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RESUMO

PAULO VICTOR DOS SANTOS PEREIRA (2018). Isolamento de fungos filamentosos de
solos de sistemas agroflorestais do Instituto Federal de Brasilia, Campus Planaltina e avaliagéo
da capacidade de producdo de enzimas hidroliticas. Monografia apresentada ao Instituto Federal
de Brasilia— Campus Planaltina, como parte dos requisitos para a graduacdo em Tecnologia em
Agroecologia.

Os Sistemas Agroflorestais (Safs) referem-se a uma ampla variedade de formas de uso
da terra, onde arvores e arbustos sdo cultivados de forma interativa com cultivos agricolas,
pastagens e/ou animais, visando a multiplos propdsitos, que interagem de forma econémica e
ecologicamente e se constituem numa opc¢do viavel de manejo sustentado da terra. O objetivo
do presente projeto foi efetuar o isolamento de fungos filamentosos de solos de sistemas
agroflorestais da do Instituto Federal de Brasilia, Campus Planaltina, e avaliado a sua
capacidade de producdo de enzimas hidroliticas. Foram coletadas 20 amostras do solo
selecionado, em 5 pontos aleatdrios, cada um constituido por 4 sub-amostras. Foram isolados
35 fungos filamentosos das amostras de solo e aproximadamente 15 col6nias fungicas foram
selecionadas, submetidas a um processo de purificacdo e transferidas para meios especificos
em placas de Petri. Posteriormente, foram selecionadas 5 col6nias para serem avaliadas quanto
a producdo das enzimas hidroliticas amilase e celulase. Foi possivel detectar a capacidade de
producdo da enzima amilase apenas em dois isolados fangicos (P1/A3/10-2 e P1/A5/10-2). A
producdo da enzima celulase ndo foi verificada nos isolados fungicos testados. A nao deteccao
das atividades das enzimas amilases e celulases em grande parte dos isolados fungicos testados,
pode ser considerada apenas no contexto da metodologia de andlise utilizada. Recomenda-se
gue novas metodologias sejam avaliadas para a verificacdo da capacidade hidrolitica dos fungos
isolados. Também recomenda-se um criterioso processo de purificacdo e identificacdo das
coldnias fangicas isoladas. A utilizacdo de Safs é uma opcao viavel que concorre para melhor
utilizacdo do solo, o seu conhecimento e uso ainda sdo limitados. Isto representa uma

oportunidade para o desenvolvimento de maiores acdes de pesquisa.

PALAVRAS - CHAVE: Enzimas hidroliticas, fungos filamentosos, sistemas agroflorestais.



ABSTRACT

PAULO VICTOR DOS SANTOS PEREIRA (2018). Isolation of filamentous fungi from soils
of agroforestry systems of the Federal Institute of Brasilia, Planaltina Campus and evaluation
of the production capacity of hydrolytic enzymes. Monograph presented to the Federal Institute
of Brasilia - Campus Planaltina, as part of the requirements for the graduation in Technology
in Agroecology.

Agroforestry Systems (Safs) refer to a wide variety of land-use forms, where trees and
shrubs are grown interactively with agricultural crops, pastures and / or animals, for multiple
purposes, interacting economically and are a viable option for sustainable land management.
The objective of the present project was to isolate filamentous fungi from soils of agroforestry
systems of the Federal Institute of Brasilia, Campus Planaltina, and evaluated their capacity for
the production of hydrolytic enzymes. Twenty samples of the selected soil were collected at 5
random points, each consisting of 4 sub-samples. 35 filamentous fungi were isolated from the
soil samples and approximately 15 fungal colonies were selected, submitted to a purification
process and transferred to specific media in Petri dishes. Subsequently, 5 colonies were selected
to be evaluated for the production of amylase and cellulase hydrolytic enzymes. It was possible
to detect the production capacity of the amylase enzyme in only two fungal isolates (P1/ A3/
10-2 and P1/ A5/ 10-2). The production of the enzyme cellulose was not verified in the fungal
isolates tested. The lack of detection of the activities of the enzymes amylases and cellulases in
most of the fungal isolates tested can only be considered in the context of the analysis
methodology used. It is recommended that new methodologies be evaluated for the hydrolytic
capacity of isolated fungi. It is also recommended a careful process of purification and
identification of isolated fungal colonies. The use of Safs is a viable option that competes for
better land use, their knowledge and use are still limited. This represents an opportunity for the

development of larger research actions.

KEY WORDS: Agroforestry Systems, filamentous fungi, hydrolytic enzymes
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1. INTRODUCAO

Sistemas agroflorestais (SAFs) sdo uma alternativa de produc¢do agropecuaria, imitando
0 ambiente natural pela consorciacdo de varias espécies dentro de uma area, abrangendo a
diversidade do ecossistema assim aproveitando as interacGes benéficas entre as plantas de
diferentes ciclos, portes e funcées (CARVALHO; GOEDERT; ARMANDO, 2004).

Os SAFs, embora ndo restaurem as comunidades florestais ao seu estado de origem,
como estrutura e biodiversidade quando bem planejadas podem aproximar-se ecologicamente
dessas comunidades, readquirindo fungdes para a sustentabilidade, a ciclagem de nutrientes,
além de fornecerem alguma renda ou producdo de subsisténcia ao produtor rural (ARATO;
MARTINS; FERRARI, 2003).

A utilizacdo do SAFs na recuperacdo de areas degradadas tem apresentado resultados
que contribuem significativamente para a melhoria das propriedades fisico-quimicas dos solos,
assim como propiciam condi¢bes mais favoraveis para o estimulo da atividade dos
microrganismos, resultado este do grande aporte de matéria organica ao solo encontrado em
sistemas agroflorestais (PEZARICO et al., 2013).

Os microrganismos apresentam alta diversidade genética e desempenham funcdes
essenciais na manutencdo dos ecossistemas como componentes fundamentais de cadeias
alimentares, e ciclos biogeoquimicos, como decompositores e transformadores da matéria e
agentes simbioticos com outros organismos (DE MATOS; WEBER, 2009).

Nos microrganismos os fungos filamentosos se destacam por sua facilidade de cultivo,
pelas enzimas que sdo secretadas diretamente no meio em que se encontram, ndo precisando de
ruptura celular para sua liberacdo. Apresentam elevados niveis de producdo enzimatica, com
grande potencial para diferentes aplicacdes industriais (STROPARO et al.,2012).

Enzimas sdo proteinas que atuam como catalisadoras de reacBes quimicas, sendo
essenciais para o sistema metabdlico de todos os organismos vivos e possuem um papel
fundamental na degradacdo da matéria organica (ORLANDELLI et al., 2012). As enzimas de
origem microbiana proporcionam maior interesse, do ponto de vista da sua aplicacdo industrial,
por serem mais facilmente produzidas em larga escala, maior variedade da atividade catalitica,
facil manipulacdo genética e pela enorme diversidade microbiana existente que oferece
ilimitadas possibilidades dos modos de atuacdo e rapido crescimento em meio de cultura
(FERNANDES, 2009; apud COELHO; NASCIMENTO, 2008).

Em processos industriais as enzimas sdo de grande interesse, em especial devido a

facilidade de obtencdo por biotecnologia e as vantagens em relacdo aos catalisadores quimicos,
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como maior especificidade, menor consumo energetico e maior velocidade de reacéo
(MUSSATTO; FERNANDES; MILAGRES, 2007).

Os maiores consumidores do mercado de enzimas sdo as industrias de: detergentes,
alimentos e ragdes, papel e celulose, farmacos, seguidas de perto pela inddstria téxtil e de
manufatura de couros (SENA et al., 2006).

As enzimas sédo denominadas de acordo com o substrato sobre o qual atuam, portanto,
o termo amilase indica a agdo sobre o amido. O amido € encontrado principalmente em
sementes de cereais como milho, trigo, cevada e arroz e em tubérculos como batata e mandioca.
Estas enzimas apresentam grande importancia biotecnoldgica como nas industrias téxtil, de
papéis, de couro, de detergentes, na industria de bebidas como cervejas e bebidas destiladas, na
industria alimenticia, liquefacdo e sacarificacdo do amido, industria quimica e farmacéutica e
na producéo de racdo animal (BARATTO et al., 2012).

A celulose, dentre os materiais naturais, € o biopolimero mais abundante do mundo. A
hidrolise da celulose por celulases resulta na producéo final de glicose, essa enzima pode ser
utilizada na industria téxtil em que sdo usadas para dar melhor acabamento aos tecidos, na
industria de bebidas para producdo de sucos de frutas e nos processos de vinificagdo, na
fabricacéo de detergentes, e na industria de polpa e papel (ZANCHETTA, 2012).
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2. JUSTIFICATIVA

O projeto teve como objetivo fazer o isolamento de fungos filamentosos de solos de
sistemas agroflorestais e avaliacdo da capacidade de producéo de enzimas hidroliticas.

Os fungos filamentosos comp&em o grupo microbiano com maior nimero de espécies
apresentando uma imensa variedade e isso tem propiciado ao homem explorar racionalmente
algumas linhagens fungicas que, sob condi¢des adequadas e controladas, sejam capazes de
produzir substancias como as enzimas ou sendo capazes de provocar alteraces desejaveis em
outras, resultando em produtos ou processos comerciais.

Enzimas hidroliticas estdo entre os principais alvos da pesquisa biotecnoldgica, pelo
grande potencial de aplicacdo no setor industrial. Sendo as enzimas de origem microbianas
como as mais requisitadas nos processos biotecnoldgicos industriais, em razdo dos varios
fatores como: producdo em larga escala, grande variedade da atividade catalitica, facil
manipulagdo genética e ambiental.

Os fungos filamentosos que serdo isolados sdo provenientes do solo do sistema
agroflorestal (SAFs) localizado no nucleo de estudos de agroecologia (NEA) do Instituto
Federal de Brasilia, Campus Planaltina. Os SAFs possuem uma grande diversidade da
comunidade microbiologica do solo, auxiliando na decomposicdo da matéria organica, na
mineralizacdo ou na fixacao de nutriente, tudo isso se deve o fator dos sistemas agroflorestais
terem a inclusdo de componentes arboreos que podem manter ou aumentar a produtividade de
determinado local, fazendo também que o ambiente alcance um equilibrio ecolégico que nédo é
possivel se alcancar com a pratica do monocultivo.

Isso mostra que os SAFs apresentam uma boa oportunidade para o desenvolvimento de
maiores acdes de pesquisa, sendo na area microbioldgica do solo ou nas outras diversas areas

que os Safs possam a vim contribuir para a comunidade local.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Efetuar o isolamento de fungos filamentosos de solos de sistemas agroflorestais do
Instituto Federal de Brasilia, Campus Planaltina e avaliar a capacidade de producgdo de enzimas
hidroliticas.

3.2. Objetivos especificos

— Selecionar da area contendo solos de sistemas agroflorestais do Instituto Federal de

Brasilia, Campus Planaltina para o isolamento dos fungos filamentosos;

— Realizar o isolamento e selecdo de aproximadamente 15 fungos filamentosos do SAFs;

— Efetuar a caracterizagdo morfologica macroscopica e microscopica dos fungos

selecionados;

— Realizar a determinacédo da producdo de enzimas hidroliticas (amilases e celulases) dos

fungos selecionados.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1. Caracterizacdo de Sistemas Agroflorestais (SAFs)

Sistema agroflorestal (SAFs) € um sistema de manejo sustentado da terra que aumenta
o rendimento da mesma, combinando a producédo de cultivos agricolas com plantas florestais
e/ou animais, simultanea ou consecutivamente, de forma deliberada, na mesma unidade de
terreno, envolvendo préticas de manejo de acordo com a populacao local (MEDRADO, 2000).

Segundo Nair (1983), os SAFs sdo muitos utilizados em regides tropicais e subtropicais,
onde os produtores ha muito plantam arvores junto com outras culturas agricolas e animais para
ajudar a satisfazer as necessidades basicas de alimentos, madeira, lenha e forragem, e para
ajudar a conservar e proteger seus recursos frequentemente limitados. Além de reduzir os
impactos ambientais negativos das praticas agricolas (PRADE, 2007).

A utilizacdo dos SAFs tem o0 objetivo de se aproximar da estrutura e dindmica de uma
vegetacdo natural sendo avaliados capazes de aumentar a produtividade vegetal, através do
melhoramento do solo e do acréscimo na disponibilidade de nutrientes (COSTA, 2010).

Acredita-se que os sistemas agroflorestais promovam uma ciclagem de nutrientes maior
que aquelas que ocorrem nas lavouras e pastagens tradicionais sem arvores. Essa teoria baseia-
se, parcialmente, em estudos que foram realizados em ecossistemas de florestas naturais e na
suposicao de que as arvores nos SAFs irdo transferir de maneirar semelhante os nutrientes para
as culturas que estdo associadas (RIBASKI; MONTOYA; RODIGHERI, 2001).

A inclusdo de componentes arbdreos pode manter ou aumentar a produtividade de
determinado local, devido a processos que aumentem a entrada ou reduzem perdas no solo,
como matéria organica, nutrientes e agua, além de melhorar as propriedades fisicas e quimicas
e beneficiar processos microbiolégicos do solo (YOUNG, 1994 apud ANGELINI et al., 2011).

Um aspecto que determina a sustentabilidade desses sistemas é a presenca das arvores,
que tém a capacidade de capturar nutrientes de camadas mais profundas do solo, reciclando-os
eficientemente e proporcionando maior cobertura e conservacao dos recursos edéaficos (SILVA
JUNIOR, 2006).

A mata nativa ou sistemas similares como os sistemas agroflorestais sdo responsaveis
por promover maior producdo de biomassa aérea e subterranea, assim como a cobertura do solo,
favorecendo o acumulo de carbono e a manutencdo da fertilidade do solo por meio de uma
ciclagem mais eficiente de nutrientes e da reducdo de perdas por lixiviacdo e erosdo (GAMA-
RODRIGUES et al., 2008; PORTUGAL et al., 2008 apud PEZARICO et al., 2013).
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A perda da diversidade microbiana dos solos é prejudicial & conservacdo do ambiente,
isso ocorre ocasionalmente em areas onde ndo se tem uma grande diversidade de plantas e
arvores, pois 0s microrganismos tém a capacidade de mineralizar compostos organoclorados e
constituem um recurso genético que pode ser usado para biorremediacao ou biorrecuperacdo de

solos contaminados por agrotdxicos (MATTOS, 2015).

4.2. Caracterizagao de fungos filamentosos

O solo define-se como sendo uma camada superficial da crosta terrestre, que se
compbem por fatores climaticos, bioldgicos e por atividades antropogénicas, o solo pode estar
nas fases sélida, liquida e gasosa (OLIVEIRA et al., 2008).

Um dos fatores que contribuem para qualidade do solo é a sua comunidade microbiana
que atua diretamente na fertilidade dos solos, sendo na decomposicdo da matéria organica, na
mineralizacdo ou na fixacdo de nutrientes, assim influenciando as propriedades quimicas e
fisicas do solo (RECH et al., 2013).

O conhecimento da microbiota do solo, além de fundamental para o levantamento
taxonémico das populacbes que ali se encontram, pode levar ao descobrimento de processos
metabolicos utilizados por estes organismos tornando-se importantes para as interacoes
ambientais e em aplicacdes biotecnologicas (RUEGGER; TAUK-TORNISIELO, 2004).

Como o solo é normalmente um ambiente estressante, limitado por nutrientes, somente
15% a 30% das bactérias e 10% dos fungos encontram-se em estado ativo. Os componentes
microbianos vivos do solo sdo também denominados de biomassa microbiana e as bactérias e
fungos respondem por cerca de 90% da atividade microbiana do solo (SILVEIRA; FREITAS,
2007).

Os fungos sdo microrganismos que fazem do solo um dos seus principais habitats. S&o
bastante diversos e tem a habilidade de degradar materiais naturais com maior eficiéncia que as
bactérias sob condigdes estressantes, como por exemplo, em condi¢des ambientais com meios
pobres em nutrientes, com baixos valores de pH e com baixa atividade de dgua (NEVES;
PIRES, 2011 apud OLIVEIRA et al., 2008).

Geralmente em solos com maior biodiversidade microbiana, tem se a possibilidade de
encontrar microrganismos que atuem em processos de degradacdo de agrotoxicos e da
manutencdo dos processos microbioldgicos (PEREIRA et al., 2007, apud RECH et al., 2013).

Os fungos podem ser divididos em unicelulares (leveduras) e multicelulares ou

filamentosos (bolores ou mofos).
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Os fungos filamentosos sdo organismos eucarioticos quimioheterétroficos, ndo possuem
clorofila. Geralmente s&o filamentosos, ramificados ou multicelulares (5 a 10 pm dimensao
transversal) com estruturas reprodutivas diferenciadas das vegetativas, tem sua reproducdo por
meio de esporos e sdo aerdbios estritos. Constituidas por elementos multicelulares em forma de
tubo chamadas de hifas. O conjunto de hifas, ramificadas ou ndo, denomina-se micelio, o qual
pode ser visualizado a olho nu, como um emaranhado de fios delgados que pode variar do
hialino (incolor) ao colorido, ao microscopio Optico é possivel distinguir hifas com duas
morfologias, umas com paredes transversais (septos) e outras que nao as apresentam
(asseptados ou cenociticos) como na figura 1. Em uma das fases do ciclo de vida do fungo
filamentoso, as hifas podem se ramificar atingindo o ar, nessas ramificacdes aéreas é que sdo
formados o0s esporos, que séo as estruturas de dispersao e resisténcia dos fungos. Dependendo
da espécie as coldnias podem ter caracteristicas pulverulentas, aveludadas ou algodonosas. Esse
fungo consegue viver em pH mais elevado, variando entre 1,5 e 11 (LOGUERCIO-LEITE,
2006).

Septate hyphae

Figura 1. Diferenciacao de hifas, septadas e cenociticas. Fonte:

http://paginapessoal.utfpr.edu.br/geraldo/microbiologia/MorfologiadosFungos.pdf

Os fungos filamentosos compdem o grupo microbiano com maior nimero de espécies
e apresentam imensa variedade quanto a morfologia e quanto aos atributos fisioldgicos e
bioguimicos. Essa diversidade tem propiciado ao homem explorar racionalmente algumas
linhagens fangicas que, sob condicGes adequadas e controladas, sejam capazes de produzir
substancias ou capazes de provocar alteracdes desejaveis em outras, resultando em produtos ou

processos comerciais (COLEN, 2006).
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4.3. Caracterizacao das enzimas hidroliticas produzidas pelos fungos e seu potencial

de aplicagéo.

Enzimas sdo biocatalisadoras de estrutura protéica globular terciaria ou quaternaria,
termolabeis e ndo dialisaveis, que aceleram a velocidade de uma reacdo quimica, isto €, atuam
reduzindo a barreira energética destas reacGes. As enzimas ocorrem em todos 0S organismos
vivos, desde os mais simples, como formas unicelulares até plantas e animais (GOYTACAZES;
AGOSTO, 2009).

O mercado mundial de enzimas industriais é estimado hoje em US$ 2,3 bilhGes anuais
e tem trés segmentos: enzimas técnicas (destinadas a industrias de tecidos e de produtos de
limpeza), enzimas para alimentos e bebidas e enzimas para racdo animal (MUSSATTO, 2007).

Atualmente, as enzimas hidroliticas sdo as mais utilizadas nos processos industriais,
sendo aplicadas na degradacao de varias substancias naturais. De forma geral, elas s&o usadas
em grande escala nas industrias téxteis (amilase, celulase, pectinase, oxidorredutases), de
detergentes (celulase, lipase, protease, oxidorredutases), alimenticia (celulase, lactasse, lipase,
pectinase, protease, oxidorredutases), de papel (lipase, oxidorredutases, xilanases), e de couro
(lipase, protease) (OLIVEIRA et al., 2006).

As enzimas de origem microbiana vém sendo mais aplicadas nos processos
biotecnologicos industriais, em razéo dos varios fatores como: producdo em larga escala, grande
variedade da atividade catalitica, facil manipulacdo genética e ambiental (FERNANDES,
2009).

As enzimas microbianas ocorrem nas mesmas condicdes em que se produz o
crescimento maximo dos microrganismos. As enzimas microbianas podem ser extracelulares
(enzimas eliminadas ao meio) ou intracelulares (enzimas retidas no interior das células
microbianas) (SPIER, 2005).

A selecdo de microrganismos com potencial para a producdo de enzimas pode ser feita
com o uso de meios de cultura sélidos ou liquidos. Os microrganismos devem apresentar bom
rendimento na producdo da enzima, ser de facil cultivo, facil manipulacdo (FERNANDES,
2009).

As enzimas sdo denominadas de acordo com o substrato sobre o qual atuam, portanto,
o0 termo amilase indica a acdo sobre o amido. As amilases sdo as mais antigas na industria de
enzimas e fazem parte da classe das hidrolases. Podem ser derivadas de diversas fontes como
animais, plantas e microrganismos. No entanto, as fontes microbianas sdo as mais utilizadas
devido a produgdo em larga escala (FERNADES., 2009 apud GUPTA et al., 2003).
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Estas enzimas apresentam grande importancia biotecnolégica como nas industrias téxtil,
de papéis, de couro, de detergentes, na industria de bebidas como cervejas e bebidas destiladas,
na industria alimenticia, paes, cereais para alimentacéo infantil, liquefacdo e sacarificacdo do
amido, inddstria quimica e farmacéutica e na producdo de ragcdo animal (BARATTO et al.,
2012).

Atualmente grandes quantidades de amilases microbianas estdo disponiveis
comercialmente e tém aplicacdo quase completa na hidrélise do amido em industrias de
processamento do amido (SPIER, 2005).

A celulose, dentre os materiais naturais, é o biopolimero mais abundante do mundo. A
hidrélise da celulose por celulases resulta na producdo final de glicose. Na natureza, existe uma
grande variedade de microrganismos que produzem celulases; apenas alguns sdo conhecidos
como verdadeiros celuloliticos, isto é, sdo capazes de degradar a celulose natural.

Em geral, os fungos que decompbem substancias celuldsicas ocorrem no solo,
colonizando vegetais, suas raizes e residuos, com importante funcdo na reciclagem de
nutrientes. A celulose € bastante utilizada nas aplicacbes biotecnologicas e industriais
alimenticias. Grande parte da producédo industrial de celulases é realizada com o emprego de
alguns fungos filamentosos, os quais sdo eficientes produtores de enzimas hidroliticas
(GOMES, 2011).

Na industria téxtil, essas enzimas sdo usadas para dar melhor acabamento aos tecidos,
tornando-os mais lisos, macios e com melhor caimento, elas atuam degradando as fibras da
superficie do tecido, compostas basicamente por celulose. Na fabricacdo de detergentes,
proporcionam maior limpeza e menor degradacéo dos tecidos e na industria de polpa e papel,
tornam o papel mais branco e liso, mas o aumento da utilizacdo dessa enzima veio do processo
de producéo de etanol a partir de residuos vegetais como bagaco e palha de cana, talos, sabugo
e palha de milho, cascas de arroz e demais graos, além de restos de madeiras, 0s chamados
materiais lignocelulésicos (ZANCHETTA, 2012).

As celulases também sdo utilizadas na industria de bebidas para producéo de sucos de
frutas e nos processos de vinificacdo. Essas enzimas facilitam a extracdo de sucos e a maceragao
para producdo de néctares de frutas por romperem a rede de celulose que ajuda reter o liquido
nas células vegetais(ZANCHETTA, 2012).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1.Selecdo da area contendo solos de sistemas agroflorestais (SAFs) do Instituto

Federal de Brasilia, Campus Planaltina para o isolamento de fungos filamentosos.

Foram coletadas 20 amostras de solo, em 5 pontos aleatorios cada um constituido por 4
sub-amostras do sistema agroflorestal (figura 2), com aproximadamente 1.500 m?, localizado
no nlcleo de estudos de agroecologia (NEA) do IFB Campus Planaltina,15°39'36.9" de latitude
sul e 47°41'23.6" de longitude oeste. O SAF, apresenta predominantemente fruteiras tropicais
como banana, mamao e cultivares agricolas como milho, feijdo, ab6bora, mandioca e crotalaria
juncea, além das gliricidias. As amostras foram obtidas no dia 10/04/2018, observando a
profundidade a partir de 20 cm da camada do solo. Em cada ponto foi retirado 200 gramas de
solo coletado com auxilio de uma pa de jardinagem e armazenado em sacos plasticos
devidamente etiquetados. As amostras do solo (figura 3) coletado foram encaminhadas para o
laboratorio de Microbiologia Geral, localizado no nucleo da agroindustria, do Instituto Federal

de Brasilia, Campus Planaltina.

Figura 2. Sistema agroflorestal da agroecologia do nucleo de estudos de agroecologia (NEA).
Fonte: Paulo Victor dos Santos (2018).
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5.2.1solamento e selecéo de fungos filamentosos do Sistemas Agroflorestais.

Foram isolados 35 fungos filamentosos de amostras de solo da SAF localizado na
Agroecologia do Campus Planaltina. Para o isolamento das amostras fungicas, o sedimento de
cada ponto foi suspenso e plagqueado, com o seguinte procedimento: 10g de cada amostra do
sedimento foi suspensa em 90ml solugdo salina. Apds a agitacdo,lml foi retirado e feita
diluicdes até 10 em tubos com 9ml com solucdo salina. Onde 1 ml foi retirado e semeado em
placas de Petri em duas réplicas com uma alga de Drigalski contendo Agar Sabouraud +
cloranfenicol (100mg/L). As placas permaneceram em temperatura ambiente (28°C + 1°C) e 0
crescimento das coldnias foi acompanhado por 7 dias. As melhores colbnias fungicas foram
selecionadas e transferidas para meios especificos batata dextrose dgar-BDA (PDA) em placas
de Petri.

Figura 3. Amostras de solo SAF/NEA. Fonte: Paulo Victor dos Santos (2018).
5.3.Caracterizacdo morfoldgica macroscopica e microscopica dos fungos selecionados.

Foi feita a caracterizacdo morfoldgica macroscopica dos fungos nas placas de Petri com
crescimento fungico e anotando as caracteristicas observadas (por exemplo: cor da colénia
fangica, aparéncia cotonosa ou aveludada, crescimento intenso, moderado ou pequeno) e
observando o nimero de coldnias por placa. Ja na observacdo microscopica foram utilizadas
objetivas de aumento de 4, 10 e 40 vezes, preparo de ld&mina & fresco com coloragdo e sem

coloracdo suas microestruturas.
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5.4.Determinacéo da producéo de enzimas hidroliticas (amilases, celulases) dos fungos

selecionados.

A producéo das enzimas hidroliticas extracelulares amilase e celulase foi avaliada em
placas de Petri contendo meio de cultura especifico para cada enzima. Discos (5 mm diametro)
de micélio dos 5 fungos filamentosos cultivados em PDA por sete dias, foram transferidos para
0 centro de placas de Petri e incubados em estufa a temperatura de (28+£2°C) e avaliados por
sete dias contendo o meio de cultura da enzima especifica:

Amilase (&gar 1,8%, amido1% e solucéo salina 700ml.

Celulase (agar 1,8%, carboximetilcelulase 1% e 700 ml de solucéo salina).

Para a amilase, foi utilizada a solucéo reveladora de iodo a 0,1%, os resultados das
reacOes enzimaticas positivas foram identificados pela formagdo de um halo transltcido para o
teste enzimatico da celulase foi utilizado a solucdo reveladora vermelho Congo 0,1%, os
resultados das reagfes enzimaticas positivas foram identificados pela formagdo de um halo
amarelo claro em contraste com o meio de cultura vermelho apés a adi¢ao da solucéo reveladora
(FERNANDES, 2009).

A determinacdo enzimatica foi expressa como indice enzimatico (IE), mediante a
relacio do diametro médio do halo de degradacdo e o didmetro médio da
colénia(FERNANDES, 2009).

IE= diametro do halo
didmetro da coldnia

O experimento foi realizado em triplicata em cada meio, sendo a unidade controle

constituida por uma placa de Petri contendo um disco de micélio do fungo filamentoso em PDA.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1.1solamento, selecdo e caracterizacdo dos fungos filamentosos isolados do Sistemas
Agroflorestais

O isolamento e selecdo de fungos filamentosos do SAF do IFB, Campus Planaltina foi
realizado de acordo com a metodologia descrita no item 5.2 de material e métodos.

Aproximadamente, 35 col6nias fungicas foram isoladas e submetidas a analise
macroscopica, quanto as caracteristicas coloniais, como registrado na tabela 01 e figuras 4 e 5.

A partir das 35 colbnias inicialmente isoladas foi realizada uma primeira selecéo de 15
colénias fungicas, com base na observacdo do crescimento vigoroso das mesmas em placa e

caracteristicas culturais bem definidas como registrado na figura 6.

Tabela 01. Caracteristicas morfoldgicas culturais das colonias fungicas selecionadas a
partir do solo coletado no SAF/NEA.

Amostra N° UFC/ Formas Tamanho Textura Pigmentacao
Placa Das das da col6nia
colonias colonias
P1/A1/10% 1 Circular 89 mm Aveludada Verde e branca
P2/A1/10* 17 Circulares 32 mm a 7 | Aveludada Cor
mm com predominante
superficie branca
rugosa
P1/A1/10% 3 Circulares 89 mm a 7 | Aveludada e | Cores  verde,
mm algodonosa | branca e rosa
P2/A1/10? 6 Circulares 1Imm a 3| Enrugada Cor preta
mm
P1/A2/10* 14 Circulares 80 mm a 1 | Algodonosa | Cor verde
mm
P2/A2/10* Incontavei | Circulares, |48 mm a 1 | Aveludada Cor wverde e
scolonias | irregulares | mm branca
P1/A2/107? 23 Circulares 37 mm a 4 | Algodonosa | Cor verde e
mm e aveludada | branca
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P2/A2/107 32 Circulares 50 mm a 1 | Aveludada Cor verde,
mm com branca e cinza
superficie
enrugada
P1/A3/10% 35 Arredondad | 32 mm a 2 | Algodonosa | Cor preta e
as mm com branca
superficie
lisa
P2/A3/10* 36 Circulares e | 57 mm a 2 | Esponjosa Cor verde
irregulares | mm
P1/A3/10 13 Circulares 28 mm a 2 | Algodonosa | Cor branca
mm
P2/A3/10? 21 Circulares 55 mm a 1 | Esponjosa Cor verde
mm
P1/A4/10* 22 Arredondad | 18 mm a 4 | Algodonosa | Cor verde,
a mm branca e rosa
P2/A4/10* 29 Circulares 14 mm a 5 | Algodonosa | Cor verde e
mm branca
P1/A4/10? 4 Circulares 90 mm a 7 | Algodonosa | Cor branca
mm
P2/A4/107? 5 Circulares 21 mm a 9 | Algodonosa | Cor verde
mm e esponjosa
P1/A5/10* 23 Irregulares e | 68 mm a 4 | Algodonosa | Cor preta
circulares mm
P2/A5/10* 29 Circulares 24 mm a 1 | Algodonosa | Cor preta,
mm e aveludada | amarela e cinza
P1/A5/10% 20 Circulares 45 mm a 1 | Aveludada Cor branca,
mm cinza e amarela
P2/A5/107? 13 Circulares 55 mm a 1 | Algodonosa | Cor branca e
mm com cinza
superficie

enrugada
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Figura 4. A, B, C e D: Placas de Petri com Agar Sabouraud contendo col6nias fangicas isoladas
da Amostra 5 (A) P1/A5/10%, (B) P2/A5/10%, (C) P1/A5/1072, (D) P2/A5/10 do solo coletado
no SAF/NEA. Fonte: Paulo Victor dos Santos (2018).
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Figura 5. A, B, C e D: Placas de Petri com Agar Sabouraud contendo col6nias fangicas isoladas
da Amostra 3 (A) P1/A3/10%, (B) P2/A3/10%, (C) P1/A3/1072, (D) P2/A3/10 do solo coletado
no SAF/NEA. Fonte: Paulo Victor dos Santos (2018).
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D
Figura 6. A, B, C e D: Placas de Petri com PDA contendo colbnias fungicas, (A) P2/A1/1072,
(B) P2/A4/102, (C) P1/A3/107%, (D) P1/A4/10?do solo coletado no SAF/NEA. Fonte: Paulo
Victor dos Santos (2018).

A partir das coldnias isoladas foram preparadas laminas com coloracéo simples (azul de
metileno) e sem coloragdo para que fosse avaliado algumas caracteristicas microscopicas dos

isolados. A figura 7 ilustra as principais caracteristicas observadas.
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Figura 7. A. B. C. D. Microscopia de fungos isolados. (A) amostra P1/A3/10%, apresentando
hifas aéreas (corpos de frutificacdo) com esporos reprodutivos, objetiva 10x. (B) amostra
P1/A5/10%, hifa cenocitica (ndo septada) com coloragéo, objetiva 40x. (C) amostra P1/A4/10
2, hifa septada, objetiva 40x. (D) amostra P1/A5/1072, esporos reprodutivos, com coloragao,
objetiva 40x. Fonte: Paulo Victor dos Santos (2018).

Na figura 7A é possivel observar um corpo de frutificacdo de um isolado fungico da
amostra A3 10! placa 1. Este corpo de frutificacdo pode ser observado nos fungos do género
Aspergillus, como ilustrado na Figura 8A.

Na figura 7B é possivel observar uma hifa cenocitica (sem septo) de um isolado fungico
da amostra A5 107 placa 1.

Os fungos filamentosos sdo caracterizados por filamentos longos de células conectadas.
Esses filamentos sdo denominados hifas. As hifas podem apresentar paredes cruzadas
denominadas septos, sendo assim chamadas de hifas septadas (figura 7C). Em contrapartida,
alguns fungos apresentam hifas sem septos e se apresentam como longas e continuas células,

com muitos nlcleos, assim denominadas hifas cenociticas (figura 8B).
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Figura 8. A: Hifas aéreas, mostrando os esporos reprodutivos (corpos de frutificacdo) de
Aspergillus sp. B: Hifas cenociticas (ndo septadas) de Aspergillusflavus. Fonte: A:
https://www.drthrasher.org/aspergillus; B: Aspergillus. Jungkekey.com.
http://www.junglekey.fr.

6.2.Determinacdo da producdo de enzimas hidroliticas de cinco coldnias fangicas
selecionadas.

Para a avaliacdo do potencial de producdo de amilases e celulases foram selecionados
cinco fungos, de acordo com o item 5.2 de material e métodos, em placa de Petri, cujos

resultados encontram-se apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Producéo de enzimas hidroliticas de isolados fungicos de solo de SAF/NEA.

Amostra Amilase Celulase
P1/A3/107 + -
P2/A3/10% - -
P1/A5/10% - -
P1/A5/10% + -
P2/A5/10% - -

+: resultado positivo para a presenca de halo de degradacao; -: resultado negativo para auséncia
de halo.

Na figura 9, encontram-se ilustrados os resultados dos testes em placa de Petri para

amilases, referente a dois fungos isolados das amostras selecionadas.


https://www.drthrasher.org/aspergillus
http://www.junglekey.fr/
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Figura 9. A, B: Teste semi-quantitativo de producdo da enzima amilase ap0s revelagdo com
solucéo de iodo 0,1%: P1/A5/102 (A) e P1/A3/1072(B). Fonte: Paulo Victor dos Santos (2018).

Conforme resultados da Tabela 2, pode-se observar que as amostras P1/A5/10% e
P1/A3/107 apresentaram resultados positivos para a presenca de halo de degradacéo de amilase
sendo que estes fungos apresentaram potenciais produtores de amilases, pois apresentaram
indices enzimaticos (IE) > 2,00(Oliveira, 2006) conforme mostra a Tabela 3.

Terra (2008) isolou fungos de cavernas e relatou que os fungos considerados como
potencialmente produtores de enzimas amiloliticas corresponderam a 12,87% dos isolados
fungicos testados. O isolado Aspergillus terreus, apresentou 0 maior valor de indice enzimatico
(3,57), sendo que as especies consideradas como potencialmente produtoras pertencem aos
géneros de Aspergillus e Penicillium.

Fernandes (2009) obteve resultados da espécie de Penicillium verrucosum obtida de
frutos de cafe, se destacou como um fungo produtor da enzima amilase, apresentando um indice
enzimatico de 4,25. Stroparo et al. (2012) avaliou que alguns dos fungos nao foram capazes de
produzir enzimas, como P. verruculosum, cuja atividade amilasica nao foi detectada.

Silva et al. (2011) observou que fungos isolados do solo do género Fusarium néo

apresentaram capacidade de degradar o amido.

Tabela 3. Atividades semi-quantitativas de amilase produzida por isolados fungicos de solo da
SAF/NEA.
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Amostra Diametro do halo de | Diametro do halo da indice
degradagdo (mm) * col6nia (mm) ! Enzimatico (IE) 2

P1/A5/10? 24 mm 5mm 4.8

P1/A3/107 13 mm 5mm 2,6

1 Médias de triplicata. 2Os valores dos indices enzimaticos (IE) representam a relagio
entre o diametro médio do halo de degradacéo e o diametro médio da colénia.

Na figura abaixo, encontram-se ilustrados os resultados dos testes para celulase.

Figura 10. A, B: Teste semi-quantitativo de producdo da enzima amilase apds revelacdo com
solucdo vermelho Congo 0,1%: P2/A5/107 (A) e P1/A3/10}(B). Fonte: Paulo Victor dos Santos
(2018).

Conforme resultados da Tabela 2, pode-se observar que as cinco amostras apresentaram
resultados negativo para a presenca de halo de degradacédo da celulase, sendo que estes fungos
ndo apresentaram potenciais produtores de celulase de acordo com a metodologia utilizada.

Gomes (2007) observou que a atividade da celulase depende, ndo somente das espécies,
mas das técnicas utilizadas para a presenca do halo de degradac&o.

Segundo Ruegger e Tauk-Tornisielo (2004), os fungos que decompBem substancias
celulésicas geralmente ocorrem no solo, colonizando vegetais, suas raizes e residuos, com
importante funcdo de reciclagem de nutrientes.

Silva et al. (2011) concluiu que fungos isolados de solo de sistemas agroflorestais

apresentaram os maiores indices enzimaticos para celulase e, entre estes, as espécies que se
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destacaram foram Cladosporium cladosporioides e P. chrysogenum, sendo indicadas para
estudos de producdo em meio liquido.

Analisando a atividade da celulase de fungos isolados do solo da Estacéo Ecoldgica de
Juréia — Itatins, Sdo Paulo, Ruegger e Tauk — Tornisielo (2004) mostrou que a visualiza¢do do
halo depende de vérios fatores, além da composicdo do meio de cultura mas que cultivadas em
agar carboximetilcelulose apresentaram crescimento esse resultado mostrou a importancia do
controle dos fatores ambientais de crescimento, como a presenca de aminoacidos e/ou fontes
organicas de nitrogénio, além de que a utilizacdo do &gar carboximetilcelulose contendo baixas
concentracdes de asparagina e extrato de leveduras foi fator importante para a producéo da

celulase nesses fungos.



32

7. CONSIDERACOES FINAIS

Com o desenvolvimento do presente trabalho foi possivel realizar o isolamento de
aproximadamente 35 colbnias fungicas, que apresentaram uma grande diversidade de formatos,

texturas e pigmentos.

Posteriormente foram selecionadas cinco coldnias flngicas, devidamente purificadas e

submetidas a avaliacdo de producdo das enzimas amilases e celulases.

Foi possivel detectar a capacidade de producdo da enzima amilase apenas em dois
isolados fungicos (P1/A3/10-2 e P1/A5/10-2). A producéo da enzima celulase ndo foi verificada
nos isolados fungicos testados.

A capacidade de sintese de enzimas extracelulares torna os fungos os principais
decompositores de mateéria vegetal, sobretudo as partes ricas em celulose, que ndo séo digeridas

por outros seres Vivos.

A ndo deteccdo das atividades das enzimas amilases e celulases em grande parte dos
isolados fungicos testados, pode ser considerada apenas no contexto da metodologia de analise
utilizada. Recomenda-se que novas metodologias sejam avaliadas para a verificagdo da

capacidade hidrolitica dos fungos isolados.

Também recomenda-se um criterioso processo de purificacdo e identificacdo das

coldnias fungicas isoladas.

A utilizacdo de Safs € uma opcéao viavel que concorre para melhor utilizacdo do solo,
para reverter os processos de degradacao dos recursos produtivos, de alimentos e de servicos
ambientais, mas apesar do reconhecimento dos beneficios dos Safs, 0 seu conhecimento e uso
ainda sdo limitados. Isto representa uma oportunidade para o desenvolvimento de maiores agdes
de pesquisa, para a valorizacdo dos beneficios ambientais e de maiores incentivos econdémicos

gue venham a estimular sua implantacao.
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