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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo realizar a prospec¢édo de fungos com potencial
para a producdo de amilase a partir de fungos isolados no Semiarido Paraibano e
depositados na Colecdo de Fungos do Centro de Desenvolvimento Sustentavel do
Semiéarido/Universidade Federal de Campina Grande (CDSA/UFCG). Esse trabalho
representa uma estratégia para conhecer a diversidade enzimética de organismos
desse bioma, bem como aplica-los em futuros processos biotecnolégicos. As analises
foram realizadas a partir de 50 isolados da referida colecdo, dos quais apenas 27
apresentaram crescimento em meio BDA e destes apenas 10 (dez) (37,04 %)
apresentaram atividade amilolitica. A determinagdo da producdo enzimatica foi
realizada em meio soélido composto de agar e amido sollvel, por meio da
determinagdo do indice enzimatico (IE). Os maiores valores de IE foram obtidos a
partir dos isolados flngicos denominados CDSA 09, 18, 23 e 24 com valores de
3,79+0,5; 3,50+0,5; 3,4+0,4 e 3,5+1,0, respectivamente. Os isolados fungicos CDSA
23 e CDSA 54 apresentaram as maiores velocidades de crescimento, tendo
preenchido toda placa de Petri no periodo de 144 horas (6 dias). A prospecc¢do de
enzimas a partir de microorganismos isolados da Caatinga é de extrema valia para
gue seja revelada a biodiversidade microbiana desta regido que ainda é pouco
explorada.

Descritores: Atividade enzimatica. Biotecnologia. Microrganismos. Amido.

POTENTIAL OF CAATINGA FUNGI FOR AMILASE PRODUCTION

ABSTRACT

The objective of the present study was to prospect fungi with potential for production of
amylase from fungi isolated in the Paraiba (semi - arid region) and deposited in the
Fungi Collection of the Center for the Sustainable Development of the Semi - arid /
Federal University of Campina Grande (CDSA / UFCG) . This work represents a
strategy to know the enzymatic diversity of organisms in this biome, as well as to apply
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them in future biotechnological processes. The analyzes were carried out from 50
isolates of this collection, of which only 27 showed growth in BDA medium and of these
only 10 (ten) (37.04%) presented amylolytic activity. The determination of the
enzymatic production was carried out in solid medium composed of agar and soluble
starch, by means of the determination of the enzymatic index (IE). The highest IE
values were obtained from the fungal isolates denominated CDSA 09, 18, 23 and 24
with values of 3.79 £ 0.5; 3.50 + 0.5; 3.4 + 0.4 and 3.5 £ 1.0, respectively. Fungal
isolates CDSA 23 and CDSA 54 showed the highest growth rates, filling the entire Petri
dish in 144 hours (6 days). The prospection of enzymes from microorganisms isolated
from the Caatinga is of extreme value in order to reveal the microbial biodiversity of this
region that is still little explored.

Keywords: Enzymatic activity. Biotechnology. Microrganisms. Starch.

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 semiarido, que faz parte do
bioma brasileiro Caatinga, tem uma enorme diversidade em microrganismos, porém as
espécies sao 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 producdo vegetal e mudancas nas
interagBes que ocorrem no solo, com a consequente, e muitas vezes irreversivel,
perda da biodiversidade (1).

O conhecimento da biodiversidade e bioprospeccdo de novos microrganismos
tornaram-se um dos focos principais da era biotecnolégica, visto que a utilizagdo de
microrganismos na busca de solu¢gBes nas areas de alimento, saude, meio ambiente e
indUstria vém crescendo de forma acelerada no atual cenario mundial. Frente a isso, a
producdo de enzimas é um vasto campo de estudo quando se trata de processos
biotecnoldgicos. Esses biocatalisadores possuem caracteristicas particulares pela sua
alta eficiéncia em condi¢des fisiologicas e alta especificidade. O potencial catalitico
das enzimas € utilizado industrialmente, ndo s6 nos classicos processos de
fermentacdo, mas também em processos de biotransformag¢des microbianas para a
catdlise de reacBes quimicas de dificil ocorréncia e de grande importancia industrial
(2). Enzimas sdo proteinas produzidas pelos organismos vivos e atuam como

catalisadores, isto €, tem a funcdo de acelerar as reacfes bioguimicas vitais. Devem
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ser produzidas em grande namero, em pouco tempo e com caracteristicas especificas
e desejadas para que possam ser utilizadas em um processo industrial (3, 4).

As amilases sdo enzimas do grupo das hidrolases e atuam sobre as moléculas
de amido hidrolisando em dextrina, maltose e unidades de glicose. As enzimas sao de
importancia industrial devido as aplicac6es comerciais em liquefacdo de amido, papel,
desidratacdo de tecidos, preparagéo de revestimentos de amido de tintas, remoc¢éo de
papel de parede, industria de fabricacdo de cerveja, inducdo de acucar pela producéo
de xaropes de acuUcar, produtos farmacéuticos e preparacao de dispersdo de agua fria
em lavanderias (5). Essas enzimas estdo entre as mais importantes na atual
biotecnologia, podendo ser derivadas de diversas fontes, incluindo plantas, animais e
microrganismos, porém as enzimas microbianas geralmente atendem com maior
eficacia as demandas industriais, constituindo-se como uma alternativa barata para a
producao, visto que requerem condi¢cdes minimas de nutricdo e manutencao, além de
secretarem as enzimas para o0 meio extracelular (6, 7, 8).

Na industria alimenticia, o amido é convertido por acdo enzimética em diversos
produtos, como as dextrinas que sdo empregadas em formulagdes clinicas, na
sacarificacdo enzimética; na producdo de maltose que é utilizado em confeitarias e
para a producdo de cervejas e sorvetes; na geracdo de glicose, utilizada em
panificagdo e como subsidio para producdo de etanol; e como frutose utilizada em
geleias, iogurtes e refrigerantes (9). Na industria de panificagdo, as amilases
proporcionam melhor coloragédo, volume e textura do miolo de pées, podendo ainda
retardar o processo de envelhecimento, mantendo o pao fresco por mais tempo (10).
Nas industrias de papel utilizam-se amilases para protecdo do papel contra danos
mecénicos e melhoria do acabamento final. Na producdo de glicose e frutose, as
amilases sdo usadas para hidrolisar as moléculas de amido (11), 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 liguefacdo de amido (12). Os edulcorantes sé&o
substitutos do acucar, isto é, sdo utilizados em composi¢do alimenticia que utilizem
acucar (13). Recentemente, a sacarificagdo de amido, a principal aplicacdo de
amilase, substituiu completamente a utilizacdo de produtos quimicos (5).

Devido as caracteristicas tdo peculiares do Semiarido Paraibano, a prospecc¢éo
de microrganismos, assim como de enzimas de interesse industrial, sdo acbes
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necessarias para conhecer a biodiversidade da Caatinga, além permitir o
desenvolvimento de futuros processos biotecnolégicos para satisfazer as
necessidades da industria, contexto do desenvolvimento sustentavel. Esse trabalho
objetivou realizar a prospeccdo de enzimas amiloliticas a partir de fungos isolados no
Semiarido Paraibano e depositados na Colecdo de Fungos do Centro de
Desenvolvimento Sustentavel do Semiarido/Universidade Federal de Campina Grande
(CDSAJUFCG).

MATERIAL E METODOS

Material Biolégico

Para a realizagdo das atividades foram utilizados os fungos isolados de folhas de
plantas e do solo no semiarido paraibano, os quais estdo depositados na Colegéo de
Fungos do Centro de Desenvolvimento Sustentavel do Semiarido/Universidade
Federal de Campina Grande (CDSA/UFCG), na cidade de Sumé-PB.

Reativacdo das Culturas

Os isolados da Cole¢édo de Fungos do CDSA/UFCG foram mantidos em placas
de Petri contendo meio de cultura Batata-Dextrose-Agar (BDA) a temperatura de 28°C.
Para a preparacao deste meio de cultura, cortaram-se as batatas (200g) em pequenos
pedacos, que foram fervidos em agua destilada durante 10 minutos, contados a partir
do inicio da ebulicdo. O material foi filtrado e acrescido de dextrose (20g) e agar (209).
O volume foi ajustado para 1 L e esterilizado em autoclave por 20 min, a 121°C.

Ap0s a reativacdo, os isolados que apresentaram crescimento em meio BDA e
que foram utilizados para verificar as atividades enzimaticas foram armazenados de
acordo com o método Castellani (14), que consistiu na transferéncia de 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.

Prospeccéo Enzimética
A prospecc¢éo enzimatica dos fungos da colecdo do CDSA foi realizada por meio
do método de difusdo em gel de &gar, em placas de Petri tendo meio diferencial
esterilizado constituido por amido (20g) e agar (20g) e &gua destilada (1L). A producao
COELHO GD et al. Potencial de Fungos da Caatinga para Producao de Enzimas Amiloliticas.

Revista Salde e Ciéncia online, v. 7, n. 2, (maio a agosto de 2018). 502 p.
289



REVISTA SAUDE & CIENCIA ONLINE
ISSN 2317-8469

de atividade amilolitica foi caracterizada por meio da formacdo de halos de
degradacédo do amido. Ap6s 72 h de incubacéo a 30°C as placas foram reveladas com
adicdo de 2,0 mL de solucao de iodo. O halo de degradacédo do substrato, bem como o
halo de crescimento fangico foi medido com auxilio de régua milimetrada. Os isolados
que apresentaram halo de degradacdo do amido em torno da colénia tiveram a
atividade avaliada pelo indice enzimatico (IE), Equacdo de Hankin e Anagnostakis
(15).

Oy
IE 2,
Em que:

|E = indice Enzimatico;
@y = Diametro médio do halo de degradacao, cm;

@. = Diametro médio da colbnia, cm.

Velocidade de Crescimento dos Isolados

Os isolados que apresentaram atividade positiva para producdo de amilase
foram inoculados em meio de cultura, em duplicata, por um periodo de 144 horas em
BOD, em temperatura de 28°C. O crescimento micelial foi verificado a cada 24 horas,

a partir de medi¢des do didmetro das coldnias em dois eixos perpendiculares entre si.

Andlise estatistica

Todos os dados foram analisados quanto & sua distribuicdo. Para tanto, foi
realizado o teste de Kolmogorov-Sminorv a fim de determinar se as amostras
apresentavam distribuicdo normal, seguido da aplicacdo do teste de Tukey. Foram
consideradas médias estatisticamente diferentes aquelas cujos resultados do teste
estatistico foram menores que 0.05 (p<0.05). As andlises estatisticas foram realizadas
no programa IBM SPSS Statistics 21.

RESULTADOS E DISCUSSAO
No presente trabalho obteve-se a reativacdo de apenas de 27 (vinte e sete)
isolados fungicos, que corresponde a 54 % dos 50 (cinquenta) isolados fungicos
selecionados, que pertencentes a Colecdo de Fungos do CDSA/UFCG. Os isolados
fungicos reativados em meio BDA foram armazenados segundo o método Castellani,
visto que este € um método de baixo custo e altamente eficaz. Segundo (16), apds 11
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anos de conservacdo de fungos dermatofitos, 93% apresentaram-se viaveis e sem
alterac6es morfoldgicas.

Dentre os 27 (vinte e sete) isolados fungicos que apresentaram crescimento em
meio BDA, apenas 10 (dez) (37%) demonstraram ser capazes para a producdo de
enzimas amiloliticas, apresentando assim halo de degradacdo (Tabela 1).
Pesquisadores verificaram que de 35 (trinta e cinco) fungos isolados do solo, frutas,
vegetais e alimentos cozidos apenas 10 (dez) apresentaram reagdo positiva para
producéo de amilases (17).

Na Figura 1 verifica-se que com excecdo dos isolados fungicos denominados
CDSA 06 e CDSA 69, todos os demais apresentam IE superior a 2. Sendo que 0s
maiores valores de IE foram verificados para os isolados fangicos CDSA 9, CDSA 18,
CDSA 23 e CDSA 24 que apresentaram IEs de 3,79+0,5; 3,50+0,5; 3,4+0,4 e 3,5+1,0,
respectivamente. Apesar dos diferentes valores de IE observados na Figura 1, a
andlise estatistica demonstrou que ndo ha diferenca significativa na producdo de

enzimas amiloliticas pelos isolados fungicos estudados.

Os valores de IE obtidos nesse trabalho assemelham —se aos obtidos em estudo
utilizando leveduras e bactérias, em que em um periodo de 72 horas os isolados

apresentaram |IE entre 1,00 e 3,85 (18).

Tabela 1. Avaliacéo de atividade amilolitica de 27 fungos da cole¢cdo do CDSA/UFCG

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

21
22
23
24
25
26

27
Nota: Simbolo (+) deteccdo de atividade enzimatica e (-) auséncia de atividade

enzimatica a partir do indice enzimético (IE).

1
1
2

REVISTA SAUDE & CIENCIA ONLINE

ISSN 2317-8469

Wu-"nﬂsuruuntu? B
S S B S
dylattetaidatatytata ety p ey data Tt a Tt

s R e e e
e
S R A A A A A AR A A A A
e L

[ o o et maur e e e e e T T e
L e e e e e, o
)
B 0y e, 300 A 0 i i

L L e o e
o, o e e e e

-“...-“...-..r.f....-r..-..r‘|‘....-“...-P‘|i“...-..r.‘|ﬂ...-.....-v..‘|.S...-..-..‘|i“...-..r.-“...‘|‘....-P‘|.S...-..-..-....‘|‘....Jr.-..-.f...ir.-....‘|‘.-.i.

[ R L B e
g
AR

I 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1
=] W =] iy =] W =] iy =] W
=+ ] o 3] 3] . . =]

DOELW|ZUS 83|pU|

ao,
292

DSAE3

=

)

lido indica que esses isolados

DAL

ao em meio s6

DEASL O

duz o custo do meio de fermentag

24

CDE
ao so re

=]

=1

o

estudados.

|soladaos fungicos

COSALE

DEAAT

DEALS

5

COS

Figura 1 — Indice enziméatico para atividade amilolitica dos isolados fungicos
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A formacédo de halo de degradac
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fungicos podem ser investigados em processo fermentativo para producdo dessa
potencialmente fonte de energia muito econémica para a producdo comercial dessa

enzima, sendo que SIMAIR e colaboradores (5) sugerem que o melago pode ser
mas também ajuda a reduzir o problema de poluicdo. E representa um meio de

enzima e que a utilizacdo de melago n
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producdo barata de amilase usando residuos agroindustriais como fonte de carbono

econdmica para aplicagcfes biotecnoldgicas.

O método de difusdo em gel de agar baseia-se na capacidade da enzima em
difundir-se pelo meio de cultura, e esse processo deve-se entre outros motivos, ao
tamanho da molécula da enzima (19). O que justifica os altos valores de desvios
padrdes verificados na Figura 1.

A Figura 2 mostra o halo de degradagéo para atividade amilolitica dos isolados
fungicos CDSA 09 e CDSA 18 em meio solido.

CDSA 54

em relacdo aos

apresentaram ades de crescim
demais por apresentarem um crescimento de 1,49, 154, e 1,50 (cm/dia),
respectivamente. Dessa forma, esses isolados flngicos preencheram completamente
a placa de Petri no periodo de 144 horas. Em trabalho desenvolvido com Aspergillus
terreus isolado de solo de Caatinga foi verificado crescimento de 8 cm no décimo dia a
uma temperatura de 28°C (20). O isolado fungico CDSA 69, estudado neste estudo

cresceu cerca de 8,85 cm0,1 em apenas 6 dias.
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Figura 3 — Velocidade de crescimento dos isolados flngicos até 144h

Pode se enfatizar que, em média, os isolados fungicos tiveram maior
crescimento micelial entre 48 horas e 120 horas. Os isolados fungicos CDSA 17 e
CDSA 24 foram 0s que apresentaram crescimento mais lento, sendo que no periodo
de 144 h cresceram apenas 3,83cm+0,1 e 3,75cm=0,1, respectivamente, como pode
ser observado na Figura 3. Pode-se destacar ainda que dentre os isolados que
apresentaram maior crescimento esta os isolados CDSA 18 e CDSA 23, os quais
também mostraram um bom potencial para producdo de amilase, enfatizando ainda
mais o potencial desses fungos para a aplicacdo em bioprocessos. Ainda, o teste

estatistico ndo apresentou diferenca na velocidade de crescimento entre os isolados.

CONCLUSOES

¢ Este trabalho contribui para o conhecimento do potencial dos microrganismos
isolados da Caatinga para a aplicacdo em bioprocessos;

¢ A dificuldade de reativacdo de alguns isolados indica a necessidade de uso de
métodos distintos para a conservacdo das culturas para melhor manutencdo das

caracteristicas;

COELHO GD et al. Potencial de Fungos da Caatinga para Producao de Enzimas Amiloliticas.
Revista Salde e Ciéncia online, v. 7, n. 2, (maio a agosto de 2018). 502 p.
294



REVISTA SAUDE & CIENCIA ONLINE
ISSN 2317-8469

¢ Os altos valores de IE apresentados por alguns isolados fungicos indicam que
esses isolados podem ser empregados em bioprocessos para producdo de enzimas

com atividade amilolitica.
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ANEXO 1

Teste de Tukey aplicado ao estudo do crescimento fungico dos isolados

CDSA 06, CDSA 09, CDSA 17, CDSA 18, CDSA 23, CDSA 24, CDSA 54,
CDSA 56, CDSA 66 e CDSA 69 em diferentes tempos (24 — 144 horas)

Tempo (h)
24 48 72 96 120 144

CDSA

06 1,15+0,1c 2,50+0,0cde 3,88+0,1bcd 5,15+0,2c  6,13%0,5c 6,73+1,1c
CDSA 0,80+0,1a

09 b 2,33+0,1c  3,25%0,2abc 4,08+0,2b  4,60+0,2b 5,35+0,1b
CDSA

17 0,60+0,1a  1,58+0,1b 2,28+0,1ab  2,88+0,1a 3,38+0,1a 3,83+0,1a
CDSA

18 1,15+0,2c  2,68+0,2d  3,15+2,1abc 5,80+0,1d 6,83+0,2cd 8,18+0,2de
CDSA

23 1,00+0,2bc  2,63+0,1de  4,25+0,1cd 6,15+0,2d 7,35+0,6d 9,23+0,1e
CDSA

24 0,58+0,1a  1,30+0,12 1,98+0,1a  2,70+0,1a 3,38%0,1a 3,750,1a
CDSA

54 0,65+0,1a  2,35#0,1c 4,13#0,1cd  5,95+0,1d  7,53+0,1d 9,0+0,1de
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CDSA
56 0,70+0,1a  2,45+0,1cd 3,98+0,1cd 5,80+0,1d 7,03+0,4d 8,35+0,8de
CDSA
66 1,20+0,0c 3,20+0,0f 4,90+0,1d  5,90+0,2d 7,25%x0,4d  7,90+0,1+0,6d
CDSA
69 0,58+0,1a  2,33#0,1c 4,18+0,1cd  5,95+0,1d 7,25+0,3d 8,85+0,1de

Nota: Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significantes segundo o teste de
Tukey considerando o p<0,05.
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