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3. Introducéo

A utilizacdo de micro-organismos para a producdo de compostos organicos de

interesse industrial e biotecnolégico vem se desenvolvendo significativamente ao passar
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dos anos. Seguindo essa linha, fungos endofiticos de diversas espécies vegetais tomam a
frente, por apresentarem grande potencial em diversas areas da Biotecnologia, uma delas
€ a tecnologia de enzimas.

As enzimas sao proteinas essenciais para o sistema metabdlico de todos os
organismos vivos e tém um papel importante na degradacdo da matéria organica, na
infeccdo do hospedeiro e na deterioracdo dos alimentos. Nas vias metabdlicas, agem em
sequéncias organizadas de rotas catabdlicas e anabdlicas (LEHNINGER, 2002).

A utilizacdo de enzimas nas indastrias € indispensavel, através do seu emprego, €
possivel aperfeicoar a qualidade de um produto ou tornar mais facil a producdo do
mesmo. Isso se deve ao fato das enzimas atuarem diretamente nas substancias que
compdem um determinado produto, onde cada enzima tem um substrato de atuacao
especifico (LIMA et al., 2001).

Os micro-organismos sdo a fonte mais recorrida para obtencdo de enzimas por
apresentarem baixo custo na producéo, além de ser possivel produzi-las em larga escala
(PANDEY et al., 2005).

Segundo Bon, Ferrara e Corvo (2008), as enzimas podem ser aplicadas em
diversos setores agroindustriais, incluindo as industrias de alimentos, papel, téxtil e
farmacéutica. Entre as vantagens da utilizacdo enzimética destaca-se o fato de ser um
produto natural, que apresenta um alto grau de especificidade nas reacdes, contribuindo
para a eficiéncia do processo, e ainda, por apresentar a atividade que pode ser regulada,
atuando em baixas concentracfes e sob condi¢cbes brandas de pH e temperatura.

Micro-organismos endofiticos que colonizam tecidos das plantas produzem
enzimas hidroliticas extracelulares como mecanismos de resisténcia para ultrapassar as
defesas do hospedeiro que impedem a invasdo microbiana e/ou para obter nutrientes do
solo (TAN; ZOU, 2001). Dentre essas enzimas, podem ser destacadas pectinases,
esterases, celulases, lipases dentre outras (PETRINI et al., 1992). Estudos de micro-
organismos endofiticos de plantas tropicais tém recebido muita atencdo, devido a
diversidade e grande potencial como fonte de compostos bioativos e pelos beneficios que
podem proporcionar as plantas (PHOTITA et al., 2001).

Fungos que apresentam esse potencial podem ser futuramente utilizados na
producéo em larga escala. As lacases podem ser utilizadas como agente branqueador
natural para industria téxtil e papelaria (JORDAAN et al., 2004), na producdo de etanol

pelo emprego de micro-organismos engenheirados (MAYER; STAPLES, 2002), na
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industria alimenticia para producdo de bebidas como agente estabilizante de vinhos,
sucos de frutas e de cerveja (MINUSSI et al., 2002), além disso biosensores vem sendo
desenvolvidos, utilizando lacase, para determinacdo de compostos fendlicos, o que é
interessante para o controle ambiental.

As amilases pertencem a classe das hidrolases, entre as quais tem a-amilase, -
amilase e amiloglicosidase e catalisam a hidrélise do amido e seus derivados. As enzimas
amiloliticas apresentam vantagens na capacidade de catalisar reagBes quimicas sob
condicBes moderadas, 0 que nem sempre oOcorre COmM pProcessos quimicos, e estes
apresentam hidrélises nao especificas e formacdo de produtos ndo desejados. Sé&o
utilizadas na obtencé&o de amido modificado, na producdo de xaropes com elevado teor de
glicose, em produtos de panificacdo e na industria cervejeira.

As amilases ocorrem amplamente em animais, plantas e micro-organismos.
Entretanto, devido as vantagens que oferecem, como menor tempo de producédo, as
amilases produzidas por fungos tém a preferéncia do mercado de enzimas (REDDY et al.,
2003).

As celulases séo enzimas vendidas em grande volume e apresentam importancia
econdmica, tendo diferentes aplicacbes industriais, como por exemplo, no processamento
do amido, producdo de racdo animal, fermentacdo de grdos para producdo de alcool,
extracdo de suco de frutas e vegetais, polpa e industria de papel e industria téxtil (OGEL
et al., 2001).

As proteases hidrolisam proteinas com consequente modificacdo das
propriedades fisicas, quimicas e biolégicas originais, sendo a protedlise essencial para
todos os organismos e envolvida em diferentes processos fisiolégicos (SABOTIC et al.,
2007). As proteases representam um dos trés maiores grupos de enzimas de interesse
industrial com ampla aplicacdo biotecnoldgica, especialmente na industria de alimentos,
couro, detergentes e em processos de biorremediacdo (RAO et al., 1998).

As pectinases formam um grupo heterogéneo de enzimas que hidrolisam as
substancias pécticas. Possuem uso nas industrias de alimentos no amadurecimento de
frutas, clarificacédo e reducgéo de viscosidade em sucos de frutas, tratamentos preliminares
do suco de uva para industrias vinicolas, extracdo de polpa de tomate, fermentacéo de
cha e chocolate, tratamento de residuos vegetais, degomagem de fibras, enriquecimento
proteico de alimentos infantis e extragdo de 6leos (UENOJO; PASTORE, 2007).



UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS O
RELATORIO FINAL PIBIC/PAIC 2015-2016 i

4. Justificativa

Os micro-organismos podem ser fontes naturais de moléculas bioativas com
ampla aplicacdo. Os fungos endofiticos avaliados fazem parte da Cole¢éo de Culturas do
Laboratorio de Principios Bioativos de Origem Microbiana/LPBOM da Faculdade de
Ciéncias Agrarias/FCA e podem produzir enzimas de interesse biotecnoldgico.

As enzimas que foram investigadas apresentam diversas aplicacdes. As amilases,
por exemplo, sdo utilizadas para hidrolise do amido e producéo de xaropes, produtos de
panificacdo e industria cervejeira; as celulases sdo aplicadas na producdo de racdo
animal, extracdo de sucos de frutas e polpa e na industria de papel e industria téxtil; as
proteases apresentam interesse biotecnolégico em processos de biorremediacdo; e as
pectinases nas industrias de alimentos na clarificacdo e reducdo de viscosidade em sucos
de frutas, extracdo de polpa de tomate e extracdo de 6leos.

Dentre as enzimas citadas, tem destaque para a lacase que é uma enzima em
ascensao, a qual vem sendo amplamente utilizada como substituta de produtos quimicos
nos processos das industrias téxteis e papeleira, como branqueador natural: na industria
de alimentos, na producédo de bebidas, como agente estabilizante e, na panificacdo, como
melhorador do sabor. Por ser uma oxidase capaz de degradar a lignina, esta enzima
possui ampla aplicacdo industrial e ambiental.

A descoberta de isolados com potencial produtivo a ser melhorado possibilitara a
execucdo de outros trabalhos, além de vir a ser um recurso para solugédo de problemas

ambientais.

5. Objetivos

5.1 Geral

Avaliar o potencial produtivo de lacase, amilase, celulase, proteinase e pectinase

por fungos endofiticos isolados de hospedeiros tropicais.

5.2 Especificos
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Avaliar a producdo de enzimas por Colletotrichum spp. endéfitos de mangueira

(Mangifera indica L.);
Avaliar a producdo de enzimas por Colletotrichum spp. endéfitos de cajueiro
(Anacardium occidentale L.);

Avaliar a producdo de enzimas por Colletotrichum spp. enddfitos de goiabeira

(Psidium guajava L.).

6. Metodologia

Foram utilizados dez fungos endofiticos de cada um dos hospedeiros citados. Os
fungos foram reativados em meio de cultivo BDA (200 g de batata, 15 g de dextrose e 15
g de agar, diluidos em agua destilada para 1 L — pH 6,8) acrescido do antibiético
cloranfenicol (50 pg/mL), para inibir o crescimento de bactérias. As placas de Petri foram
incubadas em estufa B.O.D por até sete dias. Todos os fungos utilizados pertencem a
Colecéo de Culturas do LPBOM/FCA/UFAM.

A avaliacdo da atividade de lacase seguiu o protocolo descrito por Santos (2007),
com modificacdes. O meio de cultura foi composto por 20 g de agar acrescido de 0,5%
(p/v) de acido galico, 15 g de extrato de malte e 1 g de peptona para 1 L de agua
destilada.

O &cido galico foi homogeneizado em 50 mL de agua destilada e autoclavado a
120 °C, 1 atm, 10 min. Os demais reagentes foram solubilizados em pH 7 e autoclavados
(120 °C, 1 atm, 20 min).

Apoés resfriamento do meio (45-50 °C), foi vertido em placas de Petri e
posteriormente inoculadas as culturas fungicas; e incubadas a 25 °C por cinco dias, no
escuro. A atividade da enzima lacase foi detectada pela formacdo de um halo marrom ao
redor das colonias.

A avaliacao foi realizada por meio da mensuracdo de didmetros perpendiculares
da colénia mais o halo decorrente da atividade enzimatica, obtendo-se as respectivas
areas. Cada experimento foi realizado em triplicata, de onde se obteve uma média da area
do halo de degradacéo oriundo da atividade da enzima (PEREIRA, 2009).

A atividade da amilase foi observada a partir do cultivo em placas de Petri

contendo meio minimo, no qual a glicose foi substituida por amido (6 g de NaNOs, 1,5 g
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de KH2POg4, 0,5 g de KCI, 0,5 g de MgS04.7H20, 0,01 g de FeSO4, 0,01 g de ZnSO4, 10 g
de amido, 15 g de 4gar, para 1 L de agua destilada, pH 6,8).

As coldnias foram incubadas a 25 °C sob fotoperiodo de 12 horas. Apds cinco
dias de cultivo foi aplicado em cada placa 2 mL de solucéo lugol (5 g de Kl, 1 g de iodo,
100 mL de agua destilada), sobre a superficie do meio de cultura. Apés 10 minutos, a
solugéo lugol foi descartada e avaliada a atividade amilolitica, caracterizada pela formagéo
de halo claro circundado por uma zona azulada ao redor da colénia (PEREIRA, 2009).

Para a atividade da celulase, foi utilizado cultivo em placas de Petri contendo agar
carboximetilcelulose (1 g de KH2PO4, 0,5 g de (NH4)2S04, 0,5 g de asparagina, 0,5 de KCl,
0,2 g de MgS0O4.7H20, 0,1 g de CaClz, 0,5 g de extrato de levedura, 10 g de
carboximetilcelulose, 20 g de &gar, para 1 L de &gua destilada). As colbnias foram
incubadas por cinco dias a 25 °C, no escuro, e em seguida submetidas a choque térmico
por 16 horas a 50 °C.

Apéds esse periodo, foi adicionado 10 mL de solucéo corante de vermelho congo
(2,5 g/L) em tampdao Tris HCI 0,1 M, pH 8. Ap6s 30 minutos a solucéo foi descartada e as
culturas lavadas com 5 mL de solucdo de NaCl 0,5 M neste mesmo tampao, visando
revelar o halo claro e estreito de degradacdo da celulose ao redor da colénia (PEREIRA,
2009).

Para avaliar a atividade da protease, foi utilizada a metodologia de Hankin e
Anagnostakis (1975), modificado. Os isolados foram repicados para placas de Petri
contendo meio solidificado composto por 5 g de peptona, 3 g de extrato de levedura, 1 g
NaCl, 15 g de agar, 0,4 g gelatina, para um 1 L de agua destilada, com pH 6.

A gelatina foi autoclavada separadamente e misturada ao meio de cultura antes
de verté-lo para as placas. As col6nias foram incubadas por 72 horas a 25 °C, no escuro.
ApoOs este periodo o halo, caracterizado por uma regido amarelada ao redor da colénia
contrastante com o vermelho presente na regido em que nao houve atividade proteolitica,
sera revelado por meio da aplicagéo de 10 mL de vermelho de metila (2%) em cada placa.

A atividade de pectinase foi avaliada conforme a metodologia descrita por Hankin
e Anagnostakis (1975). Os isolados foram repicados para meio de cultura sélido composto
de 500 mL de solucdo mineral (2 g de (NH4)2SO4, 4 g de KH2PO4, 6 g de Na2HPO4, 0,2 g
de FeS04.7H20, 1 mg de CaClz, 10 pg de HsBOs, 10 pg de MnSOa4, 70 pg de ZnSO4, 50
Mg de CuSOs4, 10 pg de MoOs) mais 500 mL de solugdo de pectina (1 g de extrato de
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levedura, 15 g de &gar, 5 g de pectina citrica). O meio foi ajustado para pH 7. As col6nias

foram incubadas por cinco dias a 25 °C, no escuro.

O halo de degradacéo formado por uma regido translucida ao redor da col6nia, foi
revelado com aplicacdo de vermelho de metila (2%). A avaliacdo dos halos de todas as
enzimas seguiu 0 mesmo procedimento para lacase. O delineamento estatistico para
todas as atividades enzimaticas foi o inteiramente casualizado (DIC) com trés repetices
por tratamento. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e teste de Tukey a 5%

de probabilidade para comparacédo das médias.

7. Resultados e Discussao

Mangueira, cajueiro e goiabeira sdo frutiferas de importancia para a balanca
comercial do Brasil. As linhagens de Colletotrichum spp. isoladas na condicdo de
endofitos foram avaliadas com relacdo ao potencial enzimatico. Dos 30 endofitos
avaliados, 18 apresentaram halo enzimatico potencial.

Entre os endéfitos de mangueira, o endofito M3 apresentou o maior halo para
lacase, com 16,08 mm. A atividade amilolitica foi observada de forma intracelular, ou seja,
ndo houve halo enzimético, porém, foi observada atividade da enzima na area interna da
colénia. Para celulase, foram observados valores variando de 1,0 a 4,41 mm.

O maior valor encontrado para protease foi de 6,25 mm, expressado pelo endofito
M1, enquanto os demais ficaram com média de 5,0 mm. Para pectinase, apenas trés
endofitos apresentaram atividade minima, variando de 4,25 a 5,08 mm.
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Tabela 01 — Médias dos halos enzimaticos (mm) de endéfitos de mangueira

Endofitos | Lacase Amilase Celulase Protease Pectinase
M1 - * 1,60 6,25 -
M2 - * 4,00 5,75 -
M3 16,08 * 2,75 4,33 5,00
M4 - * 3,91 5,58 5,08
M5 - * 1,08 5,66 -
M6 - * 3,75 5,00 4,25
M7 - * 4,41 5,50 -
M8 6,69 * 4,33 5,83 -
M9 10,25 * 3,41 5,83 -
M10 - * - - -

(-) N&o houve atividade
(*) N&o houve atividade extracelular

Entre os enddfitos de cajueiro, as linhagens C2, C3, C8 e C10 se destacaram na
producdo de lacase com 12,91, 13,87, 14,08, e 15,75 mm, respectivamente. A atividade
observada para amilase também foi intracelular. Para celulase os valores variaram de
2,66 a 3,42 mm. A atividade proteolitica foi a que apresentou os maiores halos
enzimaticos, o enddfito C1 apresentou halo de 33,13 mm, enquanto os demais variaram
de 25,06 a 29,38 mm, indicando o potencial biotecnolégico destes endoéfitos para

producédo desta enzima. Nao foi observada atividade pectinolitica.

Tabela 02 — Médias dos halos enzimaticos (mm) de enddfitos de cajueiro

Endofitos | Lacase Amilase Celulase Protease Pectinase
C1 - * - 33,13 -
Cc2 12,91 * 3,41 29,38 -
C3 13,87 * 3,41 25,66 -
C4 9,50 * 3,00 27,07 -
C5 - * 3,50 26,48 -
C6 - * 3,08 26,49 -
C7 6,25 * 2,83 28,27 -
C8 14,08 * 2,75 26,28 -
C9 * 2,66 26,86 -
C10 15,75 * 3,16 25,79 -

(-) N&o houve atividade
(*) N&o houve atividade extracelular
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Dos enddfitos de goiabeira, nove apresentaram halo para lacase variando de

11,25 mm ao maior halo produzido pelo endofito C9 com 19,0 mm. Também foi observada
atividade intracelular para amilase. A atividade celulolitica variou de 0,83 a 4,08 mm

enquanto para protease, o maior halo foi observado para o enddfito G4 com 21,83 mm.

N&o houve atividade pectinolitica.

Tabela 03 — Médias dos halos enzimaticos (mm) de endoéfitos de goiabeira

Enddfitos | Lacase Amilase Celulase Protease Pectinase
G1 16,50 * 4,08 12,75 -
G2 15,50 * 2,58 4,25 -
G3 14,66 * 2,00 12,33 -
G4 16,58 * 2,95 21,83 -
G5 11,25 * 3,33 13,16 -
G6 19,83 * 1,91 13,75 -
G7 4,91 * 0,83 10,16 -
G8 13,91 * 3,33 14,58 -
G9 19,00 * 3,00 13,75 -
G10 18,25 * 4,00 13,33 -

(-) N&o houve atividade
(*) Nao houve atividade extracelular

Em estudo realizado por Silva et al. (2006) com enddfitos de Annona spp. foi
observada atividade apenas para lipase, e nenhuma para as enzimas protease, amilase e
celulase. Diferenciando-se de Assis (2010) onde todos os C. gloeosporioides, isolados de
sintomas de antracnose em frutos de mangueira demostraram atividade enzimética para
amilase, lipase e protease.

Esse fato pode estar diretamente associado a processos de fitopatogenicidade,
uma vez que o hospedeiro pode ou nao influenciar na fisiologia de determinado
organismo. Por exemplo, o fungo Fusarium proliferatum, isolado por Kwon e Anderson
(2001) como endofitico e produtor de lacases, além de ser considerado pela literatura
como fitopatégeno de cereais. Estes autores também observaram que todos os isolados
avaliados produziram protease, igual ao observado neste estudo. Redman e Rodriguez
(2002) relataram que enzimas do grupo das proteases sédo importantes durante processos
de patogénese de C. coccodes, onde descobriram que fitopatdgenos deficientes na

producédo desta enzima né&o foram virulentos.
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Para Dianese (1989), as amilases sdo comumente secretadas por fungos

permitindo a hidrélise do amido até glicose, porém, pouco se sabe sobre a ligacdo desta
enzima em processos de patogénese. Lima (2000) observou que um periodo de
incubacgao superior a dez dias favoreceu a atividade de amilase em todos os isolados de
C. graminicola testados, o que pode ter influéncia no presente estudo, onde o periodo de
incubacao foi de apenas cinco dias.

Neste trabalho, foi observado maior atividade para protease. Couto (2002)
também verificou que C. musae obtidos de bananeira demonstraram maior atividade para
protease. Para celulase, as linhagens endofiticas investigadas apresentaram atividade
minima, corroborando com Tozze Junior (2012) que observou atividade para celulase em
92 dos 93 isolados testados. Cruz (2014) observou atividade pectinolitica em todos os
isolados; diferenciando-se deste trabalho onde apenas trés enddfitos de mangueira
apresentaram atividade minima.

E preciso considerar os diversos fatores que podem influenciar na excrecédo de
enzimas extracelulares por fungos endofiticos. Uma vez que o substrato pode influenciar
na producao de determinada enzima por ser de facil ou dificil degradacdo. Outros fatores
como pH, temperatura, luminosidade e tempo de incubacdo também podem influenciar.

A analise de variancia e o teste de Tukey ndo foram aplicados porque nem todos 0s
endofitos apresentaram atividade para as enzimas avaliadas, por este motivo optamos por
nao realiza-los.

Os fungos endofiticos do género Colletotrichum spp., isolados de mangueira,
cajueiro e goiabeira destacam-se na producdo de enzimas de interesse biotecnoldgico,
visto que apresentaram os melhores valores para lacase e protease, e também que
possuem um potencial a ser melhorado em trabalhos futuros na busca por metodologias

gue otimizem ao maximo a producdo dessas enzimas.
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