitacdo metodoldgica devido ao fato que essas
cepas apresentaram no final do 5° dia de monitoramento o didmetro do halo fungico

com o0 mesmo diametro placa de Petri.

A taxa de crescimento das coldnias fungicas foi estimada juntamente com a
atividade enzimética, a Tabela 4 apresenta as Taxas de crescimento das colbnias
(Tc), no decorrer de 5 dias a 26°C na auséncia de luz (Fotografia 3), dada em

cm/dia.

Tabela 4 — Taxa de crescimento das coldnias fungicas no periodo de incubacao, a
22°C no decorrer de 5 dias.

Se?euip;a- Terca-feira Quarta-feira Quinta-feira Sexta-feira
Taxa de Taxa de Taxa de Taxa de Taxa de
D crescirrler_lto crescirrler_]to crescirrler_]to crescirrler_]to crescimAer_}to
da coldénia dacolénia dacolbnia dacolénia dacoldnia
(cm/dia) (cm/dia) (cm/dia) (cm/dia) (cm/dia)
1 CE2 0,12 0,107 0,143 0,142 0,136
2 GO 0 0 0,08 0,112 0,106
3 DE1 0,125 0,147 0,144 0,14 0,136
4 GO 0,135 0,13 0,128 0,154 0,128
5 GO 0,12 0,145 0,153 0,132 0,12
6 DD2 0,125 0,15 0,113 0,135 0,125
7 DE2 0,129 0,154 0,151 0,133 0,143
8 GO 0,138 0,149 0,153 0,153 0,143
9 BE1 0,105 0,117 0,105 0,085 0,075
10 DE2 0,119 0,127 0,103 0,115 0,1

11 BE1l 0,135 0,152 0,164 0,132 0,143




35

Fotografia4 — Exemplo da avaliacdo do crescimento e da atividade enzimética da
cepa 8 GO no decorrer de 120 hora incubada a 26°C na auséncia de luz
Fonte: Autoral, 2015.
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Avaliando as taxas de crescimento das colbnias fungicas encontradas nesse
trabalho, dada em cm/dia, temos que algumas cepas apresentaram perfis de
crescimento similares com variacbes dos apices e declinio das taxas de
crescimento, em que as amostras DE1 (3), DD2 (6), DE2 (7), BE1 (9) e DE2 (10)
(GRAFICO 4, 7, 8, 10 e 11 respectivamente) apresentaram o apice da taxa de
crescimento no 2° dia de avaliacdo, CE2 (1), GO (5), CE2 (11) (Gréfico 2, 6 e 12
respectivamente) no 3° dia e GO (4) e GO (8) (Grafico 5 e 9 respectivamente) no 4°
dia.

Partindo do principio de que todas as cepas foram submetidas as mesmas
condicbes de incubacdo, tem-se a cepa GO (2) que apresentou o inicio do
crescimento da colénia fungica somente depois das primeiras 48 horas (Gréfico 3),
evidenciado pela taxa de crescimento igual a zero, fato ligado ao maior periodo de
aclimatacdo dos individuos que compdem essa estirpe.
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As variacdes encontradas entre os apices e declinios das taxas de crescimento
de colbnia fungica no decorrer do periodo de avaliacdo ndo esta ligado ao aumento
ou diminuicdo do numero de células no meio, mas sim a variagdo do aumento de

células no decorrer do tempo de incubagéo.
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5. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos nesse trabalho temos que as 11 cepas
isoladas apresentaram indice Enzimético = 2,0, enquadrando-as como fungos com boa
capacidade de realizar a degradacdo da celulose em meio sélido devido a secrecéo
enziméatica extracelular de celulase, em que entre essas, 7 cepas (GO (4), DD2 (6), CE2
(1), DE1 (3), DE2 (7) BE1 (11) GO (8)) destacaram-se por apresentar IE = 6,0, variando
de 6,16 a 7,17, fato que as caracteriza como excelentes estirpes produtoras de
celulase, mostrando que esses individuos sdo promissores a serem estudados como
nova fonte microbiana de celulase para as diferentes inddstrias que tenham a

dependéncia dessa enzima em alguma etapa de seu processo produtivo.

Importante colocar que dentre as trés cepas que apresentaram 0S maiores
indices enzimaticos (DE2 (7), GO (8) e BE1 (11)) a estirpe que poderiamos apontar
como a melhor seria a DE2 (7), pois além de apresentar o maior IE no final do periodo
de incubacdo dentre todas as cepas analisadas, essa apresentou o apice da Tc com
aproximadamente 36 horas, destacando-se das demais que apresentaram o apice da
Tc com 94 horas para GO (8) e 70 horas para BE1 (11), fato de extrema importancia

para a industria, que tem como foco a busca por processos cada vez mais eficientes.

A bioprospeccao trata-se de uma metodologia de exploragcédo nao exata, uma vez
gue é impossivel afirmar que na area analisada efetivamente ir4 conter individuos que
apresentem as caracteristicas especificas colocadas em teste, sendo assim ndo havia
certeza a respeito da presenca de fungos filamentosos produtores de celulase na Furna
do Passo do Pupo 1. Assim por se tratar de um local com baixa atividade antropica,
caracterizada por apresentar uma formacdo geologica e biodiversidade singular, e
apresentando de acordo com o esse trabalho individuos isolados que se enquadram
como excelentes produtores de celulase, surge a necessidade de se efetuar a
identificacdo das estirpes isoladas até o nivel de espécie para aferir se os individuos

isolados sdo endémicos deste local.
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Devido as variagbes encontradas a respeito da taxa de crescimento da colonia
fungica, tem-se a necessidade de aprofundar na avaliacdo da interferéncia dos
parametros ligados ao crescimento do microrganismo na busca por estabelecer pH,
temperatura e tempo 6timo de incubacdo para o crescimento do microrganismo, bem
como a influéncia do fornecimento de luz para o crescimento das colonias fungicas com
0 objetivo de avaliar a interferéncia desses parametros na produgdo enzimatica para

cada individuo.
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