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RESUMO: A producdo de compostos bioativos através de processos fermentativos, em rotas
sustentaveis, ganhou destaque no cenario mundial da ultima década. Para tal, é de grande interesse o
isolamento e a classificacdo de microrganismos capazes de produzir biomoléculas de interesse. Estes,
por sua vez, podem ser facilmente encontrados em ambientes comuns, como 0 solo. O uso de
microrganismos, atraves de isolamento e selecdo de linhagens, € uma ferramenta cada vez mais utilizada
para a producdo de metabdlitos importantes, nos quais pode-se incluir compostos bioativos
importantissimos como as enzimas, dentre as quais destaca-se a enzima tanase. Essa é uma enzima com
amplo espectro de uso comercial, sendo aplicavel em indUstrias de alimentos, bebidas, farmacéutica, de
alimentacdo animal e na producdo de antioxidantes. O trabalho teve como objetivo isolar e selecionar
linhagens fungicas de diferentes fontes de solo e verificar o potencial de cada linhagem na producéo da
enzima tanase, criando um banco de culturas de microrganismos de interesse para 0 meio académico
local. Como resultados, obtiveram-se com sucesso o0 crescimento e isolamento de quatro espécies
fangicas.
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BIOPROSPECTING OF MICROORGANISMS FOR PRODUCTION OF BIOACTIVE
COMPOUND

ABSTRACT: The production of bioactive compounds through fermentative processes, in sustainable
routes, gained prominence in the global scenario of the last decade. For such, it is of great interest the
isolation and classification of microorganisms capable of producing interesting biomolecules. Such
microorganisms can be easily found in common environments, such as soil. The use of microorganisms,
through isolation and selection of lineages, is a tool increasingly used in the production of important
metabolites, in which are included bioactive compounds of great importance, such as enzymes, among
which stands out the enzyme named tannase. It is an enzyme with great specter of commercial use, being
useful in food and drink industry, pharmaceutical industry, animal nutrition and in the production of
antioxidants. This project’s main goal is to isolate and select fungi lineages of different types of soil and
verify the potential of each lineage for producing the enzyme tanase, creating a microorganism culture
bank of interest to the local academic environment. As a result, the successful growth and isolation of
four fungi species was achieved.
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INTRODUCAO

Compreende-se por fungos o grupo de microrganismos que apresenta parede celular, mas
sofrem com a auséncia do pigmento fotossintético clorofila, precisando, portanto, absorver seus
nutrientes. Podem ser multicelulares ou unicelulares, e sdo um grupo dividido em dois tipos gerais: as
leveduras e os bolores. Alguns podem ainda ser macroscopicos, como no caso dos cogumelos
(PELCZAR Jr., CHAN, KRIEG, 1997). Embora sejam vistos majoritariamente como malfeitores, 0s
fungos desempenham papel essencial na producéo de diversas substancias essenciais na garantia do bem
estar da sociedade. Desta forma, a bioprospeccdo destes microrganismos, isto é, o cultivo seletivo em
laboratério de fungos que realizem funcbes de interesse, € uma préatica cada vez mais desejavel, tendo
em vista que a utilizacdo dos microrganismos como fonte de biomoléculas e outros bioprodutos vém se
tornando cada vez mais comum nas Ultimas décadas (PELCZAR Jr., CHAN, KRIEG, 1997).

Através do processo de fermentacdo sélida, realizado por espécies fungicas, € possivel extrair
as partes economicamente interessantes da biomassa e converté-los em produtos gque facilitam diversos
processos industriais de grande relevancia; um exemplo desses produtos sdo as enzimas, que
representam, na maioria dos casos, a melhor alternativa nos processos de catélise, tendo em vista que
sua atividade é superior a dos catalizadores ndo-bioldgicos. Estas, por sua vez, podem ser obtidas através
da mencionada fermentacdo solida e purificadas através de variados processos de purificacdo de
proteinas. Diante disso, 0 projeto de pesquisa apresentado visa a bioprospeccdo de novas espécies
fangicas para a producdo da enzima tanase através de fermentacdo em estado sélido.

MATERIAL E METODOS

Reagentes e meios de cultura:

Acido Tanico, SDS-trietanolamina, solucdo de sais (CaCl, KH2PO., MnSO. (NH4)SO4, MgSOy,
KCI, Fe(NH.)2(S04),), tampdo acetato, PDA (Agar de batata dextrosado), farelo de trigo, BSA
(albumina de soro bovino).

Equipamentos:

Espectrofotometro (Metash-Tecnal); banhos termostéticos (Tecnal); centrifuga (Kasvi k14-
4000); estufa de cultura (Tecnal TE-392-1); incubador Shaker (K-330-Pro); balanca analitica (Mettler
Toledo Me 104); pHmetro (Metler Toledo).

Visando a cultura de diferentes espécies de fungos, coletaram-se amostras de aproximadamente
8 g do solo de proximidade das raizes de cinco tipos de arvores frutiferas: um pé de limdo, um pé de
jabuticaba, um pé de amora, um pé de goiaba e um pé de seriguela. As amostras foram coletadas
utilizando-se de espéatula, e armazenadas em plastico filme PVC.

Para inoculagdo dos microrganismos utilizou-se de meio de agar de batata dextrosado, preparado
na proporcdo de 8g de meio para 100 mL de agua destilada. Para o preparo, ap6s adicionar o meio em
po & agua, levou-se a mistura a chapa de aquecimento a 100°C, sob agitacdo magnética branda, até que
a solucdo levantasse fervura.

Uma vez fervente, a solucdo do meio foi distribuida em tubos de ensaio; estes, por sua vez,
foram devidamente tampados com tampdo de algoddo e papel aluminio, e levados a autoclave para
esterilizagio sob temperatura de 121°C e presséo equivalente a 120 atm. Os tubos esterilizados foram
inclinados sobre suporte e resfriados por aproximadamente 24 horas. Apos esse periodo, 0s meios
prontos foram armazenados em resfriamento até 0 momento da inoculagéo.

Para inoculagdo dos microrganismos potencialmente presentes nas amostras de solo coletadas,
pesou-se em béqueres 8g de cada amostra, adicionando-se a cada um 20 mL de dgua destilada. As
solucbes foram submetidas a agitagdo magnética branda, visando a completa dissolucgdo da parte solida,
pelo periodo de dez minutos.

Ap0s, retirou-se da geladeira os tubos de ensaio contendo 0 meio de crescimento preparado com
antecedéncia. Utilizando-se de alca de inoculacdo de platina, devidamente esterilizada em bico de
bunsen, realizou-se o esfregaco da parte aquosa do solo dissolvido nos meios de crescimento. Tal
processo foi repetido para cada uma das 4 amostras, identificando corretamente em qual tubo cada
amostra foi utilizada. Em seguida, os tubos de ensaio foram levados a estufa, a temperatura de 32°C, e
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mantidos sob tal aquecimento durante 48 horas, visando fornecer condicGes ideais para o crescimento
dos microrganismos.

Visando a separacdo de cada espécie de microrganismo obtida através da inoculagéo descrita,
0s microrganismos foram repicados multiplas vezes, visando crescimento sem a presenca de outras
espécies. O repique foi realizado utilizando-se de al¢a de inoculacéo de platina, esterilizada em bico de
Bunsen, e empregada na realizacdo da transferéncia dos esporos dos fungos obtidos na etapa anterior
para um novo meio de cultura. O repique foi repetido até obter-se um grau de isolamento satisfatério.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O preparo do meio de inoculagdo composto por agar de batata dextrosado e a diluicdo das
amostras de solo ocorreram conforme o processo descrito em materiais e métodos. Foram realizadas
tentativas de obtencdo de microrganismos a partir do solo da raiz de cinco arvores frutiferas; cada
amostra de solo apresentou diferentes resultados, sendo trés deles promissores diante do objetivo de
isolar uma espécie fungica capaz de produzir a enzima tanase.

As amostras de solo coletadas dos pés de seriguela, limdo e jabuticaba apresentaram nas
inoculagdes iniciais a predominancia de fungos filamentosos semelhantes a bolores, de aparéncia
esbranquicada e aveludada. Houveram aparices pontuais de fungos de coloragio escura. E importante
ainda ressaltar que, no caso do pé de lim&o, houve crescimento de fungos em somente um dos tubos; o
contetdo do tubo ndo promissor foi devidamente descartado. Quanto as amostras de solo do pé de amora,
ocorreu em maior incidéncia o crescimento de fungos filamentosos de coloracéo escura. A amostra do
pé de goiaba contou com a presenca de fungos de aparéncia aveludada e branca, bem como fungos
semelhantes a liquens.

Para isolar as espécies fungicas obtidas através da inoculacdo dos esporos gerais presentes nas
amostras de solo coletadas, foi realizada a repicagem dos fungos que cresceram apés a inoculagao.
Embora tenham crescido em quantidade satisfatoria na etapa de inoculagdo, os fungos derivados do solo
retirado da raiz do pé de seriguela ndo cresceram significativamente ap6s o repique; esta amostra e seus
repiques foram, portanto, descartados. Quanto as demais amostras, os resultados foram promissores e
satisfatdrios. Os fungos filamentosos derivados da amostra de solo do pé de jabuticaba cresceram em
boa quantidade apds a repicagem, mostrando-se ainda mais volumosos do que na inoculacgao inicial,
conforme ilustra a Figura 1, na qual observa-se a progressdo do crescimento: os dois primeiros tubos
correspondem a inoculagdo inicial, e os dois dltimos ao crescimento derivado do repique.

FIGURA 1. Progresséo de crescimento de fungos derivados de amostra de solo de pé de jabuticaba.
Ocorreu novamente o crescimento predominante de fungos de aspecto aveludado e

esbranquicado. Refez-se o repique desta amostra a partir de tal crescimento, e a existéncia dos dois tipos
de fungos fez-se novamente presente, conforme elucida a Figura 2.
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FIGURA 2. Crescimento de fungos a partir da repicagem.

Observa-se que um dos tubos de repique anterior ao representado pela figura 2 apresentou maior
pureza da espécie branca de fungos do que seu sucessor.

No que diz respeito a amostra do solo do pé de limdo, através do tubo Unico obtido na
inoculacdo, obteve-se através do repique o crescimento de dois tipos de fungos: em um dos tubos
repicados o foco foi para a espécie de aparéncia esbranquigada e aveludada, ao passo de que no outro
houve a tentativa de isolar os esporos da espécie mais escura que apareceram pontualmente no tubo
inicial. O crescimento de ambas as espécies foi satisfatorio; a espécie branca encontra-se quase pura a
olho nu, enquanto a espécie escura ainda possui contaminacao da espécie branca. Tais resultados sdo
elucidados na Figura 3, onde o primeiro tubo corresponde a matriz decorrente da inoculagéo, o segundo
tubo ao repique focado na espécie esbranquigada e o terceiro tubo ao repique focado na espécie escura.

FIGURA 3. Progressdo de crescimento de fungos derivados de amostra de solo de pé de limao.

Ambos 0s repiques seguiram para novo processo de repicagem, através do qual foi possivel
obter um tubo de fungos brancos ainda mais puros. O tubo focado no crescimento da espécie escura ndo
teve crescimento significativo de fungos, e foi, portanto, descartado.

Quanto a amostra inoculada derivada do pé de amora, os resultados sdo ainda mais promissores,
com crescimento volumoso de fungos. Na primeira repicagem, focou-se a inoculagdo de um tubo com
0s esporos da espécie escura, predominante nas matrizes. O repique foi realizado em duplicata; em um
dos tubos, houve predominancia da espécie esbranquicada que aparecia pontualmente nos tubos
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decorrentes da primeira inoculagdo, e este tubo foi descartado. J& no outro, a predominancia da espécie
escura manteve-se, apesar de a contaminagdo pela espécie branca ainda estar presente.

Foi realizada ainda uma segunda repicagem, focada na purificacdo da espécie mais escura.
Infelizmente, ainda houve a presenca da espécie branca apds o crescimento. Houve ainda uma tentativa
de isolar a espécie esbranquigada contaminante, e nesta obteve-se mais sucesso, com 0 crescimento
quase puro a olho nu. A Figura 4 ilustra a progressdo do crescimento dos fungos em questdo, sendo 0s
dois primeiros tubos as matrizes decorrentes da primeira inoculacdo, o terceiro tubo o resultado do
primeiro repique, o quarto tubo a repicagem focada no isolamento da espécie branca e o quinto a
repicagem focada em purificar a espécie escura.

FIGURA 4. Progresséo de crescimento de fungos derivados de amostra de solo de pé de amora.

CONCLUSOES

O isolamento e a purificacdo de linhagens fangicas é um trabalho relativamente simples, porém
deve ser realizado de maneira minuciosa e cuidadosa; é perceptivel que um trabalho atento as
possibilidades de contaminacéo e aos cuidados necessarios para o isolamento de uma linhagem fungica
obtém resultados mais rapidos com relagdo a obtencdo de uma linhagem pura. Neste trabalho,
obtiveram-se quatro espécies fungicas, que serdo futuramente induzidas a producédo da enzima tanase, e
seus potenciais de producdo da enzima serdo analisados.
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