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RESUMO

As amilases produzidas por microrganismos tém recebido consideravel atengdo da
industria téxtil, alimenticia, bioetanol, detergente e afins por possuirem caracteristicas
importantes como estabilidade a temperatura e ao pH. Os fungos filamentosos séo
importantes fontes de amilases. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial
amilolitico, através da medida dos halos de hidrélise do amido, em meio sdélido e verificar
os efeitos do pH e tempo de cultivo dos fungos. Foram utilizados treze isolados de fungos
filamentosos, proveniente de um projeto de bioprospecc¢édo de fungos de abelhas sem
ferrdo. Os fungos foram primeiramente caracterizados quanto aos aspectos macro e
microscopicos e o potencial amilolitico avaliado em meio Czapek-Dox Agar (CDA) com
amido. Entre os isolados, sete apresentaram halo de hidrélise do amido em pH 4.5 sendo
Alternaria alternata, Aspergillus oryzae, Curvularia lunata, Drechslera sp. e trés isolados
de Fusarium spp. Dentre esses, os trés isolados de Fusarium apresenta-se com maior
potencial de hidrélise do amido. O tempo de cultivo de trés dias foi considerado melhor
gue cinco dias, quando as coldnias se espalharam pela placa de cultivo, impossibilitando
a medida dos halos. Os resultados obtidos nesse trabalho s&o importantes pois
contribuem para a prospecc¢ao de fungos com potencial biotecnolégico isolados da regido
e fornecem informacfes que servirdo de base para pesquisas futuras envolvendo o

estudo da atividade enzimatica.

Palavras-chave: atividade amilolitica, bioprospeccéo, degradacdo do amido, fungos

filamentosos.



ABSTRACT

Amylases produced by microorganisms have received considerable attention from the
textile, food, bioethanol, detergent, and other industries since they have important
characteristics such as stability at temperature and pH. Filamentous fungi are important
sources of amylases. The objective of this work was to evaluate the amylolytic potential,
through the measurement of starch hydrolysis halos, in solid medium and to verify the
effects of pH and fungal cultivation time. Thirteen filamentous fungal were used, isolated
from stingless bee in a bioprospection project. Fungi were first characterized in terms of
macro and microscopic aspects and the amylolytic potential was evaluated in Czapek-
Dox Agar (CDA) medium containing starch. Among the isolates, seven showed starch
hydrolysis halos at pH 4.5, being Alternaria alternata, Aspergillus oryzae, Curvularia
lunata, Drechslera sp. and three isolates of Fusarium sp. Among these, the three
Fusarium isolates showed the highest starch hydrolysis potential. The three-day culture
time was considered better than five days, when the colonies spread across the culture
plate, making it impossible to measure the halos. The results obtained in this work are
important because they contribute to the prospection of fungi with biotechnological
potential isolated from the region and provide information that will serve as a basis for
future research involving the study of enzymatic activity.

Keywords: amylolytic activity, bioprospecting, starch degradation, filamentous fungi.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONTEXTO

As enzimas sdo biomoléculas encontradas em todos os processos bioquimicos.
Elas apresentam grandes grupos, como por exemplo as hidrolases, que tem a
capacidade de decompor moléculas complexas em moléculas menos complexas, como
carboidratos em acucares.

Devido a sua especificidade, as enzimas apresentam apenas um substrato para
cada uma delas. No caso do amido, um polissacarideo utilizado como reserva pelos
vegetais, € a amilase que causa a sua quebra. As enzimas amiloliticas agem na quebra
das ligacoes glicosidicas da cadeia de amilose e amilopectina.

Portanto, as enzimas isoladas de microrganismos apresentam um grande
potencial de aplicacdo biotecnolégica e industrial, pois podem ser produzidas em larga
escala. Dentre os microrganismos produtores de enzimas hidroliticas, os fungos séo
considerados os organismos mais estudos pois sao grandes degradadores de matéria
organica, pois muitas espécies realizam digestdo extracelular. Recentemente a
demanda por enzimas de origem fungica vem crescendo, e neste sentido, faz-se
necessario estudos que busquem microrganismos capazes de produzirem estas
enzimas. Alguns destes fungos conseguem secretar determinadas enzimas diretamente
no meio em que se encontram, ndo carecendo de ruptura celular para sua liberacéo e
facilitando sua producédo em larga escala (POLIZELI et al., 2005).

Em um trabalho recente, realizado pela equipe de pesquisa do NEMA foram
isolados diferentes géneros de fungos filamentosos associados ao corpo de duas
espécies de abelhas sem ferrdo Scaptotrigona bipunctata (Tubuna) e Tetragonisca
angustula (Jatai).

Considerando que essas abelhas sdo 6timas fontes para o isolamento de fungos
com potencial biotecnoldgico, a analise da atividade amilolitica desses fungos podera
contribuir para catalogar fungos com potencial biotecnolégico e fornecer informacées
para apoiar pesquisas futuras sobre o potencial de enzimas industriais desses

microrganismos.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivos avaliar a atividade amilolitica, através da
técnica de formacédo de halo em agar amido, de treze fungos filamentosos isolados de

abelhas sem ferrao.

1.2. 2 Objetivos especificos

-Selecionar treze diferentes géneros/espécies de fungos filamentosos isolados
previamente de abelhas sem ferrdo, pertencentes a micoteca do Nucleo Experimental de
Micologia Aplicada (NEMA).

-Avaliar a atividade amiolitica por meio de halo de degradac&o dos fungos filamentosos.
-Analisar a capacidade de fungos filamentosos em degradar o amido em meios com
diferentes pHs.

-Avaliar o tempo de cultivo dos fungos filamentosos.

-ldentificagdo microscépica e macroscoépica do fungos filamentosos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2. 1 AMILASES - IMPORTANCIA DA DEGRADACAO DO AMIDO

O amido é um carboidrato na qual as plantas utilizam como reserva, sendo

considerado o segundo carboidrato mais presente na natureza, muito importante para a
vida dos organismos. Ele esta presente na alimentacdo humana, como por exemplo,
batata, milho, arroz e trigo (ALMEIDA, 2015).
Quando é obtido a partir de frutos e sementes é denominado de amido, porém se ele
vem a partir de 6rgdo subterraneos recebe o nome de fécula, fazem parte da dieta
humana, sendo capaz de serem classificados como regulares ou nativos, podendo ser
insolavel em agua gelada e precisam ter consisténcia de gelatina em certas aplicacdes
biotecnolégicas (OLIVEIRA, 2017).

E produzido nos plastideos das plantas superiores, na qual é sintetizado nas
folhas, acumulando-se nos cloroplastos no periodo em que tenha a presenca de luz e
durante a noite € utilizado para sintese de sacarose citosolica. A sacarose é entao
mandada para os 6rgaos de armazenamento das plantas, como frutas, sementes, raizes
e tubérculos (OLIVEIRA, 2017).

Atualmente o amido é a fonte energética mais manipulada nas industrias, onde
acontece a hidrolise, deste, gerando os conhecidos “hidrolisados de amido”. Parte da
fabricacdo € mandada para as industrias de alimentos, pois o amido ajuda a melhorar as
propriedades funcionais destes. Além disso, o amido pode ser utilizado em varios
setores, como o téxtil, farmacéutico, industrias de adesivos, explosivos, papel,
construcao civil, metais, cosméticos e de mineracao, ja que ele pode ser quimicamente
modificado (OLIVEIRA, 2017).

O amido € um homopolissacarideo constituido por cadeias de amilose e
amilopectina, onde a amilose é constituida por unidades de glicose ligadas por ligacdes
glicosidicas a-1,4, gerando uma cadeia linear, ja a amilopectina é construida por unidade
de glicoses ligadas em a-1,4 e a-1,6, gerando uma estrutura ramificada. A FIGURA 1
ilustra a estrutura de cada estrutura (ALMEIDA, 2015).
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FIGURA 1 - ESTRUTURA DO AMIDO

Amilose:
OH OH OH OH

/ O O —0
< OH
"N 0 \ / O \—/ u

I
OH

n

Amilopectina:
CH,OH
-0
OH

FONTE: LUIS et al. (2017).

As amilases sd0 enzimas responsaveis por catalisar a hidrolise de amido em
acucares, muito importante para a industria e para a biotecnologia. Podendo ser
utilizadas como aditivos em detergentes, sacarificacdo do amido na industria alimenticia,
fermentacdo, industrias farmacéuticas, téxtil e papel.

A aplicacdo das enzimas amiloliticas tem algumas vantagens em relacédo as
substancias quimicas, tanto na especificacdo das enzimas para a fabricacdo de xaropes
com aguUcar (que tenham propriedades fisicas e quimicas conhecidas), quanto na
hidrélise enzimatica que € mais tranquila gerando um numero reduzido de reacfes
intermediarias e de escurecimento do produto (OLIVEIRA, 2017).

De acordo com alguns autores as amilases sao encontradas em trés tipos de
grupos: a-amilases, responsaveis em romper ligagdes presentes no interior do substrato,
as 3-amilases, hidrolisam ligacdes das extremidades do substrato, e a glucoamilase que
libera ligacdes de glicose do terminal ndo-redutor das moléculas do substrato. Além
disso, estdo divididas em duas categorias, endoamilases e exoamilases.

A endoamilase acelera a hidrolise no interior da molécula de maneira
indeterminada, gerando ramos de oligossacarideos de varios tamanhos e lineares. A
exoamilase hidrolisa desde extremidades ndo-redutoras da cadeia ocasionando produtos
menores (SPIER, 2005).
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A primeira enzima usada na industria alimenticia e de bebida foi a a-amilase,
conhecida também como a-1,4-D-glucano glucano-hidrolases e glicogenose. Sua maior
utiidade é em processos que tenham liquefacdo do acucar, na industria de bebidas
fermentadas e na producdo de adesivos, detergentes, racdo animal e industria papeleira
(POLIZELI et al., 2016).

A a-amilase pode ser composta por duas categorias: as que fazem sacarificacao
e hidrolisam de 50% a 60% do substrato, e aquelas que fazem liquefagcéao e hidrolisam
entre 30% e 40% do amido, mas isso pode variar com o nivel de hidrolise do substrato.
Além disso também apresentam subfamilias constituidas por amilases multifuncionais
com arranjos cataliticos unicos, tendo uma ampla aplicacdo na biotecnologia, como por

exemplo, a amilase formada pela bactéria termofilica Bacillus sp. (SPIER, 2005).

2.2 POTENCIAL AMIOLITICO DE FUNGOS FILAMENTOSOS

Para a producdo de uma enzima de interesse é indicado que o0 microrganismo
apresenta tais aspectos: alta capacidade de sintese e excrecdo de enzima, suportar
situacdes diversas do ambiente (pressdo osmatica, temperatura e for¢a ibnica do meio)
e ser resistente as substancias toxicas (OLIVEIRA, 2017).

O processo de producdo consiste em uma primeira fase, na qual € necessario
adquirir o microrganismo do produtor, seja de linhagem selvagem ou modificada
geneticamente, essa linhagem pode ser encontrada em culturas cientificas, anteposto a
partir do solo, agua, tecidos vegetais e outros. O processo apresenta varias operacoes
gue contém o tratamento da matéria prima, o preparo de meios de propagacao e
producéo, a esterilizacao e transformacao do substrato em produto por via bioquimica,
seguida de separacao e purificacdo dos mesmos (OLIVEIRA, 2017).

Os fungos filamentosos sédo considerados grandes decompositores da matéria
organica, pois secretam no meio extracelular diversas enzimas como proteases,
celulases, amilases, dentre outras. Sao organismos ubiquos, que podem ser encontrados
em diversos ambientes, sendo uma fonte propicia para o isolamento de enzimas com
potencial biotecnoldgico (BAZZO et al., 2022).

Vérios trabalhos ja foram publicados sobre o potencial amilolitico de fungos
filamentosos, principalmente no Brasil. Khokhar e colaboradores (2011) analisaram o
potencial amilolitico de cinquenta isolados fungicos de diferentes fontes ambientais,
incluindo os géneros Aspergillus, Penicilium e Trichoderma. Dentre os fungos
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filamentosos isolados de material em decomposicdo da Mata Atlantica brasileira, as
espécies mais promissoras em degradar o amido foram Aspergillus brasiliensis e
Rhizopus oryzae.

Um outro trabalho desenvolvido por Souza et al. (2020) mostrou que os fungos
gue apresentaram maior atividade amiloitica foram Aspergillus e Penicillium, dentre os
21 isolados de fontes ambientais.

Entre os fungos isolados de uma reserva natural na Colémbia, os géneros
Trichoderma, Penicillium, Mucor, Aspergillus e Lecythophora apresentaram ao menos
uma das sete atividades enzimaticas analisadas pelos autores, incluindo atividade
amilolitica (MONTOYA-CASTRILLON et al., 2021).

2.3 FUNGOS FILAMENTOSOS

2.3.1 Epicoccum nigrum

E. nigrum é um fungo saproéfita, que fornece um pigmento utilizado como
antifingico, geralmente encontrado como endofito em muitas espécies de plantas de
clima tropical. E. nigrum apresenta uma pigmentacéo escura na frente da colonia e em
seu verso apresenta conidioforos crescidos na superficie de um esporodoquio que é um
aglomerado de hifas pseudoparenquimatosas com aparéncia de almofada (FIGURA 2).
Na década de 50 foi realizado um estudo em 70 espécies de Epicoccum, que teve por
finalidade a unificacdo de todas essas espécies em uma Unica espécie variavel.

E. nigrum é um excelente produtor de metabdlitos secundarios de interesse
biotecnolégico, resultando em pigmentos carotendides e flavondides com acédo
antioxidante. Também € usado para detectar proteinas presentes em géis de
eletroforese, podendo ser encontrado como Deep Purple ™ Total Protein Stain.

Além disso, ele vem sendo utilizado no controle da podridado causada por Monilinia
laxa no péssego e na nectarina, no controle do Sclerotinia sclerotiorum em feijdo e

girassol e por fim no controle do Pythium em algoddo (FAVARO, 2009).
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FIGURA 2 - MORFOLOGIA MICROSCOPICA DE Epicoccum nigrum.

FONTE: Miniatlas Mikroorganism(l. Acesso em
http://old.vscht.cz/obsah/fakulty/fpbt/ostatni/miniatlas/epi.htm)

2.3.2 Penicillium oxalicum

O Penicillium apresenta grande importancia para a biotecnologia, muito utilizado
como modelo de estudo para diversas pesquisas, desde produ¢do de novos farmacos,
enzimas de interesses industriais, controle biologico até a producdo de metabdlitos
secundarios (PALLU, 2010).

O género Penicillium desempenha grande funcdo ecoldgica, pois decompde e
recicla a matéria organica. A espécie P. oxalicum apresenta colonias circulares,
pigmentacdo verde escura e superficie com textura aveludada, sendo uma linhagem
utilizada na agricultura, alimentacao e producao de enzimas. Sua estrutura microscopica
pode ser reconhecida pela presenca de filalides ramificadas, com fialésporos enfileirados
(FIGURA 3).
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FIGURA 3 - MORFOLOGIA MICROSCOPICA DE Penicillium spp.

;’/_ Conidiéforo

FONTE: Adaptado de Visagie et al. (2014).

2.3.3 Aspergillus oryzae

A. oryzae apresenta-se com uma coloracéo esbranquicada e depois fica com uma
coloracdo esverdeada e com o passar do tempo fica amarronzada, a textura da cultura
tem aspecto de ser aveludada, além disso, € encontrado no solo e em materiais vegetais
em decomposi¢do, em regides tropicais jA que requer temperatura de crescimento
relativamente quente. A espécie é uma grande aliada para a biotecnologia, ja que
apresenta um grande potencial de produzir e secretar grandes quantidades de proteinas
e principalmente enzimas (MACHIDA et al., 2008). Como todas as espécies do género,
a estrutura de reproducdo assexuada é representada por uma hifa aérea (conidiéforo)

gue forma uma vesicula com fialide e fialésporos (FIGURA 4).
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FIGURA 4 - MORFOLOGIA MICROSCOPICA DE Aspergillus spp.

oo -
0 0 BroPTT— Fialésporo
ome 0
0° %) o
oO
Py bo  Fidlide
o& o
°o° ° .
° % Métula
o
o° o
Oo °°
% i Vesicula
Conidiéforo

_~ Hifa

FONTE: Adaptado de Klich (2017).

2.3.4 Curvularia lunata

C. lunata apresenta hifas septadas, que podem ser geniculadas, simples ou
ramificadas. Os conidios s&o ligeiramente, mas distintamente curvados,
transversalmente multisseptados, com uma célula central normalmente expandindo e
mais escuro que as outras células (FIGURA 5) (GERMAIN, 2003).

Normalmente as espécies sdo patdégenos facultativos de plantas tropicais ou
subtropicais, contudo algumas podem ser isoladas em areas agricolas temperadas. Elas
podem causar infeccdo humana, incluindo onicomicose, ceratite, sinusite entre outras. A
morfologia da coldnia apresenta textura de 1a, a coloracao é branca tornando-se marrom
na superficie da colénia e no verso.

Algumas espécies de Curvularia impactam significativamente no melhoramento
global de cultivos, atuam como catalisadores em reatores em batelada para biossintese
de enzimas industriais e medicamentos, bioengenharia de nanoparticulas, agente
biofertilizante, biorremediadores e a¢cédo na bio-hidrometalurgia, dessa forma, pode-se
considerar que este género € de grande importancia para a biotecnologia € um vetor

indispensavel de desenvolvimento da bioeconomia.
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FIGURA 5 - MORFOLOGIA MICROSCOPICA DE Curvularia spp.

i\: Porésporo

FONTE: Adaptado de Marin-Felix et al. (2017).

2.3.5 Aspergillus fumigatus

A. fumigatus apresenta colbnias circulares, coloracdo verde-escura e uma textura
arenosa. Geralmente € encontrado em ambientes externos como janelas, portas,
entradas de aquecimento, ar condicionado e principalmente em ambiente hospitalar. E
um excelente decompositor na natureza, com isso apresenta um metabolismo variado
apropriado para repor nutrientes em qualquer condigcdo ambiental.

E um patdgeno oportunista com ciclo de vida assexuado, excelente esporulacéo
gue resulta em uma boa formacéo de conidios e com isso uma dispersao destes em
correntes de ar podendo ser aspirados por seres humanos e normalmente eliminados
pelo sistema de defesa do organismo. Porém, em seres humanos com baixa imunidade
esta infeccdo pode ser fatal (LATGE, 2009). A micromorfologia de sua reproducéo

assexuada é comum a todas as espécies do género (FIGURA 6).
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FIGURA 6 - MORFOLOGIA MICROSCOPICA DE Aspergillus fumigatus.

~~CONIDIOFORO

FONTE: Mesquita-Rocha (2019).

2.3.6 Alternaria alternata

A. alternata apresenta colénias com coloracdo parda, presenca de alteracdo da
coloracdo na superficie entre o contorno e as margens, variando de branco para palha.
S&o produtores de micotoxinas, nas quais realizam um importante papel na patogénese
e podem ser empregadas como agentes seletivos na sele¢do in vitro no nivel celular para
resisténcia a doencas (HAMID, 2000).

A morfologia microscopica desta espécie é reconhecida principalmente pelos
grandes conidios multicelulares marrons (FIGURA 7). Além disso, apresenta hifas
proliferantes dando origem a conidiéforos, cujos ramos formam conidios ainda imaturos.

Espécies de Alternaria podem representar fitopatdgenos importantes em muitas
plantas cultivadas comercialmente, com uma variedade de potenciais hospedeiros.
Porém, muitas cepas deste género sao simbidticas com muitas plantas, como enddfitos,

de forma assintomatica.
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FIGURA 7 - MORFOLOGIA MICROSCOPICA DE Alternaria spp.

Conidios

Conidioforo

FONTE: Adaptado de Ploetz e Freeman (2009).

2.3.7 Aspergillus niger

Este fungo atua como microrganismo importante no ambiente biotecnolégico pois
produz um grande namero de micotoxinas, € capaz de produzir ndo apenas proteinas e
enzimas em altas concentracfes, mas também produtos farmacéuticos que sao
benéficos para a saude humana e animal segundo Santos (2007). Esta espécie também
pode em alguns casos infectar animais e humanos, especialmente imunocomprometidos.

As infeccbes mais frequentes ocorrem no sistema nervoso, olhos e cavidades
orbitais. Recentemente foi relatada uma infeccdo na cavidade oral que se disseminou
para o sistema respiratério em um paciente infectado na epidemia de Covid-19,
mostrando que alguns isolados podem se adaptar as condicbes ambientais se
comportando como patdgenos oportunistas. A FIGURA 8 ilustra a morfologia da estrutura

de reproducdo assexuada dessa espécie.
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FIGURA 8 - MORFOLOGIA MICROSCOPICA DE Aspergillus niger.
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FONTE: Adaptado de Mokobi (2021).

2.3.8 Fusarium spp.

As espécies de Fusarium apresentam coldnias de crescimento rapido com
micélios aéreos em forma de feltro ou flocoso. As colbnias apresentam coloragdo
diversificada podendo ser rosa, bord6, branco e violeta azulado, isto vai depender da
espécie. Os conidios, alongados ou arredondados (FIGURA 8) sédo geralmente
produzidos em esporoddéquios e aparecem como manchas viscosas nas plantacdes
(MOLINA et al. 2015)

A maioria das espécies de Fusarium sédo encontradas nas frutas, uma vez que
produzem grandes quantidades de micotoxinas que geram podridao radicular, cancros e
murchacé&o das folhas, o que pode gerar doencas tanto em humanos quanto em animais.
Contudo, eles podem ser muito benéficos, ja que produzem metabdlitos secundarios,
podem ser usados como pigmentos ou ter atividades bioldégicas com importancia na area
médica (NIRMALADEVI et al., 2014).
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FIGURA 9 - MORFOLOGIA MICROSCOPICA DE Fusarium spp.

Conidios alongados e septados

FONTE: Adaptado de Hatai (2012).

2.3.9 Talaromyces purpurogenum

T. purpurogenum apresenta micélio predominantemente laranja e branco, com
algumas areas aveludadas, esporulacdo moderadamente densa, margens largas e
inteiras de micélio branco e com textura aveludada e flocosa. Esta espécie € muito
utilizada nas induastrias téxtil e producdo de papel, e outros. Este género produz acido
espiculisporico, o qual pode ser usado como detergente. A estrutura de reproducao

assexuada é muito similar as de Penicillium spp. (FIGURA 10).
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FIGURA 10 - MORFOLOGIA MICROSCOPICA DE Talaromyces spp.
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FONTE: Adaptado de Visagie e Jacobs (2012).

2.3.10 Trichoderma spp.

Os fungos do género Trichoderma apresentam colbnias com coloracao branca ou
branco-verde com um rapido crescimento micelial, geralmente encontrado no solo e em
raizes. Apresentam grande capacidade de produzir enzimas, também induz a resisténcia
localizada e sistémica em uma variedade de plantas e patdogenos de plantas e aumentam
a absorcao de nutrientes e a eficiéncia do uso de nitrogénio (HARMAN et al., 2004).

Trichoderma spp. pode contribuir para o crescimento e desenvolvimento das
raizes de plantas, para a produtividade das culturas e aumentar a resisténcia a estresses
abidticos e a absorcéo. Devido a este conhecimento, o género € considerado um aliado
no controle biolégico de pragas, com aplicabilidade biotecnoldgica. Sua estrutura
microscépica é reconhecida por hifas septadas com fidlides ramificadas e fial6sporos
terminais (FIGURA 11).
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FIGURA 11 - MORFOLOGIA MICROSCOPICA DE Trichoderma spp.
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FONTE: du PLESSIS et al. (2018).

2.3.11 Drechslera spp.

O género Drechslera spp. inicialmente apresenta-se com col6nia branca e com o
tempo torna-se acinzentado, sua textura é aveludada com crescimento rapido. Possui
hifas septadas, conidiéforos que podem ser simples, geniculados ou ramificados
(FIGURA 12). Apresenta conidios fusoides, distoseptados, possui tubo germinativo
desenvolvendo perpendicularmente ao eixo longo do conidio (GERMAIN, 2003).

Este género pode ser usado para a biorremediag&o da polui¢cdo por 6leo cru, pois
em altas concentracdes de NaCl e altas temperaturas ele degrada o hidrocarboneto,
condicOes estressantes encontradas no deserto do Kuwait (OBUEKWE et al., 2005).
Também é apto para a producdo de pigmentos amarelo-alaranjados, como por exemplo
o D. siccans que fornece herbicida natural para ervas daninhas, portanto, este género &

um excelente vetor para a biotecnologia (EVIDENTE et al., 2005).



FIGURA 12 - MORFOLOGIA MICROSCOPICA DE Drechslera spp.

Conidiéforo

FONTE: Adaptado de Sivanesan (1985).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 LOCAL DE REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS
Os experimentos foram realizados no laboratério do Nucleo Experimental de
Micologia Aplicada (NEMA) e no Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal

do Parana, Setor Palotina.

3.2 FUNGOS SELECIONADOS

Os treze fungos filamentosos analisados nesse trabalho foram: Alternaria
alternata, Aspergillus fumigatus, A. niger, A. oryzae, Curvularia lunata, Drechslera sp.,
Epicoccum nigrum, Fusarium sp. (isolados 1, 2 e 3), Penicillium oxalicum, Talaromyces

purpurogenum e Trichoderma sp.
3.3 CULTIVO DOS FUNGOS

Os fungos selecionados foram isolados, em um trabalho anterior, de abelhas sem
ferrdo Scaptotrigona bipunctata (Tubuna) e Tetragonisca angustula (Jatai) e sao
pertencentes a Micoteca do NEMA. Os fungos foram repicados para placas contendo
(Agar Sabouraud Dextrose - SDA), com auxilio de alga microbiologica, em condicdes
assépticas. Apoés a inoculacdo dos fungos, as placas foram incubadas de 28 a 30°C por

5 dias para ocorrer o desenvolvimento do micélio na superficie do agar.

3.4 OBSERVACAO DAS CARACTERISTICAS MACRO E MICROSCOPICA DOS
FUNGOS

Essas observacdes foram realizadas para a confirmacao da pureza das coldnias
e registro das caracteristicas macro e microscopica de cada fungo analisado. Apds o
crescimento das colbnias flungicas, analisou-se as suas caracteristicas macroscoépicas
como a cor, textura e tamanho. Posteriormente iniciou-se a analise microscopica, em que
foram preparadas laminas para a analise com o auxilio de um microscopio éptico com o
objetivo de observar e identificar as principais estruturas como hifas e estruturas de
reproducdo assexuada. Na preparagao das laminas para microscopia de luz utilizou-se
a técnica com fita adesiva (durex), em que um pedaco de fita foi estendida sobre a

superficie da colénia e em seguida foi removida cuidadosamente e aderida a lamina
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contendo corante lactofenol azul de algodao. Apos a preparacado das laminas, procedeu-

se a observacao microscoépica e a fotodocumentacao.

3.5 TESTE DA ATIVIDADE AMIOLITICA

A avaliacdo da atividade amilolitica dos fungos foi realizada em placas de Petri
contendo meio de cultura Czapek-Dox Agar (CDA) que utiliza o amido solavel (2%) como
Unica fonte de carbono. O meio CDA foi preparado com 20 gramas de amido sollvel; 1
grama NaNOs, 1 grama de K2HPOs4, 5 gramas de MgSOs, 1 grama de FeSO4 e 15 gramas
de agar bacteriolégico (BALKAN e ERTAN, 2005). O pH do meio foi ajustado de 7,0 para
4,0; 4,5; 5,0 e 5,5 com NaOH ou HCL. Apos o ajuste do pH o meio foi esterilizado em
autoclave a 121°C por 20 min.

3.6 MEDICAO DO HALO DE HIDROLISE DO AMIDO

Os fungos previamente cultivados em SDA foram repicados, com o auxilio de uma
alca microbiolégica, para o centro de placas de Petri contendo o Agar Czapek-Dox.
Foram considerados cultivos de 3 e 5 dias e cada fungo foi cultivado em triplicata, para
cada tempo de incubacédo. Apds o tempo de incubacéao, foi adicionado Lugol a 1% sobre
a cultura, até cobrir toda a placa e o excesso foi removido. Para visualizacéo da formacao
do halo de hidrolise do amido, as placas foram mantidas em temperatura ambiente por
24 horas. Os halos foram inspecionados visualmente e com o auxilio de um contador de
colénias, com iluminacédo de led. Os halos foram medidos com auxilio de uma régua
centimetrada (FIGURA 13).



FIGURA 13 — MEDICAO DO HALO DE DEGRADAGAO DO AMIDO.

/4

FONTE: O autor (2023).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ASPECTOS MACRO E MICOSCOPICOS DOS FUNGOS FILAMENTOSOS

As principais caracteristicas macromorfolégicas dos fungos, incluindo morfologia,
coloracdo e aspecto das coldnias estdo apresentadas na TABELA 1 e FIGURA 14. A
FIGURA 15 mostra as caracteristicas microscépicas, evidenciando as hifas e estruturas
de reproducéo assexuadas.

TABELA 1 - CARACTERISTICAS MACROMORFOLOGICAS DOS FUNGOS.

Aspecto da col6nia

Fungo Aspecto Textura Cor Bordas
Alternaria lunata Filamentoso  Algodonosa Branco Regulares
Aspergillus fumigatus Filamentoso  Arenosa Verde-escuro Irregulares
Aspergillus niger Filamentoso  Arenosa Preto Irregulares
Aspergillus oryzae Filamentoso  Algodonosa Branco/Verde Regulares
Curvularia lunata Filamentoso  Algodonosa Acinzentado Regulares
Drechslera spp. Filamentoso  Algodonosa Acinzentado Regulares
Epicoccum nigrum Filamentoso  Algodonosa Amarelo/ Branco Regulares
Fusarium sp. (1) Filamentoso  Algodonosa Branco Regulares
Fusarium sp. (2) Filamentoso  Algodonosa Branco Irregulares
Fusarium sp. (3) Filamentoso  Algodonosa Branco Regulares
Penicillium oxalicum Filamentoso  Arenosa Verde-escuro Irregulares
Talaromyces Filamentoso  Algodonosa Branco Irregulares
purpurogenum

Trichoderma sp. Filamentoso  Algodonosa Verde-escuro Regulares

FONTE: O autor (2023).

Todos os fungos apresentados acima mostraram aspectos de serem filamentosos,
ou seja, eles apresentaram hifas. Os fungos Alternaria luneta, Aspergillus oryzae,
Curvularia lunata, Drechslera sp., Epicoccum nigrum, Fusarium sp. (1), Fusarium sp. (2),
Fusarium sp. (3), Talaromyces purpurogenum e Trichoderma spp. apresentaram textura
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algodonosa, ja os fungos Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger e Penicillium oxalicum
textura arenosa.

Em relacdo as cores os fungos Aspergillus oryzae e Epicoccum nigrum exibiram
duas cores, isto porque as cores destes podem mudar com o tempo, ou seja, de branco
passam a ser verde e amarelo, respectivamente. O Alternaria lunata, Fusariuns (1), (2) e
(3), Talaromyces purpurogenum apresentaram a cor branca e o Aspergillus fumigatus,
Penicillium oxalicum e Trichoderma sp. apresentaram cor verde escuro. Aspergillus niger
coloracao preta, Curvularia luneta, Drechslera spp. coloracéo acinzentada.

As bordas variaram de regulares a irregulares, mas grande parte apresentou-se
como regular sendo eles: Alternaria luneta, Aspergillus oryzae, Curvularia luneta,
Drechslera sp., Epicoccum nigrum, Fusarium sp. (1), Fusarium sp. (3) e Trichoderma
sp., ja os fungos Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Fusarium sp. (2), Penicillium

oxalicum e Talaromyces purpurogenum mostrou-se com bordas irregulares.

FIGURA 14 - MACROMORFOLOGIA DOS FUNGOS ANALISADOS

Alternaria alternata  Aspergillus fumigatus Aspergillus oryzae ~ Curvularia lunata Epicoccum nigrum

Aspergillus niger  Penicillium oxalicum Talaromyces purpurugenum Trichoderma sp.  Drechslera sp.

Fusarium sp. (1) Fusarium sp. (2) ~ Fusarium sp. (3)

FONTE: O autor (2023).



FIGURA 15 - MICROMORFOLOGIA DOS FUNGOS ANALISADOS

Epicoccumnigrum

Trichoderma sp. Penicillium oxalicum

Fusariumsp .2 Drechslera sp. Fusariumsp .1

FONTE: O autor (2023).
LEGENDA: Aumento de 400x.

34



35

Em relacdo a micromorfologia deste fungos a Alternaria alternata é identificada
por apresentar grandes conidios multicelulares marrons, além disso, apresenta hifas
proliferantes dando origem a conidioforos, aspergillus fumigatus apresenta fialosporos
agrupados ao fidlides que estdo na vesicula, aspergillus oryzae é representada por uma
hifa aérea (conidiéforo) que forma uma vesicula com fidlide e fialésporos, curvularia
lunata é representada por uma hifa aérea (conidiéforo) que forma uma vesicula com
fidlide e fialdsporos, epicoccum nigrum apresenta conidiéforos crescidos na superficie de
um esporodoéquio, aspergillus niger apresenta fialosporos agrupado ao fialide que estéo
na vesicula, trichoderma sp. é reconhecida por hifas septadas com fialides ramificadas e
fialosporos terminais, penicillium oxalicum pode ser reconhecida pela presenca de
filalides ramificadas, com fialésporos enfileirados, talaromyces purpurugenem apresenta
conidios se desprendendo das filalides, pois sdo muito esporulentos e o fusarium spp.

apresenta-se com conidios, alongados ou arredondados.

4.2 AVALIACAO DO POTENCIAL AMIOLITICO DOS FUNGOS

O teste do potencial dos fungos, em degradar o amido em meio sélido foi
realizado, primeiramente, em CDA preparado em trés diferentes pHs (4.0, 4.5, 5.0 e 5.5).
Os resultados ndo mostraram diferencas significativas (dados ndo mostrados), mas
aparentemente o halo formado em pH 4,5 foi um pouco mais pronunciado e optou-se em
realizar os ensaios apenas nesse pH, ja que outros autores também utilizaram esse valor.
Aydogdu e colaboradores (2012) verificaram o efeito do pH (4,0; 4;5; 5;0; 5;5 e 6;0) do
meio CDA na atividade amilolitica de trinta e oito diferentes fungos filamentosos e
observou que, as variac6es dos halos nos diferentes pHs depende da espécie fangica,
como citado por Shafique et al. (2009). A selecdo de espécies de fungos que séo
adequados para a producdo de amilases depende das condicbes ambientais,
principalmente do pH.

Quanto ao tempo de cultura fangica, foi avaliado o halo de hidrélise do amido em
culturas de trés e cinco dias. Os resultados das medidas dos halos e as imagens estao
apresentados na TABELA 2 e FIGURAS 16 e 17 (fungos que apresentaram halo) e 18 e

19 (fungos que néo apresentaram halo de hidrélise do amido).



TABELA 2 - MEDIDA DOS HALOS DE HIDROLISE DO AMIDO
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Fungos Média das triplicatas para cada tempo de cultivo
3 dias 5 dias

Alternaria alternata 3 mm 5 mm

Aspergillus oryzae 2 mm

Curvularia lunata 9 mm 11 mm

Drechslera sp. 8 mm

Fusarium sp. (1) 15 mm 15 mm

Fusarium sp. (2) 10 mm

Fusarium sp. (3) 12 mm

FONTE: O autor (2023)

O género Fusarium spp. apresentou o maior halo, em segundo lugar, Curvularia

lunata e na sequéncia, Drechslera sp. Alternaria alternata e Aspergillus oryzae. Exceto

para A. alternata, Drechslera sp. e o isolado 1 de Fusarium, ndo foi possivel fazer a

medida dos halos no tempo de cinco dias, pois a colbnia fungica se espalhou pela placa.



FIGURA 16 - FUNGOS QUE APRESENTARAM HALO DE HDROLISE DO AMIDO

3 dias 5 dias

Fusariumsp. 1

Fusariumsp. 2

Fusariumsp. 3

FONTE: O autor (2023).
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FIGURA 17 - FUNGOS QUE APRESENTARAM HALO DE HDROLISE DO AMIDO

Aspergillus oryzae Alternaria alternata

Curvularia lunata

Drechslera sp.

3 dias

5 dias

FONTE: O autor (2023).
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FIGURA 18 - FUNGOS QUE NAO APRESENTARAM HALO DE HDROLISE DO AMIDO
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FONTE: O autor (2023).
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FIGURA 19 - FUNGOS QUE NAO APRESENTARAM HALO DE HDROLISE DO AMIDO

3 dias 5 dias

Aspergillus fumigatus

Talaromyces purpurogenus

Trichoderma sp.

FONTE: O autor (2023).

ALMEIDA et al. (2017) verificaram a atividade amilolitica de vinte e cinco fungos
filamentosos isolados a partir de material em decomposicao coletados na Mata Atlantica
Brasileira. As duas cepas que produziram mais amilases foram identificadas como
Aspergillus brasiliensis e Rhizopus oryzae. As amilases desses fungos apresentaram
atividade 6tima na faixa de pH de 4,0-5,5 e temperatura entre 50 e 60°C. Nesse trabalho,

0s autores testaram véarias fontes de carbono (amido, farelo de trigo, glicose, maltose,



41

cevada, bagaco, milho moido e farinha de aveia), adicionados ao meio de cultura,
visando determinar o tipo de amilase sintetizada em condicbes Otimas de
desenvolvimento do microrganismo. Os produtos dos ensaios enzimaticos foram
aplicados em Cromatografia em Camada Fina (TLC) e uma solugéo.

Fungos isolados no Semiarido Paraibano foram analisados quanto a capacidade
amilolitica por Coelho et al. (2018). As analises foram realizadas a partir de 50 isolados,
dos quais apenas 27 apresentaram crescimento em meio BDA e destes apenas 10 (dez)
(37,04 %) apresentaram atividade amilolitica. A formacao do halo foi verificada apds 72
horas de crescimento fungico. A determina¢cédo da producdo enzimatica foi realizada do
mesmo modo que foi utilizado no nosso trabalho, em meio sélido composto de agar e
amido soluvel. Os autores verificaram a atividade da amilase através da determinacao
do indice enzimatico (IE), calculado pela razdo do diametro da colénia pelo diametro do
halo de degradacao do amido. Nesse trabalho, os fungos n&o foram identificados.

Cepas de fungos isoladas de diferentes residuos agricolas comuns, na Nigéria:
cascas de mandioca, cascas de inhame, cascas de banana, cascas de banana e
residuos de cervejaria foram analisados quanto a producéao de amilase, utilizando cultivo
submerso e em estado sélido (ADENIRAN e ABIOSE, 2009). A quantidade de amilase
produzida foi verificada a partir da estimacdo da quantidade de acguUcares redutores
produzidos apos incubacao a 40°C com concentracdo conhecida de solugdo enzimatica.
Os fungos que apresentaram maiores atividades foram Helminthosporium oxysporium,
Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus e Penicillium frequestans.

Em um trabalho recente, Boro e Narzary (2022) isolaram varios fungos e leveduras
para verificar a capacidade de producéo de cerveja, a partir de glicose e amido. Dentre
os isolados, as espécies Hyphopichia burtonii, Mucor circinelloides, Mucor indicus,

Penicillium citrinum e Saccharomycopsis fibuligera, apresentaram capacidade amilolitica.
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5 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Enzimas isoladas de microrganismos apresentam um grande potencial de
aplicacdo biotecnoldgica e industrial j& que podem ser produzidas em larga escala.
Dentre o0s microrganismos produtores de enzimas hidroliticas, os fungos sé&o
considerados 0os organismos mais estudos pois sao grandes degradadores de matéria
organica, pois muitas espécies realizam digestdo extracelular. Recentemente a
demanda por enzimas de origem fungica vem crescendo, e neste sentido, faz-se
necessario estudos que busquem microrganismos capazes de produzirem estas
enzimas. Este trabalho contribui para o conhecimento do e prospeccdo de fungos
isolados de abelhas sem ferrdo, na regido Oeste do Parana, com potencial
biotecnoldgico. Os halos observados de hidrélise de amido indicam que os isolados
fungicos: Alternaria alternata, Aspergillus oryzae, Curvularia lunata, Drechslera sp. e
principalmente Fusarium sp., podem ser empregados em bioprocessos na producédo de
enzimas com atividade amilolitica. Pretende-se, futuramente, realizar ensaios mais
avangados como a analise da cinética enzimatica, isolamento das amilases e teste com

outros parametros de cultivo.
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