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Resumo

Introdugdo — Muitas enzimas produzidas por fungos tém relevantes aplicaces em diferentes areas industriais. Os fungos
endofiticos, sdo uma fonte promissora para sele¢do de enzimas devido a sua capacidade de sobreviver em ambientes hostis e
produzir metabdlitos bioativos. Objetivos — Selecionar fungos endofiticos coletados do material foliar de Goniorrhachis marginata
e Cavanillesia arborea, produtores de enzimas extracelulares, além de avaliar o potencial halotolerante e termotolerante desses
microrganismos. Metodologia — Avaliou-se o crescimento fungico em diferentes temperaturas e concentragdes do cloreto de sédio
e calculou-se o indice de crescimento micelial. Além disso, determinou-se a atividade enzimatica dos enddfitos para a produgdo de
enzimas, cultivando-se os microrganismos em meios sélidos especificos para a indugdo da bioprodugdo de cada enzima analisada.
Resultados — O melhor produtor de amilases foi o isolado de Penicillium sp., que apresentou indice enzimatico 2,16. Para enzima
protease, o melhor produtor foi o Penicillium citrinum, com o indice enzimatico de 2,10. Ja o Fusarium sp. se destacou na produgdo
de tanase, com indice enzimatico de 5,53. Além disso, o fungo mais halotolerante foi o Aspergillus niger, e o mais termotolerante
o Aspergillus fumigatus. Conclusdo — Concluiu-se que as diversas espécies de fungos endofiticos avaliados neste estudo podem ser
utilizadas em novos estudos para viabilizar a produgdo em maior escala de enzimas comerciais.

Termos para indexagdo: Enzimas. Fungos. Aspergillus. Penicillium.

ABSTRACT

Introduction — Many enzymes fungi produce have relevant applications in different industrial areas. Endophytic fungi are a promising
source for enzyme selection due to their ability to survive in hostile environments and produce bioactive metabolites. Objectives — To
select endophytic fungi collected from the leaf material of Goniorrhachis Marginata and Cavanillesia Arborea, producers of extracellular
enzymes, in addition to evaluating these microorganisms’ halotolerant and thermotolerant potential. Methodology — Fungal growth
was evaluated at different temperatures, and sodium chloride concentrations, and the mycelial growth index was calculated. In
addition, the enzymatic activity of the endophytes for enzyme production was determined by cultivating the microorganisms in
specific solid media to induce the bioproduction of each enzyme analysed. Results — The best producer of amylases was the isolate
of Penicillium sp., which presented an enzymatic index of 2.16. For the protease enzyme, the best producer was Penicillium Citrinum,
with an enzymatic index of 2.10. Fusarium sp. stood out in tannase production, with an enzymatic index of 5.53. In addition, the most
halotolerant fungus was Aspergillus Niger, and the most thermotolerant was Aspergillus Fumigatus. Conclusion — It was concluded
that the various species of endophytic fungi evaluated in this study can be used in new studies to enable the production of commercial
enzymes on a larger scale.

Index terms: Enzymes; Fungi; Aspergillus; Penicillium

INTRODUCAO

Os microrganismos endofiticos sao principalmente
bactérias e fungos que colonizam o interior de orga-
nismos vivos sem causar sintoma aparente3. Esses
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microrganismos podem habitar, de forma assintomatica,
em diferentes tecidos vegetais, incluindo caules, folhas,
cascas, raizes, frutos, sementes ou flores®?4.

Trata-se de uma associagao simbidtica mutualistica,
em que ambos os organismos se beneficiam: a planta for-
nece abrigo e nutrientes essenciais para os microrganis-
mos endofiticos, enquanto eles auxiliam no crescimento
da planta hospedeira, protegem-na do ataque de herbi-
VOros ou outros patdgenos e aumentam sua resisténcia
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a fatores de estresse abiotico, como salinidade, estresse
osmatico e toxicidade de metais pesados no solo®%3.

Dentre as categorias de microrganismos endofiticos,
existem os extremofilos, microrganismos que vivem em
condigdes extremas®?3. As principais razdes para estu-
da-los incluem entender seus mecanismos envolvidos
na adaptacdo ao estresse e identificar seus metabdlitos
produzidos em condi¢gles extremas que apresentam
potencial aplicagdo biotecnoldgica®?°.

Esses organismos desenvolveram, ao longo da evolu-
cdo dessas interagdes com suas plantas hospedeiras, dife-
rentes processos metabdlicos voltados para adaptagdes
fisico-quimicas ao meio extremo, em varios niveis®!?,
Esses processos os tornam modelos promissores para
a compreensdo aprofundada da evolugdo funcional da
adaptacdo aos ambientes extremos, se tornando foco
crescente de pesquisas, nos ultimos anos, devido as des-
cobertas inovadoras de seus mecanismos de tolerancia
ao estresse®.

Fungos endofiticos adaptados ao habitat podem
conferir tolerancia significativa ao estresse abiotico as
plantas que ndo sdo suas hospedeiras originais. Portan-
to, a identificagdo de tais microrganismos associados as
plantas que crescem em ambientes extremos, bem como
sua diversidade, composi¢ao da comunidade e os fatores
ecoldgicos que os afetam sdo de grande valor biotecno-
légico, especialmente em regides aridas e semi-aridas?®2.

Os fungos endofiticos extremdfilos possuem a ca-
pacidade de produzir abundante conjunto de enzimas
extracelulares, o que pode ser explicado por sua ampla
distribuicdo nos mais diversos substratos e por seus habi-
tos nutricionais. Portanto, ndo é surpreendente que cerca
de 60% das enzimas industriais utilizadas atualmente se-
jam de origem fungica®®. Dentre as principais enzimas de
interesse comercial, podem ser destacadas as amilases,
proteases, tanases, pectinases e xilanases®.

As enzimas fungicas sdo utilizadas principalmente nas
etapas de fermentagdo nas industrias, uma vez que elas
apresentam vantagens sobre os catalisadores quimicos,
por nao formarem produtos secundarios nas reagGes, em
razao da sua alta especificidade. Essa caracteristica per-
mite controlar a obtenc¢do do produto desejado, reduzir
os problemas ambientais e os custos com tratamento
de efluentes, dado que, as enzimas sao biodegradaveis
e apresentam rapidez de rea¢do com baixa concentragdo
do biocatalisador® 22,

O isolamento e a selegdo de fungos endofiticos
podem contribuir para a descoberta de novas enzimas
com caracteristicas desejaveis (estabilidade a altas tem-
peraturas, variagdes de pH e alta especificidade). Além
disso, podem abrir perspectivas promissoras cientificas
e comerciais® 22,

Inimeras metodologias podem ser aplicadas para a
selecdo de enddfitos através da determinagdo da presen-
ca de enzimas extracelulares. Dentre elas, estd incluida
a utilizagcdo de meio sélido com presenca de substratos
e corantes que possibilitam a melhor visualizagdo do

halo de degradagao do substrato pelo fungo. A avaliagdo
do indice enzimdtico (IE) e da produgdo de enzimas por
microrganismos é baseada na razdo entre o diametro do
halo de degradagdo e o didametro da col6nia®®.

Com base no exposto e destacando os beneficios
e as contribui¢cbes deste estudo — ndo apenas para a
comunidade cientifica, mas por também ser promissor
em aplicagdes industriais, fornecendo informacgdes téc-
nicas que podem ser aplicadas para toda a sociedade —,
os objetivos deste trabalho foram: (a) selecionar fungos
endofiticos produtores in vitro de enzimas proteases,
celulases, amilases, pectinases e xilanases, isolados de
plantas das espécies G. marginata Taub. e C. arborea K.
Shum; e (b) avaliar a capacidade termotolerante e halo-
tolerante desses microrganismos isolados em condi¢des
de estresse fisico-quimico, em bioensaios de laboratdrio.

METODOLOGIA

Obtengao dos microrganismos

Os fungos que foram estudados neste projeto foram
cedidos pelo Laboratério de Ecologia de Microrganismos
e Microbiologia Ambiental (LEMMA) da Universidade Es-
tadual de Montes Claros, representando quinze espécies
previamente identificadas, isoladas de plantas das espé-
cies G. marginata Taub e C. arborea K. Shum (Tabela 1).

Os microrganismos foram reativados no meio de
cultura Agar Batata Dextrose (BDA), e, ap0s a reativagao,
sucedeu-se a incubacgdo por aproximadamente sete dias
a 25°C.

Tabela 1 — Lista das plantas e suas respectivas espécies de
fungos endofiticos isolados a partir de material foliar coletados
no PEMS Mata Seca (IEF/MG) e o numero de acesso ao GenBank.

Espécies de fungos Cadigos N° de
Plantas endofiticos acesso
Aspergillus fumigatus &7 e
. . M20 KP122786
Aspergillus niger
Curvularia lunata @l NP,
. G20 KP122773
Passalora ageratinae
- G19 KP122801
Penicillium sp
Penicillium citrinum | NpEzten,
Penicillium griseofulvum e Nl ezded
. . - G15 KP122796
Scopulariopsis gracilis
Goniorrhachis

G25 KP122765

marginata Taub.  Fusarium subglutinans

Cavanillesia arbo- C1 KP122757
rea K. Shum Passalora loranthincola

Fusarium sp M7 KP122781

Fusarium annulatum Cc6 KP122790

c4 KP122772

Mycosphaerella pini

Fonte: autores, 2024.
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Perfil de sensibilidade a antibidticos de isolados animais de
Enterococcus hirae e Enterococcus casseliflavus

Ensaio de termotolerancia

O ensaio de termotolerancia foi realizado em placas
de petri com meio agar batata dextrose (BDA) estéril.
Foram retirados com auxilio de perfuradores de 9 mm,
discos com micélio de cultivos com 7 dias de incuba-
¢do. Cada placa de petri recebeu um disco de micélio
do isolado de cada espécie, sendo que o experimento
foi realizado em triplicata para cada fungo endofitico
testado"’.

As placas foram incubadas em estufa a 25°C por
seis dias. Os diametros das col6nias foram medidos
em dois sentidos perpendiculares, com o auxilio de um
paquimetro digital, apds 2, 4 e 6 dias da inoculagdo, e os
resultados foram expressos em milimetros. Os ensaios
foram realizados nas seguintes temperaturas: 35, 45 e
552C, e o controle a 25 +3° CY.

Ensaios de halotolerancia

Foram retirados discos de micélio de 9 mm das
col6nias cultivadas em placas de Petri, com 7 dias de
incubagado, a 252C, com auxilio de perfuradores, como
foi descrito anteriormente. Posteriormente, subcultivos
de cada isolado foram transferidos para o centro das
placas de Petri, que continham 15 mL do meio de cultura
BDA, preparado com diferentes concentragdes de NaCl
(de 0% a 10% com um intervalo de 2,5%), previamente
autoclavadas?.

As placas foram incubadas em estufa a 25°C por
seis dias, e os procedimentos foram realizados em tri-
plicata. Os diametros das col6nias foram medidos em
milimetros, com um auxilio de um paquimetro digital
apos 2, 4, 6 e 8 dias da inoculagdo, em dois sentidos
perpendiculares?.

Analise multivariada de dados

Calculou-se o indice de velocidade de crescimento
micelial (IVCM), analisando as médias dos didmetros das
col6nias de cada fungo nos ensaios de termotolerancia
e halotolerancia (conforme a equacdo 1), em que: D
é diametro médio atual de colonia; Da o didmetro da
col6nia do dia anterior; e N o nimero de dias apds a
inoculacdo. A analise de variancia (ANOVA) seguida do
teste de Tukey, foram calculados com o programa Past
Statistic 4.03 (@yvind Hammer, Oslo, EUA).

Y.(D—DA)

IVCM = ==22(1)

Sele¢ao de microrganismos produtores de enzimas

Os microrganismos foram incubados em meio sélido
especifico para induzir a bioproducdo de cada enzima e
analisar a formacgdo do halo, permitindo a sele¢do dos
microrganismos produtores de amilases, proteases, xila-
nases, tanases e pectinases. Os ensaios foram realizados
em triplicatas, nos quais os isolados foram inoculados
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em fragmentos de 8 mm no centro das placas?.

Apés o periodo de crescimento para cada ensaio,
foram medidos os didmetros do halo e das col6nias com
auxilio de um paquimetro. O indice enzimatico (IE) foi
determinado pela razdo entre o diametro do halo e o
didmetro da coldnia. As médias dos halos foram ava-
liadas estatisticamente por meio de analise de desvio
padrdo e coeficiente de variagdo*?.

Producdo de amilase

A habilidade de degradar amido foi utilizada como
critério para determinagdo da produgdo de enzimas
amiloliticas. Foi utilizado o meio agar amido (extrato
de levedura 10g/L, peptona de caseina 20g/L, amido
soluvel 10g/L, agar 20g/L, pH 6,5), autoclavado e em
seguida, vertido em placas de petri. As placas foram ino-
culadas com cepas dos fungos endofiticos e incubadas
a 30°C, por cinco dias. Posteriormente, as placas foram
reveladas com solugao de lugol a 0,5% por 5 minutos,
e, em seguida, lavadas com agua destilada para se de-
terminar a atividade amilolitica pela formacgao de halo
claro ao redor da coldnia®.

Producgdo de protease

Para detectar a atividade proteolitica, foi utilizado
0 meio agar-gelatina-leite estéril em placas de petri (18
g agar, 10 g leite em po desnatado; 10 g de gelatina em
po incolor sem sabor; 1000 mL de dgua destilada). As
placas foram incubadas durante sete dias a 25°C. Apds
esse periodo, foi adicionada solugdo saturada de sulfato
de amonio, cujo precipitado tornou o dgar mais opaco,
e a produgdo de enzimas foi observada pela formacgao
de halos enzimaticos incolores ao redor das col6nias?.

Producdo de pectinase

Os fungos pectinoliticos foram selecionados em
placa com meio estéril, constituido de 1,25% de solugao
de pectina citrica pH 5,5 contendo: 50 mM de fosfato de
potassio; 6,7 g.L* de extrato de levedura; 0,2% de glico-
se; e 0,5% de agar. Os microrganismos foram inoculados
e incubados a 30°C por quatro dias. Apds incubagdo, as
placas foram reveladas com solugdao 1% de brometo
hexadeciltrimetilamdnia por 5 minutos e lavadas com
agua destilada. A formagado de halo ao redor das col6nias
significou que o fungo foi capaz de degradar a pectina,
ou seja, foi produtor de pectinase®.

Producgao de tanase

As linhagens fungicas foram replicadas no Meio
Screening Tanase (meio basico modificado) para classi-
ficar os possiveis produtores da enzima tanase. O meio
continha acido tanico, o que lhe confere fonte de glicose
e acido galico. Os fungos foram inoculados em meio
de cultura contendo (g/L): 4cido tanico, 10; NaNo, 3,0;
KH,PO,1,0; MgSO,.7H,0 0,5; KCI 0,5; FeSO4.7H,0 0,01;
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e Agar 30,0; pH 5.8. A inoculagdo de cada linhagem de
endofitico testada foi realizada em triplicata a 302C por
120 horas?®.

Producdo de xilanase

Asele¢do de microrganismos produtores de xilanase
foi realizada em meio de cultura sélido, com (g/L): ex-
trato de levedura 0,6; KH,PO, 7,00; MgSO, 0,1; K.HPO,
2; (NH,),SO, 1,00, Agar 18,00, Xilana 10,00. Os fungos
foram incubados por cinco dias, e, apds as coldnias
estarem visiveis nas placas, elas foram embebidas em
lugol a 0,5% por 5 minutos e depois lavadas com agua
destilada, sendo avaliada a producado de xilanase pela
formacdo de halo claro ao redor da col6nia®.

RESULTADOS

Avaliagdo do indice de velocidade de crescimento
micelial (IVCM) para o teste de termotolerancia

Os fungos utilizados nos ensaios de termotolerancia
foram previamente selecionados a partir da triagem
realizada com parte da colegdo de fungos endofiticos
isolados em Barriguda e Itapicuru. O IVCM dos fungos
endofiticos foi determinado através da regressdo da
variagdo do diametro em fungdo do espago de tempo
(Tabela 2).

Tabela 2 — indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM)
de fungos endofiticos isolados da Goniorrhachis marginata Taub.
e Cavanillesia arborea K. Shum em diferentes temperaturas

indice de crescimento micelial (cm/dia)

Espécies 25°C 35°C 45°C
Curvularia lunata 0,211 0,06a 0,23 +0,09ab
Passalora sequoiae 0,61+ 0,29a 0,64 +0,05ab
Passalora fulva 0,1310,06a 0,26 +0,07ab
Penicillium citrinum 0,3910,22a 0,43 £ 0,05ab
Fusarium annulatum 0,92+0,02a 0,5+0,03ab
Passalora loranthincola 0,28 +0,05a 0,2 +0,06ab
Penicillium brevicompactum 0,53+0,13a 0,47 + 0,14ab
Phomopsis saccarata 0,21+0,02a 0,16 +0,03ab
Scopulariopsis sp 0,60+0,14a 0,47 £0,07ab
Scopulariopsis gracilis 0,1210,06a 0,29 +0,25ab
Phaeocytostroma ambiguum 0,2510,07a 0,30+ 0,04ab
Mycosphaerella pini 1,18+0,21a 1,14 £0,19ab 0,23 +0,09b
Aspergillus fumigatus 1,18+ 0,32a 0,82 10,08ab 1,31£0,05b
Aspergillus niger 1,06 £0,23a 0,86 +0,07ab 0,22+ 0,06b
Passalora ageratinae 1,10+ 0,27a 0,99 10,03ab 0,7110,17b
Aspergillus sp 0,79 +0,05a 0,86 +0,08ab 1,10+ 0,16b

Resultados do IVCM # desvio padrdo.
Nota: médias seguidas de letras iguais, nas colunas, ndo diferem esta-
tisticamente ao nivel de 5%.

Fonte: autores, 2024.

Avaliacdo do indice de velocidade de crescimento
micelial IVCM para o teste de halotolerancia

Constatou-se que houve interagdo significativa entre
a concentracdo de cloreto de sddio e a velocidade de
crescimento dos isolados testados. O crescimento 6timo
dos microrganismos foi entre 0% e 2,5% e se observou
reducdo do IVCM a medida em que se aumentou a con-
centragdo do sal no meio (Tabela 3).

Tabela 3 — Indice de velocidade de crescimento micelial (IVCM) de fungos endofiticos isolados da Goniorrhachis marginata Taub.
e Cavanillesia arborea K. shum em diferentes concentragées de cloreto de sédio

indice de velocidade de crescimento micelial (cm/dia) em cada concentragdo de NaCl

Espécies fungicas 0% 2,5% 5% 7,5% 10%
Aspergillus sp. 0,60+0,02a 0,37+0,1a 0,11+0,04ab 0,02 £0,01b 0,002+0,04b
Scopulariopsis gracilis 0,22+0,17a 0,1910,12a 0,06+0,01ab 0,06+0,02b 0,01+0,00b
Penicillium citrinum 0,73+0,14a 0,83+0,10a 0,48+0,15ab 0,35+0,06b 0,19+0,09b
Fusarium annulatum 0,28+0,08a 0,33%0,10a 0,1840,02ab 0,12+0,06b 0,02+0,03b
Penicillium brevicompactum 0,74+0,28a 0,73+0,27a 0,51+0,11ab 0,27+0,21b 0,26+0,22b
Penicillium griseofulvum 0,66+0,31a 0,69+0,13a 0,52+0,11ab 0,37+0,12b 0,24+0,07b
Passalora loranthincola 0,24+0,14a 0,22+0,13a 0,06+0,01ab 0,10+0,01b 0,02+0,00b
Fusarium annulatum 0,89%0,01a 0,88+0,07a 0,66%0,03ab 0,45+0,03b 0,18+0,03b
Scopulariopsis sp 0,25+0,24a 0,37+0,17a 0,34%0,05ab 0,22+0,17b 0,09+0,01b
Phaeocytostroma ambiguum 0,27+0,10a 0,39+0,11a 0,02+0,00ab 0,12+0,06b 0,01+0,01b
Phomopsis saccarata 0,38+0,14a 0,07+0,00 a 0,14+0,04ab 0,04+0,02b 0,02%0,00b
Mycosphaerella pini 1,0040,02a 1,004+0,00a 0,80+0,09ab 0,3+0,10b 0,14+0,03b
Aspergillus fumigatus 1,05+0,06a 0,6+0,00a 0,30+0,19ab 0,19+0,01b 0,18+0,06b
Aspergillus niger 1,15+0,18a 1,05+0,08a 0,95+0,02ab 0,83+0,14b 0,33+0,03b
Passalora ageratinae 0,04+0,03a 0,06+0,02a 0,04+0,02ab 0,01+0,01b 0,01+0,01b
Curvularia lunata 0,19+0,10a 0,20%0,09a 0,16+0,04ab 0,04+0,03b 0,04+0,04b

Resultados do IVCM + desvio padrdo.

Nota: médias seguidas de letras iguais ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5%.

Fonte: autores, 2024.
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Perfil de sensibilidade a antibidticos de isolados animais de
Enterococcus hirae e Enterococcus casseliflavus

Selec¢do de fungos produtores de amilase

Neste estudo, 100% dos fungos testados foram capa-
zes de crescer e produzir enzimas amilases, com o indice
enzimatico (IE) entre 1,3 e 2,16 (Grafico 1).

Figura 1 — Atividade amilolitica dos fungos endofiticos isolados
da Goniorrhachis marginata Taub. e Cavanillesia arborea K.
Shum determinada por indice enzimdtico (IE).

Amilase

00-
cs

Fungos

10-

8
2
8
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£

G20 M20 Cs

cs &1t G2 C7

Fonte: autores, 2024.

Sele¢ao de fungos produtores de proteases

Constatou-se, nessa pesquisa, que oito isolados de
fungos cresceram e produziram halos de degradagado de
proteina, conforme é observado no Grafico 2.

As espécies Scopulariopsis sp. Mycosphaerella pini,
Penicillium griseofulvum, Fusarium sp, Fusarium annu-
latum, Fusarium subglutinans, Aspergillus fumigatus
cresceram significativamente, porém ndo produziram
enzimas capazes de degradar as proteinas-alvo presentes
no meio (Figura 2).

Figura 2 — Atividade proteolitica dos fungos endofiticos isolados
da Goniorrhachis marginata Taub. e Cavanillesia arborea K.
Shum determinada por indice enzimdtico (IE)

Protease

Indice enzimatico médio

00- |||||||

1 Gi5 Gl9 G20 G8 G1 M2 Ca cr
Fungos

G611 G5 G7 M7

Fonte: autores, 2024.
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Selec¢do de fungos produtores de pectinase

Constatou-se que apenas sete isolados apresentaram
atividade de pectinase (Figura 3).

Figura 3 — Valores da atividade de pectinase dos fungos
endofiticos isolados da Goniorrhachis marginata Taub. e
Cavanillesia arborea K. Shum determinada por indice enzimdtico

(IE).

Pectinase
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| ‘||||||
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Fonte: autores, 2024.

Selec¢do de fungos produtores de tanase

Foi constatado que 93% das linhagens de fungos
endofiticos testadas apresentaram indice enzimatico
maior que 1 (Figura 4).

Figura 4 —Valores da atividade de tanase dos fungos endofiticos
isolados da Goniorrhachis marginata Taub. e Cavanillesia
arborea K. Shum determinada por indice enzimdtico (IE).

Tanase
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Fonte: autores, 2024.
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Selec¢do de fungos produtores de xilanase

Constatou-se que a maioria dos fungos endofitos
produziram xilanases, ou seja, 93% dos isolados (Figura 5).

Figura 5 — Valores da atividade de xilanase dos fungos
endofiticos isolados da Goniorrhachis marginata Taub. e
Cavanillesia arborea K. Shum determinada por indice enzimdtico

(IE).
DISCUSSAO

Fonte: autores, 2024.

Neste estudo, constatou-se que houve interagao
significativa entre a temperatura de crescimento dos
isolados em relagdo ao indice de velocidade de cresci-
mento micelial (IVCM). A faixa de temperatura étima
para o maior o indice de velocidade de crescimento mi-
celial (IVCM) dos diferentes isolados variou entre 25°C e
35°C, sendo que o Aspergillus fumigatus, Aspergillus sp.
e Mycosphaerella pini foram os microrganismos mais
termotolerantes e apenas o Aspergillus fumigatus foi
capaz de crescer a 55°C, apresentando o IVCM de 0,12 £
0,05. O Aspergillus fumigatus foi também caracterizado
no estudo de Oliveira et al.(2015)* e foi classificado como
termotolerante, por crescer em temperaturas acima de
50°C.

Os fungos sao considerados halofilicos obrigatérios
guando necessitam de sal para o crescimento étimo,
podendo ser classificados como extremamente halofili-
cos ou moderadamente halofilicos. Os microrganismos
halotolerantes podem sobreviver e continuar crescendo
com alta concentragdo de sal em seu meio, embora o
crescimento étimo também ocorra na auséncia de sal’.

Neste estudo, foi possivel observar que os fungos
Aspergillus niger, Penicillium brevicompactum, Penicillium
griseofulvum foram os que apresentaram melhor cresci-
mento, mesmo com o aumento da concentragdo de NaCl,
apresentando IVCM de 0,33, 0,26 e 0,24, respectivamen-
te, para a concentragao de 10%, sendo considerados os
mais halotolerantes dentre os testados.

Os isolados Penicillium brevicompactum e Aspergillus
niger, identificados neste trabalho, jd foram também

Xilanase

G18 Gle C7

°

Indice enzimético médio

o

1 M2 G2 Cs Gn1
Fungos

caracterizados por Musa e colaboradores (2018)'°, sendo
associados a ambientes salgados e classificados como
halotolerantes. Resultados semelhantes foram obtidos
por RAJAA et al. (2019)%, que obtiveram crescimento
6timo em meio de cultura a 2,5% de NaCl para os fungos
Aspergillus sp. e Penicillium allii, isolados em ambientes
supersalinos.

Identificar microrganismos halotolerantes é uma
ferramenta importante para a biorremediagdo, uma vez
que efluentes industriais frequentemente contém con-
centragdo de solutos que podem inibir enzimas e micror-
ganismos sensiveis a baixa atividade em agua. Além disso,
solos cultivados, onde frequentemente sao utilizados
herbicidas, podem ter sua salinidade aumentada pela
irrigacdo ou pelo uso de fertilizantes quimicos?.

Ao longo dos anos de evolugao, os fungos halofilicos
adotaram mecanismos para sobreviver em ambientes
salinos. Para ocorrer a adaptagdo da célula do microrga-
nismo, primeiramente ela deve ser capaz de identificar
0 aumento da concentragao de sal no meio. O principal
mecanismo que possibilita essa detecgdo é a via do gli-
cerol de alta osmolaridade. Esse caminho estd envolvido
também na resposta a salinidade e osmoadaptacdo das
células fungicas?2.

Perante o estresse salino, a maioria dos fungos
acumula solutos, tais como aminodcidos livres e polidis,
para aumentar sua osmolaridade interna e permitir que
a agua entre em suas células. Outras estratégias que sdo
utilizadas pelos fungos sdo as mudangas no transporte
de ions ou na fluidez da membrana plasmatica, que
desempenha um papel importante na adaptagdo a alta
concentragdo de sal’.

Os resultados dos ensaios realizados neste estudo
foram compativeis com os de Arakaki et al.(2013)?, que
reportaram fungos do género Aspergillus e Penicillium
como halotolerantes, sobretudo quando se mediu os
IVCM ao longo do aumento das concentragdes de NaCl,
assim como nas condigdes testadas neste experimento.
Musa et al. (2018)*descrevem que a halofilia é encontra-
da em varios grupos fungicos, em ordens individuais, que
nao sao filogeneticamente préximas. Os autores citam
géneros frequentemente encontrados em ambientes
salinos, dentre os quais alguns fungos filamentosos ndo
melaninizados, e, com maior frequéncia, os géneros
Penicillium e Aspergillus®.

O género Penicillium é dominante em ambientes
salinos mais frios, enquanto as espécies de Aspergillus
prevalecem em condi¢Oes salinas com temperaturas mais
altas. O género Aspergillus ndo tem uma populagao total
e diversidade de espécies como as encontradas para o
género Penicillium. Entretanto, Aspergillus sp. produz
esporos mais resistentes a produtos quimicos e cresce
mais rapidamente que o género Penicillium®.

J4 na andlise da capacidade enzimatica dos fungos
deste trabalho, e segundo Lealem e Gashe (1994)%, para
gue um microrganismo seja considerado como um bom
produtor de enzimas extracelulares em meio sélido,
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é necessario que seu indice enzimatico seja maior ou
igual a 2,0.

As amilases representam 25% do mercado mun-
dial de enzimas, e exercem, dessa maneira, um papel
importante no cenario industrial, sendo utilizadas na
producdo de tecidos, papel, detergentes, em processos
fermentativos, na drea da saude e em outros processos
industriais?’3!,

Neste estudo, foi possivel caracterizar os microrga-
nismos Fusarium sp. e Penicillium sp. como bons produ-
tores de amilase microbiana, apresentando um indice
enzimatico de 2,12 e 2,16, respectivamente. Importante
é ressaltar que 100% dos fungos testados foram capazes
de crescer e produzir enzimas amilases.

Os resultados obtidos vdo ao encontro do estudo de
Zanget e colaboradores*(2020), que avaliaram o uso do
género Fusarium para produgao de diferentes enzimas
extracelulares, e constataram o potencial desse género
como produtor de enzimas com melhor estabilidade.

As proteases sdo utilizadas nas industrias de deter-
gentes, téxtil, alimenticia, cosméticos e farmacéutica,
sendo reconhecidas como as enzimas hidroliticas de
maior interesse industrial, pois correspondem a 60% do
mercado mundial de enzimas*?.

As enzimas protease desenvolvem um papel ativo na
patogénese de fungos e na fisiologia fungica para digerir
grandes peptideos extracelulares, visto que trabalham
para digerir as proteinas presentes em tecidos vivos, bem
como auxiliam na quebra da glicoproteina presente na
parede celular e auxiliam na penetragao nos tecidos do
hospedeiro®. Sendo assim, as proteases sdo usadas em
muitas aplicagdes médicas para feridas, saude digestiva,
coagulagdo sanguinea, diabetes e outras aplicagdes®.

Os isolados dos fungos Penicillium citrinum, Passalora
loranthincola e Scopulariopsis gracilis foram os melhores
produtores de proteases, apresentando IE de 2,10, 2,05 e
2,01 respectivamente. As espécies do género Penicillium
apresentam grande aplicabilidade industrial na producdo
da enzima protease, produzindo enzimas proteoliticas
acidas e alcalinas em diferentes meios®.

Neste estudo, 53% dos isolados apresentaram halo
de degradacdo em meio agar-leite, sendo o resultado
compativel com a literatura consultada. Nagarajan e
colaboradores (2020)?° avaliaram 30 espécies de fungos
isolados do farelo de algodao, farelo de trigo e farinha
de soja para producdo de proteases, utilizando placas
com esse meio de cultura (dgar-leite). Esses autores
constataram que seis isolados apresentaram halo de
degradacdo da enzima protease, representando 20% dos
fungos testados.

As pectinases sao utilizadas na industria de bebidas,
na clarificagdo de sucos de frutas e vinhos. Nesse sentido,
a utilizagdo industrial dessa classe de enzimas cresce
continuamente 3,

Nesta pesquisa, 46% dos isolados produziram a enzi-
ma pectinase, sendo que a melhor produgdo da enzima foi
obtida pelo fungo Curvularia lunata, com o IE de 1,37 cm.
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Entretanto, nenhum dos enddfitos testados apresentou IE
superior a 2, e, apesar de terem apresentado capacidade
de producdo da enzima, ndo podem ser considerados
como bons produtores®, tendo em vista seus baixos
valores de IE. Por isso, ndo sdo vidveis para a utilizagao
industrial com base nas condig¢des testadas.

No estudo de Sudeep e colaboradores (2020)%,
apenas 28,5% dos fungos filamentosos isolados de va-
rias amostras de solo produziram a pectinase, e, entre
as quatro cepas produtoras, o género Aspergillus sp.
apresentou a maior produgao da enzima. Nesse caso, a
producdo maxima de pectinase foi obtida sob condi¢bes
6timas de cultivo em fermentagdo submersa por 48 horas
de periodo de incubagdo, concentragao de substrato de
1% e temperatura de 30 °C. J4 para produgdo comercial
de pectinases atualmente, os géneros Aspergillus spp., Er-
winia spp., Bacillus spp. e Penicillium spp. vém sendo
amplamente utilizados®.

As tanases sdo empregadas nas industrias de ali-
mentos, bebidas, de ragdo animal, no tratamento de
efluentes etc. Contudo, a principal aplica¢ao é naindus-
tria farmacéutica e quimica por produzir acido galico®.
Na produgdo de tanases, 93% das linhagens que foram
testadas nesta pesquisa apresentaram indice enzimatico
maior que 1, sendo os melhores produtores da enzima
tanase os isolados de Fusarium annulatum e Fusarium sp.,
que apresentaram um IE de 2,03 e 5,53, respectivamente.
Apenas o isolado de Passalora loranthincola nao produ-
ziu enzimas tanases capazes de degradar o acido tanico,
substrato presente no meio teste revelador.

As xilanases, atualmente, sdo utilizadas na produgao
de sucos e pdes, no processo de branqueamento de
papel, além de serem utilizadas como aditivo em ragao
animal, na produgdo de etanol e xilitol?®. Na produgio
de xilanase, o Penicillium citrinum apresentou IE de 1,80
sendo o maior halo produzido dentre as demais espécies
dos endofiticos avaliados. Apesar de esses isolados testa-
dos apresentarem produgdo de xilanases extracelulares,
ndo sdo indicados para fins industriais, visto que, um
bom produtor deve apresentar IE acima de 2,0%*. O fungo
Scopulariopsis gracilis, apesar de crescer num meio que
contém xilana cristalina, como principal substrato de C,
nao apresentou halo de degradacao visivel. Neste estu-
do, 93% dos isolados apresentaram IE mensurdvel para
producdo de xilanases.

CONCLUSOES

Neste estudo, foi possivel verificar o potencial
termotolerante e halotolerante de fungos isolados da
Goniorrhachis marginata Taub e Cavanillesia arborea
K. Shum, o que pode ser considerado promissor para
estudos futuros na area da biotecnologia, sendo que o
fungo mais halotolerante foi o Aspergillus niger e o mais
termotolerante o Aspergillus fumigatus. Além disso, a
microbiota fungica endofitica cultivavel, caracterizada
neste estudo, apresentou diferentes espécies de fungos
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filamentos com capacidade para producdo de enzimas,
como Fusarium sp. e Penicillium sp., identificados como
bons produtores de amilase. Ja o Fusarium annulatum e
o Fusarium sp. mostraram-se bons produtores de tanase.

Por fim, os fungos Penicillium citrinum, Passalora
loranthincola e Scopulariopsis gracilis foram identificados
como bons produtores de proteases, o que confirma o
potencial biotecnolégico para estudos futuros, visando a
utilizagdo desses isolados de fungos e de seus bioprodu-
tos via selecdo direcional, para aplicagdo em indUstrias de
alimentos, bebidas e farmacéutica por meio de processos
biotecnoldgicos especificos.
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