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Resumo: Este trabalho teve por objetivo investigar a produgdo da enzima peroxidase por fungos
filamentosos isolados de solo de diferentes cultivos agricolas no estado de Goias: cana-de-agucar
convencional, organico e soja, procedentes dos municipios de Anicuns, Goiatuba, Morrinhos e
Itumbiara. A partir da técnica de diluigbes seriadas foram obtidas 10 linhagens fungicas pertencentes
a nove géneros distintos. Os fungos foram cultivados em farelo de trigo, e a atividade de peroxidase
foi detectada através da andlise dos extratos enzimaticos brutos, utilizando espectrofotometria, a
partir da oxidagao do Pirogalol. Todos os isolados fungicos mostraram atividade de peroxidase, sendo
que os niveis da produc¢do da enzima variaram entre 0,52 a 4,23 UE/mL,sendo a linhagem TAS 06,
obtida de solo de cultivo de cana-de-agucar convencional em ltumbiara, a que apresentou maior
produgéo. Os dados revelam perspectivas promissoras para o investimento em pesquisas nas fontes
alternativas para obtengdo de peroxidase por meio dos fungos estudados. Entretanto, ainda séo
necessarios estudos direcionados a indugao e otimizagao da produgéo desta enzima, pelas linhagens
de fungos utilizadas neste trabalho.

Palavras-chave: Microrganismos de solo; Enzimas oxidativas; Potecial biotecnoldgico.

Introdugao

O uso e a producdo de enzimas como biocatalisadores industriais tem sido
uma area em intensa expanséo, tendo em vista a grande diversidade natural desses
compostos, e também devido a disponibilidade de técnicas que extraem facilmente
estas enzimas das mais diversas espécies de seres vivos, entre eles os fungos,
principalmente aqueles encontrados nos solos, pois 0 solo atua como um grande
“reservatorio” dos mais diversos grupos fungos (ORLANDELL et al, 2012).

Muito dessa importédncia se deve a capacidade desses organismos de
sintetizar enzimas despolimerizantes, que s&o langadas no substrato (enzimas
extracelulares). A industria foi uma das primeiras a perceber o potencial econémico
das enzimas produzidas por fungos de modo que elas tém sido utilizadas em
diferentes setores industriais, em aplicagbes na fabricagdo de produtos
biotecnolégicos e na biorremediacao (SILVA, 2011).

As enzimas mais utilizadas pela industria sdo as chamadas “enzimas

ligninoliticas”, compostas pela lacases, lignina peroxidase e manganés peroxidase,
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que sdo enzimas oxi-redutoras, responsaveis pela redugdo e oxidacdo de varios
substratos. Sdo amplamente usadas na industria de papel e celulose, pois atuam no
branqueamento da matéria-prima utilizada para produzir o papel. E também sao
usados na biorremediacdo, devido a seu potencial no tratamento de efluentes da
industria téxtil e de celulose (SOUZA, 2012).

Este trabalho teve por objetivo investigar a atividade da enzima peroxidase
por fungos filamentosos, isolados de solo de diferentes cultivos agricolas no estado
de Goias.

As amostras de solo foram obtidas a partir de coletas em diferentes cultivos
agricolas: cana-de-agucar convencional, cana-de-agucar organica e soja, em quatro
municipios do Sul e Sudeste goiano: Anicuns, Morrinhos, Goiatuba e Itumbiara
(Quadro 1).

Obtencao dos isolados fungicos

As amostras passaram por uma série de diluigbes sucessivas a partir da
adicéo de 1g de solo em 9 mL de Solugao Fisiolégica a 0,9% + Tween 80 a 0,02%.
Em seguida uma aliquota de 100 pl da suspensao de solo na concentragao 10 2 foi
inoculada sobre a superficie de placas de Petri com meio de cultura BDA+
Cloranfenicol a 0,025 g/100 mL. As culturas foram incubadas em estufa BOD a 25°C.

A identificagcdo taxonémica, ao nivel de género foi baseada nas
caracteristicas morfoldgicas, considerando tanto o aspecto macro e microscopico da
colénia, segundo a bibliografia pertinente.

Cultivo para produc¢ao de enzima

Os fungos foram cultivados a partir da inoculagao de trés discos de cultura
fungica em BDA de aproximadamente 1,5 cm de didmetro em erlenmeyers de 250
mL, contendo 5g de farelo de trigo; 10mL de solugdo de nutrientes (Sulfato de
Amoénio a 1% e Sulfato de Magnésio a 0,01%). As culturas foram incubadas em
estufa BOD a 25° C, por 7 dias. O extrato enzimatico bruto foi obtido a partir da
adicdo de 40 mL de agua destilada seguida descompactagao do substrato, seguida
de filtracéo.

Analise da atividade da peroxidase
O extrato enzimatico bruto foi avaliado quanto a produgdo da enzima

peroxidase, utilizando a espectrofotometria segundo o método de Halpin e Lee
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(1987). A mistura de reacao foi preparada em tubos de ensaio adicionando 2,4 mL
de Pirogalol (preparado em tampao fosfato de sodio 0,1 mol/mL, e pH 6,0); e 0,1 mL
da solucdo enzimatica. A reagdo iniciou-se pela adigao de 0,5mL de H,O,a 0,05
mol/ L, e processou-se em 1 minuto, a 420 nm, considerando 0,1 absorvancia /min o

equivalente a uma unidade de enzima de peroxidase.

‘ Resultados e Discussio

A habilidade de produgdo de peroxidase pelas linhagens estudadas é
apresentada no quadro 1, no qual percebe-se que todos os fungos isolados
apresentaram atividade de peroxidase, indicando seu potencial biotecnoldgico para
a producédo dessa enzima em larga escala. Cabe destaque para a linhagem TAS 06
(Mortirella), obtida de solo de cultivo de cana-de-agucar convencional em ltumbiara,
que apresentou o maior nivel de atividade enzimatica (4,23 U.E/mL)".

Esses resultados sao indicativos de que o processo de inducao e otimizacao
da producao desta enzima em larga escala, devem passar por analises que levem
em consideragao, além do substrato, fatores como: umidade, temperatura e pH. Pois
como indicado por REGINATO (1992), podem ocorrer oscilagdes nas atividades das
enzimas ligninoliticas durante o crescimento de um fungo, e varios fatores, por
exemplo, a variagdo do pH, pode causar a inativagdo de algumas enzimas e

estimular a secrecéo de outras.

Consideragoes Finais

O teste utilizado mostrou que todas as linhagens analisadas apresentaram
atividade de peroxidase, revelando perspectivas promissoras para o investimento
em pesquisas com estas linhagens como fontes alternativas na produgao destas
enzimas em larga escala, otimizando-se as condi¢bes de cultivos, tais como:

substrato, temperatura, pH.

! Unidade de enzima/mL considerado apés 1min de reacédo 0,1 de absorvancia, sendo a leitura feita
no espectrofotdémetro.
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Quadro 1 — Producgéo de enzima peroxidase por fungos de solo de cultivos agricolas em municipios goianos.

Procedéncia do solo Género/ linhagem fangica | Quantidade de
Peroxidase
Cultivo agricola Municipio
(UE/mL)
Cladosporium (TAS 03) 1,76
Cana-de-agucar Goiatuba
organica Phytophthora (TAS 04) 1,28
Anicuns Penicillium (TAS 02) 1,24
Cana-de-agucar
convencional
Penicillium (TAS 13) 0,97
ltumbiara
Aspergillus (TAS 14) 1,03
4,23
Mortirella (TAS 06)
Morrinhos 0,52
Chrysosporium (TAS 01)
Soja ltumbiara Fusarium (TAS 11) 1,48

Cunninghamella (TAS 09) 1,12
Goiatuba
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