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RESUMO

FERNANDES, Ana Paula. Avaliacdo do potencial enzimético de fungos
filamentosos isolados de diferentes fontes. 2009. 58p. Dissertagdo (Mestrado
em Ciéncia dos Alimentos) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

As enzimas sd3o macromoléculas protéicas responsaveis pela aceleracao
das reagdes quimicas que mantém e regulam os organismos vivos. Ocorrem na
natureza e podem ser de fontes vegetais, animais e microbianas. Em razdo da
grande demanda das industrias as fontes microbianas sao mais usadas. Os fungos
filamentosos compdem o grupo de microrganismos com maior numero de
espécies e apresentam imensa variedade quanto a morfologia e aos atributos
fisioldgicos e bioquimicos. Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a
capacidade e o potencial dos fungos quanto a produgcdo de enzimas
extracelulares como amilases, celulases, proteases e lipases. Foram testados
fungos isolados de diversas fontes. Os testes foram realizados em meio de
cultura sélido especifico para cada grupo de enzima. A atividade enzimatica foi
expressa como indice enzimatico (IE), mediante a relacdo do didmetro médio do
halo de degradac¢do e o diametro médio da coldnia, apods cinco dias de incubagdo
em BOD a 25°C. A partir da metodologia executada neste trabalho, conclui-se
que dos microrganismos testados quanto ao potencial para a produgdo das
enzimas amilases, celulases, lipases e proteases 16,1%, 25,0%, 22,9% ¢ 7,0%
respectivamente apresentaram potencial enzimatico (IE > 2,00). Os fungos
Penicillium roqueforti (0060M), Cladosporium cladosporioides (0032M),
Cladosporium  cladosporioides (0035A), Cladosporium cladosporioides
(0034A), Cladosporium cladosporioides (0033A) e Aspergillus versicolor
(0031M) apresentaram potencial enzimatico positivo para a produgdo de mais de
uma enzima. Os microrganismos testados diferiram quanto ao potencial
enzimatico mesmo pertencente & mesma espécie. Dentre os isolados testados as
espécies que apresentaram os maiores indices enzimaticos foram Penicillium
verrucosum para atividade amilolitica, Penicillium crustosum para atividade
celulotitica, Cladosporium cladosporioides (0034A) para a atividade lipolitica e
proteolitica. Alguns isolados apresentaram potencial enzimatico relacionado
com as fontes de isolamento dos fungos e outros apresentaram diversidade
quanto ao potencial enzimatico, independente da fonte de isolamento.

Orientadora: Dra. Sara Maria Chalfoun - DCA/UFLA/EPAMIG.
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ABSTRACT

FERNANDES, Ana Paula. Evaluation of enzymatic potential of filamentous
fungi isolated from different sources. 2009. 58p. Dissertation (Master’s in
Food Science) — Federal University of Lavras, Lavras, MG.

Enzymes are protein macromolecules responsible for the acceleration of
the chemical reactions that maintain and regulate living organisms. They occur
in nature and can be from vegetable, animal and microbial sources. Due to high
industrial demand the microbial sources are the most used. The filamentous
fungi compose the group of microorganisms with highest number of species and
present immense variety as to morphology and physiological and biochemical
attributes. This study was conducted with the objective of evaluating the
capacity and the potential of the fungi as to the production of extracellular
enzymes such as amylase, cellulase, protease and lipase. Isolated fungi from
several sources were tested. The tests were carried out in solid culture medium
specific for each enzyme group. The enzymatic activity was expressed as
enzymatic index (EI), by the relationship of the average diameter of the
degradation halo and the average diameter of the colony, after five days of
incubation in BOD at 25°C. Based on the methodology executed in this work it
is concluded that of the microorganisms tested as to the potential for the
production of the enzymes amilase, celulase, lipase and protease 16.1%, 25.0%,
22.9% and 7.0% respectively, present enzymatic potential (EI > 2.00).
Penicillium roqueforti (0060M), Cladosporium cladosporioides (0032M),
Cladosporium  cladosporioides (0035A), Cladosporium cladosporioides
(0034A), Cladosporium cladosporioides (0033A) and Aspergillus versicolor
(0031M) presented positive enzimatic potencial for the production of more than
one enzyme.The tested microorganisms differed as to the enzymatic potential,
even those belonging to the same species. Among the isolates tested, the species
that presented the highest enzymatic indexes were Penicillium verrucosum for
amylolytic activity, Penicillium crustosum for cellulolytic activity,
Cladosporium cladosporioides (0034A) for lipolytic and proteolytic activity.
Some isolates presented enzymatic potential related to the fungi isolation
sources and others presented a diversity as to the enzymatic potential,
independent of the isolation source.

Adviser: Dra. Sara Maria Chalfoun — DCA/UFLA/EPAMIG.

v



1 INTRODUCAO

As enzimas sd3o macromoléculas protéicas responsaveis pela aceleracao
das reagdes quimicas que mantém e regulam os processos vitais. Elas podem ser
de origem animal, vegetal e microbiana. Estas ultimas sendo as mais aplicadas
nos processos biotecnoldgicos industriais, em razdo dos varios fatores como:
producdo em larga escala, grande variedade da atividade catalitica, facil
manipulacdo genética e ambiental.

Atualmente, as enzimas de origem microbiana sdo utilizadas no
processamento de alimentos, nas industrias de detergentes, téxtil, ragdes,
producdo de farmacos e na biologia molecular.

O mercado global da comercializagdo de enzimas foi estimado em US$
2 bilhdes em 2004 e para 2009 é esperado o alcance de quase US$ 2,4bilhdes.
Atualmente, grande parte das enzimas utilizadas nas industrias brasileiras ¢
importada. Isso poderia ser mudado, pois o Brasil possui uma grande
biodiversidade de microrganismos que poderiam ser utilizados. As pesquisas que
envolvem o estudo e a produgdo de enzimas com potencial industrial, sdo
importantes visto a constante busca por novos produtos e facilmente acessiveis
para um mercado exigente.

A selecdo de microrganismos com potencial para a producdo de enzimas
pode ser feita com o uso de meios de cultura soélidos ou liquidos. Os
microrganismos devem apresentar bom rendimento na produgdo da enzima, ser
de facil cultivo, facil manipulagdo e, principalmente, serem considerados como
GRAS (Generally Recognized As Safe — Geralmente Reconhecidos Como

Seguros).



Os fungos filamentosos compdem o grupo de microrganismos com
maior numero de espécies e apresentam imensa variedade quanto a morfologia e
atributos fisiologicos e bioquimicos (Purvis & Hector, 2000).

Este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a capacidade e o
potencial dos fungos isolados quanto a produgdo de enzimas extracelulares como

amilases, celulases, lipases e proteases.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Enzimas

As enzimas sdo catalisadores das reacdes que ocorrem nos sistemas
bioldgicos. A fungdo de um catalisador € aumentar a velocidade de uma reagao,
tendo um alto grau de especificidade por seus substratos e a velocidade das
reagdes enzimaticas varia de acordo com diversos fatores como concentragdo de
enzima ou substrato, temperatura e pH (Lehninger, 2006).

Depois dos antibidticos, as enzimas constituem o mais importante grupo
de produtos bioldgicos de necessidade humana. Intimeros processos industriais,
sobretudo nas areas de biotecnologia industrial, ambiental e de alimentos
utilizam as enzimas em varias de suas etapas (Pandey et al., 1999).

O uso pratico das enzimas tem sido explorado pelo ser humano ha
milhares de anos (Sharma et al., 2001). De forma direta, via emprego de
preparagdes enzimaticas brutas de origem animal ou vegetal; ou indiretamente,
pelo aproveitamento da a¢do enzimatica decorrente do crescimento microbiano
sobre determinados substratos. Por outro lado, a produgdo e uso de enzimas
microbianas, sob uma forma controlada, constituem o maior setor da industria
biotecnologica (Neidleman, 1991).

Preparagdes de enzimas comerciais podem ser derivadas de fonte
vegetal, animal ou microbiana, sendo esta ultima cada vez mais utilizadas na
industria alimenticia, destacando-se entre outras, as amiloglucosidases
termoestaveis, as proteases, as amilases e as pectinases, muito empregadas em
processos industriais, visando o aumento da produgdo e da qualidade,
melhorando a coloragdo ou reduzindo a viscosidade dos produtos (Souza &

Sommer, 2002).



Com o advento da engenharia de proteinas, existem importantes
aplicagdes de enzimas na industria, tais como as proteases e lipases que sdo
usadas na industria de detergentes, amilases e glucose-isomerase usadas no
processamento do amido (Cheetham, 1995).

O mercado de enzimas em 1997 foi estimado em USS$ 1,45 bilhdes,
sendo 38% desde mercado dominado pelos detergentes bioativos, com especial
destaque para as lipases de origem microbiana, por serem economicamente
atrativas, apresentarem baixa toxicidade e serem facilmente biodegradaveis,
causando menor impacto ambiental (Souza & Sommer, 2002). O segundo maior
mercado de enzimas ¢ a industria de amido (Ghorai et al., 2009).

Conforme reportagem da Bussiness Communications Company, Inc. o
mercado global de enzimas foi estimado em US$ 2 bilhdes em 2004 e para 2009
¢ esperado o alcance de quase US$ 2,4 bilhdes (Rajan, 2004; Hasan et al., 2006).

A base competitiva para se produzir e vender enzimas esta na qualidade
do produto desejado a um custo aceitavel por unidade de produto final. Portanto,
¢ com essa base que se buscam microrganismos para a produgdo de novas
enzimas industriais, utilizando-se normalmente organismos com classificacio
GRAS - Generally Recognized As Safe (Souza & Sommer, 2002).

As enzimas microbianas produzidas comercialmente sdo provenientes de
bactérias e fungos (filamentosos ou leveduras), sendo na sua maioria
extracelulares, da classe das hidrolases (Olson et al., 1994; Jaeger et al., 1994).

As enzimas sdo classificadas de acordo com sua especificidade. Muitas
enzimas foram nomeadas empregando o sufixo “ina”, geralmente em seguida do
nome da fonte de tal enzima (Lehninger, 2006). Muitos desses nomes s3o usados
até hoje (bromelina, papaina).

As enzimas sdo classificadas pelas reagdes que elas catalisam.
Antigamente as enzimas eram nomeadas pela adi¢do do sufixo “ase” ao nome do

substrato, ou a palavra ou frase que descrevia sua atividade. Algumas vezes, a



mesma enzima tinha dois ou mais nomes, ou duas enzimas diferentes tinham o
mesmo nome. Em razdo de tais ambiguidades e ao numero crescente de enzimas
recém-descobertas, por acordo internacional, foi adotado um sistema para
nomear ¢ classificar as enzimas (Lehninger, 2006). Podemos verificar a
classificagdo internacional (segundo a Unido Internacional de Bioquimica e

Biologia Molecular - IUBMB) das enzimas observando a tabela abaixo:

TABELA 1 Classificacdo Internacional das enzimas

N° Classe Tipo de reaco catalizada

1 Oxidorredutases Transferéncia de elétrons (ion hidreto ou atomo H)

2 Transferases Reagdes de transferéncia de grupos

3 Hidrolases Reagdes de hidrolise (transferéncia de grupos funcionais
para agua

4  Liases Adi¢ao de grupos em ligagdes duplas ou formacdo de
ligagdes duplas pela remogao de grupos

5  Isomerase Transferéncia de grupos dentro da mesma molécula para
formar isémeros

6  Ligases Formagdo de ligagdes C-C e C-N pelo aclopamento da

clivagem do ATP com as reagdes de condensagio

Fonte: Lehninger, (2006).

2.2 Enzimas de origem vegetal e animal

As enzimas de origem vegetal de interesse sdo, principalmente, as
proteases como papaina - extraida do latex do fruto verde do mamao; bromelina
- extraida do penduculo do abacaxi, ficina - extraida do latex da figueira (Rao et
al.,1998) e o malte variedade de enzimas originaria da germinagao de cereais.

No caso das enzimas vegetais, ha a necessidade de grande quantidade de
plantas para se obter a quantidade necessaria da enzima de interesse. Muitas
vezes, isso ndo € vidvel como consequéncia do alto custo da terra e custos

operacionais (Colen, 2006).



Dentre as lipases vegetais, as mais estudadas sdo as extraidas de cereais
e Oleos de sementes, localizadas em diferentes tecidos e, normalmente, ativas
durante a germinagdo (Mukherjee et al., 1994). Sdo obtidas pelo processo de
extragdo e, normalmente, tém sua aplicacdo na forma bruta (Paques & Macedo,
2006).

Dentre as enzimas de origem animal, tem importincia a pancreatina, a
tripsina e a quimotripsina, extraidas do pancreas de suinos; a pepsina extraida da
mucosa do estdmago de suinos; a renina ou coalho extraida do estdmago de
bezerros e a catalase extraida do figado e sangue de animais (Rao et al., 1998).

As enzimas de origem animal sdo subprodutos das industrias de carne,
cujo suprimento ¢ limitado, principalmente para atendimento a uma demanda

subita, em grande escala (Rao et al., 1998).

2.3 Enzimas microbianas

As enzimas estdo entre os mais importantes produtos obtidos para a
necessidade humana por meio das fontes microbianas (Pandey, 1999). Os
microrganismos sdo atualmente a primeira fonte na inddstria de enzimas: 50%
sdo originarias de fungos e leveduras, 35% de bactérias, enquanto o restante de
15% de plantas ou de animais de acordo com Boopathy (1994) citado por Rolle
(1998).

De acordo com Bon et al. (2008), preferencialmente, o microrganismo
utilizado em um processo de producdo enzimatica deve apresentar as seguintes
caracteristicas:

- ser seguro sobre o ponto de vista biologico (status GRAS);
- apresentar alta capacidade de sintese e excre¢do da enzima;
- suportar condigdes ambientais adversas, relacionados com a pressdo osmotica,

a temperatura e a forga idnica do meio,



- ser totalmente tolerante a presenga de substincias toxicas, que podem ser
geradas nos processos de tratamento da matéria-prima ou pelo proprio
metabolismo celular.

As enzimas microbianas sdo produzidas por varias espécies que tém sido
reconhecidas como seguras, incluindo alguns fungos como Aspergillus niger, A.
oryzae, A. awamori e Mucor miehei (Reed, 1993).

As enzimas microbianas sdo frequentemente mais Uteis que as enzimas
derivadas de plantas e animais, porque apresentam grande variedade da
atividade catalitica, maior rendimento, facil manipulacdo genética, produgdo nao
dependente de flutuagdes sazonais, rapido crescimento em meio de cultura.
Também sdo mais estaveis que as enzimas de fontes animais e vegetais; sdo
mais faceis de serem trabalhadas e seguras (Rao et al.,1998; Hasan et al., 1996,
Coelho & Nascimento, 2008).

As transformagdes quimicas em moléculas organicas mediadas por
microrganismos vivos ou catalisadas por enzimas de origem microbiana sdo
alternativas de grande potencial de aplicagdo na industria de alimentos (Gaden
Junior, 1985), como, por exemplo, enzimas extracelulares fingicas como
proteases 4cidas lipases, nucleases carbohidrases, sendo poucas as enzimas
intracelulares de importancia.

As enzimas extracelulares possuem uma serie de vantagens sobre as
intracelulares: 1) sdo secretadas no meio de cultura, ndo requerem técnicas de
ruptura celular que sdo dificeis de aplicacdo em larga escala; ii) o nimero de
enzimas excretadas ¢ limitado, sendo relativamente facil separar a enzima de
interesse no meio de crescimento e, por fim, as enzimas extracelulares sdo mais
compactas, sendo menos susceptiveis a desnaturagdo que as intracelulares
(Wiseman, 1985; Gacesa & Hubble, 1990).

Atualmente, a selecdo de novos microrganismos produtores enzimaticos

¢ talvez o maior obstaculo na comercializagdo de novas enzimas. Entretanto, a



otimizacdo das condigdes de cultivo, aliada a escolha de linhagens de
microrganismos apropriadas, podem levar a uma melhor produgdo enzimatica,

além de reduzir os custos (Carvalho, 2007).

2.4 Fungos

Os fungos sdo organismos eucariontes, aclorofilados, heterotréficos,
geralmente filamentosos, obtém seu alimento por absor¢ao, podem ser macro ou
microscopicos, propagam-se por meio de esporos e armazenam glicogénio como
fonte de reserva. Sdo organismos largamente distribuidos na natureza como no
ar, na agua, no solo e podem crescer nos mais diversos substratos (Pelczar, 1998;
Putzke & Putzke, 1998; Taniwaki & Silva, 2001; Guerrero & Silveira, 2003).

Impactos negativos ou positivos podem ser atribuidos aos fungos, sendo
que os primeiros residem na atuagdo como agente causador de doengas em
plantas (fitopatogénicos), biodeteriorizagdo (podriddo ou mofos) ou podem
causar doengas nos homens. Os impactos positivos encontram-se nos fatos de
que algumas espécies podem servir de alimentos para o homem, e t€m sido
aproveitadas pela suas atividades metabolicas na produgdo de enzimas
degradativas ou na sintese til de seus metabdlitos (Bennett, 1998).

A atencgao focalizada nos fungos em particular ¢ decorrente da producao
de enzimas e metabdlitos, incluindo antibioticos, acidos organicos, pigmentos ¢
outros aditivos alimenticios (Punt et at., 2002). Tém grande importincia na
industria de alimentos na producdo de cerveja, vinho, destilados, na panificagio;
na agricultura como agente de controle bioldgico de pragas e entre muitos outros
produtos uteis ¢ ainda inexplorados pelo homem (Melo & Azevedo, 1998).

Os fungos filamentosos secretam eficazes enzimas no meio ambiente

(Beneett, 1998), que auxiliam na degradagdo de produtos como a celulose € o



amido (Pelczar, 1996), porém somente 2% dos microrganismos do mundo tem
sido testados como fonte de enzimas (Hasan et at., 2006).

O Brasil, atualmente, importa a maior parte das enzimas que utiliza,
embora apresente um enorme potencial para produzi-las, por dois motivos em
especial: 1 - abundancia de matéria organica (residuos agricolas, como palha de
arroz, bagaco de cana, etc) que constitui um substrato de baixo custo para as
fermentagdes, 2 - e a enorme diversidade biologica (Canto & Menezes, 1995).

O género Aspergillus é o fungo mais importante para a produgdo
comercial de enzimas e tem sido usado ja por muitas décadas, para a produgdo
de enzimas extracelulares e acido citrico, sendo considerado um microrganismo
GRAS (Schuster et al., 2002). Algumas espécies desse género sdo fonte rica de
enzimas como pectinases, proteases ¢ amiloglicosidase, sendo essas enzimas as
primeiras a serem exploradas e originalmente produzidas em superficie de
cultura Frost & Moss (1987).

O uso de meio de cultura s6lido para a deteccdo de enzimas produzidas
por fungos tem sido utilizado ha varios anos. Hankin e Anagnostakis (1974)
relataram que as enzimas podem ser facilmente detectadas no meio solido.
Geralmente, as enzimas hidroliticas como, por exemplo: celulases, xilanases,
pectinases sdo produzidas por fungos em meio de cultura uma vez que tais
enzimas sao usadas na natureza pelos fungos para o seu crescimento (Pandey et
al., 1999).

O indice de atividade enzimatica (IE) ¢ um dos parametros
semiquantitativos mais usados para se avaliar a capacidade de produgdo de
enzimas pelos microrganismos em meio solido. O processo de selegdo de
microrganismos considerados produtores de enzimas inclui a correlagdo direta
entre o didmetro do halo de degradacdo e¢ a habilidade degradativa dos

microrganismos (Ceska, 1971; Lin et al., 1991).



Para avaliagdo do potencial enzimatico dos fungos, alguns autores
(Lealem & Gashe, 1994; Stamford et al., 1998) recomendam o indice enzimatico
(IE) >2,00. Dessa forma, os isolados que exibiram os maiores IE nos meios de
crescimento, s30 os que possuem maior atividade enzimatica extracelular
(Oliveira et al., 2006). Terra (2008) considerou o indice enzimatico > 2,00,
denominando os microrganismos como um produtor potencial de enzima em
meio solido.

Viarios trabalhos tém sido realizados quanto as selecdo de fungos de
interesse biotecnologico, como o trabalho realizado por Guimaraes et al. (2006).
Esses autores avaliaram 40 isolados fungicos quanto a produgdo de enzimas
microbianas. As enzimas testadas foram: xilanase, glicose-oxidade, fosfatase
alcalina, fitase, pectinase, e amilase. Entre os 40 isolados fungicos vinte trés,
destes exibiram potencial enzimatico. Niveis significativos de amilase foram
produzidos pelas espécies de Paecilomyces e Aspergillus phoenicis.

Bastos (2004) determinou a produgdo de enzimas em meio sélido e
representou os resultados em uma estimativa baseadas na intensidade da cor, ou
pela avaliagdo do didmetro dos halos formados nos meios de cultura. Oito
isolados de Crinipellis perniciosa formam testados quanto a producdo das
seguintes enzimas: amilases, celulases, lipases, polifenol-oxidases, peroxidases e
esterases, observando-se variabilidade nos resultados quanto a produgdo dessas
enzimas.

Sena et al. (2006) detectaram a producdo de amilases, proteases,
celulases em 20 isolados provenientes do solo do semiarido baiano e observaram
que 3 isolados apresentaram resultado positivo para celulases, 12 isolados
apresentaram resultados positivos para proteases e ndo foi constatada a produgéo
de amilases por nenhum dos isolados testados.

Luz et al. (2006) avaliou 29 isolados de fungos endofiticos quanto a

producdo de enzimas hidroliticas extracelulares (amilase, celulase, protease e
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lipase), desses isolados apenas 8 produziu atividade lipolitica, ndo sendo
constatado resultado positivo para as demais enzimas em estudo. Esses oito
isolados pertencem a género Colletotrichum, Glomerela, Fusarium.

Lima-Filho et al. (2003) observaram a produ¢@o enzimatica de amilase,
celulase, protease, e lipase por a 5 isolados de Coletotrichum spp. isolados de
diferentes frutas. Todos os isolados apresentaram resultados positivos para as

enzimas testadas.

2.5 Importéancia biotecnoldgica das enzimas

A biotecnologia pode ser definida como a aplicagdo do sistema
biolégico em técnicas que sdo utilizadas no processo industrial. O
desenvolvimento da biotecnologia ¢ responsavel por enzimas, alcoois, acidos
organicos produzidos pelos fungos filamentos (Bennett, 1998).

Atualmente, as enzimas de origem microbiana sdo utilizadas no
processamento de alimentos, na manufatura de detergentes, na industria téxtil e
farmacéutica, terapia médica ¢ na biologia molecular (Coelho & Nascimento,
2008).

As enzimas sdo usadas também na fabricagdo de suco de frutas. A
adicdo de pectinases, xilanases, ¢ celulases melhoram a liberagdo da polpa do
suco. As pectinases e amilases sdo usadas para clarificacdo de sucos (Ghorai et
al., 2009). Em algum estagio ou outro hé a utilizagdo das enzimas, seja nas areas
industriais como no meio ambiente ou na biotecnologia alimentar (Pandey et al.,

1999).
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2.6 Importéncia da manipulacéo genética em microrganismos

A exploragdo e a manipulagdo da natureza e de seus recursos, de inicio
como simples matéria-prima utilizada na constru¢do de uma base material para
as sociedades industrializadas, vém também servindo como fonte para as
experimentacdes da ciéncia e tecnologia avangadas, dando origem a fabricagdo
de produtos de alta sofisticacdo e de elevado valor agregado no mercado
mundial (Albagli, 1998).

As modificagdes genéticas tém sido usadas para melhorar a capacidade
de producdo e secrecdo de enzimas por microrganismos. Até o momento,
somente um numero limitado de espécies de fungos foi explorado como células
hospedeiras para a producdo de enzimas recombinantes. Enzimas naturais ou
recombinantes sdo, principalmente, produzidas por Aspergillus niger,
Aspergillus oryzae e Trichoderma reesei e também outras espécies (Punt et al.,
2002).

A manipulacdo genética pode aumentar a produtividade e minimizar
efeitos na producdo de subprodutos indesejaveis (Hasan et al., 2006; Meyer,
2008). Os genes podem ser manipulados em varios sentidos na ordem de
melhorar as propriedades das enzimas ou para aumentar o rendimento (Bennett,

1998).

2.7 Principais enzimas utilizadas nas industrias
2.7.1 Amilases

As amilases sdo enzimas que hidrolisam a molécula de amido, obtendo
assim diversos produtos incluindo as dextrinas e, progressivamente, pequenos
polimeros compostos de unidades de glicose (Gupta et al., 2003). O amido esta
amplamente distribuido na natureza sendo encontrado, principalmente, em

sementes de cereais como milho, trigo e arroz, em tubérculos ou raizes como
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batata e mandioca. Constitui a mais importante reserva de nutri¢do de todas as
plantas superiores (Bobbio & Bobbio, 1995; Moraes, 2004).

O amido ¢ um polimero de residuo de glicose ligados uns aos outros por
meio de ligacdes glicosidicas, sendo estavel em pH alcalino e hidrolisado em pH
acido. Dois tipos de polimeros estdo presentes na molécula de amido: amilose ¢
amilopectina, que sdo diferenciadas pelas varias propriedades fisicas
particularmente com relacdo a solubilidade em 4gua e tamanho molecular. A
amilose ¢ um polimero linear constituido de unidades de D-glicose unidas por
ligacdes a-1,4; a amilopectina ¢ formada por cadeias curtas de amilose ligadas
entre si de modo a formar uma estrutura ramificada por ligacdes a -1,6 (Bobbio
& Bobbio, 1992).

As amilases podem ser divididas em duas categorias, as endoamilases e
as exoamilases. As endoamilases catalisam a hidrolise de forma aleatoria no
interior da molécula de amido. As exoamilases hidrolisam ligagdes glicosidicas
a partir da extremidade ndo- redutora da molécula (Gupta et al., 2003).

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 producdo em larga escala (Gupta et al., 2003).

As enzimas amiloliticas mais utilizadas sdo aquelas produzidas por
fungos filamentos, principalmente os dos géneros Aspergillus e Rhizopus
(Pandey et al., 1999).

O uso do amido degradado por enzimas foi & primeira aplicacdo em

larga escala de enzimas microbianas na industria alimenticia (Bennet, 1998).
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2.7.1.1 AplicacGes biotecnolodgicas das amilases

As amilases apresentam grande importancia biotecnoldgica tais como
aplicagdes nas industrias téxtil, de papéis, de couro, de detergentes, na indistria
de bebidas como cervejas e bebidas destiladas, na industria alimenticia, paes,
cereais para alimentacdo infantil, liquefagdo e sacarificagdo do amido, industria
quimica e farmacéutica e na producdo de ra¢do animal (James & Lee, 1997,
Gupta et al., 2003; Pandey et al., 2005).

O fungo do género Aspergillus possui papel importante na industria
biotecnologica, tendo sua aplicagdo no processamento do amido para a produgdo
de xarope de glicose. Varias espécies tém sido usadas para a producgdo de
metabolitos secundarios e varias enzimas hidroliticas, sendo a glicoamilase
(também chamada de amiloglicosidase) a mais importante. A espécie
Aspergillus niger tem sido usada principalmente na produc¢do comercial de
glucoamilase extracelular, embora Rhizopus sp. também tem sido relatado na

producdo dessa enzima (James & Lee, 1997).

2.7.2 Celulases

A celulose ¢ a mais abundante fonte renovavel de energia da Terra.
(Bhat & Bhat, 1997). Grande numero de fungos e poucas bactérias sdo capazes
de degradar a celulose para seu crescimento e produgdo completa de celulases
(Enari & Markkanen, 1977).

Na natureza, a celulose, polissacarideo mais abundante, é degradada pela
hidrélise enzimatica das celulases, um complexo celulolitico composto por
endo-B-1,4-glicanases (E.C.3.2.1.4), celobio-hidrolases (E.C.3.2.1.91) e B-
glicosidades (E.C.3.2.1.21), que atuam em sinergismo (Bhat, 2000).

Em geral, os fungos sdo considerados grandes produtores de celulases,

sendo utilizados na producdo de enzima-padrdo, como no caso das celulases de
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Thricoderma reseei, produzidas pela SIGMA-ALDRICH. Tém sido
investigadas, principalmente, no que diz respeito ao seu potencial como aditivos
na induastria de detergentes, na industria téxtil, ¢ também na bioconversdo de
biomassa agricola em produtos com alto valor comercial (Coelho & Nascimento,

2008).

2.7.2.1 AplicacGes biotecnolégicas das celulases

As celulases apresentam largas aplicagdes nos setores industriais, como
na induastria de alimentos (extragdo de suco de frutas e 6leo de sementes, na
clarificagdo de sucos); ragdes, como suplemento para ruminantes; na induastria
téxtil, de combustiveis e na industria quimica (Bhat, 1997; Bhat & Bhat, 2000).
Sdo utilizadas também na producdo de glicose, de proteinas unicelulares ou na
obtenc¢do de produtos quimicos como etanol (Wiseman, 1985).

As celulases tém sido usadas para melhorar a palatibilidade de baixa
qualidade de vegetais, incremento do flavor de cogumelos, promover a extragdo
de produtos naturais e alterar a textura de alimentos (Bigelis, 1993).

Hoje em dia, uma das principais aplica¢des das celulases é na industria
téxtil, onde a necessidade de altas temperaturas (50-65°C) e pH requer a
utilizagdo de enzimas termofilicas (Bhat, 2000).

Uma aplicagdo na industria téxtil € no processamento de téxtil de fibras
celulosicas com o objetivo de: (1) eliminar microfibrilas superficiais e criar uma
superficie mais lisa, (2) aumentar o brilho; (3) evitar formagao de pelotamento;
(4) desbotar pecas confeccionadas (principalmente por denin); (5) obter um

aspecto de tecido usado (Andreaus & Cavaco-Paulo, 2008).
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2.7.3 Lipases

As lipases (triacilglicerol acil hidrolases, E.C. 3.1.1.3) compreendem um
grupo de enzimas hidroliticas que atuam na interface organica-aquosa,
catalisando a hidrolise de ligagdes éster-carboxilicas presentes em acilglicedis
para liberar acidos organicos e glicerol (Ionita et al., 1997). A funcdo biologica
das lipases € hidrolisar triacilglicer6is para formar acidos graxos livres, di, mono
acilglicerdis e glicerol.

Sdo  produzidas por animais, plantas e microrganismos.
Comercialmente, as lipases sdo obtidas de microrganismos que produzem uma
grande variedade de lipases extracelulares (Sharma et al., 2001); uma vez que
tém alta velocidade de sintese, alto rendimento de conversdo de substrato em
produtos, grande versatilidade na manipulagdo ambiental e genética de sua
capacidade produtiva (Illanes, 1994).

As lipases tradicionalmente t€m sido obtida de pancreas de animais. O
inicial interesse em enzimas microbianas foi decorrente da escassez de pancreas
e a dificuldade de colecionar material disponivel (Hasan et al., 2006).

As enzimas lipoliticas estdo atualmente recebendo muita aten¢do com o
rapido desenvolvimento da tecnologia de enzimas. Elas constituem um
importante grupo de biocatalizadores para aplicagdo biotecnologica (Hasan et
al., 2000).

Os microrganismos, possuindo as caracteristicas essenciais para que
possam ser usados em processos biotecnoldgicos, podem ser isolados,
purificados e selecionados a partir de fontes naturais que podem ser o solo, a
agua, plantas e animais. Os fungos produtores de lipases podem ser isolados de
residuos industriais gordurosos, de solos contaminados com 6leo, de fabrica de
processamento de oleos vegetais e laticinios (Sharma et al., 2001).

Fungos de diversos géneros tém sido demonstrados como bons

produtores de lipases; entre eles podemos citar: Aspergillus oryzae, Aspergillus
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niger, Mucor javanicus, Rhizopus niveus, Rhizopus oryzae, Penicillium
camenbetii, Penicillium roqueforti e a levedura Candida rugosa, que estao sendo
comercializados para o processamento de dleos, gordura e queijos etc (Jaeger et

al., 1999).

2.7.3.1 AplicacGes biotecnologicas das lipases

As lipases tém sido empregadas nas industrias de alimentos, de
detergentes, oleoquimica, farmacéutica, de quimica fina, cosméticos, polpa,
papel e couro e no tratamento de efluentes ricos em 6leos e gorduras (Hasan et
al., 2006; Carvalho et al., 2005).

Na industria de alimentos atua na fabrica¢do de pdes para melhorar a
textura da massa. Na industria de laticinios as lipases sdo empregadas na
hidrolise de gordura do leite, na aceleracdo dos processos de maturagdo de
queijo e no desenvolvimento de sabores e aroma (Freire & Castilho, 2008).

Outras aplica¢des na industria de alimentos tém sido também utilizadas
no desenvolvimento de flavor de manteiga e leite. Seu emprego também tem
sido recomendado para processos de fabricagao de queijo e iogurtes (Hofelmann
et al., 1985 citado por Colen, 2006).

Na industria de detergentes, o emprego de lipases como componente
funcional da formulagdo, ¢ responsavel pela venda de cerca de 1000 toneladas
de lipases por ano ou cerca de 32% das vendas totais de lipases (Sharma et al.,
2001).

As lipases microbianas, em sua grande maioria, sdo produzidas pelas
espécies dos géneros Geotrichum, Penicillium, Aspergillus e Rhizomucor (Miura
etal., 1997).
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A utilizago de lipases tem um futuro promissor, no entanto, a taxa do
progresso ¢ lenta. Um dos fatores que limitam ¢é custo relativamente alto das

lipases (Sharma et al., 2001).

2.7.4 Proteases

As peptidases, peptideos-hidrolases ou proteases s3o enzimas
hidroliticas que clivam ligagdes peptidicas nas proteinas e em fragmentos de
proteinas (Vermelho, 2008). Rao et al. (1998) definem as proteases como
enzimas degradativas que catalisam a hidrolise total das proteinas e representam
um dos trés maiores grupos das industrias das enzimas.

Muitos microrganismos secretam proteases para 0 meio externo com a
finalidade de degradar proteinas cujos produtos de hidrolise servem como fonte
de carbono e de nitrogénio para a multiplicacao celular (Vermelho, 2008).

Desde que as proteases sdo fisiologicamente necessarias para os
organismos vivos, elas sao ubiquas, sendo encontradas em grande diversidade de
fontes tal como plantas, animais e microrganismos. As proteases de origem
vegetal sdo papaina, bromelina, queratinases ¢ ficina, ja as de origem animal s8o
representadas por pancreatina, tripsina, quimotripsina, pepsina e renina. A
impossibilidade das proteases de plantas e animais atenderem a demanda
mundial de enzimas tem levado a um interesse cada vez maior pelas proteases de
origem microbiana (Rao et al., 1998).

As proteases sdo classificadas de acordo com: o tipo de reacdo que
catalisam, a natureza quimica do sitio catalitico e relagdes evolutivas estruturais
(Rao et al., 1998).

De acordo com o a faixa de pH na qual apresenta maior atividade, as
proteases podem ainda ser inicialmente classificadas em proteases acidas,

basicas ou neutras. As 4acidas sdo representadas principalmente pelas
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asparticoproteases e possuem atividade na faixa de pH 2,0-6,0. As proteases
neutras possuem atividade em pH neutro na faixa de 6,0-8,0 e incluem,
principalmente, as cistinoproteases, metaloproteases e algumas serinoproteases.
Ja as proteases alcalinas possuem maior atividade na faixa de pH 8,0-13 e sdo
representadas principalmente pelas serinoproteases. Podem ser ainda divididas
em dois grupos principais: as exopeptidases ¢ as endopeptidases (Gupta et al.,

2003; Rao et al., 1998).

2.7.4.1 Aplicacao biotecnoldgicas das proteases

As proteases possuem grande variedade de aplicagdes, principalmente
na industria de detergentes e de alimentos, porém pode-se ressaltar outras
aplicagdes no tratamento de couro, processos de biorremedia¢do, na indlstria
farmacéutica na producdo de medicamentos (Rao et al., 1998).

As proteases microbianas sdo usadas na panificacdo, para aumentar a
hidrolise parcial e a elasticidade do gliten, assim facilitando a expansdo da

massa (Ward et al., 2000).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de realizacdo do trabalho

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia do
EcoCentro/EPAMIG, situado no Campus da Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.

3.2 Microrganismos
Os fungos foram obtidos de alimentos (amendoim, embutido de carne,
paes), alguns isolados foram cedidos pela Micoteca da EPAMIG, e outros foram

isolados de camara de maturacao de queijos e solo.

3.3 Isolamento dos fungos de alimentos

Os fungos utilizados para os testes enzimaticos isolados de alimentos
foram obtidos de diversas fontes, como amendoim, frutos de café, embutidos de
carne, fungos de ambiente de cAmara de maturagdo de queijos, frutas, vegetais e
paes em processo de decomposicao.

Para o isolamento de fungos presentes no amendoim, utilizou-se a
técnica de plaqueamento direto, de acordo com Samson et al. (2000). As
amostras passaram por um processo de desinfestacdo superficial que consiste na
imersdo dos grdos em uma solu¢do de hipoclorito de sodio a 0,4% por 2
minutos, enxague das amostras em agua destilada estéril, plaqueamento em meio
de cultura DRBC (Dicloram Rosa de Bengala Cloranfenicol). Para as amostras

de frutos de café utilizou-se o método de Bloter test.
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Os fungos isolados de ambiente de cdmara de maturacdo de queijos
foram obtidos por meio do contato de placas de Petri, contendo o meio de
cultura DRBC com o ar, por meio da técnica de sedimentacdo em placa, de
acordo com Samson et al. (2000). As placas de Petri foram colocadas abertas
dentro da camara de matura¢do de queijos por 15min, em seguida as placas
foram fechadas e encaminhadas para o Laboratério de Microbiologia da
EPAMIG.

Os fungos isolados de frutas, vegetais e paes em decomposi¢do o
plaqueamento foi direto em meio de cultura MA2% (20 g de Extrato de Malte,
20g de agar e 1L de agua destilada).

Para o isolamento dos fungos de embutidos de carne, utilizou-se o
método de dilui¢do seriada e plaqueamento em profundidade. As pegas passaram
antes pelo processo de desinfestacdo superficial. As placas de Petri continham
meio de cultura (Batata Dextrose - Agar- BDA, com adigdo de cloranfecnicol) e
100uL do material.

Apos o isolamento das amostras de amendoim, frutos de café, embutidos
de carne, dos fungos de ambiente de cdmara de maturagdo de queijos, frutas,
vegetais e paes, as amostras foram incubadas em BOD 25°C, durante cinco dias.
Posteriormente, foi realizada a analise, a sele¢do, a purificagdo ¢ a identificag@o

das espécies.

3.4 Identificacdo das fungos

A identificacdo dos fungos foi realizada com base em exames micro e
macroscopicos das colonias baseados em literaturas especificas.

A identificacdo das espécies dos géneros Aspergillus foi de acordo com
Klich (2002) e Christensen (1982); do género Penicillium de acordo com Pitt
(1988), Pitt e Hocking (1997), e Samson & Frisvad (2004), a identificagdo do
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género Fusarium foi de acordo com Nelson & Toussoun (1983) e Leslie et al.
(2006) e para os demais géneros e espécies utilizou-se Barnett & Barry (1986).
No total, foram identificados 71 fungos, sendo 10 géneros e 16 espécies.
As espécies identificadas encontram-se em Anexo. As coldnias puras e
identificadas foram preservadas em tubo de ensaio, contendo o meio de cultura
MA2%, com a finalidade de manter a pureza e viabilidade dos fungos para

posterior determinagdo das atividades enzimaticas.

3.5 Determinacao do potencial de producéo

A determinagdo da atividade enzimatica das enzimas amilases, celulases,
proteases seguiu a metodologia descrita por Dingle et al. (1953) com
modificagdes. Para a determinacdo da atividade enzimatica de lipases utilizou-se
a metodologia descrita por Sierra (1957).

As colonias puras dos fungos foram cultivadas em placas de Petri,
contendo aproximadamente 20 mL de meio de cultura MEA (20 g de extrato de
malte, 1 g de peptona bacteriologica, 20 g de glicose, 20 g de agar e 1L de agua
destilada), durante cinco dias em BOD 25°C com fotoperiodo de 12 horas.

Apds este periodo, as colonias foram repicadas para o centro da placa
de Petri contendo o meio de cultura especifico para cada enzima. Cada ensaio
constituiu de 3 repeticdes. As placas de Petri contendo as colonias foram

incubadas em BOD 25°C durante 5 - 7 dias.

3.5.1 Teste enzimatico para amilase
O meio de cultura para a determinar a atividade de amilase foi o Agar

Amido composto por:
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Tampao citrato fosfato 0.1 M pH 5.0.......cccccoenenene 500 mL

O amido e o agar foram dissolvidos em 500 mL de tampdo citrato
fosfato, homogeneizados. Apds esse processamento, o meio de cultura foi
acondicionado em recipiente de vidro e esterilizado a 120°C durante 15 minutos.

Utilizou-se solucao reveladora de iodo 0,1N. Os resultados das reagoes
enzimadticas positivas foram identificados pela formacao de um halo translicido

ao redor da colOnia.

3.5.2 Teste enzimatico para celulase
O meio de cultura utilizado para determinar a atividade de celulase foi o

Agar Carboximetilcelulose preparado com:

AGAT oottt 1,8%
Carboximetilcelulose........cccovviieeviiuiiieiiiiiiieeeeeen, 1,0
Tampao Acetato de Na"0.IM pH 5.0..................... 500 mL

A carboximetilcelulose (CMC) foi dissolvida em 200 mL de tampéao
acetato de Na" 0.1M pH 5.0 em agitador magnético. Apds a dissolugdo de CMC,
foi adicionado o restante do tampao (300 mL) e em seguida o agar. O meio de
cultura foi homogeneizado e esterilizado a 120°C durante 15 minutos.

Para verificar a atividade -celulolitica, utilizou-se como solu¢do
reveladora vermelho congo 0,1%. Os resultados das reagdes enziméaticas
positivas foram identificados pela formagdo de um halo amarelo claro em

contraste com o meio de cultura vermelho ap6s a adi¢do da solugdo reveladora.

3.5.3 Teste enzimatico para Lipase

O substrato ¢ o Tween 20 e o meio contém por litro:
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Peptona .......ccoeceeeviveiienieen 10g

Cloreto de s6dio........ccceeuennenee. 5g
Cloreto de calcio.........couveennn.e. 0,1g
AT i, 20g
pH 6,0

O Tween 20 ¢ esterelizado separadamente por 15 minutos a 15 libras de
pressdo e 1 mL adicionado a 100 mL de meio esterilizado e resfriado.

A reaglo enzimatica positiva para lipase foi a formagdo de cristais de sal
de calcio do acido laurico liberado pela enzima ou a formacdo de zonas claras
em volta da colonia em razdo da completa degradacdo do sal do 4cido gorduroso
Hankin & Anagnostakis (1975), ndo sendo necessaria a adicdo de solugdo

reveladora.

3.5.4 Teste enzimatico para protease

O meio consiste em:

AGAT oo s 1,8%
GElatiNa......ooceeeeeiee e 1,0%
Leite desnatado .........cooeeveeiiiieiiieiiiiiieeeee e 1,0%
Tampao citrato-fosfato 0.1 M pH 5.0.......ccccoeninenene 400 mL

O preparo do meio foi feito com as seguintes etapas:

O 4gar foi adicionado em 400 mL de tampao citrato-fosfato 0.1 M, pH
5,0, homogeneizado com bastdo de vidro e esterilizado a 120°C, durante 15
minutos.

A solucdo de gelatina a 10%: foram adicionados 5 gramas de gelatina
em 50 mL de solugdo tampao citrato-fosfato e deixado em repouso durante 3

minutos e em seguidas homogeneizada. A solugdo foi aquecida em banho-maria
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para a dissolu¢do completa da gelatina e, posteriormente, esterilizada a 120°C,
durante 15minutos.

A solugdo de leite desnatado a 10%: foram dissolvidas 5 gramas de leite
desnatado em 50 mL de agua destilada. A solugdo foi esterelizada sob vapor
fluente (autoclave com valvulas abertas), durante 30 minutos, por dois dias
consecutivos.

Para a obtencao do Agar—Gelatina—Leite as solugdes esterilizadas de
agar, gelatina e leite foram misturadas com cuidados assépticos. Obtendo-se
volume final de 500 mL de Agar Gelatina- Leite.

A reagdo enzimatica de protease foi detectada pela modificacdo quimica
no meio de cultura sélido. A reagdo positiva foi visualizada como um halo
transltiicido, ndo sendo necessaria a adi¢do de solugdo reveladora na superficie

do agar.

3.6 Determinacao enzimatica

A determinagdo enzimatica foi expressa como indice enzimatico (IE),
mediante a relacdo do didmetro médio do halo de degradacdo e o didmetro
médio da coldnia (Hankin e Anagnostakis, 1975); segundo a férmula abaixo:

IE= diametro do halo
didmetro da colonia

Dessa forma, os isolados que exibirem os maiores IE nos meios de
crescimento, sdo os que possuem maior atividade enzimatica extracelular

(Oliveira et al., 2006).
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3.7 Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente
casualizado (DIC). Para o teste de amilases, utilizaram-se 31 tratamentos, para o
teste de celulases utilizaram 24 tratamentos, para o teste de lipases 70
tratamentos e para o teste de proteases 48 tratamentos. Todos os testes foram
realizados com trés repetigdes, de acordo com o numero de tratamentos. Os
dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, utilizando o software
SISVAR (Ferreira, 2000). As médias dos tratamentos foram comparadas pelo

teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a avalia¢do do potencial de produ¢ao de amilases foram testados 31

isolados de fungos, cujos resultados encontram-se apresentados na Tabela 2.

TABELA 2 Producdo de amilases por fungos isolados de diversas fontes,
avaliados pelo indice enzimatico (IE)

Codigo Origem Espécies IE
(0067M) Micoteca - café Penicillium verrucosum 4,25 a*
(0060M) Micoteca - café P. roqueforti 2,83 b
(0032M) Micoteca — café Cladosporium cladosporioides 2,78 b
(0047M) Micoteca — café P. brevicompactum 2,33b
(0035A) Solo C. cladosporioides 2,11b
(0066A) Solo Penicillium sp. 1,63 c
(0036A) Solo C. cladosporioides 1,50 ¢
(0033A) Ambiente®** C. cladosporioides 1,44 ¢
(0046M) Micoteca - café P. aurantiogriseum 1,39 ¢
(0061A) Amendoim P. solitum 1,29 ¢
(0005M) Micoteca - café Aspergillus clavatus Strict sensu 1,20 ¢
(0020A) Embutido de carne  A. ochraceus 1,09 ¢
(0063M) Micoteca — café P. solitum 1,08 ¢
(0027A) Café A. tamarii 1,08 ¢
(0056A) Pao P. crustosum 1,08 ¢
(0052M) Micoteca - café P. commune 1,08 ¢
(0064A) Ambiente Penicillium sp. 1,07 ¢
(0058A) Ambiente P. glandicola 1,07 c
(0012M) Micoteca - café A. lanosus 1,07 ¢
(0001A) Café A. auricomus 1,06 ¢
(0057M) Micoteca - café P. expansum 1,06 c
(0053A) Coco P. commune 1,06 ¢
(0022A) Café A. sulphureus 1,05 c
(0049M) Micoteca — laranja  P. citrinum 1,05¢
(0023A) Café A. sulphureus 1,05 ¢
(0002M) Micoteca — café A. auricomus 1,05¢
(0051M) Micoteca - café P. citrinum 1,05¢
(0028M) Micoteca - café A. tamarii 1,04 c
(0013M) Micoteca - café A. melleus 1,04 ¢
(0008A) Amendoim A. flavus 1,03 ¢
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TABELA 2,Cont.

(0037A) Amendoim Curvularia sp. 1,03 ¢

#£CV (%)= 28,90

* Médias seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente, pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.
** CV= Coeficiente de variacdo, mede a dispersdo dos dados em relagdo a
média aritmética, quanto menor melhor ¢ a precisdo dos dados.
*** Ambiente de cAmara de maturagdo de queijos.

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

positivos para amilases, referente a dois dos isolados estudados.

FIGURA 1 Teste semiquantitativo de produgdo da enzima amilase apoés
revelagdo com solugdo de iodo 0,1% pelos microrganismos: Curvularia
sp. (A) e Penicillium aurantiogriseum (B).

Conforme resultados da Tabela 2, pode-se observar que os fungos
testados apresentaram uma variagdo quanto ao potencial de produgao da enzima,
sendo que, destacaram-se os fungos Penicillium verrucosum (0067M) IE = 4,25;
P. roqueforti (0060M) IE = 2,83; Cladosporium cladosporioides (0032M) IE =
2,78; P. brevicopactum (0047M) IE = 2,33 e C. cladosporioides (0035A) IE =
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2,11; sendo que estes fungos apresentaram os melhores potenciais produtores de
amilases, pois apresentaram indices enzimaticos (IE) > 2,00. Estes fungos
pertencentes a Micoteca da EPAMIG foram isolados de frutos do café (4
isolados) e 1 isolado do solo.

Verificou-se ainda que os fungos Penicillium sp. (0066A), ¢ C.
cladosporioides (0036A), apresentaram um potencial intermediario, ndo
conseguindo atingir o IE > 2,00, mas ficaram muito proéximos a esse valor,
enquanto que os demais isolados se agruparam em uma produgdo enzimatica
inferior.

A espécie de P. verrucosum (0067M) obtida de frutos de café, se
destacou como um fungo produtor da enzima amilase, apresentando um indice
enzimatico de 4,25. No entanto, como ele tem sido relatado como produtor de
Ocratoxina A (Pitt, 1988), deixa de ser um microrganismo seguro para a
producdo de enzima.

Terra (2008) isolou fungos de cavernas e relatou que os fungos
considerados como potencialmente produtores de enzimas amiloliticas
corresponderam a 12,87% dos isolados fiingicos testados. O isolado A. terreus,
apresentou o maior valor de indice enzimatico (3,57), sendo que as espécies
consideradas como potencialmente produtoras pertencem aos géneros de
Aspergillus e Penicillium. Esses resultados sdo semelhantes aos constatados no
presente trabalho, onde, as espécies com potencial de produgfo enzimatica
pertencem ao género Penicillium. Os fungos considerados como potencialmente
produtores de enzimas amiloliticas corresponderam a 16,1% dos isolados
testados, sendo este resultado superior ao encontrado por Terra (2008).

Os fungos do género Cladosporium apesar de serem de mesma espécie,
mas isolados de fontes diferentes, também diferiram quanto ao potencial
enzimatico, sugerindo a uma variabilidade genética entre os isolados. Os

resultados  obtidos permitiram  destacar as espécies Cladosporium
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cladosporioides isolados 0032M e 0035A como promissores produtores de
amilases, uma vez que os dois isolados apresentaram valores de IE > 2.
Para a avaliacdo do potencial de producdo de celulases, foram testados

24 isolados de fungos, cujos resultados encontram-se apresentados na Tabela 3.

TABELA 3 Producdo de celulases por fungos isolados de diversas fontes,
avaliados pelo indice enzimadtico (IE)

Cddigo Origem Géneros IE
(0056A) Pio Penicillium crustosum 5,83 a*
(0057M) Micoteca-café P. expansum 3,67b
(0061A) Amendoim P. solitum 2,67c
(0060M) Micoteca-café P. roqueforti 241c
(0005M) Micoteca - café A. clavatus Strict sensu 2,19d
(0052M) Micoteca -café P. commune 2,13d
(0062A) Ambiente*** P. solitum 1,93 ¢
(0064A) Ambiente Penicillium sp. 1,82 ¢
(0063M) Micoteca -café P. solitum 1,64 f
(0050M) Micoteca -café P. citrinum 1,56 f
(0003M) Micoteca -café Aspergillus carbonarius 1,40 f
(0016A) Café A. niger 1,27 g
(0017A) Amendoim A. niger 1,27¢g
(0009M) Micoteca -café A. foetidus 1,16 g
(0010A) Amendoim A. foetidus L6 g
(0004M) Micoteca -café A. carbonarius 1,14 g
(0011A) Café A. foetidus 1,13 ¢
(0018A) Amendoim A. niger Agregados Ll g
0015M) Micoteca -café A. niger 1,10 g
(0008A) Amendoim A. flavus 0,00 h
(0058A) Ambiente P. glandicola 0,00 h
(0067M) Micoteca -café P. verrucosum 0,00 h
(0027A) Café A. tamarii 0,00 h
(0028M) Micoteca -café A. tamarii 0,00 h

**CV (%)=9,26

* Médias seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente, pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

** CV= Coeficiente de variacdo, mede a dispersdo dos dados em relagdo a
média aritmética, quanto menor melhor ¢ a precisdo dos dados.

*** Ambiente de cAmara de maturagdo de queijos.
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Na figura abaixo encontram se ilustrados os resultados dos testes para
celulases.

FIGURA 2 Teste semiquantitativo de producdo da enzima celulase pelos
microrganismos apds revelagdo com solugdo de vermelho congo

0,1% pelos microrganismos: P. solitum (A), A. niger (B), A.
foetidus (C) e A. niger Agregados (D).
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Conforme resultados da Tabela 3, pode-se observar que os fungos
testados apresentaram uma variagdo quanto ao potencial de producdo da enzima,
sendo que, destacaram-se os fungos P. crustosum (0056A) IE = 5,83; P.
expansum (0057M) IE = 3,67; P. solitum (0061M) IE = 2,67; P. roqueforti
(0060M) IE = 2,41; A. clavatus Strictu sensu (0005M) IE = 2,19 ¢ P. commune
(0052M) IE = 2,13. Estas espécies se diferenciaram quanto a fonte de onde
foram isolados.

Os fungos P. solitum (0062A), Penicillium sp. (0064A), e P. solitum
(0063M), apresentaram um potencial enzimatico intermediario correspondendo a
1,93, 1,82 e 1,64 respectivamente, ndo atingiram o indice enzimatico para serem
considerados como um produtor potencial de enzima, porém apresentaram niveis
muito proximos a 2,00 e os demais se agruparam em uma produ¢ao enzimatica
inferior.

Ja os fungos A. flavus (0008A), P. glandicola (0058A), P. verrucosum
(0067M), A. tamarii (0027A) e A. tamarii (0028M), cresceram no meio de
cultura especifico para celulases, mas ndo produziram halo de degradagdo.
Provavelmente, os fungos ndo produziram halo de degradacdo, porque
produziram quantidade suficiente da enzima apenas para o seu desenvolvimento.

Jahangeer et al. (2005) isolaram 115 fungos de ambiente, destes 67,83%
possuiam a habilidade de degradar a celulose. Os fungos celuloticos pertencem
aos géneros Aspergillus sp., Trichoderma sp., Fusarium sp., Alternaria sp.,
Penicillium sp. e Rhizopus sp. Esses dados podem ser comparados aos do
presente trabalho, pois os melhores indices enzimaticos pertencem ao género
Penicillium.

Escobar et al. (2007) testaram dez isolados procedentes de substratos
vegetais quanto a producdo de celulases. Desses isolados, oito apresentaram
atividade celulolitica, determinada pelo indice enzimatico, sendo estes fungos

pertencentes as espécies de A. sydowi, A. niger, A. flavus, A. awamori, Eurotium
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chevallieree, P. waksmanii e Trichoderma kningii. Esses resultados sdo
semelhantes aos obtidos no presente trabalho, pois os géneros Aspergillus e
Penicillium apresentaram resultados positivos quanto a produgao de celulases.
Ruegger & Tauk- Tornisielo (2004) avaliaram a atividade de celulases
de fungos isolados do solo e observaram que 45% dos isolados apresentaram
atividade positiva, pois houve a formacgdo do halo, indicando a degradacdo do
meio. Observaram ainda que algumas coldénias com pouco crescimento
apresentaram os maiores indices enzimaticos, como P. herquei e Trichoderma
hamatum, P. micznskii, P. verrucosum e P. glabrum. Resultados semelhantes
foram observados no presente estudo com o fungo P. expansum (0057M) que

apresentou colonia de menor didmetro e maior valor do indice enzimatico.
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Para a avaliagdo do potencial de produgédo de lipases foram testadas 70

isolados de fungos, cujos resultados encontram-se apresentados na Tabela 4.

TABELA 4 Produgdo de lipases por fungos isolados de diversas fontes,
avaliados pelo indice enzimatico (IE)

Cddigo Origem Género IE
(0034A) Ambiente*** Cladosporium cladosporioides 3,39 a*
(0032M) Micoteca - Café C. cladosporioides 3,30 a
(0030M) Micoteca - Café Aspergillus versicolor 2,82b
(0033A) Amendoim C. cladosporioides 2,72b
(0035A) Solo C. cladosporioides 2,64 c
(0042A) Ambiente Fusarium sp. 249 ¢
(0031M) Micoteca - Café A. versicolor 2,49 ¢
(0065A) Embutido de carne  Penicillium sp. 243 ¢
(0036A) Solo C. cladosporioides 2,36 ¢C
(0029A) Ambiente A. versicolor 2,30 c
(0066A) Solo Penicillium sp. 2,21d
(0056A) Pao P. crustosum 2,16d
(0059A) Coco P. italicum 2,15d
(0004M) Micoteca - Café A. carbonarius 2,06 d
(0052M) Micoteca - Café P. commune 2,04d
(0003M) Micoteca - Café A. carbonarius 2,00d
(0017A) Amendoim A. niger 1,93 ¢
(0046A) Pdo P. aurantiogriseum 1,85¢
(0009M) Micoteca - Café A. foetidus 1,80 ¢
(0011A) Café A. foetidus 1,78 ¢
(0016A) Café A. niger 1,78 e
(0018A) Amendoim A. niger Agregados 1,77 ¢
(0045A) Limao Paecilomyces sp. 1,74 e
(0064A) Ambiente Penicillium sp. 1,71 e
(0014M) Micoteca - Café A. niger 1,70 e
(0010A) Amendoim A. foetidus 1,69 e
(0039M) Micoteca - Café F. lateritium 1,66 ¢
(0063M) Micoteca - Café P. solitum 1,62 ¢
(0062A) Ambiente P. solitum 1,57 e
0015M) Micoteca - Café A. niger 1,55¢
(0048A) Carne P. chrysogenum 1,46 f
(0051M) Micoteca - Café P. citrinum 1,46 f
(0057M) Micoteca - Café P. expansum 1,46 f
(0047M) Micoteca - Café P. brevicompactum 1,45f
(0054M) Micoteca - Café P. corylophilum 1,42 f
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TABELA 4, Cont.

(0061A) Amendoim P. solitum 1,41 f
(0025M) Micoteca - Café A. sulphureus 1,40 f
(0021M) Micoteca - Café A. sclerotiorum 1,40 £
(0068A) Ambiente Pestalotia sp. 1,40 f
(0020A) Embutido de carne  A. ochraceus 1,40 f
(0002M) Micoteca — Café A. auricomus 1,38 f
(0024M) Micoteca — Café A. sulphureus 1,34 f
(0060M) Micoteca — Café P. roqueforti 1,32 f
(0050M) Micoteca — Café P. citrinum 1,29 f
(0058A) Ambiente P. glandicola 1,28 £
(0070M) Micoteca - Café Talaromyces sp. 1,27 f
(0067M) Micoteca - Café P. verrucosum 1,25 f
(0049M) Micoteca - Café P. citrinum 1,20 f
(0026M) Micoteca - Café A. sulphureus 1,16 f
(0008A) Amendoim A. flavus 1,14 £
(0019M) Micoteca - Café A. ochraceus 1,14 f
(0001A) Café A. auricomus 1,07 f
(0023A) Café A. sulphureus 1,07 f
(0027A) Café A. tamarii 1,07 £
(0037A) Amendoim Curvularia sp. 1,04 £
(0006M Micoteca - Café A. dimorphicus 0,89 ¢g
(0055A) Embutido de carne  P. corylophilum 0,80 g
(0053A) Coco P. commune 0,39h
(0005M) Micoteca - Café A. clavatus Strict sensu 0,00 h
(0007M) Micoteca - Café A. dimorphicus 0,00 h
(0038A) Ambiente Epiccocum sp. 0,00 h
(0040A) Café F. oxysporum 0,00 h
(0022A) Café A. sulphureus 0,00 h
(0071M) Micoteca - Café Talaromyces sp. 0,00 h
(0028M) Micoteca - Café A. tamarii 0,00 h
(0013M) Micoteca - Café A. melleus 0,00 h
(0012M) Micoteca - Café A. lanosus 0,00 h
(0044M) Micoteca - Café Fusarium verticillioides 0,00 h
(0041A) Batata F. oxysporum 0,00 h
(0043A) Pimentdo F. verticillioides 0,00 h

#*CV(%) = 15,77

* Médias seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente, pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

** CV= Coeficiente de variacdo, mede a dispersdo dos dados em relacdo a
média aritmética, quanto menor melhor ¢ a precisdo dos dados.

*** Ambiente de cAmara de maturagdo de queijos.
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Na figura abaixo encontram-se ilustradas os resultados dos testes

efetuados para lipases.

FIGURA 3 Teste semiquantitativo de produgcdo da enzima lipases pelos
microrganismos:  Cladosporium  cladosporioides (A), C.
cladosporioides (B), A. niger (C) e P. solitum (D).
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Conforme resultados da Tabela 4, pode-se observar que os isolados
testados apresentaram uma ampla variagdo quanto ao potencial de producdo da
enzima e também em relagdo as fontes de isolamento, sendo que, destacaram-se
os isolados C. cladosporioides (0034A) IE = 3,39, C. cladosporioides (0032M)
IE = 3,30; A. versicolor (0030M) IE = 2,82; C. cladosporioides (0033A) IE =
2,72; C. cladosporioides (0035A) IE = 2,64; Fusarium sp. (0042A) IE = 2,49; A.
versicolor (0031M) IE = 2,49; Penicillium sp. (0065A) IE = 2,43; C.
cladosporioides (0036A) IE = 2,36, A. versicolor (0029M) IE = 2,30;
Penicillium sp. (0066A) IE = 2,21; P. crustosum (0056A) IE = 2,16; P. italicum
(0059A) IE = 2,15; A. carbonarius (0004M) IE = 2,06; P. commune (0052M) IE
= 2,04; A. carbonarius (0003M) IE = 2,00; como isolados potenciais para a
produgdo de lipases.

As outras espécies, apesar de ndo atingirem o indice enzimatico
recomendado, podem ser consideradas como um potencial intermediario, pois
atingiram indice enzimdtico proximo a 2,00; enquanto que os demais se
agruparam em uma produgo enzimatica inferior.

Com relag@o as espécies potencialmente produtoras de lipases, (Tabela
4), que o teste de atividade lipolitica foi o que resultou em maior nimero de
isolados com indice enzimatico > 2,00, correspondendo a 22,7% dos isolados
testados. Esses resultados ndo estdo de acordo com Terra (2008), pois relatam
que as espécies potencialmente produtoras de protease apresentaram maior
numero de isolados com indice enzimatico > 2,00. A autora relata que a espécie
A. ochraceus apresentou o melhor indice enzimatico (4,75) para a producio de
lipases, diferente do observado no presente trabalho.

Shukla & Gupta (2007) relataram que das 18 espécies de fungos
isolados de diferentes ambientes, 13 demonstraram produg@o 6tima para lipases
em meio solido sendo, o melhor produtor foi Rhizopus oryzae. Embora, em seu

trabalho, Colen (2006) tenha tido dificuldades em trabalhar com as cepas de
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Rhizopus spp. por este isolado apresentar crescimento luxuriante, ocupando o
micélio fungico toda a superficie do meio de cultura, decorrido em apenas 48h
de incubagdo, esse resultado também foi encontrado no presente trabalho quando
trabalhamos com o género Rhizopus sp. O autor observou a atividade lipolitica
em 59 cepas fingicas, das quais apenas 25 cepas apresentaram halo em volta da
coldnia, denominado esta primeira etapa de seu trabalho como sele¢ao primaria.
Em seguida, esses isolados foram submetidos a sele¢do secundaria, no qual
foram avaliadas as condi¢des de fermentacdo em substrato liquido e soélido,
sendo que o fungo Coletotrichum gloesporioides foi o maior produtor de lipase
extracelular.

De acordo com Miura et al. (1997), a maior parte das espécies
produtoras de lipases pertencem aos géneros Geotrichum, Penicillium,
Aspergillus e Rhizomucor. No presente trabalho, foi verificada a presenca da
produgdo de lipases pelos géneros de Penicillium e Aspergillus, além do género
Cladosporium. Hankin & Anagnostakis (1975) relataram a producao de lipases
por Cladosporium.

As espécies A. clavatus Strictu sensu (0005M), A. dimorphicus
(0007M), Epiccocum sp. (0038A), F. oxysporum (0040A), A. sulphureus
(0022A), Talaromyces sp. (0071M), A. tamarii (0028M), A. melleus (0013M), A.
lanosus (0012M), F. verticillioides (0044M), F. oxysporum (0041A) e F.
verticillioides (0043A) cresceram no meio de cultura especifico para lipases,
porém nao produziram halo de degradacdo. Sugere-se que estas espécies tenham
produzido pouca quantidade de enzima, o suficiente apenas para o seu

desenvolvimento no meio de cultura.
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Para a avaliacdo do potencial de producdo de proteases foram testadas
57 isolados, cujos resultados referentes aos potenciais quanto a producdo da

enzima encontram-se apresentados na Tabela 5.

TABELA 5 Produgdo de proteases por fungos isolados de diversas fontes,
avaliados pelo indice enzimético (IE)

Cddigo Origem Espécie IE
(0034A) Ambiente*** Cladosporium cladosporioides 2,61 a*
(0048A) Embutido de carne  Penicillium chrysogenum 2,42 b
(0031M) Micoteca — café Aspergillus versicolor 2,23 ¢
(0033A) Amendoim C. cladosporioides 2,02d
(0042A) Ambiente Fusarium sp. 1,95d
(0067M) Micoteca -café P. verrucosum 1,85¢
(0030M) Micoteca - café A. versicolor 1,81¢
(0050M) Micoteca - laranja P. citrinum 1,78 ¢
(0071M) Micoteca - café Talaromyces sp. 1,73 f
(0035A) Solo C. cladosporioides 1,72 f
(0070M) Micoteca - café Talaromyces sp. 1,68 f
(0051M) Micoteca - café P. citrinum 1,66 f
(0055A) Embutido de carne  P. corylophilum 1,63 f
(0049M) Micoteca — laranja  P. citrinum 1,62 f
(0065A) Embutido de carne  Penicillium sp. 1,58 £
(0052M) Micoteca — café P. commune 1,50 g
(0027A) Café A. tamarii 1,48 g
(0057M) Micoteca - café P. expansum 1,46 g
(0036A) Solo C. cladosporioides 1,43 ¢
(0056A) Pao P. crustosum 14l g
(0046A) Pio P. aurantiogriseum 1,40 g
(0019M) Micoteca - café A. ochraceus 1,38 g
(0023A) Café A. sulphureus 1,38 g
(0005M) Micoteca - café A. clavatus Strictu sensu 1,38 g
(0032M) Micoteca - café C. cladosporioides 1,34 h
(0002M) Micoteca - café A. auricomus 1,33 h
(0001A) Café A. auricomus 1,31 h
(0022A) Café A. sulphureus 1,31h
(0012M) Micoteca - café A. lanosus 1,30 h
(0047M) Micoteca - café P. brevicompactum 1,30 h
(0054M) Micoteca - café P. corylophilum 1,26 h
(0026M) Micoteca - café A. sulphureus 1,231
(0004M) Micoteca - café A. carbonarius 1,231
(0063M) Micoteca - café P. solitum 1,21i
...(Cont.)...
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TABELA 5, Cont.

(0060M) Micoteca - café P. roqueforti 1,191
(0024M) Micoteca - café A. sulphureus 1,181
(0003M) Micoteca - café A. carbonarius 1,171
(0028M) Micoteca - café A. tamarii 1,171
(0020A) Embutido de carne  A. ochraceus 1,151
(0039M) Micoteca — café F. lateritium 1,151
(0066A) Solo Penicillium sp. 1,131
(0013M) Micoteca — café A. melleus 1,121
(0025M) Micoteca - café A. sulphureus L11j
(0029A) Ambiente A. versicolor 1,11
(0044M) Micoteca - café F. verticillioides 1,10
(0037A) Amendoim Curvularia sp. 1,10
(0008A) Amendoim A. flavus 1,07
(0043A) Pimentdo F. verticillioides 1,06 j
(0058A) Ambiente P. glandicola 1,06 j
(0064A) Ambiente Penicillium sp. 1,05
(0021M) Micoteca - café A. sclerotiorum 1,05 ]
(0040A) Café F. oxysporum 1,05]
(0006M) Micoteca - café A. dimorphicus 1,04 j
(0007M) Micoteca - café A. dimorphicus 1,03 ]
(0041A) Batata F. oxysporum 1,02
(0053A) Coco P. commune 1,02
(0017A) Amendoim A. niger 0,00 k

#£CV(%) = 6,46

* Médias seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente, pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade.

** CV= Coeficiente de variacdo, mede a dispersdo dos dados em relagdo a
média aritmética, quanto menor melhor ¢ a precisdo dos dados.

*** Ambiente de cAmara de maturagdo de queijos.
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Na figura abaixo encontram-se ilustradas os resultados dos testes

efetuados para proteases.

FIGURA 4 Teste semiquantitativo de producdo da enzima protease pelos
microrganismos: Penicillium variabile (A), P. roqueforti (B), P.
brevicompactum (C) e P. aurantiogrisum (D).

Conforme resultados da Tabela 5, pode-se observar que os isolados
testados apresentaram uma variacdo quanto ao potencial de produgdo da enzima
e quanto a fonte de onde foram isolados, sendo que, destacaram-se os fungos C.

cladosporioides (0034A) IE = 2,61; P. chrysogenum (0048A) IE = 2.42; A.
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versicolor (0031M) IE = 2,23 ¢ C. cladosporioides (0033A) IE = 2,02; pois
apresentaram indice enzimatico > 2,00, correspondendo a 7,0% dos isolados
testados.

Os fungos Fusarium sp. (0042A), P. verrucosum (0067M), A. versicolor
(0030M), P. citrinum (0050M), Talaromyces sp. (0071M), C. cladosporioides
(0035A), Talaromyces sp. (0070M), P. citrinum (0051M), P. corylophilum
(0055A), P. citrinum (0049M) e Penicillium sp. (0065A), apresentaram um
potencial intermediario, pois apresentaram resultados muito proximos ao indice
enzimatico recomendado, enquanto que os demais se agruparam em uma
produgdo enzimatica inferior.

Terra (2008) ressalta que o P. variabile apresentou maior indice
enzimatico (5,09) para a atividade proteolitica. No presente trabalho, o isolado
que apresentou maior indice enzimatico foi Cladosporium cladosporioides
(0034A) IE =2,61.

Embora o fungo A. niger nio tenha produzido halo de degradagdo como
sendo indicativo para a determinagdo proteolitica, de acordo com Schuster et al.
(2002), o A. niger é o mais importante microrganismo usado na biotecnologia.
Tem sido usado j& por muitas décadas para a producdo de enzimas extracelulares
e pela produgdo de 4cido citrico, sendo considerado pela FAO um
microrganismo GRAS. Somente 3-10% de seus isolados podem produzir
Ocratoxina A.

Teixeira (1994) constatou que os maiores halos de atividades
enzimaticas foram produzidos por A. niger para amilases, celulases, € pectinases,
enquanto A. flavus, A. zonatus, A. oryzae e A. sydowii para proteases. Esses
resultados ndo foram semelhantes aos obtidos no presente trabalho, pois o A.
flavus (0008A) apresentou indice enzimatico agrupando-se junto aos fungos de

menor potencial de produgdo desta enzima, IE = 1,07, ndo atingindo o indice
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enzimatico que possibilitasse a sua classificacdo entre os fungos potencialmente
produtores de proteases.

Na tabela 6, pode-se observar que o mesmo isolado apresenta potencial
enzimatico para produzir diferentes enzimas. O fungo P. roqueforti apresentou
bom potencial para a produgdo de amilases e celulases, com IE = 2,83 ¢ 2,41
respectivamente. Os isolados do fungo C. cladosporioides (0032M) ¢ C.
cladosporioides (0035A) apresentaram IE > 2,00 de amilases e lipases,
equivalente a 2,78, 3,30; 2,11 e 2,74 respectivamente. Para a produgdo de
lipases e proteases podemos destacar os isolados C. cladosporioides (0034A) e
C. cladosporioides (0033A) e A. versicolor (0031M). Tais resultados concordam
com a afirmativa de Hankin e Anagnostakis (1974) que avaliaram a producao de
enzimas extracelulares como amilases, lipases, DNA e RNAases, pectinases,
proteases, ureases e quitinases por fungos e constataram que alguns fungos
podem ser produtores de varias enzimas, como por exemplo: Cladosporium sp.
enquanto outros podem produzir poucas enzimas como por exemplo Mucor sp.

Os presentes resultados indicam ainda que géneros e espécies comuns
como o Cladosporium cladosporioides apresentam diferentes potenciais

enzimaticos e produzem diferentes enzimas.

43



TABELA 6 Isolados fungicos que apresentaram indices enzimaticos (IE > 2,00)

Espécies Origem Amilase  Celulase Lipase Protease

4%

(0003M) A. carbonarius

Micoteca - café - - 2,00 -

(0004M) A. carbonarius Micoteca - café - - 2,06 -
(0005M) A. clavatus Strict sensu Micoteca - café - 2,19 - -
(0029A) A. versicolor Ambiente* - - 2,30 -
(0030M) A. versicolor Micoteca - café - - 2,82

(0031M) A. versicolor Micoteca - café - - 2,49 2,23
(0032M) C. cladosporioides Micoteca - café 2,78 - 3,30 -
(0033A) C. cladosporioides Amendoim - - 2,72 2,02
(0034A) C. cladosporioides Ambiente - - 3,39 2,61
(0035A) C. cladosporioides Solo 2,11 - 2,64 -
(0036A) C. cladosporioides Solo - - 2,36 -
(0042A) Fusarium sp. Ambiente - - 2,49

(0047M) P. brevicompactum Micoteca - café 2,33 - - -
(0048A) P. chrysogenum Embutido de carne - - - 2,42
(0052M) P. commune Micoteca - café - 2,13 2,04 -
(0056A) P. crustosum Pao - 5,83 2,16 -
(0057M) P. expansum Micoteca - café - 3,67 - -
(0059A) P. italicum Coco - - 2,15 -
(0060M) P. roqueforti Micoteca - café 2,83 2,41 - -
(0061A) P. solitum Amendoim - 2,67 - -
(0065A) Penicillium sp. Embutido de carne - - 2,43 -
(0066A) Penicillium sp. Solo - - 2,21 -
(0067M) P. verrucosum Micoteca - café 4,25 - - -

* Ambiente de cdmara de maturagdo de queijos



Observa-se ainda na Tabela 6, que alguns fungos que apresentaram
potenciais mais elevados para a produgdo de algumas enzimas, encontravam-se
naturalmente associados a alguns produtos ou partes vegetais. Cita-se como
exemplo os isolados P. crysogenum (0048A) e Penicillium sp. (0065A),
originarios de embutido de carne, apresentaram indice enzimaticos potenciais
elevados com relacdo as enzimas proteases e lipases, conforme esperado em
fungos associados a produtos carneos.

Por outro lado, fungos originarios de fontes como frutos de café (A.
carbonarius — 0003M, A. carbonarius — 0004M, A. clavatus Strictu sensu —
0005M, A. versicolor — 0030M, A. versicolor - 0031M, Cladosporium
cladosporioides — 0032M, P. brevicompactum — 0047M, P. commune — 0052M,
P. roqueforti 0060M, P. verrucosum — 0067M) apresentaram elevados
potenciais enzimaticos para a producao de enzimas ndo requeridas diretamente
para o processo de estabelecimento dos fungos nesse produto. Cita-se como
exemplo a producdo de lipases pelos isolados do fungo Cladosporium
cladosporioides. Tal fato demonstra a versatilidade de um fungo quanto ao
potencial enzimatico, possibilitando o seu estabelecimento em varios ambientes

e o seu aproveitamento para diferentes aplicagdes industriais.
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5 CONCLUSOES

A partir da metodologia executada neste trabalho conclui-se que:

- Dos microrganismos testados quanto ao potencial para a producao das
enzimas amilase, celulase, lipase e protease 16,1%, 25,0%, 22,9% e 7,0%
respectivamente apresentaram potencial enzimatico (IE > 2,00).

- Penicillium roqueforti (0060M), Cladosporium cladosporioides
(0032M),  Cladosporium  cladosporioides  (0035A),  Cladosporium
cladosporioides (0034A), Cladosporium. cladosporioides (0033A) e Aspergillus
versicolor (0031M) apresentaram potencial enzimatico positivo para a produgdo
de mais de uma enzima.

- Os microrganismos testados diferiram quanto ao potencial enzimatico
mesmo pertencentes a mesma espécie.

- Dentre os isolados testados as espécies que apresentaram os maiores
indices enzimaticos foram Penicillium verrucosum IE = 4,25 para atividade
amilolitica, Penicillium crustosum IE = 5,83 para atividade celulotitica,
Cladosporium cladosporioides (0034A) IE = 2,82 e 2,61, respectivamente, para
a atividade lipolitica e proteolitica.

- Alguns isolados apresentaram potencial enzimatico relacionado com as
fontes de isolamento dos fungos e outros apresentaram diversidade quanto ao

potencial enzimatico, independente da fonte de isolamento.
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ANEXO

Tabela 1A Relagao dos fungos filamentosos isolados de diferentes fontes e
identificados para a avaliagdo do potencial enzimatico....................
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TABELA 1A Relacdo dos fungos filamentosos isolados de diferentes fontes e
identificados para a avaliacdo do potencial enzimatico

Espécies

Origem

0001A - A. auricomus
0002M - A. auricomus
0003M - A, carbonarius
0004M - A. carbonarius

0005M - A. clavatus Strict sensu

0006M - A. dimorphicus
0007M - A. dimorphicus
0008 A - A. flavus

0009M - A. foetidus

0010A - A. foetidus

0011A - A. foetidus

0012M - A. lanosus

0013M - A. melleus

0014M - A. niger

0015M - A. niger

0016A - A. niger

0017A - A. niger

0018A - A. niger Agregados
0019M - A. ochraceus
0020A - A. ochraceus
0021M - A. sclerotiorum
0022A - A. sulphureus
0023A - A. sulphureus
0024M - A. sulphureus
0025 M - A. sulphureus
0026 M - A .sulphureus
0027A - A. tamarii

0028M - A. tamarii

0029A - A. versicolor
0030M - A. versicolor
0031M - A. versicolor
0032 M - C. cladosporioides
0033A - C. cladosporioides
0034A - C. cladosporioides
0035A - C. cladosporioides
0036A - C. cladosporioides
0037A - Curvularia sp
0038A - Epiccocum sp.

Café

Micoteca - café
Micoteca - café
Micoteca - café
Micoteca - café
Micoteca - café
Micoteca - café
Amendoim
Micoteca - café
Amendoim

Café

Micoteca - café
Micoteca - café
Micoteca - café
Micoteca - café
Café

Amendoim
Amendoim
Micoteca - café
Embutido de carne
Micoteca - café
Café

Café

Micoteca - café
Micoteca - café
Micoteca - café
Café

Micoteca - café
Ambiente de cdmara de maturagdo de queijos
Micoteca - café
Micoteca - café
Micoteca - café
Amendoim
Ambiente de cdmara de maturagdo de queijos
Solo

Solo

Amendoim
Ambiente de cdmara de maturagdo de queijos

(...Continua...)
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TABELA 1A, Cont.

0039M - F. lateritium
0040A - F. oxysporum
0041A - F. oxysporum
0042A - Fusarium sp.
0043A - F. verticillioides
0044M - F. verticillioides
0045A - Paecilomyces sp.

0046A - P. aurantiogriseum
0047M - P. brevicompactum

0048A - P. chrysogenum
0049M - P. citrinum
0050M - P. citrinum
0051M - P. citrinum
0052M - P. commune
0053A - P. commune
0054M - P. corylophilum
0055A - P. corylophilum
0056A - P. crustosum
0057M - P. expansum
0058A - P. glandicola
0059A - P. italicum
0060M - P. roqueforti
0061A - P. solitum
0062A - P. solitum
0063M - P. solitum
0064A - Penicillium sp.
0065A - Penicillium sp.
0066A - Penicillium sp.
0067M - P. verrucosum
0068A - Pestalotia sp.
0069A - Rizhopuz sp.
0070M - Talaromyces sp.
0071M - Talaromyces sp.

Micoteca - café

Café

Batata

Ambiente de cdmara de maturagdo de queijos
Pimentdo

Micoteca - café

Limao

Pao

Micoteca - café

Embutido de carne

Micoteca - laranja

Micoteca - café

Micoteca - café

Micoteca - café

Coco

Micoteca - café

Embutido de carne

Pao

Micoteca - café

Ambiente de cdmara de maturagdo de queijos
Coco

Micoteca - café

Amendoim

Ambiente de cdmara de maturagdo de queijos
Micoteca - café

Ambiente de cdmara de maturagdo de queijos
Embutido de carne

Solo

Micoteca — café

Ambiente de cdmara de maturagdo de queijos
Amendoim

Micoteca - café

Micoteca - café
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