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APRESENTAÇÃO

Dentre os diversos microrganismos existentes, uma classe peculiar é a dos 
fungos, pois possuem uma diversidade de características únicas que refletem em seu 
modo de vida, nas suas interações e na sua aplicabilidade. Para se ter uma ideia já 
foram identificados cerca de 120.000 espécies de fungos das quais a grande maioria 
ainda é um vasto campo de estudo para os micologistas e biotecnólogos.

Consideramos como micologia o estudo de microrganismos que possuem 
aspectos leveduriformes e/ou filamentos assim denominados fungos. Trata-se 
portanto de uma área de estudo ampla que atria diversos pesquisadores em diferentes 
campos científicos, tecnológicos e industriais. O Brasil é uma referência em se tratando 
de estudos em micologia, principalmente o que onhecemos como micologia médica, 
tanto pelos pesquisadores precursores quanto pela nova geração armada com as 
evoluções biotecnológicas e moleculares. Entre os pais da micologia médica brasileira 
destacamos Adolf Lutz em 1908 seguido por Alfonso Splendore e Floriano Paulo de 
Almeida na identificação do Paracoccidioides brasiliensis, além de Alberto Thomaz 
Londero, Olga Fischman Gompertz e principalmente o professor Carlos da Silva Lacaz 
com seu “Tratado de micologia médica” de 2002.

O uso de estratégias biotecnológicas tem sido primordial na pesquisa com 
fungos. A vasta diversidade fúngica apresenta grande potencial, principalmente 
associada à estudos de aplicações biotecnológicas, como no campo ambiental, 
farmacêutico, industrial, agrícola, alimentício, genômico dentre outros.

Sinto-me muito feliz por ver a obra “Principais Grupos e Aplicações Biotecnológicas 
dos Fungos” publicada pela editora Atena, em primeiro lugar por saber do potencial 
da micologia e em segundo por evidenciar essa área tão importante para o cenário 
brasileiro e para um pais que tem inúmeras possibilidade de evoluir nos estudos 
biotecnológicos aplicados aos fungos. Como pesquisador da área desejo que esse 
primeiro volume seja uma fagulha que desperte o interesse dos acadêmicos e que 
atraia pesquisadores da micologia médica e áreas correlatas para publicação de novos 
volumes com esse foco. 

Desejo à todos uma excelente leitura!
Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPÍTULO 6

TESTE DE ATIVIDADE ENZIMÁTICA DE PROTEASE 
DE FUNGOS ENDOFÍTICOS DE Euphorbia tirucalli L.

Lívio Carvalho de Figueirêdo
Universidade Federal Rural do Semi-Árido, 

Departamento de Biociências
Mossoró – RN

Francisca das Chagas da Silva Paula Neta
Universidade Federal Rural do Semi-Árido, 

Departamento de Biociências
Mossoró – RN

Luana Kelly Carvalho da Silva
Universidade Federal Rural do Semi-Árido, 

Departamento de Biociências
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Pablo Igor Lima Vieira
Universidade Federal Rural do Semi-Árido, 

Departamento de Biociências
Mossoró – RN
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Universidade Federal Rural do Semi-Árido, 

Departamento de Biociências
Mossoró – RN

Ana Letícia Holanda Morais
Universidade Federal Rural do Semi-Árido, 

Departamento de Biociências
Mossoró – RN

RESUMO: Um fungo endofítico é aquele 
que vive total ou parcialmente no interior das 
plantas, habitando de modo geral suas partes 
aéreas sem aparentemente causar danos a 
seus hospedeiros, vivendo em simbiose com o 

vegetal. Também apresentam alta capacidade 
de produção de enzimas extracelulares de 
interesse biotecnológico podendo servir 
como bioindicadores, controladores de 
pragas e doenças e ainda serem usados para 
biorremediação, o que os tornam amplamente 
aplicáveis na indústria têxtil, de alimentos e 
fármacos. Este trabalho teve como objetivo 
analisar a atividade enzimática de protease 
pelos fungos endofíticos isolados de avelós 
(Euphorbia tirucalli L.). Em trabalho realizado 
anteriormente, foram isolados 10 fungos 
endofíticos de espécimes de Avelós na cidade 
de Mossoró, Rio Grande do Norte. Esses 
fungos foram previamente cultivados em 
meio BDA (batata dextrose ágar) a 28°C em 
câmara BOD para crescimento por sete dias. 
Posteriormente, os fungos foram incubados em 
meio específico. Os testes foram realizados com 
quatro repetições. No oitavo dia de crescimento 
dos microrganismos em laboratório, foram 
observados e os diâmetro da colônia e do 
halo de degradação foram medidos, para 
determinar o índice enzimático (IE). Apenas o 
isolado nomeado ETT8 apresentou atividade 
proteolítica tendo um índice enzimático igual 
a 7,5. As proteases podem ser aplicadas 
em diversos alvitres, especialmente em 
detergentes, indústria de couro, biorremediação 
de efluentes, fármacos e indústria alimentícia. 
É possível concluir que dentre os fungos 
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endofíticos de Euphorbia tirucalli L. existe pelo menos um produtor de protease com 
grande potencial biotecnológico.
PALAVRAS-CHAVE: Avelós; Enzimas; Metabólitos Fúngicos.

TEST OF ENZYMATIC ACITVITY OF PROTEASES FROM ENDOPHYTIC FUNGI 

FROM Euphorbia tirucalli L.

ABSTRACT: An endophytic fungi is the one that lives totally or partially inside the 
plants, generally inhabiting its aerial parts without apparently causing damage to its 
hosts, living in symbiosis with the plant. They also have high capacity production of 
extracellular enzymes with biotechnological interest, being able to serve as bioindicators, 
pest and disease controllers and still be used for bioremediation, which makes them 
widely applicable in the textile, food and pharmaceutical industries. This work aimed 
to analyze the enzymatic activity of protease produced by endophytic fungi isolated 
from Avelós (Euphorbia tirucalli L.). In previous work, 10 endophytic fungi of Avelós 
specimens were isolated in the city of Mossoró, Rio Grande do Norte. These fungi were 
previously cultured in BDA (potato dextrose agar) medium at 28øC in BOD chamber for 
growth during seven days. Subsequently, the fungi were incubated in specific medium. 
The tests were performed with four replicates. On the eighth day of growth of the 
microorganisms in the laboratory, degration halos were observed and the diameter of 
the colony and the degradation halo were measured, to determine the enzymatic index 
(EI). Only the isolate named ETT8 showed proteolytic activity having an enzymatic 
index of 7.5. Proteases can be applied in a variety of ways, especially in detergents, 
the leather industry, effluent bioremediation, pharmaceuticals and the food industry. It 
is possible to conclude that among the endophytic fungi of Euphorbia tirucalli L. there 
is at least one protease producer with great biotechnological potential.
KEYWORDS: Avelós; Enzymes; Fungal Metabolites.

1 | 	INTRODUÇÃO

Um fungo endofítico é aquele que vive total ou parcialmente no interior das 
plantas, habitando de modo geral suas partes aéreas sem aparentemente causar 
danos a seus hospedeiros, vivendo em simbiose com o vegetal. Ao se alojar no interior 
de uma planta esses fungos adquirem nutrição e proteção do hospedeiro e como num 
mecanismo de troca eles disponibilizam metabólitos específicos e funcionais para as 
plantas, além de possibilitar que o vegetal tenha uma maior absorção de determinados 
elementos necessários para o seu desenvolvimento (AZEVEDO, 1998). Esses 
fungos podem evoluir com seu hospedeiro, havendo assim uma associação que traz 
benefícios para ambas espécies, como: controle biológico de pragas, bioherbicida e 
produção de diversos metabólitos ativos (SOUZA, 2004). Esses microrganismos ainda 
apresentam alta capacidade de produção de enzimas extracelulares de interesse 
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biotecnológico que podem servir como bioindicadores de vitalidade, controladores de 
pragas e doenças e ainda são usados para biorremediação de solos contaminados, 
o que os tornam amplamente aplicáveis na indústria têxtil, de alimentos e fármacos 
(SOUZA, 2004).

A Euphorbia tirucalli L. (Figura 1), é uma planta pertencente a família 
Euphorbiaceae, nativa do continente Africano, que foi trazida por imigrantes para países 
de clima tropical, como o Brasil, onde se adaptou facilmente ao clima semiárido, sendo 
amplamente encontrada em estados da região Nordeste como, Paraíba, Sergipe, Ceará 
e Rio Grande do Norte. Ela é popularmente conhecida como aveloz, labirinto, mata-
verruga, cachorro-pelado, dentre outros (COSTA, LUCIANA SOBRINHA MEDEIROS, 
2011).

Figura 1 – Aspecto geral de Euphorbia tirucalli L.

Proteases são enzimas responsáveis por clivar as ligações proteicas, resultando 
em aminoácidos e peptídeos menores, adicionando água à ligação peptídica. Estão 
envolvidas em diversos processos fisiológicos, sendo imprescindíveis em todas 
as formas de vida, inclusive nos organismos procariotos. São responsáveis pela 
coagulação do sangue, processo de diferenciação celular, catabolismo de proteínas, 
dentre outras funções (KUMAR; TAGAGI, 1999; MAURER, 2004).

Podem ser classificadas a partir do pH em que apresentam atividade ótima, 
definindo-as como neutras, alcalinas e ácidas. São, ainda, distinguidas em dois grupos 
principais: endopeptidases e exopeptidases, diferindo pelo sítio de ação de cada 
enzima. As exopeptidases reagem em seu processo de hidrólise nas extremidades 
amino (N), sendo denominadas de aminopeptidases, ou na extremidade carboxi-
terminal (C), denominadas de carboxipeptidases, convertendo as proteínas em 
peptídeos menores ou mesmo em aminoácidos. Já as endopeptidases, também 
conhecidas como proteinases, agem clivando as proteínas nas porções internas, o 
que resulta em peptídeos maiores (MUKHERJEE; ADHIKARI; RAI, 2008; RAO et al., 
1998).

As proteases compõem um dos mais importantes cercos de enzimas industriais, 
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abrangendo cerca 60% do mercado mundial de enzimas com finalidade de processos 
voltados à indústria. Podem ser aplicadas em diversas vertentes do mercado, como 
indústria química, de alimentos, têxtil, médica, dentre outros (HAKI; RAKSHIT, 2003; 
REDDY et al., 2008).

Este trabalho teve como objetivo analisar a atividade enzimática de protease 
pelos fungos endofíticos isolados de Euphorbia tirucalli L., uma planta conhecida 
popularmente como avelós e que possui uma grande variedade de estudos decorrentes 
de suas características medicinais.

2 | 	MATERIAIS E MÉTODOS

Foram previamente isolados 10 fungos endofíticos de Avelós na cidade de 
Mossoró, Rio Grande do Norte, e cultivados em BDA a 28°C (denominados de ETT1 a 
ETT10) a 28°C em câmara BOD para crescimento por sete dias. Retirado dois discos 
de micélio de 6mm de cada isolado e cultivado por 8 dias em meio específico a 28°C 
(1,8% de ágar, 1% de gelatina e 1% leite desnatado diluídos em tampão citrato fosfato 
a 0,1 M com pH 5.0). A reação proteolítica foi observada através da formação de um 
halo translúcido ou esbranquiçado ao redor da colônia e os diâmetros da colônia e do 
halo foram medidos para determinar o índice enzimático (IE = diâmetro da colônia / 
diâmetro da colônia mais a área do halo de degradação). Não foi necessário uso de 
revelador. Os testes enzimático foram realizados em quatro repetições.

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

Dentre os isolados testados, apenas ETT8 apresentou atividade proteolítica 
tendo um índice enzimático (IE) igual a 7,5.

As proteases podem ser aplicadas em diversos alvitres, especialmente em 
detergentes, indústria de couro, biorremediação de efluentes, fármacos e indústria 
alimentícia (RAO et al., 1998; WARD et al., 2006). Fernandes (2006) realizou uma 
metodologia semelhante à do presente trabalho e testou a atividade proteolítica em 71 
isolados de diferentes fontes, tais como café, solo, amendoim, pimentão, dentre outros, 
na qual houve atividade positiva em 56 destes. Porém, dentre estes isolados, apenas 
três tiveram solo como fonte, dois do gênero Cladosporium spp. e um Penicillium spp., 
com IE 1,72, 1,43 e 1,13, respectivamente. O resultado observado se assemelha ao 
presente estudo, pois apresentou um número reduzido de isolados com atividade 
proteolítica. No entanto, o índice enzimático apresentado para esse isolado ETT8 
foi muito superior ao que se preconiza para um bom produtor enzimático (IE ≥ 2,0), 
demonstrando um grande potencial biotecnológico.
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Isolados Média IE
ETT1 0,00 a*
ETT2 0,00 a
ETT3 0,00 a
ETT4 0,00 a
ETT5 0,00 a
ETT6 0,00 a
ETT7 0,00 a
ETT9 0,00 a

ETT10 0,00 a
ETT8 7,50  b

Tabela 1: Resultados do teste de atividade enzimática de protease de fungos endofíticos de Euphorbia 
tirucalli L.

*Médias seguidas por letras iguais não diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

4 | 	CONSIDERAÇÕES FINAIS

É possível concluir que dentre os fungos endofíticos de Euphorbia tirucalli L. 
existe pelo menos um produtor de protease com grande potencial biotecnológico. 
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