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RESUMO

Os fungos filamentosos sdo microrganismos quimiorganotréficos, aerdbios que
existem em diferentes habitats, como a Mata Atlantica. Apresentam uma grande versatilidade
metabdlica, tornando-os alvos de estudos de perfil enzimético para fins biotecnoldgicos.
Assim, o presente trabalho objetivou bioprospectar fungos filamentosos com capacidade
celulolitica a partir de amostras de solo coletadas no Parque Nacional de Itatiaia. Foram
isolados 9 fungos em meio seletivo contendo celulose microcristalina como fonte de carbono.
Os isolados de fungos foram crescidos em meio de sais contendo papel de filtro como
principal fonte de carbono a 28°C / 200 rpm / 7 dias. Ao longo de 3, 5 e 7 dias, aliquotas
foram coletadas, centrifugadas e a atividade de endoglucanase determinada pela
guantificacdo de acucares redutores (DNS). A maior atividade (1.633,48 U/l) foi detectada
pelo isolado 114-13 ao fim de 7 dias. Esse estudo sugere o potencial de fungos filamentosos
da Mata Atlantica na degradacdo de biomassa vegetal.
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INTRODUCAO

Os fungos sdo microrganismos eucariéticos, saprofitas ou parasitas, pertencentes ao
dominio Eukarya e classificados no reino Fungi. De acordo com Hibbett et al. (2007), a nova
classificacdo do reino dos fungos € composta por 7 filos, 10 subfilos, 35 classes, 12 subclasses
e 129 ordens. Os fungos podem ser encontrados abundantemente no solo, sendo de grande
importancia dentro dos ecossistemas terrestres, onde exercem importante papel na
decomposicdo de material orgédnico através da secrecdo de enzimas extracelulares que
digerem matéria organica complexa (Heaton et al., 2012, Madigan et al., 2012), o que 0s
tornam potenciais fontes de enzimas com aplicabilidade biotecnolégica. Dentre as enzimas
fangicas de grande relevancia industrial e ambiental, destacamos as holocelulases, amilases,
peroxidases, peptidases, entre outras (Lange et al., 2012).

A parede celular vegetal € o maior reservatério de fonte de carbono renovavel em a
natureza, e contém trés importantes constituintes polimericos: a celulose, as hemiceluloses e a
lignina (Goyal et al., 2008). A estrutura da celulose pode ser quebrada por intermédio de um
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complexo enzimatico que reconhece as ligacbes B-1,4 entre as moléculas de glucose,
denominadas celulases, que apresentam grande potencial biotecnoldgico. As celulases sdo
divididas em 3 grupos: endoglucanases (EC 3.2.1.4), exoglucanases ou celobiohidrolases (EC
3.2.1.91) e B-glucosidases (EC 3.2.1.21). Assim, o presente estudo objetivou isolar e
selecionar fungos filamentosos celuloliticos de solo coletado na parte baixa do Parque
Nacional de Itatiaia (PNI).

MATERIAL E METODOS
ISOLAMENTO DE FUNGOS CELULOLITICOS

Duas amostras de solo foram coletada na parte baixa do Parque Nacional de Itatiaia, a
denominada 114 a uma altitude de 1.104m (22.431493°S / 44.621872°W) e a denominada 15 a
uma altitude de 1.216m (22.256173°S / 44.370904° W). O isolamento de ambas as amostras
foi processado de acordo com a metodologia da Diluicdo Seriada, com plaqueamento em
meio de sais suplementado com celulose microcristalina. As placas foram incubadas a 30°C
por 10 dias e os fungos crescidos foram transferidos para placas contendo meio de Agar Malte
(pH 5.5). Os fungos crescidos de forma pura foram conservados em agua estéril (Castellani,
1939).

Os fungos foram identificados pela técnica do microcultivo, no qual estruturas de
reproducdo anamorfa foram visualizadas em microscépio éptico, no aumento de 100x e 400x.

DETECCAO DA ATIVIDADE CELULOLITICA

O meio fermentativo consistia de 1.0% (p/v) papel de filtro Whatman n°1 (1,0 cm?) e
0.1% (p/v) extrato de levedura em solucdo de sais (pH 5,5) contendo (g/l): 2.0 K,POy; 1.4
(NH,4)2S0y4; 0.3 MgS0,4.7H,0; 0.3 CaCly; 0.005 FeSO,4.7H,0; 0.00156 MnSO,4.7H,0; 0.0014
ZnS0,4.7H,0; 0.002 CoCl, (Mandels & Weber, 1969). Cada Erlenmeyer (250 mL) continha
60 mL de meio fermentativo, o qual foi inoculado com 2 slots (0,5 cm?) do crescimento
micelial do fungo em meio Agar Malte (ap6s 10 dias de incubacdo a 28°C, pH 5,5) a ser
estudado e entdo o sistema foi incubado a 28°C / 200 rpm / 7 dias. Aliquotas foram retiradas
ao fim de 3, 5 e 7 dias. Os sobrenadantes foram obtidos apds filtracdo em filtro de vidro
sinterizado (n °3) e congelados a -18°C para andlises posteriores. O sistema de analise foi
conduzido em duplicata. As linhagens 114-2, 114-12, 114-13, 114-16 e 114-17 da amostras
114 e 15-1, 15-3, 15-4 e 15-6 foram escolhidas inicialmente para a analise do perfil celulolitico.

ENSAIO ANALITICO

A determinacgdo da atividade de endoglucanase (CMCase) foi conduzida através da
quantificacdo dos agUcares redutores gerados na presenca de 2.0% (p/v) carboximetilcelulose
em tampao citrato de sodio, 50 mM, pH 4,8, pelo método DNS (Miller, 1959), como descrito
por Ghose (1987). O sistema enzimatico foi incubado a 50 °C por 20 min e a leitura foi
realizada por espectrofotdmetro a 540 nm. Uma unidade de atividade enzimatica (U)
correspondeu a liberacdo de 1 umol de glucose equivalente por minuto nas condigdes do
ensaio. Todos os ensaios analiticos foram realizados em triplicata.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

Os fungos das amostras 114 e 15 foram isolados de solo de area florestal (Mata
Atlantica), a uma altitude de aproximadamente 1.100 m e 1.200 m, respectivamente.
Utilizando meio seletivo contendo celulose microcristalina como Unica fonte de carbono, foi
possivel isolar ao todo 9 linhagens de fungo filamentoso da amostra 114 e 7 linhagens de
fungo filamentoso da amostra 15. Esses fungos foram identificados como sendo dos géneros
Penicillium (isolado 114-2), Trichoderma (isolados 114-12, 114-13, 114-16 e 114-17). Os
fungos isolados da amostra 15 n&o foram identificados. Os isolados 114-13 e 15-6
apresentaram maior atividade de endoglucanase (1.633,48 U/l e 1.357,38 UII,
respectivamente), ao fim de 7 dias (Figuras 1 e 2). O isolado 114-2 também apresentou uma
boa atividade de endoglucanase (1.024,89 U/I) ao fim de 5 dias. Ja os isolados 15-1, 15-3,
11416 e 114-17 apresentaram atividade de endoglucanase inferior a 500 U/I, como observado
nas Figuras 1 e 2.
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Dados na literatura sugerem que os valores obtidos no presente trabalho, em condigdes
ndo otimizadas, sdo promissores. Grigorevski-Lima et al. (2013) observou a producgédo de
celulases pela estirpe Trichoderma atroviride 676, isolada da floresta amazonica, obtendo
valores de 1.900 U/l de endoglucanase (CMCase) na presenca de 3,0% (p/v) bagacgo de cana e
0,3% (p/v) milhocina. Castro et al. (2010) observou valores de endoglucanase para o fungo
Penicillium funiculosum variando entre 446,0 e 3.588,0 U/l em diferentes substratos naturais e
em condicdes otimizadas. Os resultados aqui obtidos indicam que os fungos de Itatiaia
apresentam potencial celulolitico de grande relevancia.

CONCLUSOES

O Parque Nacional de Itatiaia pode ser considerado um importante “hot spot” na busca
de novos fungos com potencial celulolitico. Em estudos anteriores (Longo et al., 2013),
algumas linhagens isoladas apresentaram excelente potencial celulolitico. Os dados
apresentados aqui fazem parte de um amplo projeto de bioprospeccdo e novos estudos
deverdo ser realizados em outras amostras de solo e serrapilheira do Parque Nacional de
Itatiaia para determinar o perfil celulolitico dos fungos filamentosos deste bioma.
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