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Isolamento e selecdo de fungos celulésicos provenientes de
solo de mata atlantica.

Felipe Alexandre Tenério®: Jodo Manoel da Silva'? : Erica Livea Ferreira
Guedes ©: Tania Marta Carvalho dos Santos®: Ludmilla Santos de
Albuquerque®; Ana Ligia Silva de Melo®.

@ Académico do Curso de Graduagdo em Agronomia, Universidade Federal de Alagoas, CEP 57100-00,

Rio Largo, AL, felipetenorio_@hotmail.com ;

@professora Orientadora CECA/Universidade Federal de Alagoas, CEP 57100-00, Rio Largo, AL;
® Mestranda em Agricultura e Ambiente, Universidade Federal de Alagoas, CEP 57309-005, Arapiraca,

AL;

“ Doutoranda do Renorbio- CECA/Universidade Federal de Alagoas, CEP 57100-00, Rio Largo, AL.

RESUMO: Com o presente trabalho, objetivou-se
selecionar cepas de fungos isolados de solo de
mata atlantica, com potencial de producéo de
celulase. Foi feita a coleta de solo numa area
demarcada de 50m’ , onde as amostras foram
coletadas em “zig-zag” a uma profundidade de O-
20 cm, acondicionadas em saco plastico e levadas
ao laboratério. A atividade de producdo de
celulase foi determinada preliminarmente com
meio de cultura CMC com papel filtro, onde nove
dos onze isolados apresentaram crescimento na
superficie do papel. Posteriormente, os fungos
selecionados foram inoculados em meio de cultura
Celulose Acidos para producdo de halo de
hidrélise. Foram obtidas 3,22x10> UFCg-*, meio de
Martin dos quais nove isolados apresentaram a
capacidade de crescimento em meio de cultura,
onde a Unica fonte de carbono a producédo foi a
celulose, dentre estes oito formaram halo de
hidrolise.

Termos de Indexacgdo: carboximetilcelulose,
celulose, mata atlantica.

INTRODUCAO

A celulose é considerada como uma das Unicas
fontes renovaveis de carbono, além de ser
disponivel em grandes quantidades em residuos
celulésicos, representando mais de 60% dos
residuos agricolas. Estima—se que a producdo
anual de celulose atinja a casa dos 100 bilh&es de
toneladas. A celulose é hidrolisada
enzimaticamente pela celulase, que né&o
corresponde a uma Unica enzima, mas a acao
sinergistica de endoglucanases e exoglucanases
sintetizadas por microrganismos (BAYER e
LAMED, 1992; VALENZUELA et al., 2001).

Os fungos celulésicos vivem, em sua maior
parte, no solo e em restos de matéria organica,

como a serrapilheira sendo desta forma, um dos
responsaveis por sua decomposic¢do. Estes micro-
organismos possuem a capacidade de degradar
moléculas como celulose e lignina através da acéo
de enzimas produzidas pelo préprio fungo. Tais
enzimas possuem grande aplicagéo industrial.

A degradacdo microbiana da celulose é total e
especifica, e tem estimulado o uso dos processos
de fermentacao celulésica pelo homem (Linchy et
al., 1981). A celulose, dentre os materiais naturais,
€ o biopolimero mais abundante do mundo (Bayer
e Lamed, 1992). Muitos estudos continuam
encontrando mais aplicagbes econdmicas para
esse residuo celuldsico nativo, o qual apresenta
60% de todo residuo agricola. A maioria desses
residuos é utilizada como racdo animal ou
queimada como fonte de energia (Kansoh et al.,
1999).

As celulases sdo enzimas de importancia
econbmica e sdo vendidas em grandes volumes
tendo diferentes aplicagbes industriais, como por
exemplo, no processamento do amido, producgéo
de racdo animal, fermentacdo de gréos para
producdo de alcool, extracdo de suco de frutas e
vegetais polpa, industria de papel e industria téxtil
(Ogel et al., 2001).

Dentro deste contexto, objetivou-se, com o
presente trabalho, avaliar o potencial celuldsico de
fungos isolados de solo de Mata Atlantica nativa.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laborat6rio
de Microbiologia Geral, do Centro de Ciéncias
Agréarias da Universidade Federal de Alagoas na
cidade de Rio Largo-AL situada a 9°e 29'45"
de latitude sul, 35° e 49'54,” de longitude oeste e
165 m de altitude. Pela classificacdo de Képpen, a
area de estudo enquadra-se no tipo climatico As’,
é tropical litordneo Umido, com sol nos meses de
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setembro até maio, da primavera até o verao, com
temperatura variando em torno de 19°C a 32°C,
com chuva e temporais nos meses de junho até
agosto, do outono até o inverno, com
temperaturas variando em torno de 15°C a 26°C.
A umidade relativa do ar é de 79,2% e o indice
pluviométrico € 1.410 mm/ano. Para o isolamento
dos fungos, foi feita a coleta de solo numa area
demarcada de 50m’ , onde as amostras foram
coletadas em “zig-zag” a uma profundidade de O-
20 cm e acondicionadas em saco plastico e
levadas ao laboratério. As amostras foram
homogeneizadas e colocadas em uma bandeja e
posta para secar a temperatura ambiente por 24
horas. Passado esse periodo, foi pesada uma
amostra de 10g de solo e colocada em erlenmeyer
contendo 90mL de solugéo salina e agitado por 30
minutos para diluicdo seriada decimal de 10" a 10°
*. Aliquotas de cada diluicdo foram pipetadas e
distribuidas com auxilio da alga de Drigalski em
placa de Petri, contendo Meio de Martin. Apos
cindo dias de incubacdo em temperatura ambiente
as colbnias foram isoladas em meio de BDA
(Batata Dextrose Agar) com  sucessivas
repicagens até obtencao de colbnias puras.

A sele¢cdo quanto a capacidade celuldsica dos
isolados, foi feita utilizando o meio C.M.C.
(celulose microcristalina), em tubos de ensaio foi
colocado uma tira de papel de filtro esterilizado
medindo 7,0 x 1,0 cm de modo que a tira ficou em
média a 2,0 cm acima do nivel do meio. As
culturas foram incubadas na sala de camara de
fluxo a 28°C por 37 dias. A estimativa do niumero
de isolados celuloliticos por meio da utilizacdo de
tabela do nimero mais provavel.

Foi utilizada um meio de cultivo para
crescimento de  microrganismos  celulésica
contendo 0,5 g de NaNO3, 1,0 g de K2HPO4, 0,5
g de KCl e 0,5 g de MgSO4, completando o
volume para 1000 mL de agua destilada.

Os isolados que apresentaram potencial
celulésico foram avaliados para producdo de
celuloses totais, utilizando-se a técnica de
formacdo de halo de degradacdo. Os isolados
foram incubados em tubos de ensaio de 15 x 2,5
cm contendo o meio de celulose &cida, incubados
a 28°C.

Os halos de hidrolise foram medidos em
profundidade, os quais foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) e a analise de
médias pelo teste de Scott-Knott P (<0,05) pelo o
software estatistico SISVAR®versao 5.3.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos em meio de Martin 3,22x10°
UFCg™, dos quais nove isolados apresentaram a
caracteristica bdasica, isto é, capacidade de
crescimento em meio de cultura, onde a Unica
fonte de carbono foi a celulose, selecionados pelo
método preliminar em papel filtro como mostrado
na (Figura 1).

Figura 1 - Selecdo preliminar da producdo de
celulase em papel filtro.

Oito apresentaram a producdo de halo de
hidrolise (Figura 2), fazendo com que a agéo
enzimética altere a cor do meio de cultura do
opaco ao translacido.

Com relacdo halo de hidrélise, a analise de
varidncia (Tabela 1) detectou diferencas
significativas entre os isolados.

Tabela 1. Quadrados médios e coeficiente de variagdo
obtidos da andlise de varidncia para halo por
profundidade em tubos de ensaio, em meio de celulose
acida.

Fonte de variacdo GL QM F
Isolados 7 1.098 0.0011*~*
Repeticdo 2 0.315 0.1731
Erro 14 0.158

CV (%) 25,13

** Significativo P(<0,01)

Conforme se verifica na figura 3 os melhores
resultados foram obtidos para os isolados 1 e 7,
gue ndo diferiram significativamente entre si.



Figura 2 - Producdo do halo de hidrédlise em
profundidade.
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Figura 3 - Medias de halo por profundidade produzidas
em meio de celulose &cida em tubos de ensaio, por
isolados de fungos filamentosos

(LYND et al.,2002; BHAT; BHAT, 1997).

O interesse nos fungos filamentosos se deve a
sua capacidade de decompor diferentes
substratos, que é explorada gerando produtos ou
processos, como 0 isolamento de enzimas, a
biodegradacado de residuos e fermentacdo em
estado solido de residuos (GRIMM et al., 2005,
MARQUES, 2010).

CONCLUSAO

Os melhores resultados de producgéo de celulase
foram obtidos pelos isolados 1 e 7.
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