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APRESENTACAO

Sabe-se que as Ciéncias Biologicas envolvem multiplas areas do conhecimento que
se dedicam ao estudo da vida e dos seus processos constituintes, sejam essas relacionadas
a saude, biotecnologia, meio ambiente e a biodiversidade. As Ciéncias bioldgicas
apresentam singularidades como campo de conhecimento e caracteristicas proprias em
relacdo as demais Ciéncias, exibindo caracteristicas especificas em termos de objetos
que estudam, objetivos que almejam, métodos e técnicas de pesquisa, linguagens que
empregam, entre outros. Dentro deste contexto, o E-book “Ciéncias Bioldgicas: realidades
e virtualidades” esta organizado com 22 capitulos escritos por diversos pesquisadores do
Brasil, resultantes de pesquisas de natureza basicas e aplicadas, revisdes de literatura,
ensaios tedricos e vivéncias no contexto educacional.

No capitulo “BACTERIAS ENTOMOPATOGENICAS COM POTENCIAIS DE
CONTROLE BIOLOGICO” Alves e colaboradores efetivaram uma revisdo de literatura
explicitando as principais bactérias com potenciais de controle biolégico, buscando
caracterizar suas particularidades e aplicagbes na agricultura. Cordeiro e Paulo em
“DETERMINACAO DOS DADOS DE COEFICIENTE DE PARTICAO DA LINHAGEM
BACTERIANA LACTOBACILLUS ACIDOPHILUS ATCC 4356 NOS SISTEMAS AQUOSOS
BIFASICOS, FORMADOS PELA DEXTRANA NATIVA E PELO PVA” apresentam no
capitulo o emprego dos sistemas aquosos bifasicos utilizando poliacetato de vinila
(PVA) e um exopolissacarideo, identificado como dextrana, produzido pelo Leoconostoc
pseudomesenteroides R2, e verificaram que esta consiste em uma alternativa excelente
de imobilizagcdo de células bacterianas para promover a encapsulagdo, protegendo os
microorganismos das intempéries do ambiente.

Vila e Saraiva no capitulo “CONDICOES FISICOQUIMICAS PARA A PRODUCAO
DE CAROTENOIDES POR FLAVOBACTERIUM SP.” estudaram os fatores fisico-quimicos
como a temperatura, fontes de carbono e nitrogénio e composicdo mineral na producéo
de carotendides de um isolado antartico identificado como Flavobacterium sp. No capitulo
“IMOBILIZACAO DE FRUTOSILTRANSFERASE EM SILICA GEL E BUCHA VEGETAL
PARA A SINTESE DE FRUTOOLIGOSSACARIDEOS” os autores apresentam a influéncia
da temperatura de imobilizacdo na velocidade e rendimento de imobilizagédo de enzimas
Frutosiltransferase extracelulares de Aspergillus oryzae IPT-301 imobilizadas em silica gel,
assim como a atividade recuperada e estabilidade destas enzimas imobilizadas em bucha
vegetal.

Costa e colaboradores em “BIOPROSPECCAO DE FUNGOS AMAZONICOS
PRODUTORES DE L-ASPARAGINASE EXTRACELULAR? realizaram uma bioprospeccao
através de fungos filamentosos produtores de Lasparaginase extracelular provenientes de
solos Amazonicos da area territorial da cidade de Coari, Amazonas. No capitulo “TESTES DE
SUBSTRATOS PARA PRODUCAO DE HIDROLASES DE INTERESSE BIOTECNOLOGICO



DE FUNGOS FILAMENTOSOS DA AMAZONIA” Costa e colaboradores testaram diferentes
residuos agricolas (cascas de castanha-do-para, mandioca e banana) como substratos
para producao de hidrolases por fungos filamentosos amazénicos no municipio de Coari,
amazonas.

De autoria de Fernandes e Colaboradores, o capitulo “DIVERSIDADE DE USO
MEDICINAL DA FLORA EM UMA AREA DE CERRADO NA CHAPADA DO ARARIPE, NE,
BR” realizaram um levantamento da diversidade de plantas medicinais em uma area de
Cerrado na Chapada do Araripe, e investigaram a percep¢do da comunidade local sobre
a aplicabilidade dessa flora em enfermidades e as epistemologias envolvidas nesses
conhecimentos. Em “ETNOECOLOGIA: TRANSVERSALIDADE PARA A CONSERVACAO
DE AREAS NATURAIS PROTEGIDAS” Dutra e colaboradores desenvolveram um ensaio
explorando a relevancia da transversalidade entre a Etnoecologia e a Educagdo Ambiental
para a conservacéao da biodiversidade de areas naturais protegidas.

Albuquerque e colaboradores em “DESEQUILIBRIOS AMBIENTAIS OCASIONADOS
POR LIXEIRAS VICIADAS NA CIDADE DE MANAUS — AM” realizaram uma revisao
da literatura com bases de dados especializadas sobre as problematicas ambientais
ocasionadas por lixeiras viciadas na cidade de Manaus — AM. De autoria de Almeida
Junior e colaboradores, o capitulo “RESISTENCIA AO TRIPES DO PRATEAMENTO
ENNEOTHRIPS FLAVENS MOULTON (THYSANOPTERA: THRIPIDAE) NOS GENOTIPOS
DO AMENDOINZEIRO ARACHISHYPOGAEAL. ERETQO” avaliaram a resisténcia aos tripés,
a interacéo de gendtipos e inseticida e o potencial produtivo de gendétipos de amendoim.

No capitulo “ACAO DE BIOESTIMULANTES VIA TRATAMENTO DE SEMENTES
PARA GERMINACAO E DESENVOLVIMENTO DE PLANTULAS DE CUCURBITA
MOSCHATA L.” Matsui e colaboradores avaliaram a emergéncia e desenvolvimento de
plantulas de Cucurbita moschata provenientes de sementes tratadas com um bioestimulante
e um extrato de algas. Veras e colaboradores em “LEVANTAMENTO DE FORMIGAS EM
AREAS ANTROPOMORFIZADAS NA UNIVERSIDADE ESTADUAL DO PIAUI, TERESINA
— PI”, realizaram um levantamento dos géneros de formigas encontradas em areas
antropomorfizadas, especificamente locais de alimentac@o, na Universidade Estadual do
Piaui (UESPI), no campus Poeta Torquato Neto, Piaui.

Silva, Teixeira e Sesterheim em “INFLUENCIA DO ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL
SOBRE A PRODUCAO DE RATOS LEWIS EM UM CENTRO DE PESQUISA” avaliaram a
influéncia do enriquecimento ambiental nos indices zootécnicos de unidades reprodutivas
de ratos Lewis. Em “PROCEDIMENTOS DA BIOLOGIA MOLECULAR UTILIZADAS PARA
DESVELAR CRIMES” Aguiar e colaboradores apresentam os principais métodos que a
biologia molecular e a genética forense dispdem para desvendar e entender os diversos
tipos de crimes por intermédio dos marcadores moleculares.

Aguiar e colaboradores em “METODO SOROLOGICO E MOLECULAR DA
TOXOPLASMOSE” discutem aspectos do diagndstico sorolégico e molecular da



toxoplasmose. Os autores ainda identificaram a importancia do conhecimento sobre a
infeccao pelos profissionais de saude, visto que o diagnostico correto resulta da correlagao
das variaveis clinicas com a resultados de anélises laboratoriais. Em “PROFISSIONAIS
DOS CUIDADOS DE SAUDE, DIGNIDADE HUMANA E BIOETICA” Rocha, Chemin
e Meirelles efetivaram uma revisdo bibliografica apresentando a Bioética como uma
ferramenta norteadora para compatibilizar as necessidades de pacientes e o respeito a
profissionais dos cuidados de Saude, também detentores de dignidade.

No capitulo “O JOGO COMO UMA ESTRATEGIA DIDATICA PARA O ENSINO DA
EVOLUCAO VEGETAL” Fernandes e Souza Junior analisaram a eficacia do jogo didatico
“Detetive — Evolucdo Vegetal” no processo de ensino-aprendizagem de estudantes do
ensino fundamental de uma escola municipal de Ceara-Mirim, Rio Grande do Norte,
observando a influéncia da estratégia didatica utilizada para a compreensao da evolugcéao
das plantas através dos seus taxons: britfitas, pteridofitas, gimnospermas e angiospermas.
Santos, Conceigdo e Sales no capitulo “JOGO “BINGO DA REVISAO”: APLICACAO DE
INSTRUMENTO PEDAGOGICO NAS AULAS DE CIENCIAS NUMA ESCOLA PUBLICA
DO MUNICIPIO DE ALAGOINHAS-BA” avaliaram a relevancia do jogo “Bingo da Revis&o”
como uma atividade ludica para melhoria da aprendizagem e instrumento de reviséo para
os discentes do ensino fundamental, na Escola Estadual Luiz Navarro de Brito, municipio
de Alagoinhas, Bahia.

Maximo e Krzyzanowski Junior no capitulo “AS REDES SOCIAIS NO PROCESSO
DE BUSCA DE INFORMAGOES CIENTIFICAS NO ENSINO MEDIO: UM ESTUDO DE
CASO NAS AULAS DE MICROBIOLOGIA” fizeram um levantamento e verificaram os tipos
de fontes que estdo sendo utilizadas pelos estudantes da educagéo basica nas pesquisas
sobre assuntos cientificos, com énfase em temas da microbiologia. No capitulo “A
EXPERIMENTACAO NO ENSINO DE CIENCIAS: EM BUSCA DE UMA APRENDIZAGEM
SIGNIFICATIVA” Souza e colaboradores apresentam um relato de experiéncia de ex-
bolsistas do PIBID/UESC-Biologia sobre o desenvolvimento de uma aula prética utilizando
a metodologia experimentacdo com turmas do ensino fundamental em uma instituicédo da
rede publica de llhéus, Bahia.

Em “DEMOCRATIZACAO DO CONHECIMENTO CIENTIFICO: A EXPERIENCIA
DO PROJETO “SABERES DA MATA ATLANTICA” Agrizzi, Teixeira e Leite apresentam e
discutem as iniciativas e os impactos alcancados pela proposta de populariza¢do da ciéncia
do projeto “Saberes da Mata Atlantica”, desenvolvido pelo grupo de pesquisa BIOPROS,
da Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais. Rodrigues e Sousa em “OBJETOS DE
APRENDIZAGEM MULTIMIDIA E ENSINO DE BIOLOGIA: UMA ABORDAGEM SOBRE
BIOMAS BRASILEIROS” investigaram alguns objetos de aprendizagem destinados ao
ensino de Biologia, que realizam uma abordagem sobre os biomas brasileiros, analisando
as abordagens dos conteudos biolégicos, com base em referenciais da area e em suas

aproximagdes com documentos oficiais da educacgéo brasileira, propondo sugestdes sobre



suas possibilidades de utilizagéo.

Em todos os capitulos, percebe-se uma linha condutora envolvendo diversas areas
das Ciéncias Biolégicas, como a Microbiologia, Micologia, Biologia Celular e Molecular,
Botanica, Zoologia, Ecologia, bem como, pesquisas envolvendo aspectos das Ciéncias
da Saude, Ciéncias Ambientais, Educacéo em Ciéncias e Biologia. Espero que os estudos
compartilhados nesta obra contribuam para o enriquecimento de novas praticas académicas
e profissionais, bem como, possibilite uma viséo holistica e transdisciplinar para as Ciéncias
Biologicas em sua total heterogeneidade e complexidade. Desejo a todos uma boa leitura.

Clécio Danilo Dias da Silva
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RESUMO: Residuos organicos gerados pelo
setor alimenticio tém sido empregados como
fonte de carbono para o crescimento microbiano
e produgéo de enzimas hidroliticas como as
celulases e amilases. A pesquisa objetivou
testar diferentes residuos agricolas (cascas de
castanha-do-para, mandioca e banana) como
substratos para produ¢do de hidrolases por
fungos filamentosos amazdnicos no municipio
de Coari. Os fungos foram isolados de solo
coletado no Centro de Apoio a Pesquisa do
Médio Solimbes por diluicdo seriada seguida
de plagueamento em meio Sabouraud Dextrose
Agar com cloranfenicol. Os residuos agricolas
provenientes da feira municipal de Coari e de
pequenos produtores foram lavados, secos
e triturados. A producé@o enzimatica foi obtida
por fermentacdo em meio liquido Manachini
enriquecido com o substrato agricola. A atividade
enzimatica foi determinada pela técnica do Cup-
plate e por método sacarificante com acido
3,5-dinitrosalicilico. Foram isolados um total
de 63 fungos filamentosos. Todos os residuos
agricolas selecionados mostraram-se viaveis
como substrato indutor para producdo de
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celulases e amilases. Dentre os isolados, 10 foram testados no Cup-plate, onde o fungo AS
36 foi o melhor produtor de celulases nos substratos casca de castanha e mandioca, com
indice Enzimatico (1) 5,95 e 5,85 respectivamente e AS 51 como melhor produtor de amilases
a partir da casca da banana obtendo o valor de 4,85. Quanto a atividade sacarificante, o fungo
AS 36 obteve 0 melhor desempenho para amilase e celulase com 0,81 Ul.mL-1, 0,55 Ul.mL-1
e 0,48 Ul.mL-1 nos substratos casca da banana, castanha e mandioca respectivamente. Os
resultados encontrados expressam a potencialidade na produgéo enzimatica de amilase e
celulase por fungos isolados do solo de Coari utilizando residuos agricolas regionais como
substrato indutor.

PALAVRAS-CHAVE: Substratos agricolas, solo, amilase, celulase, fermentagéo liquida.

SUBSTRATE TESTS FOR HYDROLASES PRODUCTION OF BIOTECHNOLOGIC
INTEREST OF FILAMENTOUS FUNGI FROM THE AMAZON

ABSTRACT: Organic waste generated by the food sector has been used as a carbon source
for microbial growth and production of hydrolytic enzymes such as cellulases and amylases.
The research aimed at testing different agricultural residues (Brazil nut shells, cassava
and banana peels) as substrates for production of hydrolases by Amazonian filamentous
fungi in Coari city. Fungi were isolated from soil collected at the Middle Solimées Research
Support Center by serial dilution followed by plating on Sabouraud Dextrose Agar médium
with Chloramphenicol. Agricultural waste from Coari municipal fair and local producers were
washed, dried and crushed. Enzymatic production was obtained by liquid fermentation in
Manachini medium enriched with agricultural substrate. Enzymatic activity was determined
by the Cup-plate technique and by saccharifying method with 3,5-dinitrosalicylic acid. A total
of 63 filamentous fungi were isolated. All selected agricultural residues were viable as an
inducing substrate for the production of cellulases and amylases. Among the isolated ones,
10 were tested on the Cup-plate, where the fungus AS 36 was the best cellulases producer
on the substrates of Shell nuts and cassava, with Enzyme Index (1) 5.95 and 5.85 respectively
and AS 51 as the best producer of amylases from banana peel obtaining the value of 4.85.
As for saccharifying activity, the fungus AS 36 obtained the best performance for amylase and
cellulase with 0.81 IU.mL- 1, 0.55 IU.mL-1 and 0.48 IU.mL-1 on the banana peel, chestnut
and cassava respectively. The results found express the enzymatic production of amylase
and cellulase potencial by fungi isolated from Coari soil using regional agricultural waste as
an inducing substrate.

KEYWORDS: Agricultural substrates, soil, amylase, cellulase, liquid fermentation.

11 INTRODUGAO

A Amazonia recebe significativa atengéo quanto a diversidade do seu ecossistema,
pois a riqgueza do material biologico possibilita a descoberta de incontaveis recursos
genéticos neste bioma (SHUBART, 1983 apud BARBOSA, 2000).

A literatura frequentemente relata a grande quantidade de organismos presentes
nesse habitat que ainda ndo foram identificados, como plantas, insetos, animais e

micro-organismos que sao fontes de novos saberes cientificos para desenvolvimento de
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biotecnologias (BARBOSA, 2000; PIROTA et al., 2015).

Nesse contexto, muitos autores ressaltam aimporténcia de identificar e de caracterizar
0 maior nUmero de espécies, com vistas a favorecer a ampliacdo da bioindustria, o uso
sustentavel do recurso bioldgico e, sobretudo, permitir a preservacao de material genético
para a posteridade (BARBOSA, 2000; PIROTA et al., 2015; SILVA; MALTA, 2016).

O crescente foco nas pesquisas cientificas voltadas para a area da microbiologia
aplicada demonstra a pertinéncia em estudar o potencial dos micro-organismos. Estudos
estimam a existéncia de 1,5 milhdo de espécies de fungos no mundo onde somente 70 mil
foram catalogados (OLIVEIRA, 2010; SILVA; MALTA, 2016).

E sabido que o bioma da Amaz6nia & uma fonte prospera de organismos pertencentes
ao Reino Fungi por possuir condigdes climaticas favoraveis como umidade elevada, grande
disponibilidade de agua e diversidade no substrato nutricional. Nessas condi¢des, 0s
fungos do tipo filamentosos sdo abundantemente distribuidos devido a sua diversidade
metabdlica e estrutura micelial formada por um complexo de hifas que atuam na absorg¢ao
de nutrientes. Esses organismos heterotroficos frequentemente secretam substancias no
ambiente para degradar polimeros complexos e facilitar a entrada destes na célula fungica
(SPIER, 2005; ROSA, 2014; GONGALVES, 2016).

Para além da sua importancia ecoldgica através da decomposicédo de restos
orgéanicos no ecossistema, os fungos filamentosos possuem grande valor para os processos
biotecnoldgicos na obtencdo de substancias ativas oriundas do seu metabolismo celular
(CARMO, 2011; OLIVEIRA,2010; SILVA; MALTA, 2016).

Os metabdlitos em questdo possuem inumeras aplicagdes. Tornam-se principio
ativo na fabricacdo de biofarmacos, catalisam reagdes quimicas, melhoram a qualidade e
a eficiéncia dos processos fermentativos aumentando a produtividade, ajudam a degradar
substancias toxicas oriundas dos corantes téxteis, possibilitam a conversdo de biomassa
em combustivel como o etanol, entre outras atuag¢des nas industrias (CARMO, 2011).

As hidrolases sé@o algumas das varias biomoléculas produzidas pelos fungos que
atuam degradando polimeros complexos em estruturas mais simples para obtencdo de
energia (SALOMAO, 2017). De acordo com Carmo (2011) e Gongalves (2016) grande parte
das enzimas aplicadas nas industrias (75%) é destinada a hidrélise de macromoléculas
naturais complexas, tais como celulose, hemicelulose, lignina e amido.

As celulases constituem um conjunto de enzimas que atuam na despolimerizagéo da
celulose. Este polissacarideo possui um arranjo estrutural complexo formado por ligagbes
glicosidicas na sua cadeia linear e por ligacdes de hidrogénio dentro da prdpria molécula ou
entre moléculas distintas de celulose que Ihe conferem alta resisténcia e baixa solubilidade
em agua (ARANTES; MILAGRES, 2009; INFORSATO; PORTO, 2016)

Assim como a celulose, o amido é um polimero encontrado em abundéancia na
natureza e também muito utilizado na industria de alimentos. As enzimas hidroliticas

responsaveis pela degradacao do amido nos processos fermentativos sao as amilases. O
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grande interesse industrial por estas enzimas potencializa a realizagdo de pesquisas com
objetivo de descobrir novos micro-organismos produtores (SPIER, 2005; OLIVEIRA, 2013;
ASTOLPHO, 2017).

Com a difusdo dos parametros de sustentabilidade, tecnologias e processos sédo
desenvolvidos para diminuir o impacto ambiental causado pelo descarte de rejeitos oriundos
das industrias. Residuos orgéanicos gerados pelo setor alimenticio, por exemplo, tém sido
empregados como fonte de carbono para o crescimento microbiano e para producdo das
enzimas hidroliticas. A conversdo desses substratos pelas hidrolases origina os mais
variados produtos como heteropolimeros de interesse tecnoldgicos, acidos organicos e
biocombustivel (SANTOS, 2015).

Os principais residuos oriundos da agroindustria no Brasil séo os farelos de trigo,
de mandioca, de casca de arroz e de café; o bagago de beterraba e de cana-de-agucar
— conforme Gongalves (2016). No Amazonas, os dados sobre os residuos gerados pela
producdo agricola sdo escassos e nao estdo sistematizados. Porém, dados cotejados
sobre o desenvolvimento da agricultura no Estado indicam que o Amazonas possui como
principais rejeitos agricolas as cascas de cupuacgu, castanha, coco, cascas e carogos de
acai e tucuma (VAL; SANTOS, 2011; AQUINO, 2014).

Nesse sentido, o desenvolvimento de pesquisas sobre a produgéo de hidrolases por
fungos aliada ao emprego dos residuos agricolas da Amazoénia € pertinente também devido
a caréncia de trabalhos cientificos da area, bem como a crescente demanda industrial
atrelada as questdes de manejo sustentavel dos recursos ambientais.

Diante do exposto, a pesquisa objetivou avaliar diferentes residuos agricolas
regionais (cascas de banana, castanha-do-Para e cascas de mandioca) como substrato
indutor para produgdo de amilases e celulases por fungos filamentosos isolados do solo no
Municipio de Coari — Amazonas.

21 METODOLOGIA

2.1 Isolamento dos fungos e preparo dos residuos agricolas

Os fungos foram isolados de amostras de solo coletadas no Centro de Apoio a
Pesquisa do Médio Solimbes — CAP-MedSol (S 04°07°31.4” W 063°04'23.9”) na cidade
de Coari — Amazonas. As col6nias fungicas foram obtidas pela técnica de diluicao seriada
seguido de plaqueamento meio Sabouraud Dextrose Agar (SDA) com cloranfenicol
adaptada a partir da metodologia de Colla et al. (2008).

As cascas de castanha-do-Brasil, mandioca e banana foram coletadas na Feira
Municipal de Coari assim como de pequenos comerciantes da cidade. Os residuos agricolas
foram higienizados em &agua corrente seguida de agua destilada, sendo submetidos a
secagem em estufa a 60°C pelo periodo de 24 horas para as cascas da mandioca, por
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48 horas para cascas da castanha e 72 horas para as cascas de banana. O material foi
triturado separadamente em moinho de facas tipo Willey usando as peneiras com malha 10
mesh para as cascas de banana e 30 mesh para as cascas de mandioca e castanha, cuja
as granulometrias aproximadas sédo 2 mm e 0,5 mm respectivamente. O p6 de cada residuo
agricola foi armazenado em refrigerador a - 4°C até o momento da utilizagcéo (SANTOS et
al., 2013).

2.2 Condicoes de cultivo e obtencao do extrato enzimatico bruto

A producgéo das enzimas foi por fermentagdo submersa sob agitagéo (150 rpm) a
28°C por 72 horas. Para isso, cada fungo, foi inoculado em frasco Erlenmeyer de 100 mL
contendo 30 mL de meio nutriente Manachini (MANACHINI et al. 1987) enriquecido com
1% do residuo agricola. Ao término da fermentacéo, os in6culos foram filtrados em papel
filtro e funil de vidro, seguido de centrifugacéo por 30 minutos a 4000 r.p.m. para obtencéao
de uma solugéo livre de células.
2.3 Determinacao da atividade enzimatica

Para a determinagéo qualitativa da atividade enzimatica foi utilizada a técnica do
Cup-plate descrito por Teixeira et al. (2011). Onde 100 pL de extrato bruto foi pipetado
em cada pogo (J 5 mm), em seguida as placas foram incubadas em estufa B.O.D. a
37°C por 72 horas. A revelagédo da atividade enzimatica ocorreu com a formacgéao de halos
translicidos, indicando a hidrélise do substrato pela enzima de interesse, ap6s aplicacao
da solugédo aquosa de vermelho do Congo 0,1 % (p/v) e NaCl 1M para celulase e iodo
ressublimado para amilase.

Apobs a selegcdo dos melhores produtores pelo Cup-plate, a atividade amilolitica e
celulolitica foi quantificada através da mensuracao dos agUcares redutores pelo método
DNS - acido 3,5-dinitro-salicilico (MILLER, 1959) adaptado (VASCONCELOS, 2013).

Foi calculada uma curva de calibracdo a partir do teor de glicose (g.L™"), em que
uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima capaz de
liberar 1 umol de agUcares redutores por minuto de reag¢do, sendo expressa em Ul.mL™
de residuo fermentado. As absorbancias foram convertidas a valores de concentragéo de
glicose (umol.mL-1) mediante os dados apresentados na equacgéo da reta obtida na curva
padréo (FERNANDES et al., 2007; PIETROBON, 2008).

Nos ensaios com as enzimas de interesse, foi preparado um meio reacional
contendo 0,5 mL do extrato enzimatico bruto e 0,5 mL de substrato a 1%: para celulases —
carboximetilcelulose (CMC) diluido em Tampao citrato de sédio a 50 mM com pH 4,8; para
amilase — solugéo de amido soluvel P.A. diluido em Tampao fosfato de potassio 50 mM com
pH 6,0.

As amostras foram incubadas a 37°C por 10 minutos em banho-maria, ap6s esse
periodo, foram adicionados 0,5 mL do reagente DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) sendo
submersas por 5 minutos a 100°C para interrupcéo da reacdo. Apés resfriamento, foram
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adicionados 3,5 mL de agua destilada para leitura da absorbancia das amostras a 540 nm
no espectrofotémetro (KASUAKI). A solucdo controle para calibragdo do zero no aparelho
foi preparada utilizando 1 mL de agua destilada em substituicdo ao extrato enzimatico,
seguindo o mesmo procedimento acima (FERNANDES et al., 2007; PIETROBON, 2008).

31 RESULTADOS

A partir das amostras de solo amazénico coletadas na regido do CAP-MedSol em
Coari, obteve-se um total de 63 fungos. A amostragem de isolados para avaliacdo da
producdo extracelular das enzimas celulases e amilases foi de 10 fungos. Os extratos
enzimaticos foram submetidos ao teste qualitativo do Cup-plate, a partir do qual os dados
coletados (diametro total do halo e diametro do pogo) possibilitaram calcular os indices de
Atividade Enzimatica (I) apresentados na Tabela 1.

ENZIMA AMILASE CELULASE
SUBSTRATO |CASCA DA BANANA |CASCA DA CASTANHA | CASCA DA MANDIOCA

FUNGOS HALO (mm)* | (1) HALO (mm) | () HALO (mm) | ()
AS 01 9 28 245 59 20,75 5,15
AS 18 12,5 3,5 - - - -
AS 20 95 2,9 225 55 - -
AS 26 14,25 3,85 18,75 475 - -
AS 02 17,25 445 13,5 37 - -
AS 61 14,75 3,95 18,25 4,65 12 3.4
AS 51 19,25 4,85 12,25 345 - -
AS 60 16,5 43 17 44 14,25 3,85
AS 36 15,25 4,05 2475 5,95 24,25 5,85
AS 59 8 26 - - - -

Tabela 1 - indice da atividade enzimatica para amilase e celulase de fungos amazonicos pelo
método do Cup-plate* HALO (mm) = didmetro total do halo — didmetro do pogo

Foram considerados como bons produtores de amilases e celulases os fungos que
obtiveram (l) acima ou igual a 2 (SOARES et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2011). Nesse
sentido, os fungos AS 01, 61, 60 e 36 obtiveram resultados satisfatorios para ambas as
enzimas em todos os substratos testados.

Em uma perspectiva geral, os melhores produtores de enzimas foram os fungos
AS 51 para amilase com (l) igual a 4,85 no substrato casca de banana e AS 36 para
celulase que apresentou o melhor desempenho com 5,95 e 5,85 de atividade enzimatica
nos substratos cascas de castanha e mandioca respectivamente.

Com base nos resultados qualitativos do Cup-plate foram selecionadas as amostras
cujo (l) foi igual ou superior a 3,0 para quantificacdo da atividade enzimatica através do

método DNS. No que se refere a atividade sacarificante, o fungo AS 36 obteve o melhor
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desempenho para amilase e celulase nos substratos casca da banana e casca de castanha,
cujos valores de atividade enzimatica foram 0,81 Ul.mL"e 0,55 Ul.mL"' respectivamente.
Para o substrato indutor casca de mandioca, o fungo AS 01 foi o melhor produtor de celulase
alcangando o valor de 0,485 Ul.mL".

Foi possivel observar (Figura 1) que obteve-se a maior atividade enzimatica no
residuo agricola casca de banana seguido de casca de castanha como substrato indutor. A
casca da mandioca foi o residuo cuja produgéo enzimatica foi a menor. Constatou-se que o
fungo AS 36 foi o melhor produtor de enzimas hidroliticas em todos os substratos avaliados.

CASCA DE BANANA

CASCA DE CASTANHA
0,9+ CASCA DE MANDIOCA
0.8+
0,7 4
0,6
0,5+

0.4 4

[ENZIMA] (Ul.mL-1)

0,3+

0,2 4

0,1

0,04 T T

] ©

Vv YV & ) ©
A R T U R S S

FUNGOS FILAMENTOSOS

Figura 1 — Atividade enzimética amilolitica e celulolitica de fungos filamentosos em substratos
agricolas

41 DISCUSSAO

A quantidade de isolados neste trabalho (63 fungos) foi superior aos resultados
descritos pelos autores Pirota et al. (2015) que isolaram um quantitativo de 40 fungos
do solo e de madeira em decomposi¢éo da Floresta Amazonica e por Castro; Gutierrez;
Sotédo (2012) que descrevem 45 fungos conidiais isolados de partes em decomposicédo
de Euterpe oleracea Mart. (agaizeiro) na Area de Protecdo Ambiental da ilha do Combu,
municipio de Belém — Para.

Numeros mais expressivos de isolados da regido amazdnica sdo expostos por
Fonseca et al. (2016) que obtiveram 83 fungos da familia Polyporaceae da area de floresta
nos Municipios do Estado do Amazonas: Autazes, Anama, Careiro da varzea, Coari,
Barcelos, Borba, Manaus, Manicoré, Novo Aripuand, Nova Olinda do Norte, Parintins e
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Presidente Figueiredo.

Bezerra et al. (2016) descreve 91 fungos filamentosos isolados de sedimentos do Rio
Negro no Amazonas, enquanto que 110 fungos filamentosos foram isolados por Delabona
(2011) de areas florestais pertencentes a Reserva da Embrapa Amazdnia Oriental e da
Fazenda Sococo no Estado do Para.

A quantidade elevada de isolados encontrada por estes autores decorre da
extensdo da area de coleta que foi superior a area delimitada neste trabalho. Ademais,
Moura et al. (2015), em seus estudos sobre a variacao populacional de bactérias e fungos
no solo, afirma que a microbiota responde de maneira variada devido a fatores como teor
de umidade, pH, profundidade de coleta, nutrientes, temperatura e periodo climéatico que
influenciam diretamente na composicao dos micro-organismos no ambiente.

Sob uma perspectiva ampla, a variagdo no numero de isolados na literatura e neste
trabalho € uma resposta as distintas condi¢cdes do local de coleta, dos substratos disponiveis
e das influéncias climaticas. Estes fatores, moldam as caracteristicas fisiol6gicas das
células fungicas alterando a atividade enzimatica desses micro-organismos.

A andlise qualitativa do Cup-plate permite avaliar a producdo enzimatica em meio
soélido através da visualizacao de halos de degradagéo do substrato especifico para cada
enzima. O resultado é expresso em milimetros do halo formado ou através do indice
Enzimético (l) obtido por meio de formula matematica.

Segundo Soares et al. (2010) e Teixeira et al. (2011), os fungos que possuem (I)
igual ou maior que 2,0 sdo considerados bons produtores de enzimas. Nesse sentido,
todos os fungos analisados neste trabalho podem ser considerados bons produtores de
amilases tendo como substrato indutor a casca da banana visto que apresentaram (l) entre
2,6 a 4,85. Para celulases, 8 fungos foram bons produtores da enzima a partir do substrato
casca de castanha com valores entre 3,45 a 5,95 e apenas 4 fungos mostraram produgéao
satisfatéria de enzimas celuloliticas no substrato casca de mandioca com (l) entre 3,4 a
5,85.

Valores de (1) muito proximos ao deste trabalho foram relatados por Brito (2017) que
investigou a atividade amilolitica de fungos filamentosos endofiticos isolados da mandioca
no municipio de Coari — AM. Dentre os fungos analisados pelo autor, trés apresentaram
os melhores indices enzimaticos tendo como substrato amido solGvel sendo 3,6, 3,5 e
3,4. Chamy (2017) obteve resultados mais expressivos para a enzima amilase de fungos
filamentosos isolados de formigas cortadeira no municipio de Coari com (l) igual a 4,4 e
para celulase o melhor produtor alcangou (I) igual a 5,33.

A similaridade dos resultados pode ter sido alcangada devido as condigbes de
cultivo das enzimas (fermentagdo submersa a 28°C sob agitagdo durante 72 horas) e as
condigcdes do teste de atividade enzimatica (37°C por 36 horas) em ambos os trabalhos. O
mesmo parametros foram utilizados na presente pesquisa com um acréscimo no tempo de
incubacéo do teste enzimatico para 72 horas — o que pode explicar os valores encontrados
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relativamente superiores ao destes dois autores.

Tavares et al. (2012) testaram a atividade enzimatica de fungos filamentosos
pertencentes aos géneros Penicillium e Aspergillus isolados das folhas de noni (Morinda
citrifolia) do Amazonas. Estes autores encontraram didmetros superiores, onde 0os maiores
halos celuloliticos (34 mm e 33 mm) e amiloliticos (29,5 mm e 29 mm) foram apresentados
por exemplares fungicos do género Aspergillus.

E plausivel que as condigdes de cultivo e de teste enzimatico conferidas por esses
autores como temperatura e tempo de incubagédo das amostras tenham influenciado na
formacéo dos halos de degradacgéo. Tavares et al. pode ter alcangado a amplitude dos halos
devido ao tempo de fermentacéo que foi de cinco dias, o mais longo dentre os presentes
trabalhos. Além disso, a temperatura de fermentacéo (30°C) também foi mais alta — onde
a prevaléncia é de 28°C utilizada pelos outros autores e admitida nos testes dos fungos
isolados nesta pesquisa.

O método DNS permite quantificar a atividade sacarificante pela determinagao dos
acUcares redutores produzidos na hidrélise do substrato especifico para cada enzima
(FERNANDES et al. 2007). Dentre os fungos analisados, o isolado AS 36 obteve a melhor
atividade amilolitica tendo como substrato casca de banana (0,814 Ul.ml") e celulolitica no
substrato indutor casca de castanha (0,551 Ul.mL") e casca de mandioca (0,484 Ul.ml").

Santa-Rosa et al. (2018) comparou a atividade celulolitica de um fungo do género
Penicillium, isolado do solo no municipio de Presidente Figueiredo — AM, com o isolado de
Trichoderma reesei o qual é frequentemente aplicado na produgéo de enzimas celuloliticas.
Os autores relataram que as atividades enzimaticas dos micro-organismos analisados
foram bastante similares no substrato Carboxymetilcelulose (CMC), sendo 0,60 Ul.mL™" para
Penicillium e 0,86 Ul.mL" para T. reesei. Este resultado, embora ligeiramente superior, foi
bem préximo ao do fungo AS 36 com o residuo agricola casca de castanha demonstrando
a potencialidade deste fungo e a viabilidade do substrato indutor.

A atividade amilolitica do isolado AS 36 (0,814 Ul.mL") foi mais expressiva se
comparada aos resultados publicados por Silva et al. (2017). Esses autores usaram amido
soltvel como substrato para producdo de amilase por fungos filamentosos provenientes
da Colegéo de Cultura de Fungos Filamentosos Endofiticos do LPNBio — BA. Registraram
a maior atividade (0,47 UA) no tempo de fermentacdo equivalente a 72 horas, quase a
metade do valor produzido por AS 36 utilizando o substrato indutor casca de banana no
mesmo tempo de fermentagéo.

Residuos agroindustriais foram avaliados como substratos para producdo de
hidrolases por linhagens de fungos filamentosos no trabalho de Stroparo et al. (2012). No
artigo em questéo, a melhor atividade endoglucanésica (enzima celulolitica que atua na
regido interna da molécula de celulose) foi obtida com o uso da casca de abacaxi como
substrato sendo 0,18 Ul.mL™", consideravelmente inferior ao melhor produtor AS 36 tanto

para casca de castanha quanto para casca de mandioca. Entretanto, a atividade amilolitica
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descrita por Stroparo et al. (2012) foi mais elevada sendo 6,32 Ul.mL"" no substrato farelo
de trigo.

51 CONCLUSAO

Diante da grande quantidade de fungos isolados, pbéde-se confirmar que as
caracteristicas do solo e do clima amazoénico séo favoraveis para o crescimento de micro-
organismos, principalmente os organismos pertencentes aoreino fungi. Osresiduos agricolas
avaliados nesta pesquisa mostraram-se viaveis como substrato indutor para producéo de
celulases e amilases por isolados de fungos filamentosos do solo de Coari. Observou-se
0 bom desempenho das enzimas produzidas pelos fungos isolados a partir de substratos
agricolas que alcancaram valores de atividade enziméticas equiparados as enzimas
produzidas a partir de substratos comerciais (Amido solUvel e Carboxymetilcelulose).

Espera-se poder contribuir, com as especificidades regionais desta pesquisa,
para o estudo e desenvolvimento de bioprodutos como as enzimas hidroliticas e para
disseminagé@o do conhecimento a respeito da diversidade e potencialidade microbiologica

presente no solo amazédnico.
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