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APRESENTACAO

Atecnologia esta ganhando cada dia mais espaco na vida das pessoas e em tudo
que as cerca. Compreende-se por tecnologia todo o conhecimento técnico e cientifico
e sua aplicacao utilizando ferramentas, processos e materiais que foram criados e
podem ser utilizados a partir deste conhecimento. Quando, para o desenvolvimento
da tecnologia estédo envolvidos sistemas biol6gicos, seres vivos ou seus metabdlitos,
passa-se a trabalhar em uma area fundamental da ciéncia, a Biotecnologia.

Toda produgéo de conhecimento em Biotecnologia envolve areas como Biologia,
Quimica, Engenharia, Bioquimica, Biologia Molecular, Engenharia Bioquimica,
Quimica Industrial, entre outras, impactando diretamente no desenvolvimento das
Ciéncias Biologicas e da Saude. A aplicagéo dos resultados obtidos nos estudos em
Biotecnologia esta permitindo um aumento gradativo nos avancgos relacionados a
qualidade de vida da populacéo, preservacéo da saude e bem estar.

Neste ebook & possivel identificar varios destes aspectos, onde a produgao
cientifica realizada por pesquisadores das grandes academias possuem a proposta
de aplicagdes que podem contribuir para um melhor aproveitamento dos recursos
que a natureza nos oferece, bem como encontrar novas solugcdées para problemas
relacionados a manutencéo da vida em equilibrio.

No volume 2 sao apresentados artigos relacionados a Bioquimica, Tecnologia em
Saude e as Engenharias. Inicialmente é discutida a producéo e acao de biocompostos
tais como acido hialurénico, enzimas fungicas, asparaginase, lipase, biossurfactantes,
xilanase e eritritol. Em seguida sdo apresentados aspectos relacionados a anélise
do mobiliario hospitalar, uso de oxigenoterpia hospitalar, engenharia clinica, e
novos equipamentos utilizados para diagnéstico. Também sdo apresentados artigos
que trabalham com a tecnologia da informacdo no desenvolvimento de sistemas e
equipamentos para o tratamento dos pacientes.

No volume 3 estao apresentados estudos relacionados a Biologia Molecular
envolvendo a leptospirose e diabetes melitus. Também foram investigados alguns
impactos da tecnologia no estudo da microcefalia, agregacéo plaquetéaria, bem como
melhorias no atendimento nas clinicas e farmacias da atencao basica em saude.

Em seguida discute-se a respeito da utilizagcdo de extratos vegetais e fungicos
na farmacologia e preservagcdo do meio ambiente. Finalmente sdo questionados
conceitos envolvendo Educacdo em Saude, onde sao propostos novos materiais
didaticos para o ensino de Bioquimica, Biologia, polinizagao de plantas, prevencédo em
saude e educacgao continuada.

Christiane Trevisan Slivinski
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RESUMO: A Euterpe precatoria (agaizeiro) €
uma das palmeiras mais abundantes na regiao
amazébnica, e apresenta alto valor econémico
pela sua variedade de usos, além de sintetizar
substancias de importancia medicinal. Sendo
assim, torna-se interessante o estudo de seus
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extratos e os micro-organismos que hospeda,
chamados enddfitos. Estes micro-organismos
apresentam vasto potencial na producgao
de substancias bioativas, como as enzimas
hidroliticas, entretanto, os fungos endofiticos
associados as espécies tropicais vém sendo
pouco explorados. Portanto, este estudo teve
por objetivo avaliar a producédo de diferentes
hidrolases em fungos endofiticos isolados do
acaizeiro. Os fungos isolados de folhas, caules
e raizes de mudas de E. precatoria foram
reativados em agar batata dextrose, incubados
a 28°C por 7 dias e entdo avaliados quanto a
sintese de amilases, celulases, pectinases
e lipases em meio solido. Do total de 41
isolados testados, 31,7% foram capazes de
produzir amilase, 58,5% produziram celulase,
12,2% lipase e 82,9% pectinase. A partir da
determinacdo do indice enzimatico, foram
selecionados os melhores produtores para
cada enzima. Os fungos selecionados foram
identificados como pertencentes aos géneros
Guignardia e Penicillium. Sendo assim, 0s
resultados confirmaram o potencial de producéo
de hidrolases por fungos endofiticos obtidos do
acaizeiro.

PALAVRAS-CHAVE: Acaizeiro,
hidrolases, atividade enzimatica.

endofitos,

ABSTRACT: Euterpe precatoria (agai palm) is
one of the most abundant palms in the Amazon
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region, and presents a high economic value due toits variety of uses, besides synthetizing
compounds of medicinal importance. Therefore, it is interesting to carry out studies
regarding its extracts and the microorganisms that it hosts, called endophytes. These
microorganisms present a wide potential for the production of bioactive substances,
such as hydrolytic enzymes, however, the endophytic fungi associated with tropical
species have been little explored. Therefore, the objective of this study was to evaluate
the production of different hydrolases by endophytic fungi which were isolated from the
acai palm. The fungi isolated from leaf, stem and root of E. precatoria were reactivated
on potato agar dextrose, incubated at 28°C for 7 days, and then evaluated for the
synthesis of amylase, cellulase, protease and lipase on solid media. Of the 41 fungi
that were tested in solid media, 31.7% produced amylase, 58.5% produced cellulase,
12.2% lipase, and 82.9% pectinase. In accordance with the enzymatic index, the best
producers were selected for each of the enzymes. The selected fungi were identified as
belonging to the Guignardia and Penicillium genus. Thus, our results have confirmed
the potential of hydrolases production by endophytic fungi when isolated from the acai
palm.

KEYWORDS: Acai palm; endophytes; hydrolases; enzymatic activity.

11 INTRODUCAO

Enzimas sado biocatalisadores especificos, capazes de atuar diante de
macromoléculas como proteinas, lipideos e acidos nucleicos para obtencao de energia
e “blocos de constru¢ao” quimicos, que em conjunto constituem proteinas, membranas,
células e tecidos (MENDES et al.,, 2015; ORLANDELLI et al., 2015). As enzimas
apresentam um grande leque de aplicagdes em areas como agricultura, industrias de
medicamentos, alimenticia, de racdo, papel, téxtil, entre outras (ROBINSON, 2015).

A especificidade que a enzima apresenta & determinada através de sua
caracteristica estrutural, resultando na catélise de diferentes tipos de reacdes, que as
classificam seis grupos principais, de acordo com a Uniao Internacional de Bioquimica
e Biologia Molecular (IUMBM): oxidoredutases, que catalisam reacdes 6xido-redutivas;
transferases, que realizam a catalise de transferéncia de grupos de um composto para
outro; ligases, que sintetizam compostos a partir da energia obtida da degradacéo
de ATP; liases, que modificam o substrato reduzindo-o a compostos ou removendo
grupos para romper duplas ligacOes; isomerases, enzimas catalisadoras de reacoes
de isomerizacao por transferéncia de grupos, gerando assim isémeros; e as hidrolases,
gue realizam a catélise de quebra de ligacbes com o auxilio de moléculas de agua e
sao a classe de interesse do presente estudo (GULHANE et al., 2016).

A classe das hidrolases compde o grupo de maior aplicacéo na industria devido a
fatores como a capacidade de catalisar rea¢des de biotransformag¢ao com alta quimio-,
régio- e enantiosseletividade, além de ndo dependerem da regeneracao de cofatores
(RODWELL et al., 2016). Dentre as hidrolases, existem as amilases, que ocupam o
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ranking das enzimas mais utilizadas industrialmente (25%) e aplicadas nas industrias
alimenticia e téxtil, seguidas das celulases (20%) conhecidas principalmente pela
aplicabilidade na industria de biocombustiveis. Lipases e pectinases sdo aplicadas
na industria alimenticia, na obtencdo de aromas e sabores e na producéao de bebidas,
respectivamente (RODWELL et al., 2016; CUNHA et al., 2016; GOPINATH et al., 2017).

A obtencéo de tais enzimas tem sido possivel através da sintese microbiana, que
permite a producdo em larga escala e a otimizagdo desta producdo. Além disso, os
micro-organismos apresentam rapido crescimento e permitem a alteracao de genes de
interesse através da engenharia genética, permitindo a obtencéo de micro-organismos
com determinadas caracteristicas de interesse, desempenhando papel fundamental
na producao de novos produtos naturais de aplicacao biotecnologica (CHAPLA et al.,
2013; FONSECA, 2017).

Dentre os micro-organismos com potencial para a producéo de enzimas estao os
fungos endofiticos, que colonizam o interior de plantas sem provocar dano aparente.
Estes micro-organismos apresentam caracteristicas que vao do auxilio na defesa
contra patégenos, por ocuparem nicho ecoldgico semelhante, contra herbivoria na
sintese de compostos de consideravel toxicidade, e na producdo de compostos
biologicamente ativos, podendo estes compostos serem semelhantes aos sintetizados
pela planta hospedeira. A substéncia Taxol, por exemplo, utilizada no tratamento do
cancer, vem sendo sintetizada pelo fungo Taxomyces andreanae, endéfito da planta
hospedeira Taxus brevifolia (STIERLE et al., 1993; AZEVEDO, 1998; CHAPLA et al.,
2013; CORREA et al., 2014).

O acaizeiro (Euterpe Precatoria Mart.), € um exemplo de espécie hospedeira
cujos endofitos apresentam potencial de producdo de compostos de interesse
biotecnoldgico. De estipe unico caracteristico, a E. precatoria é conhecida pelo vinho
obtido de seus frutos e de seu palmito. Seu vinho é rico em a-tocoferol, fibras, lipideos,
polifeinois (incluindo antocioninas) e ions minerais como célcio, magnésio e potassio
(PEIXOTO et al., 2016; GUIMARAES et al., 2017). Das raizes sdo feitos chas e
xaropes atribuidos as culturas indigenas, que preparam cha das raizes para tratar
malaria, acelerar coagulacao de ferimentos, tratamento para tosse e dor de garganta,
tratamento de dores renais e hepaticas (SMITH, 2015; YAMAGUCHI et al., 2015).
Além disso, extratos de talos das folhas e raizes apresentam substancias detentoras
de atividade antioxidante, anti-inflamatéria, vasodilatadora e antimalarica (JENSEN et
al., 2002; GALOTTA et al., 2008; YAMAGUCHI et al., 2015).

Apesar de sua importancia econdmica e presenca de compostos bioativos em
seus extratos, poucos trabalhos sobre a composi¢céo quimica desta espécie vém sendo
descritos na literatura (AGUIAR & MENDONCA, 2003), e quando se trata de estudos
sobre os fungos endofiticos associados ao agaizeiro, praticamente nada foi publicado.

Estudos realizados previamente indicaram o potencial de fungos isolados do
acaizeiro no que diz respeito a atividade antimicrobiana (BATISTA, SILVA e RAPOSO,
2018). Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a producao de enzimas hidroliticas
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em fungos isolados de acaizeiro, a fim de verificar o potencial destes endofitos na
producédo de moléculas com ampla aplicac&o industrial.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Micro-organismos

A partir de folhas, caules e raizes de mudas de E. precatoria foram isolados
os fungos endofiticos, os quais foram identificados em nivel de género por meio
de analise micromorfolégica em estudo realizado previamente (BATISTA, SILVA e
RAPOSO, 2018). Os fungos foram conservados pelo método de Castellani (1939),
sendo reativados em &gar batata dextrose (BDA), apds incubacdo em BOD a 28°C
durante 7 dias. ApOs o crescimento dos fungos, 41 isolados foram submetidos aos
testes em meio solido para a determinacéo da atividade hidrolitica.

2.2 Ensaio da Atividade Enzimatica

Discos de 5 mm de diametro do material micelial reativado foram transferidos
para o centro de uma placa de Petri para a deteccéo da atividade hidrolitica com meio
especifico para producado das hidrolases de interesse. Para detec¢cao da producao
de amilase, foi utilizado meio composto por agar (1,8%), amido (1%) e tampéao citrato
fosfato 0,1 M, pH 5,0; Para deteccéo de atividade celulolitica, foi utilizado agar
(1,8%), carboximetilcelulose (CMC) (1%) e tampéao acetato de sddio 0,1 M, pH 5,0;
Para a detecgao da atividade pectinolitica foi utilizado agar (1,8%), pectina citrica (1%)
e tampao acetato de sodio 0,1 M, pH 5,0; Para deteccéo de atividade lipolitica, foi
utilizado peptona (6,0 g/L), NaCl (3,0 g/L), CaCl,.2H,0 (0,06 g/L), agar (10,8 g/L) e
Tween 80 a 1% (v/v) (SOUZA et al., 2008; ALVES et al., 2016). Os ensaios foram
realizados em triplicata.

ApoOs o periodo de incubacéo, as placas foram coradas a fim de facilitar a
visualizacao dos halos de degradacao. Para deteccéo do halo indicativo da producao
de amilase utilizou-se iodo 0,1 N; para a celulase, lugol; para deteccao de protease
verificou-se a mudancga de cor na area de degradacgao do leite; e para lipase, a presenca
de cristais de célcio.

2.3 Determinacao do indice Enzimatico (IE)

Os halos indicativos da producéo enzimatica e as colbnias fungicas foram medidos
com auxilio de paquimetro, para o calculo do indice enzimatico (IE), que expressa
a atividade enziméatica extracelular mediante a relacéao entre o diametro do halo de
degradacao e o diametro médio da col6nia (OLIVEIRA; FLOR; OLIVEIRA, 2010). Os
fungos que apresentaram IE=3 foram considerados como os melhores produtores das
enzimas hidroliticas avaliadas.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os 41 fungos endofiticos isolados do agaizeiro avaliados neste estudo,
31,7% (18 isolados) apresentaram atividade amilolitica; 58,5% (27 isolados) atividade
celulolitica; 12,2% (9 isolados) atividade lipolitica e 82,9% (34 isolados) atividade

pectinolitica. Destes, 73,1% apresentaram o potencial de sintese para mais de uma

enzima (Tabela 1), o que confirma a viabilidade de uso dos fungos endoéfitos para a
producéo de compostos bioativos, como as hidrolases (CHAPLA et al., 2013).
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32 ci14 - + +++ -
33 C15 - - - -
34 C16 - - +++ -
35 Cc17 - ++ +++ -
36 Cc18 ++ +++ +++ -
37 Cc20 ++ ++ +++ -
38 Cc22 +++ +++ +++ -
39 c23 ++ - +++ -
40 C24 ++ +++ ++ -
41 C26 ++ ++ +++ -

Tabela 1 - Producao de enzimas hidroliticas de fungos isolados do agaizeiro conforme indice
enzimatico, calculado a partir da atividade degradadora de substratos presentes nos meios
sélidos especificos.

R = isolado de raiz; F = isolado de folha; C = isolado de caule.

indice enzimatico abaixo de 2: +; indice enzimatico de 2 a 2,9: ++; indice enzimatico acima de 3: +++; Sem
atividade: -

O isolado de folha F3 (Penicillium sp.) apresentou atividade para todas as enzimas
de interesse, mostrando-se versatil e promissor para diversas aplicagdes industriais.
Torna-se necessario, ainda, avaliar sua produ¢gao em meio liquido, bem como avaliar
as enzimas produzidas quanto as suas caracteristicas, a fim de determinar suas
potenciais aplicagdes na industria (HUSSAIN et al., 2013).

Observa-se na Tabela 1 que 18 fungos endofiticos do agaizeiro foram capazes
de produzir amilase, sendo encontrado um maior numero de produtores desta enzima
em isolados do caule (10 fungos) e de folhas (5 fungos), com somente 3 isolados
de raiz. Foram encontrados 27 produtores de celulose, sendo a maioria isolados do
caule (13 fungos), além de 6 de folhas e 8 de raiz. Quanto a produgao de pectinase,
34 endofitos apresentaram halo de degradagcdo em meio solido, sendo novamente a
maioria isolada de caule (15 produtores), seguido de isolados de folhas (10 fungos) e
de raiz (9 fungos). O elevado numero de isolados de caule produtores de hidrolases
pode ser explicado devido a influéncia das alteragdes fisiolégicas e quimicas dos
diferentes 6rgaos das plantas, determinando assim a localizagao de fungos endofitos
no hospedeiro (ESPINOSA-GARCIA & LONGENHEIM, 1990).

Para a lipase foram poucos os enddfitos do agaizeiro que apresentaram halo de
degradagdo em meio solido, sendo 4 de raiz, 4 de folhas e 2 de caule, o que pode
indicar a n&o patogenicidade de grande parte dos isolados do agaizeiro, pois a sintese
de lipase, apesar de nao possuir fungao totalmente conhecida, esta relacionada com a
localizag&o e possivel expanséo de fungos patogénicos, como também uma estratégia
de obtenc&o de nutrientes durante o crescimento saprofitico (ROLLOF et al., 1987;
ANNIS & GOODWIN, 1997).

Quando se consideram somente os isolados que apresentaram IE < 3, verifica-
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se uma redugao no numero de produtores de hidrolases dentre os fungos isolados do
agaizeiro, sendo apenas 2 fungos produtores de amilase; 2 de lipase, 16 de celulase
e 31 de pectinase (Figura 1).

Na Figura 1, observa-se que para a amilase, o fungo C22, isolado do caule
(Guignardia sp.) apresentou 0 maior indice enzimatico (IE = 3,5 + 0,14), seguido do
isolado F3, pertencente ao género Penicillium (IE = 3,36 + 0,2). Em relagéo ao indice
celulolitico, o fungo F11 (Guignardia sp.) isolado de folha, apresentou indice de 7,0
+ 0,2, seguido do isolado C1 (género Colletotrichum) (IE = 6,7 + 0,05). O isolado de
maior atividade lipolitica foi o F3 (3,89 + 0,2), seguido do F11 (3,6 + 0,0), enquanto o
de maior indice pectinolitico foi o0 R3, de género desconhecido (9,4 + 0,1), seguido do
R13, pertencente ao género Aspergillus (7,6 + 0,2).
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Figura 1 - indices Enzimaticos (IE) dos fungos endofiticos do acaizeiro considerados os mais
promissores para a producédo de amilase, celulase, lipase e pectinase.
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Os isolados do género Guignardia apresentaram resultados semelhantes ao
descrito por Roméo et al. (2011), que avaliaram a producado de diferentes enzimas
entre as espécies G. mangiferae (endéfito) e G. citricarpa (patdbgeno). Os autores
observaram que a producao de amilase, celulase e pectinase foi elevada na espécie
patdgena, indicando influéncia da sintese destas enzimas no desenvolvimento da
mancha preta do citros, atuando na forma de complexos enzimaticos. A presenca
dos substratos amido e carboximetilcelulose no meio de cultura pode ter induzido
esta elevada producéo das hidrolases em Guignardia sp., que apresentaram indices
enzimaticos superiores aos dos isolados dos géneros Penicillium e Aspergillus sp.,
conhecidos como excelentes produtores de enzimas hidroliticas.

O numero de endofitos com potencial pectinolitico observado no presente estudo
foi elevado, quando comparado ao descrito por Bezerra et al., (2012), que isolaram 44
fungos de Opuntia ficus-indica Mill. (Cactaceae), e destes, apenas dois apresentaram
potencial pectinolitico, sendo os fungos Aspergillus japonicas e Penicillium gandicola
0s Unicos produtores, com indices enzimaticos abaixo de 1,0. No presente estudo, a
maior porcentagem de atividade observada foi a pectinolitica (82,9%). A pectinase &
uma das enzimas responsaveis pela degradacao da pectina, presente em folhas e
frutos, podendo assim, ser relacionada ao processo de colonizagéo nas hospedeiras
ao ser capaz de degradar a parede celular vegetal (HERBERT et al., 2004).

Quanto a atividade lipolitica, o maior indice enzimatico foi obtido pelo isolado
F3, pertencente ao género Penicillium sp. O género Penicillium, dentre os fungos
filamentosos, possui espécies capazes de sintetizar grandes quantidades de lipases,
como P. cyclopium, P. citrinum, P. roqueforti, P. fumiculosum, entre outros (CORTEZ
et al., 2017). Alguns trabalhos descrevem a producéo de lipase por Penicillium sp.,
cuja atividade é elevada de acordo com a quantidade de peptona presente no meio,
como também de 6leo de oliva, considerado um bom substrato para indugao lipolitica
(ORLANDELLI et al., 2015). Diante disso, estudos de otimizacdo das condi¢des de
cultivo devem ser realizados com o fungo F3, a fim de se obter maior producéao de
lipase, enzima de ampla aplicagéo industrial.

Desta forma, a continuidade do presente trabalho torna-se necessaria, com a
intencéo de aplicar as enzimas produzidas pelos endofitos do agaizeiro, uma vez que
estes micro-organismos apresentaram potencial de producéo para grande parte das
enzimas de interesse, podendo assim ser aplicados em processos biotecnologicos.

41 CONCLUSOES

Os fungos endofiticos do acaizeiro apresentaram significativo potencial para
producéo de hidrolases, sendo 7,3% dos isolados capaz de sintetizar os 4 tipos de
enzimas avaliados, indicando a versatilidade destes fungos, que podem ser utilizados
como novas fontes de enzimas hidroliticas. Dentre os isolados que apresentaram

Impactos das Tecnologias nas Ciéncias Biologicas e da Saude 2 Capitulo 2




atividadesamilolitica, celuloliticae pectinolitica, observou-se predominanciade endéfitos
isolados de caule, enquanto que para a atividade lipolitica, houve predominancia de
endofitos isolados de folhas. A atividade pectinolitica foi a mais abundante nos fungos,
seguida pelas atividades celulolitica, amilolitica e lipolitica.

Torna-se necessario um estudo das condicbes de cultivo em meio liquido,
com o propoésito de aumentar a producdo destas enzimas, e a continuidade desta
investigacéo, com o intuito de se obter fungos produtores de hidrolases que possam
fornecer estas enzimas para as diversas aplica¢des industriais.
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