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AMILASES E PECTINASES EXTRACELULARES PRODUZIDAS POR
FUNGOS ANTARTICOS E SUAS APLICACOES
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RESUMO

Fungos sdo encontrados em variados substratos como os liquens antarticos e tem demonstrado
potencial na producdo de enzimas extracelulares com aplicagdo biotecnoldgica, a exemplo de amilases
e pectinases usadas em industrias de alimentos e tecidos. Diante disso, objetivou-se avaliar o potencial
de fungos isolados de liquens da Antértica em produzir amilases e pectinases extracelulares com
aplicacdes quimicas variadas. Os fungos recuperados dos liquens Antarticos foram testados para a
producdo de amilases e pectinases, sendo cultivados em meio YMA modificado com um substrato
indutor: amido e pectina, respectivamente, sob temperatura de 8,0 + 2,0 °C. Ap6s o periodo de analise
de 7 dias, para a confirmagdo da atividade de amilases, o lugol foi adicionado ao meio, observando a
presenca de halos brancos em torno das coldnias e, para a confirmacdo de pectinases, ao meio foi
adicionado solucdo de CTAB 1%. Por fim, determinou-se o indice enzimatico (IE), a razdo entre o
diametro dos halos de hidrélise pelo da col6nia dos isolados testados. Cerca de 130 fungos isolados de
liguens antarticos foram testados para a producdo enzimatica, em que 25 isolados (19,2%) tiveram
atividade positiva para amilases, seguido de 24 (18,4%) positivos para pectinases. A maioria dos
isolados positivos para pectinases e amilases foi recuperada dos liquens Lecania brialmontii,
Xanthoria candelaria e Usnea aurantiacoater. A confirmacdo da producdo dessas enzimas
extracelulares entre os fungos isolados de liquens da Antértica reflete a capacidade quimica e
metabolica para produzi-las, o que é importante em industriais de interesse.

Palavras-chave: Microrganismos, Enzimas extracelulares, Liquens, Antartica, Biotecnologia.
INTRODUCAO

Ambientes extremamente frios apesar de sua natureza estressante, em termos de clima
e geografia, abriga uma diversidade bioldgica amplamente interessante e pouco conhecida.
Com temperaturas baixas, intensa radiacdo ultravioleta e rodeada por gelo e neve, a Antartica
€ um desses habitats em que ha a presenca de microrganismos adaptados as suas condicoes.
Esses ja foram relatados em variados substratos antarticos, em solos, &gua marinha, musgos e
nas angiospermas la presentes. Somado a eles tem-se os liquens, uma unidade formada pela
associacdo simbiotica entre uma alga ou cianobactéria fotossintetizante e um fungo
filamentoso. S&o ainda pouco estudados quanto a capacidade de interagir com outros
microrganismos e serem potencialmente Uteis em produzir moléculas viaveis (DUARTE et
al., 2013; SANTIAGO et al., 2015).

Nesse sentido, a producdo de enzimas extracelulares € uma das alternativas para o
estudo do potencial microbiano dos fungos recuperados de liquens Antarticos. As amilases e
pectinases sdo enzimas atuantes na catalise de ligacBes glicosidicas de carboidratos
complexos como o amido e pectina, respectivamente. As primeiras sdo bastante usadas nas
industrias de panificacéo, tecidos e racdo animal (CARRASCO et al., 2016), enquanto que as
segundas estdo envolvidas na extragdo de 0leos, clarificacdo de sucos e amadurecimento de
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frutos (PASTORE & UENOJO, 2007). Diante disso, objetivou-se avaliar a aptiddo de fungos
isolados de amostras de liquens da Antartica em produzir amilases e pectinases aplicaveis na
biotecnologia.

METODOLOGIA

Foi realizada a coleta de 28 amostras de liquens no arquipélago das Shetlands do Sul
(Antartica maritima), durante expedicdes brasileiras realizadas nos verdes de 2015/2016 e
2016/2017. As amostras foram homogeneizadas em solucdo salina (0,85%), diluidas e em
seguida plaqueadas em dois meios de cultura: 1) Agar Yeasts Malt (YMA) (3 g.L-1 de extrato
de levedura, 3 g.L-1 de extrato de malte, 5.0 g.L-1 de peptona, 10 g.L-1 de glicose e 15 g.L-1
de &gar) e 2) Sabouraud Dextrose Agar (SDB) diluido 10 vezes (2 g.L-1 de batata e 15 g.L-1
de &gar), ambos suplementados com amoxicilina (500 mg.L™) e clorafenicol (100 pg.mL™),
respectivamente. As placas de Petri foram incubadas a 8,0 = 2,0 °C, com o0 acompanhamento
do crescimento das colonias durante 60 dias. Os isolados crescidos foram repicados para
novos meio de cultura e preservados dos isolados em solucdo de glicerol 20% por
ultracongelamento em ultrafreezer a -80 °C.

Os procedimentos metodoldgicos descritos por Martorell et al. (2017) foram usados
para a triagem enzimatica, com a avaliacdo da producdo de 2 enzimas extracelulares: a
amilase e pectinase pelos fungos obtidos na etapa anterior. Os isolados foram cultivados em
meio de cultura solidos YMA diluido 10 vezes, acrescidos de substratos indutores,
conforme a especificidade da enzima, com incubacéo de 7 dias a 8,0 = 2,0 °C. Para amilase,
0 amido foi adicionado ao meio de cultura e solucdo de iodo utilizada para revelagdo do
halo de hidrélise, e para pectinase o meio foi suplementado com pectina e o halo de
hidrdlise revelado por solucdo de CTAB a 1 %. Por fim, avaliou-se o indice enzimatico (IE)
que corresponde a razdo entre o diametro do halo de hidrélise pelo da colénia a fim de se
confirmar os isolados com maior atividade enzimatica extracelular.

DESENVOLVIMENTO

Microrganismos encontrados na Antartica foram testados quando a habilidade de
produzir metabodlitos secundarios necessarios ao funcionamento celular, como enzimas
extracelulares. Ha estudos confirmados de fungos na Antartica produtores de lipases,
celulases, proteases, lacases, xilanases e amilases (DUARTE et al., 2018) isolados de
substratos terrestes e marinhos |a presentes.

Cerca de 25% dos fungos filamentosos isolados de solos da Ilha de Rei George, na
Antartica, demonstraram atividade para a producdo de amilases, principamente do géneros
Geomyces e Aureobasidium sp., conforme KRISHNAN e colaboradores (2011). Ja as espécies
de leveduras Dioszegia fristingensis, Mrakia blollopi, Holtermaniella watticus e Tetracladium
sp. apresentaram melhor atividade para amilases (CARRASCO et al., 2016). Essas enzimas
sdo aplicadas nas industrias téxteis, alimenticia, fabricacdo de xaropes e até na
biorremediacdo de efluentes contendo amido (MARTORELL et al., 2019).

Enguanto que os trabalhos de LOPERENA et al. (2012), POVEDA et al. (2018) e
VAZ et al (2011) sdo um dos poucos relatos sobre a producdo de pectinases por fungos
antarticos em amostras de solos, agua e esponjas marinhas. Cryptococcus, Rhodotorula,
Leucosporidium e Mrakia configuram géneros de leveduras antarticas, ja testados para a
producéo dessa enzima. As pectinases sdo amplamente utilizadas nas etapas de processamento
de alimentos, tais como a extracdo e clarificacdo de sucos (IBIDEM et al. 2019).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi obtido um total de 380 fungos do processamento das 28 amostras de liquens
coletadas na Antartica, cerca de 130 desses foram testados para a producdo das enzimas, em
que 25 isolados (19,2%) tiveram atividade positiva para a producdo de amilases, seguido de
24 isolados (18,4%) positivos para pectinases extracelulares, (tabela 1, figura 1).

Tabela 1: Fungos isolados de liquens positivos na produgdo de amilases e pectinases
extracelulares.

Fungos triados (n) Enzima Isolados positivos n (%)
130 isolados Amilase 25 (19,2%)
Pectinase 24 (18,4%)

Figura 1: Atividade enzimatica positivas para (A) amilases e (B) pectinases produzidas por
fungos da Antartica apés 7 dias de incubacéo a 8,0 + 2,0 °C.

Os liguens Xanthoria candelaria (L4), Usnea capilacea (L11), Caloplaca regalis
(L15), Lecania brialmontii (L19), Usnea aurantiacoate (L31) apresentaram mais isolados
produtores de pectinases. E o indice enzimatico variou de 1,20 a 3,80, respectivamente para
os isolados T. L19, 3. L31, 7. L31 (menores valores de atividade pectinolitica) e o isolado 2.
L3 (maior IE observado, com o liquen U. aurantiacoater L3), tabela 2.

Ja no screening de amilases, o L. brialmontii teve 10 isolados confirmados como
produtores da enzima, seguido de U. aurantiacoater (L1) com 4 isolados. Em relacdo ao IE
dos fungos positivos ao teste, teve uma varia¢do de 1,10 com os isolados AD. L19 e 2. L31
até o valor de 2, 83 para 0 4. L10 (de Sphaerophorus globosus).
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Tabela 2: indice Enziméatico de amilases e pectinases produzidas por fungos isolados de
liquens coletados na Antértica. (IE = halo de hidrélise/diametro da col6nia).

LIQUEN ISOLADO INDICE ENZIMATICO
(IE)
Amilase Pectinase
B. L1 1,33 -
Usnea aurantiacoater D. L1 1,12 -
E. L1 1,60 -
. L1 1,28 -
Usnea aurantiacoater 1.L2 - 2,40
2.L3 - 3,80
Usnea aurantiacoater 3.L3 - 2,00
7.L3 1,40 -
4,14 1,50 2,22
Xanthoria candelaria 6. L4 - 2,00
7.L4 1,50 2,33
Xanthoria candelaria 9.L6 - 2,00
B. L6 - 1,50
4,110 2,83 1,50
Sphaerophorus globosus 5.L10 - 1,75
F.L11 - 1,42
Usnea capilacea G. L11 - 1,28
. L11 - 1,28
1.L12 X -
Xanthoria candelaria 2.L12 X -
3. L12 - 3,33
A. L12 - 1,50
Mastodia tesselata B. L14 1,42 -
2. L15 1,57 X
Caloplaca regalis 13.L15 - X
17.L15 1,38 X
1.L19 X -
2.L19 X -
4,119 X -
5.L19 1,25 -
Lecania brialmontii G. L19 1,60 -
J. L19 - 1,75
l. L19 - 1,75
0. L19 1,28 -
P.L19 1,25 -
T.L19 1,28 1,20
AD. L19 1,10 -
1. LF19 1,25 -
Usnea aurantiacoater 3.L25 1,16 -
2.L31 1,10 1,40
Usena aurantiacoate 3.L31 - 1,20
7.L31 - 1,20
x: IE ndo mensurados
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A prospecgédo significativa das 2 enzimas entre os fungos demonstra a habilidade
desses microrganismos em produzir amilases e pectinases ativas no frio como ja relatados na
literatura (CARRASCO et al. 2016; LOPERENA et al. 2012; POVEDA et al., 2018); o que
do ponto de vista de aplicacdo industrial é bastante vantajoso, devido a faixa térmica da
atividade dessas enzimas ser mais eficiente para o processo industrial (IBIDEM et al. 2019).
Ademais, esse é um dos poucos relatos de fungos recuperados de liquens produtores dessas
enzimas e aqueles isolados positivos com maiores IE enziméatico poderam ser avaliadas
quanto as caracteristicas das enzimas produzidas a fim de aumentar a eficiéncia na atividade e
entdo serem aplicadas industrialmente no processamento de alimentos, tratamentos de
residuos e producdo de compostos que demandam tais enzimas.

CONSIDERACOES FINAIS

Diante do exposto, verificou-se que os fungos recuperados de liquens da Antartica séo
produtores de amilases e pectinases extracelulares que podem ser aplicadas posteriormente em
processos quimicos bioctenoldgicos empregando baixas temperaturas. Esse trabalho reforca a
importancia de estudos referentes a producdo de enzimas hidrolases extracelulares produzidas
por fungos isolados da Antértica.
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