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RESUMO: O uso de microrganismos através de isolamento e selecdo de linhagens, é uma ferramenta
utilizada para a producdo de metabdlitos importantes, nos quais podemos incluir compostos bioativos
como as enzimas. O trabalho tem como objetivo isolar fungos do solo e folhas de plantas frutiferas
brasileiras para, posteriormente utiliza-los em bioprocessos para a producdo de enzimas. Este estudo
busca criar um banco de culturas de microrganismos de interesse para 0 meio académico local, uma vez
que a obtenc¢do de linhagens através de bancos de culturas puras é dificil, com custo bastante oneroso.
Coletaram-se amostras de diferentes tipos de solo de plantas frutiferas de limao, manga, banana, amora,
acerola e seriguela. Além de amostras de solo, foram também realizadas coletas de folhas das arvores
de abacate, acerola, amora, goiaba, limdo, manga, ponkan e seriguela. As amostras foram preparadas
em laboratério e repicadas em meio PDA (Potato dextrose Agar), incubadas em estufa 30°C durante 48h
para o crescimento dos microrganismos. Das 14 amostras, foram isoladas 3 linhagens, representando
aproximadamente 21%, sendo essas amostras provenientes das folhas de seriguela, ponkan e goiaba. As
linhagens isoladas foram mantidas sob refrigeracdo e posteriormente serdo utilizadas em processo de
fermentacdo solida para a producéo de enzimas de interesse industrial.
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BIOPROSPECTION OF MICROORGANISMS FROM RHIZOSPHERIC SOIL AND
BRAZILIAN FRUIT LEAVES

ABSTRACT: The use of microorganisms through isolation and selection of strains is a tool used for
the production of important metabolites, in which we can include bioactive compounds such as enzymes.
The aim of the work is to isolate fungus from the soil and leaves of Brazilian fruit plants to later use
them in bioprocesses for the production of enzymes. This study seeks to create a bank of cultures of
microorganisms of interest to the local academic community, since obtaining strains through banks of
pure cultures is difficult, with a very expensive cost. Samples were collected from different types of soil
from lemon, mango, banana, blackberry, acerola and seriguela fruit plants. In addition to soil samples,
leaves were also collected from avocado, acerola, blackberry, guava, lemon, mango, ponkan and
seriguela trees. The samples were prepared in the laboratory and sub cultured in PDA medium (Potato
dextrose Agar), incubated in an oven at 30°C for 48h for the growth of microorganisms. Of the 14
samples, 3 strains were isolated, representing approximately 21%, these samples coming from seriguela,
ponkan and guava leaves. The isolated strains were kept under refrigeration and will later be used in a
solid fermentation process to produce enzymes of industrial interest.

KEYWORDS: isolation; fungi; bioprocesses.

15° CONICT 2024 1 ISSN: 2178-9959


mailto:sabrina.brito@aluno.ifsp.edu.br
mailto:vbattestin@ifsp.edu.br

INTRODUCAO

No dmbito da biodiversidade, o Brasil se destaca como um pais detentor da mais vasta diversidade
bioldgica global. Este cenério abrange extensas areas territoriais com uma flora rica, porém, em grande
parte pouco explorada. A bioprospecc¢do se caracteriza como a busca por recursos na natureza a fim de
contribuir com a pesquisa e o futuro desenvolvimento de um produto (Silva e Fernandes, 2023; Alves
et al., 2022).

A biotecnologia é a atividade que beneficia o conhecimento, visando a adeséo de vias tecnoldgicas
relacionadas a seres vivos ou proveniente deles para dar origem a produtos e/ou processos com o intuito
de solucionar possiveis problemas (Amaral et al., 2020). Na area de bioprocessos, a bioprospeccao de
microrganismos € muito importante pois, atraves da descoberta e isolamento de microrganismos de
fontes naturais, € possivel utilizad-los em processos biotecnoldgicos para a producdo de produtos de
interesse industrial e comercial.

Vérias espécies microbianas sdo utilizadas em processos industriais e a quantidade de rotas
microbianas desenvolvidas continua a crescer, ja& que 0s microrganismos permitem a producdo de
moléculas com caracteristicas quimicas especificas, em altas concentragdes e com reduzidos impactos
ambientais, como é o caso da producdo de enzimas microbianas (Almeida, Collares e Barbosa, 2015).
O nimero de metabdlitos industriais obtidos por via fermentativa € crescente, como exemplo, a producao
de enzimas.

O mercado de enzimas industriais tem um grande impacto na economia mundial. Microrganismos
(bactérias, leveduras e fungos) sdo a fonte principal de enzimas para aplicagdo em diferentes processos
industriais. Diferentes biomas podem ser explorados como fonte de microrganismos visando sua
exploragéo biotecnoldgica (Ticona, 2019). Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi isolar fungos de
diferentes matrizes como o solo e folhas de plantas frutiferas brasileiras para, posteriormente utiliza-los
em bioprocessos para a produgéo de enzimas.

MATERIAL E METODOS

Coleta de amostras para isolamento dos microrganismos

Coletaram-se amostras de diferentes tipos de solo de plantas frutiferas. As amostras foram
coletadas préximas a raizes das plantas (solo rizosférico). Coletaram-se 50 g do solo, com profundidade
de 10 cm das arvores frutiferas de limdo, manga, banana, amora, acerola e seriguela. As amostras foram
coletadas utilizando-se de espatula e transportadas ao laborat6rio para pesagem. Apds a pesagem, as
amostras foram armazenadas em sacos plasticos sob refrigeracdo a 10° C. Além de amostras de solo,
foram também foram realizadas coletas de folhas das arvores de abacate, acerola, amora, goiaba, liméo,
manga, ponkan e seriguela.

Preparo do meio de isolamento dos microrganismos

A inoculacdo dos fungos realizou-se a partir do preparo do meio de agar de batata dextrosado
(PDA), preparado na proporcao de 39g de meio para 1000 mL de &4gua destilada. Para o preparo, apds
adicionar o meio em po a &gua, levou-se a mistura a chapa de aquecimento a 100°C, sob movimentagédo
da mistura, até que a solucdo levantasse fervura. Apés fervura, a solugdo do meio foi distribuida em
tubos de ensaio, com aproximadamente 7mL da solucdo; estes, por sua vez, foram devidamente
tampados com tampédo de algoddo e papel aluminio, e levados & autoclave para esterilizagdo sob
temperatura de 121°C durante 15 min. Os tubos esterilizados foram inclinados a 45 graus sobre suporte
e resfriados por aproximadamente 24 horas. Depois, 0s meios foram armazenados sob refrigeracdo até
0 momento da inoculagéo.
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Isolamento e inoculagé@o de microrganismos a partir das amostras de solo e folhas

Para o isolamento dos microrganismos potencialmente presentes nas amostras de solo e folhas
coletadas, pesou-se em béqueres 5g a 10g de cada amostra adicionando-se a cada uma 20 mL de &gua
destilada. As amostras de solo ndo passaram por processo de tamisagdo e as amostras de folhas ndo
foram submetidas a nenhum processo de desinfecgdo superficial. As solugdes foram submetidas a
agitacdo magnética branda, visando a completa dissolugdo da parte sélida. As solugdes foram entdo
inoculadas com alca de inoculagdo estéril nos tubos de ensaio contendo 0 meio PDA. O processo foi
realizado em triplicata para cada amostra. Em seguida, os tubos de ensaio foram acondicionados em
estufa a temperatura de 30°C durante 48h para o crescimento dos microrganismos. Neste estudo inicial,
ndo foi possivel identificar se os fungos isolados sdo saprofiticos, endéfitos ou fitopatogénicos.

Visando a separacdo de cada espécie de microrganismo obtida através da inoculagdo, os
microrganismos foram repicados varias vezes até obtencdo de culturas puras através de analise macro
morfoldgica. O repique foi realizado utilizando-se alga de inoculagdo esterilizada para a transferéncia
dos esporos dos fungos obtidos na etapa anterior para um novo meio de cultura.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Preparo das amostras e inoculagéo

O preparo das amostras e o isolamento dos microrganismos do solo e das folhas foram
realizados conforme apresentados nas Figuras 1, 2 e 3.

FIGURA 1. Amostras de solo preparadas para a inoculacdo em meio PDA (Fonte: Autoral)

Apo6s 48h em estufa, foi possivel observar o crescimento dos microrganismos. Cada amostra
apresentou diferentes resultados, como por exemplo, fungos de aspecto aveludado, algodonoso, de cores
variadas com tonalidades brancas, acinzentadas, pretas e esverdeadas (Figura 3).
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FIGURA 3. Crescimento dos microrganismos das amostras isoladas (Fonte: Autoral)
Isolamento de microrganismos das amostras de solo e folhas

Para as amostras de solo, inicialmente houve crescimento de microrganismos (Figura 4). Porém,
ao passo que as repicagens ocorreram, percebeu-se crescimento inadequado dos microrganismos e
dificuldade de separar as culturas. As amostras de solo foram dessa forma descartadas. Muito
provavelmente as condigdes de crescimento desses microrganismos ndo foram representadas no meio
de cultivo utilizado no laboratério. Condigdes relacionadas aos nutrientes do meio, como por exemplo,
excesso ou falta de algum nutriente especifico, de algum cofator que determine ou auxilie seu
crescimento, podem ter prejudicado seu desenvolvimento. O insucesso do isolamento desses
microrganismos pode estar relacionado ao tipo de meio de cultura que foi utilizado, outros meios de
cultura poderiam ter sido testados nessa parte de isolamento. Os meios de isolamento em vitro diferem
muito das condigdes de crescimento in situ, no qual esse microrganismo se desenvolveu.

FIGURA 4. Crescimento dos microrganismos nas amostras de solo.

Para as amostras de folhas (Figura 5), observou-se que as do pé de seriguela apresentaram cor
escura, com esporos mais claros; as amostras de folhas de goiaba, apresentaram cores variadas, entre
esbranquicada e esverdeada, com textura de algoddo; as amostras das folhas de ponkan apresentaram
nas inoculacdes iniciais a predominéncia de fungos semelhantes a bolores, de aparéncia esbranquicada
e aveludada. Houveram apari¢@es pontuais de fungos de coloracéo escura. Dentre as 0s microrganismos
isolados das folhas de plantas frutiferas, foi possivel isolar culturas puras das amostras de seriguela,
ponkan e goiaba.
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FIGURA 5. Crescimento de fungos a partir de amostra das folhas de Siriguela (a). Goiaba (b),
Ponkan (c) (Fonte: Autoral)

As linhagens onde foi possivel um isolamento de cultura pura, foram mantidas sob refrigeracéo a
5°C em meios PDA e estas linhagens seréo testadas em etapa futura em processo de fermentagao sélida.
Este estudo é o inicio de um trabalho maior que visa a producéo de metabolitos de interesse industrial,
COMO as enzimas.

CONCLUSOES

Das 14 amostras coletadas, sendo 5 amostras de solo e 9 amostras de folhas de frutiferas, foi
possivel isolar 3 linhagens provenientes das folhas de plantas frutiferas, o que representa em torno de
21% do total de amostras. Através do método de isolamento utilizado, percebeu-se maior facilidade em
isolar fungos das folhas se comparados ao solo. Apesar de existirem muitos microrganismos no solo, a
metodologia utilizada ndo se mostrou eficiente necessitando de alteragfes nos protocolos de isolamento.
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