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RESUMO

O estudo avaliou se fungos endofiticos isolados da salsa-da-praia possuem atividade
enzimatica. Os testes de atividade enzimatica foram realizados atraves da avaliacdo
hidrolitica em meio solido para verificar a producdo de celulases, amilases, proteases,
lipases, xilanases e quitinases para 69 fungos endofiticos, sendo 20 isolados em meio
ndo salino e 49 isolados em meio salino. Dos 20 fungos endofiticos isolados em meio
ndo salino, 8 (40%) produzem enzimas amilase, celulase e lipase. Entre os endofitos
testados, Nigrospora sphaerica apresentou maior area de degradacdo para amilase
(610.53 mm?), celulase (678.24 mm?) e lipase (816.4 mm?). Ja dos 49 fungos
endofiticos isolados em meio salino, 22 (44,89%) produzem enzimas de interesse
industrial. Destes 22 endofitos testados a maioria apresentou area de degradacdo para
protease, seguida de amilase e lipase. Entre estes, o enddfito 3R3/5 apresentou area de
degradacdo para amilase, protease e celulase nos valores de (1448.86, 854.1 e 1884)
mm? respectivamente. A avaliacdo da producdo de enzimas por micro-organismos
constitui uma caracteristica importante que tem ampla aplicacdo no processamento de
alimentos, na fabricacdo de detergentes e, também nas indlstrias farmacéuticas e

téxteis.
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ABSTRACT

The study evaluated whether endophytic fungi isolated from salsa-the-beach have
enzymatic activity. Enzymatic activity tests were performed by assessing hydrolytic
solid medium to check the production of cellulases, amylases, proteases, lipases,
chitinases and xylanases for 69 endophytic fungi, 20 isolates in a non-saline and 49
isolated in saline. Of the 20 isolated endophytic fungi in a non-saline, 8 (40%) yield
amylase, cellulase and lipase. Among the endophytes tested Nigrospora Sphaerica
showed greater area for amylase degradation (610.53 mm?), cellulase (678.24 mm?) and
lipase (816.4 mm?). Already the 49 endophytic fungi isolated in saline, 22 (44.89%)
produce enzymes of industrial interest. Of these 22 most endophytes tested area
presented to protease degradation, followed by amylase and lipase. Among these, the
endophyte 3R3 / 5 area presented to degradation amylase, protease and cellulase in
values (1448.86, 854.1 and 1884) mm? respectively. The production of enzymes by
micro-organisms is an important feature which has wide application in the food

processing, the manufacture of detergents and also in pharmaceutical and textiles.

Key- words: endophytic, enzymes, micro-organisms, activity, fungi.
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INTRODUCAO

Micro-organismos, vegetais e, em menor escala, animais apresentam um arsenal
metabolico capaz de produzir, transformar e acumular inimeras substancias ndo
relacionadas de forma direta a manutencdo da vida do organismo produtor. Como
consequéncia de seu papel bioldgico, esses metab6litos podem exibir amplo espectro de
atividades biologicas®?.

Evolutivamente as plantas vém desenvolvendo complexos mecanismos adaptativos,
muitos destes somente possiveis, gracas as interacdes com 0s micro-organismos. Destes
micro-organismos destacam-se os endofiticos. Eles sdo geralmente fungos e bactérias
que habitam o interior das plantas e desenpenham fungdes importantes no processo de
adaptacdo do vegetal a0 meio®*.

Os micro-organismos apresentam caracteristicas peculiares que o0s conferem
adaptacdo e sobrevivéncia em ambientes considerados hostis, desempenhando papel
fundamental na manutenc&o de ecossistemas®.

Os estudos de fungos endofiticos sdo de grande importancia cientifica, por sua
aplicabilidade em estudos na prospeccdo de novas substancias como 0S novos
antimicrobianos, no controle de pragas, indicacdo de deficiéncias nutricionais de
plantas, contribui como fonte de diversidade, variabilidade para os outros fungos,
inibidores de enzimas e pigmentos, entre outras aplicacfes® 2.

Os endofiticos foram descritos pela primeira vez por Bary , porém durante mais de
um século eles foram quase que ignorados. No final dos anos 70 do século XX,
confirmou-se entdo a hipdtese de que estes micro-organismos vivem em uma interacdo
mutualistica na qual produzem ou induzem a producdo de metabolitos primarios e
secundarios que podem conferir diversas vantagens as plantas tais como: a diminuicédo
da herbiviria e do ataque de insetos, 0 aumento da tolerancia a estresses abioticos e o
controle de outros micro-organismos®>14,

Os metabolitos bioativos produzidos por endofiticos tém mostrado capacidade de
inibir ou matar uma ampla variedade de fitopatdgenos. Apresentam ainda, acdo
antibacteriana, antifungica, antiviral, antitumoral e atuam como agentes antidiabéticos e
imunossupressores, evidenciando sua importancia para a industria famacéutical®. Os
fungos vém sendo amplamente utilizados na producdo de substancias de interesse

econdmico, como as enzimas?®.
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As enzimas sdo catalisadores de reacbes quimicas, envolvendo reagBes com
substratos organicos e inorganicos e geralmente sdo de natureza proteica, altamente
especificas e apresentam grande poder catalitico®’.

O estudo da producdo de enzimas extracelulares por estes micro-organismos € muito
importante na area da biotecnologia aplicada. Entre as enzimas extracelulares
produzidas por fungos filamentosos, as lignases, celulases, proteases, lipaseses e muitas
outras sdo de grande importancia em termos ambientais de remedia¢do, um processo em
que os sistemas bioldgicos sdo utilizados para degradar ou neutralizar poluentes, tais
como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos. Além disso, estas enzimas tém
aplicacdes potenciais em um grande nimero de campos, incluindo as industrias
quimicas, de combustiveis, de alimentos, agricolas, téxteis, de papel e de cosméticos?é.

As propriedades hidroliticas das enzimas podem favorecer o desenvolvimento de
novas tecnologias na industria gerando processos menos agressivos, economicamente
viaveis e ecologicamente aceitaveis®®.

O objetivo deste estudo foi caracterizar a producdo de enzimas extracelulares por
fungos filamentosos endofiticos para que, micro-organismos com habilidade de

produzir enzimas, biotecnoldégicamente importantes, fossem selecionados.

MATERIAIS E METODOS

Os ensaios da atividade enzimatica foram realizados de acordo com a metodologia
de Neirotti e Azevedo (1988), Hankin et al.(1971), Wood et al. (1988), Anderson (1939)
e Fernandes et al. (1999) para avaliacdo da producdo de celulase, amilase, protease,
lipase, quitinase e xilanase respectivamente?%-24,

Os testes de atividade enzimatica foram realizados em triplicata para os 69 fungos
endofiticos, sendo 20 em meio ndo salino e 49 isolados em meio salino. Para o
crescimento dos fungos, foram adicionados 15 mL de meio de cultura s6lido em placa
de Petri contendo fonte de carbono especifica para cada hidrolise, e a visualiza¢do da
atividade enzimaética foi observada através de reveladores especificos.

Cada meio de cultura foi inoculado com fungos endofiticos de forma pontual, com o
auxilio de uma alca de platina em forma de agulha e incubado a 30°C por 4 dias. Em
seguida, foi realizada a revelacdo da atividade enziméatica e medido o halo de
degradacdo em milimetros com auxilio de uma régua. Para a quantificacdo da area total

de degradagio foi utilizada a seguinte equacio S = m(dn/2)? - n(dc/2)? onde:
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S= Area da degradac&o;
dn= didmetro do halo;
dc=diametro da colbnia
n=23,14

Apos 4 dias de cultivo a 30°C, as placas de Petri para analise da atividade celulolitica
foram colocadas em estufa a 45°C por 16 horas para inibig&o do crescimento dos fungos
endofiticos e selecdo de enzimas termoestaveis. A revelacdo foi realizada com solucao
de vermelho Congo (0, 025%) durante 30 minutos. O corante foi descartado e 0 excesso
foi retirado pela adicdo de 1 mL de NaCl (0,5 M) e o halo de inibicdo foi observado
como uma area alaranjada ao redor da colonia.

Para a visualizacdo da atividade lipolitica, as placas com o cultivo das col6nias,
foram refrigeradas a 4° C por 48 horas e ap0s este periodo foram visualizados cristais de
calcio ao redor da colbnia, indicativo da presenca de lipase.

As atividades amiloliticas, proteolitica foram avaliadas apos 4 dias de cultivo a 30°C.
A revelacdo da atividade amilolitica foi realizada através da coloragdo com vapor de
cristais de iodo, que conferem ao meio de cultura coloracéo roxa, e o halo hidrolitico e
visualizado como uma area incolor transparente circundando a colonia.

A atividade proteolitica foi revelada com a adi¢do de 5 mL de solucdo saturada de
sulfato de amdnio, que proporciona ao meio de cultura cor branca — leitosa indicativo da
presenca de proteinas, enquanto a acdo das enzimas proteoliticas foi visualizada como
uma area transparente ao redor da coldnia.

A avaliacdo das atividades xilanoliticas e quitinoliticas foi realizada com a adicdo de
5mL de vermelho Congo (0,25%) por 15 minutos. O corante foi descartado e 0 excesso
removido com 10mL de NaCl (1M), sendo ambos os halos visualizados como areas
alaranjadas transparentes ao redor das colonias.

A identificacdo taxonémica dos fungos endofiticos esta sendo realizadas através das
observacbes da macro e micromorfologia no Departamento de Micologia no

Laboratorio da Colecao de Fungos — URM, Universidade Federal de Pernambuco.
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RESULTADOS

Dos 20 fungos endofiticos isolados em meio ndo salino, 8 (40%) apresentam halo
para amilase, celulase e lipase. Entre os enddfitos testados, Nigrospora sphaerica
apresentou maior area de degradacio para amilase (610.53 mm?), celulase (678.24 mm?)
e lipase (816.4 mm?) com pode ser observado na figura 01.

Figura 1 — Atividade enzimatica dos fungos endofiticos isolados da folha, caule e raiz de Ipomoea
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Fungos endofiticos

pes-caprae em meio ndo salino em janeiro de 2011.

Dos 49 fungos endofiticos isolados em meio salino, 22 (44,89%) produzem enzimas de
interesse industrial. Destes 22 endofitos testados para atividade enzimatica, a maioria
apresentou area de degradacdo para protease, seguida de amilase e lipase.

Os endofitos 3R5/1, 3F2/4, 1F4/2-15, 1F1/3 apresentaram area de degradacédo
proteolitica nos valores de (1314.3, 1236.3, 1575.7, 1020.5) mm? respectivamente
(figura 02).

O endofito 3R3/5 apresentou area de degradacdo para amilase, protease e celulase

nos valores de (1448.86, 854.1 e 1884) mm? respectivamente.
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Figura 2 — Teste qualitativo enzimatica dos fungos endofiticos isolados da folha, caule e raiz de
Ipomoea pes-caprae em meio nédo salino em junho de 2011.
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Para as enzimas xilanase e quitinase ndo foram visualizados halos de degradacéo,
tanto em meio salino como em meio ndo salino.

Os endofitos isolados em meio salino apresentaram maior atividade enzimatica do
que os isolados em meio ndo salino. Talvez a utilizacdo dos meios de cultura com agua
do mar artificial tenha favorecido o metabolismo destes fungos promovendo mais
producdo de metabdlitos secundarios in vitro. Estes resultados indicam boa atividade
enzimatica quando comparados com a atividade observada nos fungos endofiticos da
planta Conyza bonariensis nos quais foram observada area de degradacdo de
455.88mm? para amilase e de 405.84mm? para lipase e com endéfitos de Eugenia
uniflora L. que apresentaram area de degradacéo de 1.560mm? 717,8 mm? para celulase
e protease respectivamente.

Jaitly (1987); Jones e Alias (1997) relatam que a sobrevivéncia e adaptacéo
microbiota € influenciada por varios fatores como pH, salinidade, temperatura,
quantidade de agua e que segundo Fenical e Jensen (1993) este habitat indspito pode
favorecer a producio de metabdlitos secundarios de interesse para a biotecnologia?>262’,

A producdo de diversas hidrolases produzidas por fungos é citada por Pandey e cols
(2000a), por Azevedo e Esposito (2004) onde celulases, proteases, poligalacturonases,
lipases e amilases foram obtidas por fermentacdo em meio solido utilizando varios

fungos filamentosos: Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Thermomyces, Humicola,
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Mucor e Rhizopus entre outros?2°,
Silva et al.(2006) relatam que fungos endofiticos isolados de Annona spp.

apresentam atividade enzimatica extracelular®.

CONCLUSOES

e A solugdo de agua do mar artificial foi um fator diferencial na producédo
enzimatica dos fungos utilizados. Desta forma, dentro das condigdes
experimentais desta pesquisa, ocorreu maior diversidade na producdo de

metabdlitos secundarios entre 0s micro-organismos isolados em meio salino.

e Os fungos endofiticos Nigrospora sphaerica e 3R3/5 apresentam potencial

biotecnologico para a producéo de enzimas de grande interesse industrial.

e A caracterizacdo da atividade enzimatica de fungos endofiticos constitui uma
ferramenta importante na descoberta de novas moléculas bioativas ativas que

possuem ampla aplicacdo nas industrias farmacéuticas, alimenticias e téxteis.
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