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Resumo

Objetivou-se isolar os fungos filamentosos presentes no processo fermentativo do cacau do Municipio de Tucumd, PA
e avaliar o potencial enzimdtico de cada isolado na atividade celulolitica. As sementes de cacau foram coletadas nos
tempos 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas de fermentagdo. O isolamento foi realizado conforme a metodologia
descrita pelo of Methods for the Microbiological Examination of Foods. O indice Enzimdtico - IE foi obtido mediante a
relagdo entre o diémetro médio do halo de degradagdo e o diémetro médio do micélio do fungo. A maioria dos fungos
filamentosos isolados da fermentagdo do cacau em Tucuma, PA apresentam atividade extracelular na produgdo de
celulases, no entanto, somente quatro dos isolados foram considerados potenciais produtores de celulase.
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Introducao

A fermentagdo é uma das etapas do processamento do cacau (SANTOS, 2010). Nesta etapa, a polpa envoltéria das
sementes é degradada pela a¢do continua de micro-organismos (LOPEZ, 1986), dentre esses, os fungos filamentosos
merecem destaque, pois crescem abundantemente em habitats onde hd a presenca de aglicares, como é o caso da
polpa do cacau (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004). Muitas espécies de fungos filamentosos possuem a
capacidade de produzir enzimas extracelulares (ROSA; CAMPOS; BARONI, 2002). Estas sdo mais utilizadas que as
derivadas de plantas e animais, pois apresentam caracteristicas desejdveis como maior rendimento, uma melhor
estabilidade e uma elevada atividade catalitica (COELHO e NASCIMENTO, 2008; RAO et al., 1998). Fungos
filamentosos sdo potenciais produtores de enzimas extracelulares, esses representam a mais ampla classe de
enzimas aplicadas no ramo da biotecnologia (MORENO et al., 2013). Estas enzimas sdo Uteis em aplicagdes
industriais, tais como processamento de alimentos, cervejaria, biocombustiveis, biorremediacdo etc. Para essas
aplicagdes, torna-se necessdrio a exploracdo de novas fontes Uteis de enzimas extracelulares fungicas (REDDY e
SREERAMULU, 2012). Enzimas como as celulases sdo utilizadas na hidrdlise de substratos celuldsicos e
compreendem um complexo de enzimas celuloliticas compostas por endo-1,4-B-glucanase, exo-1,4-B-glucanase, B-
glucosidase e exo-1,4-3- glucosidase (SADHU e MAITI, 2013). Esse grupo de enzimas sdo aplicadas em etapas de
processos biotecnoldgicos em diversas dreas, incluindo biocombustiveis, produtos quimicos, alimentos, bebidas,
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ragdes para animais, géneros téxteis, papel e agricultura (PETZOLD; SCHWIKAL; HEINZE, 2006). Um dos par&imetros
semiquantitativos usado para determinar a capacidade de produgdo de enzimas por micro-organismos € o indice de
atividade enzimdtica (IE), esse, correlaciona o halo de degradacdo do substrato com a capacidade degradativa do
micro-organismo testado (LIN et al., 1991). Para avaliagdo do potencial enzimdtico de fungos é recomendado que o
valor de IE seja maior ou igual a 2,00 (STAMFORD; ARAUJO e STAMFORD, 1998), ou seja, quanto maior for o IE de um
fungo, maior serd sua atividade enzimdtica extracelular (OLIVEIRA et al., 2006). Com isso, o presente estudo teve
como obijetivo isolar os fungos filamentosos presentes no processo fermentativo do cacau do Municipio de Tucumad, PA
e avaliar o potencial enzimdtico de cada isolado na atividade celulolitica.

Material e métodos

Coleta das amostras As amostras foram coletadas em Tucumd, municipio brasileiro do interior do estado do Pard. A
coleta foi realizada nos tempos 0, 24, 48, 72,96, 120, 144 e 168 horas de fermentagdo. De cada tempo foram
coletadas trés amostras (em cochos distintos) contendo cada uma cerca de 200 g de sementes de cacau, totalizando
assim, 24 unidades experimentais com aproximadamente 5 kg. As amostras foram acondicionadas em sacos de
polietileno estéreis e transportadas em caixas isotérmicas contendo gelo para o Laboratério de Microbiologia de
Alimentos - PPGCTA/UFPA onde foram armazenadas a 4 °C até a realizagdo das andlises. Isolamento dos fungos
filamentosos Foram realizadas dilui¢cdes decimais (10-1 a 10-7) seriadas de aliquotas das amostras de cacau em
dgua peptonada tamponada & 1%. A partir das diluicdes foi realizado um plaqueamento em Agar Batata Dextrose
(BDA\) acidificado a 10% com dcido tartdrico e adicionado de cloranfenicol, pela técnica spread-plate (inoculacdo em
superficie). As placas foram incubadas a 30 °C em estufa de crescimento microbiano durante 7 dias (APHA, 2001).
Apds o periodo de incubagdo, os fungos filamentosos que apresentaram caracteristicas morfoldgicas macroscdpicas
(cor, producdo de esporos e crescimento micelial) diferentes foram isolados. O isolamento do fungo foi realizado
através de repiques de fragmentos de dgar BDA contendo micélio do fungo até obtencdo de culturas visualmente
puras. Potencial celulolitico dos fungos filamentosos Foi avaliado de acordo com a metodologia de Teather e Wood
(1982) com modificacdes. O meio constituiu de 2,0 g.L.-1 de NaNO3; 1,0 g.L-1 de KH2P0O4; 0,5 g.L-1 de MgS04.7H20;
0,5 g.L-1 de KCI; 0,01 g.L-1 de Fe2504; 15,0 g.L-1 de dgar; como unica fonte de carbono foi utilizado 10,0 g.L-1 de
carboximetilcelulose. O pH inicial do meio foi ajustado para 5.0 e posteriormente o meio foi esterilizado em autoclave a
121 °C por 15 minutos. 20 mL do meio foram vertidos em placas estéreis. Cada fungo filamentoso previamente
isolado foi repicado para uma placa contendo o meio dgar sal mineral solidificado. As placas foram incubadas em
estufa de crescimento microbiano a 30 °C durante trés dias. Apds a incubagdo foi adicionado 15 mL de solugdo de
Vermelho Congo a 0,1% na superficie das placas onde permaneceu durante 30 minutos. Logo apds, a solugdo de
vermelho congo foi descartada e adicionada em cada placa 15 mL de NaOH 1 N por 10 minutos. Finalmente o NaOH
1 N foi também descartada e a coloracdo das placas foi analisada observando a formacdo de zonas claras ou
amareladas/avermelhadas em torno dos fungos inoculados. O indice Enzimdtico - IE foi obtido mediante a relagdo
entre o didmetro médio do halo de degradacdo e o didmetro médio do micélio do fungo filamentoso. Andlises
estatisticas As diferencas entre as médias foram avaliadas pelo teste de comparagdo multipla de Tukey (p<0,05). As
andlises estatisticas foram efetivadas utilizando-se o software Statistica verséo 10.0

Resultado e discussao

Foram isolados um total de 25 fungos filamentosos com diferentes caracteristicas morfoldgicas macroscépicas. Cada

isolado foi codificado em FF (Fungo Filamentoso) + um algarismo numérico. Na Tabela 1 encontram-se os resultados

obtidos do potencial enzimdtico dos fungos filamentosos na atividade extracelular da enzima celulase. Os resultados

demostraram que apenas os isolados FF04, FF11, FF13 e FF18 ndo apresentaram atividade celulolitica. 68% dos

fungos filamentosos isolados apresentaram IE entre 1,0 e 1,7, ndo sendo considerados bons produtores de celulase.

Conforme Stamford; Aradjo e Stamford (1998) um fungo filamentoso para ser considerado um potencial produtor de

determinada enzima extracelular ele deve apresentar IE igual ou superior a 2,0, com isso, apenas os isolados FF03,

FFO5, FF10 e FF21 (Figura 1) se destacaram na produgdo extracelular dessa enzima, apresentando os maiores indices
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enzimdticos. Ndo foi encontrado na literatura pesquisas que descrevessem o potencial enzimdtico na atividade
celulolitica dos fungos filamentos isolados da fermentagdo do cacau, no entanto, vdrios estudos relatam o potencial
de fungos filamentosos isolados de outras fontes. De acordo com Singhania et al. (2010) os fungos filamentosos sdo
as maiores fontes de celulases e hemicelulases. E para Ruegger e Tank-tornisielo, (2004) a maioria das celulases
comerciais sdo produzidas por fungos filamentosos do género Trichoderma, Penicillium e Aspergillus. Com isso, os
isolados que apresentaram bom potencial enzimdtico na atividade celulolitica possivelmente pertencem a esses
géneros de fungos.

Tabela 3 - Potencial enzimdtico de fungos filamentosos na atividade ce

Fungo/ Miimeiro médio Diamaetre médio 'inrlin:‘
cddligo do micelio (mm) i hake {mm} Enzimitico (1E)
FFO 14,0 150 (8 R B )
FFO2 2000 340 1,7% 40,00
FFO3 230 TOL0 3,08 0,00
FFo4a 150 0.0 0,00 &0 00
FFos 120 440 3,7 20,00
FFs 14,0 225 16208 +00, 05
FFo7 13,5 19.5 1,55 30,02
FFi8 4.0 0.0 1,3¥ 0,02
Fro9 15.% 220 1.2¥ 0,01
FFi0 (LX) 210 2.4 20,00
FFi11 110 00 0,08 0,00
FFl12 18,0 30,0 1,70 20,00
FFI13 40,0 0,0 0,00 00 0
FF14 195 2540 1.3% «0,03%
FFi1% 3.0 200 1,500 o OO
FF14 23.0 380 1,38 40,00
FF17 615 61,5 1,0 400,
FFIE a0 0,0 0,00 2000
FFi% 16,5 200 1,2 20,05
FFIQ 14,5 24.5 1,77 40,03
FF21 10,0 40.0 4,00 20,00
FF22 40,0 51.0 1,3¥ £0,04
FF23 18,5 350 1,25 0,03
FF24 42,0 555 1,38 20,07
FF2% 48,0 50,0 1,0m 0,06

(*) Médias seguidas da mesma letra ndo diferiram estatisticamente em nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey; Fonte: Dados da pesquisa

Figura 1- Halo de sacarificagdo da celulose formado pelos fungos fila
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Conclusoes

A maioria dos fungos filamentosos isolados da fermentagdo do cacau em Tucuma, PA apresentam atividade
extracelular na producdo de celulases, no entanto, somente quatro dos isolados foram considerados potenciais
produtores de celulase, enzima essa de grande aplicabilidade nas industrias de papel, quimicas e alimentos.
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Todos os anos, este evento é organizado e realizado em um Estado.O evento tem por objetivo congregar a
comunidade quimica, incentivando o estudo, a difusdo e o conhecimento da quimica entre profissionais e estudantes.
Realizado em diferentes Estados, facilita a participacdo das comunidades locais para apresentar os resultados da
pesquisa e do desenvolvimento tecnoldgico especificos daquela regido ds comunidades das outras regides do pais. O
evento engloba cursos, palestras, mesas redondas (debates ou painéis), além da apresentagdo de trabalhos. A cada
ano sdo convidados vdrios pesquisadores do Brasil e do exterior.
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