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Mucorales isolados do solo de mineração de cobre e produção de
amilase e inulinase
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RESUMO – (Mucorales isolados do solo de mineração de cobre e produção de amilase e inulinase). A presença de metais pesados no solo
proporciona impacto sobre os microrganismos, vegetação e os processos funcionais do ecossistema. Visando comprovar que Mucorales
são afetados pela extração de cobre na Mineradora Caraíba, Jaguarari, BA, espécies de Mucorales foram isoladas de amostras de solo
coletadas nas épocas seca e chuvosa. Os Mucorales foram identificados e caracterizados quanto à capacidade de degradar amido e inulina.
Utilizando os métodos de diluição e placa de solo, foram obtidos 46 isolados de Mucorales pertencentes a sete diferentes espécies.
Absidia blakesleeana Lendner, A. cylindrospora Hagem, A. hialospora (Saito) Lendn., Cunninghamella elegans Lendner, Rhizopus
microsporus V. Thieghen, R. oryzae Went. & Prinsen Geerl. e Syncephalastrum racemosum (Cohn.) Schroet. foram isolados na época
seca. A. blakesleeana e A. hialospora foram isoladas apenas na época chuvosa. Rhizopus oryzae apresentou maior número de isolados
(30,43%), seguido por A. blakesleeana (26,09%) e C. elegans (21,74%). O gênero que apresentou maior número de espécies foi Absidia
seguido por Rhizopus. Entre as áreas, houve diferenças significativas no número de isolados de Mucorales, comprovando os efeitos
negativos do impacto ambiental na abundância de Mucorales nos solos impactados. Todas as espécies degradaram o amido e apenas
C. elegans degradou também inulina. Culturas de mesma espécie isoladas de áreas diferentes apresentaram o mesmo comportamento
quanto à degradação de amido e inulina.
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ABSTRACT – (Mucorales isolated from copper-mining soils and production of amylase and inulinase). The presence of heavy metals
in soil causes impact on microorganisms, vegetation and functional processes in ecosystems. Aiming to prove that Mucorales are affected
by copper extraction at the Caraíba mining site, Jaguarari, Bahia, species of Mucorales were isolated from samples collected in the dry
and wet seasons. Mucorales were identified and characterized according to their capacity to degrade starch and inulin. Forty six isolates
from seven different species of Mucorales were obtained by the serial-dilution and soil-plate methods. Absidia blakesleeana Lendner,
A. cylindrospora Hagem, A. hialospora (Saito) Lendn., Cunninghamella elegans Lendner, Rhizopus microsporus V. Thieghen, R. oryzae
Went. & Prinsen Geerl. and Syncephalastrum racemosum (Cohn.) Schroet. were isolated in the dry season. Absidia blakesleeana and
A. hialospora were isolated only in the wet season. Rhizopus oryzae had the greatest number of isolates (30.43%) followed by
A. blakesleeana (26.09%) and C. elegans (21.74%). The genus Absidia had the greatest number of species followed by Rhizopus. The
number of isolates obtained from each sample site was significantly different, proving the negative effects of environmental impact on
Mucorales abundance in the affected soils. All species were capable of degrading starch. However, C. elegans was the only species that
also degraded inulin. Isolates of the same species from different areas showed the same behavior as regards capacity to degrade starch and
inulin.
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Introdução

O solo é considerado um dos principais
reservatórios de populações de microrganismos e,
dentre estes, encontram-se os fungos, constituindo um
dos seres organotróficos responsáveis, primariamente,
pela decomposição de compostos orgânicos (Paul &
Clark 1989). Neste habitat, os fungos são encontrados
em comunidades variando de 104 a 106 organismos por
grama de solo (Alexopoulos et al. 1996). A partir do
solo são isolados fungos que podem ser utilizados para

as mais diferentes finalidades, como produtores de
antibióticos ou de enzimas, certos tipos de
fermentadores ou degradadores de substâncias
específicas (Cardoso et al. 1992).

Em solos de regiões de clima árido e semi-árido a
composição de espécies de fungos é amplamente
variável, não estando esses organismos distribuídos de
maneira uniforme nos solos, mas concentrados em
microhabitat que contém fontes orgânicas e condições
abióticas favoráveis (Christensen 1981; Parkinson
1981; Skugins 1984).
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O distúrbio ambiental implica na desordem do
ambiente normal dos fungos os quais podem adotar
diferentes comportamentos diante da presença de
elementos indesejáveis (Cooke & Rayner 1984).

Os metais pesados e seus compostos podem
interagir com os fungos de várias maneiras, dependendo
das características do metal, organismo e do ambiente,
estando mais intimamente associados à presença das
indústrias e são conhecidos por causarem distúrbios
nos microrganismos e na vegetação e por diminuírem
a ciclagem de nutrientes do ecossistema. Metais como
cobre (Cu), zinco (Zn) e cádmio (Cd) podem ser
tóxicos quando presentes em altas concentrações e
em formas disponíveis, podendo ser acumulados pelos
fungos (Valsecchi et al. 1995; Morley et al. 1996; Gaad
et al. 2001).

Estudos iniciais acerca da distribuição de fungos
em solos poluídos por cobre foram inicialmente
realizados por Kendrick (1962), Lawrey (1977),
Tatsuyama et al. (1974, 1977), Yamamoto et al. (1981)
e Zibilske & Wagner (1982) os quais reportaram os
efeitos do cobre sobre o número de isolados de
Rhizopus, Absidia, Mucor e Cunninghamella do solo.
Nestes estudos, os autores constataram que solos
poluídos por cobre apresentam uma diversidade de
fungos reduzida, com maior ocorrência de espécies de
Penicillium.

Muitas espécies de Zygomycetes são capazes
de sintetizar produtos industriais como amilase,
inulinase, pectinase, renina, ácidos orgânicos e outros
metabólitos secundários (Nam 1993; Kim 1994;
Ongen-Baysal et al. 1994; Cordeiro Neto et al.
1997). Dentre as enzimas de interesse industrial, a
inulinase (2,1-β-D-fructanohidrolase EC 3.2.1.7)
hidrolisa a inulina proporcionando um xarope rico em
frutose (95%), de grande importância na indústria
alimentícia, por possuir maior poder adoçante,
menores cariogenicidade e teor calórico (Bucke 1981;
Vandame & Derycke 1983; Bajpai & Margaritis 1985;
Fuchs et al. 1985). Na área médica, a inulinase é
utilizada como ferramenta de diagnóstico em
problemas renais (Kuehnle et al. 1992). Por outro
lado, as amilases catalisam a hidrólise do amido e
podem ser encontradas em plantas, animais e
microrganismos, dentre esses, os fungos, sendo
utilizadas na fabricação de medicamentos, papel,
tecido, pão e na liquefação do amido (Lowe 1992).

Considerando-se o limitado conhecimento da
diversidade de Mucorales em regiões de clima semi-
árido bem como o elevado potencial biotecnológico
destes organismos em processos de biossorção e de

produção enzimática, foram objetivos do presente
trabalho: 1) isolar e identificar Mucorales do solo de
uma área sob efeito de impacto ambiental causado por
mineração de cobre: 2) comparar as espécies isoladas
do solo das áreas impactadas ou não pela mineração e
a influência da sazonalidade (período seco e chuvoso);
3) caracterizar qualitativamente as espécies de
Mucorales isoladas quanto à capacidade de degradar
amido e inulina, verificando se há diferença na atividade
enzimática entre os isolados do solo provindos das
diferentes áreas e 4) incorporar as espécies isoladas e
caracterizadas ao acervo da Coleção de Culturas
Micoteca URM do Departamento de Micologia do
Centro de Ciências Biológicas da Universidade Federal
de Pernambuco, pelos métodos de preservação em óleo
mineral e água destilada esterilizada.

Material e métodos

Área de estudo – A mineração de cobre Caraíba está
localizada em Pilar, Município de Jaguararí, BA
(Latitude 9º51’43”S, longitude 39º53’50”W). A região
apresenta precipitação anual de 400 mm, com chuvas
ocorrendo principalmente nos meses de novembro a
abril e temperatura média anual de 25 ºC. A caatinga é
a vegetação predominante e o solo na área estudada
apresenta-se de dois tipos: areno-argiloso e argiloso,
sendo o clima tropical semi-árido (Silva et al. 2001).
As amostras de solo foram coletadas em agosto/1998
(época seca) e em fevereiro/1999 (época chuvosa). A
mineradora foi subdividida em seis áreas (Silva et al.
2001), abaixo identificadas:
Área I - bacia de rejeito da mineradora, composta pelo
pó da rocha da qual o minério é extraído.
Área II - arredores da mineradora (área de perímetro
industrial).
Área III - local onde são depositados os restos de
rochas com pouco ou nenhum minério coberto por fina
camada de solo proveniente de outro local.
Área IV - área controle, sem impacto da mineradora
(caatinga nativa).
Área V - interface entre a bacia de rejeito e a caatinga.
Área com uma camada de rejeito de 20 a 50 cm sobre
o solo natural.
Área VI - local onde é retirada a camada superficial
do solo para compor a região onde são depositados os
restos de rocha sem minério.

Em cada área foram coletadas sete amostras de
solo (de 5 a 20 cm de profundidade), preferencialmente
na rizosfera das plantas, sendo os pontos definidos
aleatoriamente. Para cada ponto de coleta de solo foi
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considerado um raio de 2 m entre os pontos. As
amostras coletadas em cada área foram misturadas
obtendo uma amostra composta.

Análise química e granulométrica do solo – A análise
do solo foi realizada pelo Laboratório de Solos da
Embrapa Semi-Árido (Petrolina, PE), considerando a
granulometria, pH e os seguintes elementos: fósforo
(P), alumínio (Al), cobre (Cu), ferro (Fe), manganês
(Mn) e zinco (Zn) (Tab. 1).

Isolamento e purificação dos Mucorales – Para o
isolamento foi utilizado o método de placa de solo
(Warkup 1950, modificado) em que 1 g do solo foi
depositado em placa de Petri previamente esterilizada.
Em seguida, foram adicionados 15 mL do meio de
cultura Ágar Sabouraud (Lacaz et al. 2002) + Rosa
de Bengala + cloranfenicol em cada placa e o método
de diluição em série (Clark 1965, modificado) em que
25 g de solo foram suspensos em 225 mL de água
destilada esterilizada (1:10 p/v). Desta suspensão,
10 mL foram transferidos para 990 mL de água
destilada esterilizada (1:1000), da qual 1 mL foi
espalhado na superfície do meio Ágar Sabouraud +
cloranfenicol contido em placas de Petri. O crescimento
das colônias foi acompanhado por 72 horas à
temperatura ambiente (TA) de 28±1 ºC. Para a
purificação dos Mucorales, fragmentos das colônias
foram transferidos separadamente para o meio Ágar
Sabouraud + cloranfenicol contido em placa de Petri
e, após confirmada pureza, transferidos para tubos de
ensaio contendo Batata Dextrose Ágar - BDA (Lacaz
et al. 2002). Durante o isolamento, foram realizadas
três repetições para cada área.

Identificação dos Mucorales – As espécies foram
identificadas pela observação das características
macroscópicas (coloração, aspecto e diâmetro das

colônias) e microscópicas (microestruturas), de acordo
com Hesseltine & Fennel (1995), Benny (1982),
Schipper (1984), Schipper (1990) e Domsch et al.
(1980).

Caracterização enzimática quanto à produção de
amilase e inulinase – Fragmentos das culturas com
sete dias de crescimento foram transferidos para o
centro de placas de Petri contendo meio de cultura
Ágar Czapek (Lacaz et al. 2002), modificado com os
seguintes tratamentos: a) meio controle negativo (CN)
sem fonte de carbono (NaNO3 3 g, MgSO4 0,5 g,
FeSO4 + 7H2O 0,01 g, K2HPO4 1 g, Ágar 16 g e água
destilada 1.000 mL); b) controle positivo (CP) (meio
CN adicionado de 10 g de glicose); c) meio I (meio
CN adicionado de 10 g de inulina) e d) meio A ( meio
CN adicionado de 10 g de amido). Após 5 dias à TA, a
taxa crescimento dos Mucorales inoculados nos meios
I e A foi comparada com a taxa observada nas placas
com o meio CN e CP utilizando-se a fórmula Tx = I x
100/G e Tx = A x 100/G, onde I e A representam o
diâmetro da colônia respectiva nos meios I e A, e G o
diâmetro da colônia no meio CP cujo crescimento foi
considerado como sendo 100% (Cordeiro Neto et al.
1997).

Estocagem dos Mucorales na Coleção de Culturas
Micoteca URM – As espécies de Mucorales isoladas
e caracterizadas foram estocadas em óleo mineral
segundo Sherf (1943) e em água destilada esterilizada
segundo Castellani (1939), na Coleção de Culturas -
Micoteca URM do Departamento de Micologia do
Centro de Ciências Biológicas da Universidade Federal
de Pernambuco. Os números de registro das espécies
estocadas na Micoteca URM são: Absidia
blakesleeana 4268, A. cylindrospora 4269,
A. hialospora 4270, Cunninghamella elegans 4271,

Tabela 1. Análise química e granulométrica do solo das áreas da Mineradora Caraíba (BA). I = Bacia de rejeito; II = perímetro industrial;
III = local onde são depositados os restos de rocha com pouco minério; IV = caatinga; V = interface entre a caatinga e a bacia de rejeito;
VI = local onde foi retirada a camada superficial do solo.

Áreas P* Cu Mn Zn Fe Al pH Granulometria
(mg/dm3) Meq/100g H2O Areia Silte Argila

de solo 1:2,5 (%)

I 266 433,4 53,4 5,7 434,4 0,00 8,2 93      3 4
II 44 71,9 33,4 2,0 31,8 0,04 6,9 60    24 16
III 167 606,7 44,0 5,2 168,1 0,01 7,3 69    21 10
IV 141 2,7 46,4 2,2 33,6 0,05 6,2 62    24 14
V 179 445,4 47,8 5,0 337,1 0,00 7,8 61    35 4
VI 95 30,4 48,6 1,6 52,4 0,17 7,1 65    19 16

* = Mehlich I.



Santiago & Souza-Motta: Mucorales isolados do solo de mineração de cobre e produção de amilase e inulinase644

Rhizopus microsporus 4272, R. oryzae 4274,
Syncephalastrum racemosum 4275.

Análise estatística – A verificação de uma possível
distribuição diferencial no número de espécies de
Mucorales, bem como de isolados dos mesmos nas
diferentes áreas, foi realizada utilizando-se o teste de
Mann-Withney (Berquó et al. 1981) e da diferença de
proporções (Fleiss 1981), respectivamente. A possível
influência da sazonalidade na distribuição dos isolados
de Mucorales foi verificada pela Modelagem de
Poisson (Bailey & Gratell 1995).

Resultados e discussão

Espécies de Mucorales isoladas – Foram obtidos 46
isolados de Mucorales, sendo 12 na época seca e 34
na chuvosa, distribuídos em sete espécies: Absidia
blakesleeana Lendner (12 isolados), A. cylindrospora
Hagem (dois), A. hialospora (Saito) Lendn. (três)
Cunninghamella elegans Lendner (dez), Rhizopus
microsporus V. Thiegen (dois), R. oryzae Went. &
Prinsen Geerl. (14) e Syncephalastrum racemosum
(Cohn.) Schroet. (três). O gênero que apresentou maior
número de espécies foi Absidia (três espécies) seguido
por Rhizopus (duas espécies) (Tab. 2). Rhizopus
oryzae apresentou maior número de isolados (30,43%)
seguido por A. blakesleeana (26,09%) e C. elegans
(21,74%). Absidia, Cunninghamella e Rhizopus
foram também isolados por Zibilske & Wagner (1982)
e Yamamoto et al. (1985) de solos poluídos com cobre,
corroborando os dados aqui obtidos.

Na área IV, considerada como área controle,
pôde-se isolar um maior número de espécies e isolados
de Mucorales, tendo em vista que esta área não sofreu

impacto da mineração e apresenta, principalmente,
baixos teores de cobre e ferro e pH 6,2 (Tab. 1).

As áreas II, III e VI sofreram impacto menos
expressivo do que o observado para as áreas I e V,
provavelmente pelos altos teores de Cu, Fe e P e pelo
pH alto (7,8 a 8,2) das duas últimas. A área III, mesmo
apresentando a maior concentração de Cu, não estava
totalmente desprovida destes fungos, o que ressalta o
efeito limitante do Fe e P, em combinação com o Cu,
na presença de Mucorales nessas áreas. (Tab. 1, 2).
A redução do número de isolados de Absidia,
Cunninghamella e Mucor  pela elevação da
concentração de Cu no solo foi citada anteriormente
por Yamamoto et al. (1985). Silva et al. (2001),
verificaram baixa ocorrência de fungos micorrízicos
arbusculares nessas áreas, corroborando com o
observado nesse trabalho. Segundo Souza & Silva
(1996), a retirada da vegetação natural, a intensa
movimentação do solo e o acréscimo de considerável
volume de rejeitos podem contribuir para o distúrbio
do local. Este fato foi verificado principalmente para
as áreas I, bacia de rejeito da mineradora, composta
pelo pó da rocha da qual o minério é extraído, e V,
interface entre a bacia de rejeito e a caatinga, com
uma camada de rejeito de 20 a 50 cm sobre o solo
natural.

A presença de Rhizopus oryzae em praticamente
todas as áreas, nas duas estações do ano, sugere que
a mesma seja a mais resistente às condições de impacto
ambiental causado pela mineradora. Segundo Zibilske
& Wagner (1982) a presença de espécies de Rhizopus
nos solos é elevada com o aumento da concentração
de cobre. A utilização de R. oryzae em processos de
biossorção de Cu e/ou Fe foi citada por Sag & Kutsal
(1996), Huang & Huang (1996), Sag & Kutsal (1998),

Tabela 2. Número de isolados das espécies de Mucorales obtidos do solo das áreas da Mineradora Caraíba (BA) durante as épocas seca
e chuvosa. I, II, III, IV, V, VI = Áreas da Mineradora Caraíba (BA); S = Época seca; C = Época chuvosa.

Espécies Áreas
I II III IV V VI Total de

S C S C S C S C S C S C isolados

Absidia blakesleeana Lendner 0 0 0 2 0 0 0 7 0 0 0 3 12
A. cylindrospora Hagem 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 2
A. hialospora (Saito) Lendn. 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0 0 0 3
Cunninghamella elegans Lendner 0 0 0 0 0 0 0 8 0 0 1 1 10
Rhizopus microsporus V. Thieghen 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 2
R. oryzae Went. & Prinsen Geerl. 0 0 2 1 2 5 2 1 0 0 1 0 14
Syncephalastrum racemosum (Cohn.) Schroet 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 2 0 3

Total 0 0 3 3 2 6 3 20 0 0 4 5 46
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Sag & Kutsal (2000), Sag et al. (2000), Gupta et al.
(2000), Sag et al. (2001) e Gaad et al. (2001),
confirmando a tolerância dessa espécie a esses metais
e corroborando os resultados deste trabalho. Volesky
(1994) refere-se também às espécies de Absidia como
eficientes em processos de biossorção de metais, sendo
A. blakesleeana encontrada nas condições deste
estudo com 12 isolados, ocorrendo, principalmente, no
período chuvoso (Tab. 2).

A análise das diferenças do número de isolados
de Mucorales entre as áreas da mineradora evidenciou
diferenças estatísticas entre as proporções das áreas
II e IV (χ2 = 12,8911, g.l. = 1, p = 0,0003), III e IV
(χ2 = 9,5357, g.l. = 1, p = 0,002) e IV e VI (χ2 =
8,0979, g.l. = 1, p = 0,0044), podendo-se afirmar que a
área IV difere das demais em relação ao número de
isolados. Não foram verificadas diferenças
significativas no número de espécies de Mucorales
entre as áreas da mineradora e o controle (p = 0,317),
indicando que o impacto da mineração influenciou na
abundância das mesmas, mas não na diversidade. A
influência da sazonalidade no número de isolados de
Mucorales não foi evidenciada pela Modelagem de
Poisson (p = 0,08), sendo os dados obtidos insuficientes
para a constatação da influência da época do ano na
diversidade de Mucorales nas áreas. Entretanto,
Cardoso et al. (1992) ressaltam que em épocas de
maior umidade há uma maior proporção de
representantes de fungos por área de solo.

Maiores índices de similaridade de espécies, nas
duas épocas do ano, ocorreram entre as áreas IV e
VI; IV e II, com 72,72% e 66,66%, respectivamente
(Tab. 3). Esses resultados coincidem com os baixos
teores de Cu e Fe nas áreas II e VI (Tab. 1), indicando
que esses elementos afetam de forma marcante a
ocorrência das espécies de Mucorales.

Caracterização enzimática dos isolados de
Mucorales – Foram consideradas positivas as amostras

que apresentaram, nos meios com amido e inulina,
crescimento igual ou superior ao observado no meio
de controle positivo (meio com glicose como fonte de
carbono). Todas as espécies consideradas positivas
para a produção de amilase e inulinase obtiveram taxa
de crescimento de 100%.

Todas as espécies isoladas nas duas épocas do
ano hidrolisaram o amido. Apenas Cunninghamella
elegans foi capaz de hidrolisar, também, a inulina.
Kochhar et al. (1999) e Otha et al. (2002) constataram
a produção de inulinase por R. oryzae e Rhizopus sp.,
respectivamente. Cordeiro Neto et al. (1997)
observaram atividade inulinásica em Absidia
cylindrospora isolada da rizosfera de Asteraceae do
cerrado, embora não tenham constatado o mesmo para
Cunninghamella elegans oriunda do mesmo
substrato, contrariando os dados citados neste trabalho.

Os resultados referentes à atividade amilásica dos
isolados de Rhizopus e Absidia aqui descritos são
apoiados pelos de Chaurasia (1992), Amadioha (1998),
Mitchell et al. (1988) e El-Zalaki & Hamza (2003).
No entanto, Stamford et al. (1998) não constataram
atividade amilolítica em Rhizopus sp. isolado do
Jacatupé (Pachyrhizus erosus L. Urban). Os dados
deste trabalho indicam que culturas de mesma espécie
isoladas de áreas diferentes apresentaram o mesmo
comportamento quanto à degradação de amido e inulina.

É preciso salientar que são escassos os trabalhos
referentes à Mucorales produtores de amilase e
inulinase, estando nesse artigo, provavelmente,
primeiros relatos de produção de inulinase por
C. elegans e de amilase por A. cylindrospora,
A. hialospora e S. racemosum.

O presente trabalho contribui para a ampliação
do conhecimento da diversidade de Mucorales em solos
de regiões de clima semi-árido, assim como em áreas
impactadas pela mineração, tendo em vista a carência
de informações sobre a distribuição desses organismos
nessas regiões e o elevado potencial biotecnológico
dos mesmos, principalmente no que se refere à
produção de amilase e inulinase. Pesquisas que visem
o desenvolvimento de novas técnicas e processos de
otimização da produção dessas enzimas devem ser
incentivadas, considerando-se sua a ampla atuação na
biotecnologia e o elevado valor de mercado das
mesmas. Além de R. oryzae, freqüentemente utilizado
em processos de biossorção, S. racemosum deve ser
utilizado em pesquisas envolvendo processos de
biossorção de cobre e ferro, visto que essas espécies
foram encontradas em áreas com altos teores desses
metais.

Tabela 3. Coeficiente de similaridade de Sorensen (Ss) entre as
espécies de Mucorales obtidas do solo das áreas da Mineradora
Caraíba (BA) durante as épocas seca e chuvosa.

Áreas I II III IV V VI

I -  - - - -
II 0 - - - - -
III 0 40% - - - -
IV 0 66,66% 25% - - -
V 0 0 0 0 - -
VI 0 50% 57,14% 72,72% 0 -
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