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Influéncia de agroquimicos na obteng¢ao de fungos
produtores de enzima a partir de solo

Influence of agrochemicals on the production of enzyme-
producing fungi from soil

RESUMO

As enzimas sao conhecidas por serem proteinas amplamente empregadas para a catalisagao
de reagGes bioldgicas e podem ser aplicadas na extragao de 6leos essenciais, aumentando
significativamente o rendimento do dleo extraido. Por possuirem alto valor, buscam-se
fontes naturais para a obten¢do das mesmas. Uma das técnicas utilizadas para a producgdo
de enzimas é a fermentacdo com fungos filamentosos. Sabendo que o solo é rico em
microrganismos, pensou-se nele como fonte de obtengdo dos fungos, porém, por ser alvo
constante de manejo, esse trabalho busca verificar possiveis influéncias do uso de
agroquimicos na obtenc¢do de fungos que sejam capazes de produzir enzimas. Amostras de
solo foram preparadas para o cultivo em placa, com meio PDA e incubadas, as maiores
coldnias foram selecionadas, diluidas em caldo sabouraud e incubadas. Apds isso, aliquotas
do caldo com presencga de fungos foram novamente plaqueadas para o isolamento das
col6nias. Em seguida, realizou-se o teste de degradacdo da celulose, em meio especifico. Os
fungos que cresceram, sdo capazes de degradar a celulose e portanto seguem para o
processo de producdo de enzimas. Até o presente momento ndo foram visualizadas
diferengas significativas na obten¢do de colbnias, e as mesmas ndo forneceram fungos
capazes de degradar celulose.

PALAVRAS-CHAVE: Enzima. Fungo. Agroquimico.

ABSTRACT

Enzymes are known to be proteins widely used for catalyzing biological reactions and can
be applied to the extraction of essential oils, significantly increasing the yield of the
extracted oil. Because they have high value, they seek natural sources to obtain them. One
of the techniques used for enzyme production is fermentation with filamentous fungi.
Knowing that the soil is rich in microorganisms, it was thought of as a source for obtaining
the fungi, but because it is a constant management target, this work seeks to verify possible
influences of the use of agrochemicals to obtain fungi that are capable of producing
enzymes. Soil samples were prepared for plating with PDA medium and incubated, the
largest colonies were selected, diluted in broth sabouraud and incubated. After that,
aliquots of the fungal broth were plated again to isolate the colonies. Then, the cellulose
degradation test was performed in a specific medium. The fungi that have grown are able
to degrade cellulose and therefore move on to the enzyme production process. To date, no
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significant differences in colony production were seen, and they did not provide fungi
capable of degrading cellulose.

KEYWORDS: Enzyme. Fungus. Agrochemical.

INTRODUCAO

As enzimas sdo conhecidas por serem proteinas amplamente empregadas
para a catalisacdo de reacdes bioldgicas. O seu uso é eficiente e sustentdvel, o que
leva a larga utilizagdo em industrias dos mais variados moldes. Como suas
caracteristicas benéficas chamam a atencdo, passou-se a aplica-las também na
extracdo de dleos essenciais. Como a demanda do mercado cresceu, fez-se
necessaria a busca por micro-organismos que possam produzir enzimas, e que elas
suportem condicGes variadas de temperatura e pH.

Ndo sendo diferente, o setor produtor de dleos essenciais visualizou na
utilizacdo de enzimas uma maneira de diminuir os custos de producdo e aumentar
o rendimento, jd que os métodos convencionais de extracdo ainda ndo sdo
satisfatorios.

Os oleos essenciais sdo extraidos dos tricomas glandulares de plantas
aromaticas a partir de diversos métodos de extracdo, conforme a necessidade de
caracteristicas especificas do produto final desejado e as particularidades de cada
Oleo. Apesar das técnicas disponiveis para a extracdao de dleo essencial serem
numerosas, o conteddo de Odleo essencial extraido é muito baixo
quantitativamente, chegando a ser inferior a 1%.

Além dos baixos rendimentos, os métodos comuns possuem alguns
agravantes como, manuten¢do e instalagdo de equipamentos custosa,
periculosidade alta pela aplicagdo de grandes quantidades de solventes e
influéncias na qualidade final do produto pelas altas temperaturas de algumas
etapas do processo.

Como alternativa para aumentar a produtividade tem-se o tratamento
enzimatico em meio aquoso, que se mostrou eficiente na degradagdo das paredes
dos tecidos vegetais propiciando maior rendimento, melhorias na qualidade
nutricional e na estabilidade do dleo essencial obtido.

As enzimas comerciais mais utilizadas para esse tipo de extracdao sao as
Alcalases, um tipo de protease e a Celluclast, um tipo de celulase. A substituicao
parcial do solvente por enzimas, na extracdo de 6leos vegetais, forma a base de
uma patente publicada por FULLBROOK (UK Patent Application GB 2 127 425 A, n°
8227661, 1984).

O fator limitante do uso de enzimas para a extracdo de dleos essenciais é o
alto custo comercial delas e da quantidade necessaria para a extracdo ser
satisfatdria. Gragas a estes fatores, busca-se a obteng¢do de enzimas que auxiliam
esse processo em fontes naturais.
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Uma das técnicas mais utilizadas para a producdo de enzimas é a fermentacao
com fungos filamentosos, ja que sdo excelentes microrganismos, adaptando-se a
condicOes adversas de temperatura e pH.

Como o solo é um ambiente rico em microrganismo e de facil acesso para a
obtencdo, pensou-se nele para o isolamento de fungos capazes de produzir
enzimas. Mas, quando pensa-se em solo, é necessario levar em consideragao suas
diferentes formas e manejos.

A quantidade de fungos presente no solo é acentuadamente inferior a
guantidade de bactérias, porém, correspondem a um volume de protoplasma
maior, pois possuem maiores diametros e comprimentos que as bactérias,
facilitando também seu isolamento e visualizacao.

Porém, a microbiologia do solo é diferente para cada tipo de solo. Quando se
considera os solos usados para manejos agricolas é necessario levar em
consideracdo os agroquimicos utilizados.

Os agroquimicos sdo defensivos agricolas com agdo tdxica, tendo como
principio ativo compostos desenvolvidos para controlar ou erradicar pestes.
Sabendo que as substancias xenobidticas ndo degradam com a mesma velocidade
que as de origem biogénica e que estas sdo mais bioativas que as moléculas
naturais, as moléculas de agroquimicos merecem grande atencdo com rela¢do ao
seu destino e impacto nos processos do solo e dos ecossistemas.

Sabendo das inUmeras agro utilizacGes do solo, objetiva-se neste trabalho,
determinar se o uso de agroquimicos afeta a producdo de enzimas pelos fungos
isolados do solo.

MATERIAIS E METODOS

Foram usados para a realizacdo desse projeto mesa agitadora, balanga,
autoclave, estufa, camara de fluxo laminado e geladeira, sacos plasticos zipados,
placas de petri, erlenmeyer, pipetas, micropipetas, tubo de ensaio, tubos
eppendorf, tween 80, meio PDA, meio de cultivo sabouraud, tubo de ensaio,
fosfato monopotdssico, sulfato de amoénio, cloreto de cdlcio, estrato de levedura,
carboximetilcelulose, dgar, dgua destilada e amostras de solo.

Foram coletadas seis amostras de solo de diferentes pontos da area rural do
municipio de ltaipuldandia, conforme as informacGes contidas na Tabela 1. Cada
amostra foi coletada a uma profundidade de aproximadamente 20 cm, e
armazenadas em sacos plasticos zipados na geladeira.
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Tabela 1 — Especificagdes das amostras de solo

Amostra Agroquimico
Randap
Nenhum
Glifosato

Randap

u A W N -

Glifosato

Fonte: Autor (2019).

Pesou-se 15 gramas de cada amostra em um erlenmeyer de 100 ml,
completando o volume com dagua estéril, adicionou-se a essa mistura algumas
gotas de tween 80 para facilitar o desprendimento do fungo das particulas de solo.
Em seguida, levou-se os erlenmeyers para a mesa agitadora a 150 rpm por trinta
minutos.

Em ambiente estéril, realizou-se duas diluicdes 1:10 do liquido dos
erlenmeyers. Apds as diluicBes, distribui-se 1000 uL da suspencdo diluida nos
meios de isolamento previamente preparados em placas de petri, contendo 20 mL
de meio de cultivo PDA. Em seguida, levou-se as placas para a estufa onde
permaneceram por 7 dias, no escuro a 28 °C.

Preparou-se 20 mL meio de cultivo PDA para seis placa de petri, em seguida
passou-se 1000 pL de cada um dos liquido rico em fungos preparado
anteriormente, para cada placa, uma placa por amostra de solo. Armazenou-se as
placas em estufa por 8 dias, a 28 °C e no escuro.

Preparar meios de cultivo sabouraud para os isolados. Separar 3 tubos de
ensaio com tampa para cada erlenmeyer na incubadora e preparar caldo
sabouraud, 5 ml para cada tubo utilizado. Esterilizar. Na camera de fluxo,
prosseguir com o processo de isolamento utilizando uma micropipeta e pipetando
1000 pL em trés diluigdes do caldo e depois repicando no meio de cultivo. Apds os
procedimentos, incubar a 28 °C por 10 dias.

Os microrganismos que estiverem préximos com as caracteristicas dos fungos
serdo armazenas em tubos eppendorf previamente esterilizados com 200 pL de
agua pura e armazenadas em geladeira convencional. Se possivel, fazer um novo
repique.

Para o teste de degradacdo da celulose, preparou-se um meio sintético com
os reagentes ja descritos, onde as amostras isoladas foram repicadas e incubadas
por 10 dias. Apds esse periodo os microrganismos que tiveram crescimento,
degradaram a celulose no meio, dando a entender que produzem enzimas
degradadoras de celulose. Os armazenados serdo encaminhados para testes de
identificacdo por biologia molecular.

Como ndo foram obtidos microrganismos que degradam a celulose nas
amostras disponiveis, as seguinte etapa, que é a fermentac¢do para a obtengdo de
enzimas, ainda ndo foi realizada.
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RESULTADOS E DISSCUSOES

O processo de pesquisa ainda nao foi finalizado, e portanto ndo é possivel
afirmar que solos com uso de agroquimicos possuem menos ou mais vida
microbioldgica capaz de produzir enzimas. Porém ndo foram visualizadas
diferencas significativas no crescimento microbiolégico entre as diferentes
amostras e ndao obteve-se crescimento de microrganismos que degradassem
celulose.

Esses resultados podem estar relacionados a diversos fatores, como a
utilizacdo dos agroquimicos em si, como também a armazenagem das amostras, o
tempo de armazenamento e de desenvolvimento da pesquisa.

Para a certificacdo de que a falta de crescimento de microrganismo capazes
de degradar a celulose esta relacionada ao uso de agroquimicos, se faz necessario
a repeticdo dos testes como também mais estudo em cima das amostras
contaminadas.

A pesquisa em relacdo aos efeitos de agroquimicos no solo é dificil gracas a
capacidade adaptativa das populagées microbianas ao solo. Comumente os
estudos relacionados a isso mostram que os agroquimicos apresentam sim
toxicidade para a microbiota do solo, mas ainda ndo se tem certeza de como.

Outros trabalhos que tratam da influéncia de agroquimicos na microbiota do
solo sdo, Microbiologia e Bioquimica do solo (Moreira e Siqueira, 2002),
Biodegradacdo (Monteiro, 2001) e Os efeitos de herbicidas na microbiota do solo
em sistema fechado (Childs, 2007).

CONCLCUSAO

Como o crescimento microbiolégico necessita de condi¢cdes adequadas e
materiais especificos para ofertar as melhores varidveis de crescimento, o
processo de pesquisa segue em andamento. Busca-se compreender ainda mais
sobre a influéncia dos agroquimicos, ndo apenas para a vida humana, mas sim para
todos os seres vivos que tem o solo com ecossistema, sabendo que a pesquisa em
relacdo aos efeitos de agroquimicos no solo pode ser longa e dificil, j4 que os
microrganismos possuem a capacidade de se adaptar a efeitos adversos.
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