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APRESENTAÇÃO 

A tecnologia está ganhando cada dia mais espaço na vida das pessoas e em tudo 
que as cerca. Compreende-se por tecnologia todo o conhecimento técnico e científico 
e sua aplicação utilizando ferramentas, processos e materiais que foram criados e 
podem ser utilizados a partir deste conhecimento. Quando, para o desenvolvimento 
da tecnologia estão envolvidos sistemas biológicos, seres vivos ou seus metabólitos, 
passa-se a trabalhar em uma área fundamental da ciência, a Biotecnologia.

Toda produção de conhecimento em Biotecnologia envolve áreas como Biologia, 
Química, Engenharia, Bioquímica, Biologia Molecular, Engenharia Bioquímica, 
Química Industrial, entre outras, impactando diretamente no desenvolvimento das 
Ciências Biológicas e da Saúde. A aplicação dos resultados obtidos nos estudos em 
Biotecnologia está permitindo um aumento gradativo nos avanços relacionados a 
qualidade de vida da população, preservação da saúde e bem estar.

Neste ebook é possível identificar vários destes aspectos, onde a produção 
científica realizada por pesquisadores das grandes academias possuem a proposta 
de aplicações que podem contribuir para um melhor aproveitamento dos recursos 
que a natureza nos oferece, bem como encontrar novas soluções para problemas 
relacionados à manutenção da vida em equilíbrio.

No volume 2 são apresentados artigos relacionados a Bioquímica, Tecnologia em 
Saúde e as Engenharias. Inicialmente é discutida a produção e ação de biocompostos 
tais como ácido hialurônico, enzimas fúngicas, asparaginase, lipase, biossurfactantes, 
xilanase e eritritol. Em seguida são apresentados aspectos relacionados a análise 
do mobiliário hospitalar, uso de oxigenoterpia hospitalar, engenharia clínica, e 
novos equipamentos utilizados para diagnóstico. Também são apresentados artigos 
que trabalham com a tecnologia da informação no desenvolvimento de sistemas e 
equipamentos para o tratamento dos pacientes. 

No volume 3 estão apresentados estudos relacionados a Biologia Molecular 
envolvendo a leptospirose e diabetes melitus. Também foram investigados alguns 
impactos da tecnologia no estudo da microcefalia, agregação plaquetária, bem como 
melhorias no atendimento nas clínicas e farmácias da atenção básica em saúde.

Em seguida discute-se a respeito da utilização de extratos vegetais e fúngicos 
na farmacologia e preservação do meio ambiente. Finalmente são questionados 
conceitos envolvendo Educação em Saúde, onde são propostos novos materiais 
didáticos para o ensino de Bioquímica, Biologia, polinização de plantas, prevenção em 
saúde e educação continuada. 

Christiane Trevisan Slivinski
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SELEÇÃO DE FUNGOS ENDOFÍTICOS ISOLADOS DE 
MYRCIA GUIANENSIS PRODUTORES DE XILANASE

CAPÍTULO 8

Rosiane Rodrigues Matias
Universidade do Estado do Amazonas, Escola 
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RESUMO: As xilanases são enzimas 
responsáveis pela hidrólise da xilana, de 
versátil aplicabilidade industrial, podendo ser 
obtidas de diversas fontes, dentre estas de 
fungos endofíticos. Os fungos são importantes 

produtores de enzimas extracelulares, e os 
endófitos têm atraído interesse por seu potencial 
em produzir substâncias sintetizadas por seu 
hospedeiro. Apesar das inúmeras aplicações, 
a disponibilidade de cepas xilanolíticas para 
a indústria ainda é pequena. Assim, este 
trabalho visou avaliar a capacidade produtora 
de xilanases de fungos endofíticos isolados 
da espécie amazônica Myrcia guianensis. Os 
isolados foram reativados e submetidos à triagem 
enzimática em meio sólido. Os isolados com os 
maiores índices enzimáticos foram selecionados 
para produção xilanolítica em meio líquido. A 
dosagem da atividade enzimática foi realizada 
pelo método de DNS, utilizando curva padrão 
de xilose. Dos 24 fungos avaliados, quatro (#15 
isolado de caule, #18 e #36 isolados de raiz e 
#38 isolado de folha) foram selecionados como 
bons produtores de xilanase em meio sólido. 
Dos quatro fungos cultivados em meio líquido, 
o #18 e o #36 apresentaram maior potencial 
xilanolítico (16 e 17 U/mL, respectivamente), 
produzindo a enzima em 48 h. A partir destes 
resultados, verifica-se o potencial de fungos 
endofíticos isolados de M. guianensis para a 
produção de xilanase.
PALAVRAS-CHAVE: atividade xilanolítica, 
endófitos, triagem enzimática.

ABSTRACT: Xylanases are enzymes 
responsible for the hydrolysis of xylan, which 
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have versatile industrial uses and can be obtained from several sources, among 
them endophytic fungi. Fungi are important producers of extracellular enzymes, and 
endophytes have attracted interest because of their potential to produce substances 
produced by their host. Despite the numerous applications, the availability of xylanolitic 
strains to the industry is still small. Thus, this work aimed to evaluate the production 
capacity of xylanases of endophytic fungi isolated from the Amazonian species Myrcia 
guianensis. The isolates were reactivated and submitted to enzymatic screening in solid 
medium. The isolates with the highest enzymatic indices were selected for xylanolytic 
production in liquid medium. The dosage of the enzymatic activity was performed using 
the DNS method, using standard curve for xylose. Of the 24 evaluated fungi, four 
(# 15 isolated from stem, # 18 and # 36 isolated from root and # 38 isolated from 
leaf) were selected as good producers of xylanase in solid medium. Of the four fungi 
cultured in liquid medium, # 18 and # 36 presented the highest xylanolytic potential (16 
and 17 U / mL, respectively), producing the enzyme in 48 h. From these results, the 
potential of endophytic fungi isolated from M. guianensis for the production of xylanase 
is confirmed.
KEYWORDS: xylanolytic activity, endophytes, enzymatic screening.

1 | 	INTRODUÇÃO

A Amazônia tem sido descrita como detentora da maior parcela da biodiversidade, 
com cerca de 30% do patrimônio genético existente no planeta (artrópodes, mamíferos 
peixes, etc.). Além disso, sabe-se que mais de 10 mil espécies de plantas são 
portadoras de moléculas biologicamente ativas, vistas como promessas valiosas para 
as indústrias farmacêuticas e de cosméticos (aromas, ácidos graxos insaturados, 
pigmentos, antocianinas, flavonoides, carotenos, etc.) (ARAÚJO FILHO et al., 2015). 
Dentre as fontes biossustentáveis de moléculas de interesse industrial estão as obtidas 
a partir micro-organismos, como os fungos.

Os fungos endofíticos são micro-organismos que residem no interior dos tecidos 
vegetais saudáveis em determinado período de seu ciclo de vida, sem causar danos 
visíveis à planta. Estes micro-organismos possuem capacidade de secretar compostos 
de interesse biotecnológico, como substâncias com propriedades antimicrobianas, 
antitumorais, hormônios, corantes, enzimas, entre outras (BEZERRA et al., 2015; 
PINHEIRO et al., 2013). 

Apesar do tímido interesse em desvendar o potencial biotecnológico dos fungos 
endofíticos associados a espécies tropicais, já se tem dados contundentes de sua 
grande contribuição para a biotecnologia, a exemplo da descoberta do Taxol, que 
inicialmente era extraído da planta Taxus brevifolia, e posteriormente foi comprovada 
a capacidade do fungo endofítico Taxomyces andreanae em secretar o composto 
próprio do espécime vegetal em que ele residia. Desta maneira, os estudos sobre a 
população endofítica presente em plantas medicinais bem como a sua bioprospecção 
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tomaram um novo vigor (BEZERRA et al., 2015). 
Dentre as plantas medicinais de amplo uso na medicina tradicional está a Myrcia 

guianensis, popularmente conhecida como pedra-hume-caá, araçazinho ou guamirim, 
e com distribuição nas regiões norte (Acre, Amazonas, Amapá), nordeste (Alagoas, 
Bahia, Ceará, Pernambuco, Rio Grande do Norte), centro-oeste (Espírito Santo, Minas 
Gerais, Rio de Janeiro, São Paulo) e sul brasileiro (Rio Grande do Sul e Santa Catarina) 
(FLORA DO BRASIL, 2018). De grande importância biotecnológica, a M. guianensis tem 
sido descrita como produtora de considerável diversidade de metabólitos secundários 
com propriedades ativas (esteroides, flavonóides, monoterpenos, sesquiterpenos e 
triterpenos), metabólitos estes que podem ser isolados de variadas estruturas como 
folhas, flores e galhos (KUSTER et al., 2003; CRUZ et al., 2004). 

Diante da importância medicinal desta espécie, surgiu o interesse em conhecer o 
potencial biotecnológico de seus endofíticos. Nesse sentido, Banhos e colaboradores 
(2014) verificaram a presença de cepas promissoras isoladas de M. guianensis como 
fontes de novos compostos antimicrobianos, com capacidade de inibir o crescimento 
de importantes patógenos tais como Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e 
Candida albicans. Desta maneira, observa-se a necessidade de mais investigações 
acerca desses micro-organismos metabolicamente versáteis.

Os fungos são conhecidos por seu potencial em produzir enzimas de interesse 
industrial. Os endófitos, por sua vez, se caracterizam como importantes fontes de 
catalisadores biológicos de ampla aplicação industrial, como as hidrolases (BAGCHI e 
BANERJEE, 2013; PINHEIRO et at.; 2013).

Dentre uma variedade de enzimas hidrolíticas, as xilanases se destacam como 
importantes bioconversores de compostos lignocelulósicos em açúcares, hidrolisando 
ligações β-(1,4) da molécula de xilana (PASSARINHO, 2014; DELAYE et al., 2013). 
Estas enzimas são largamente utilizadas no branqueamento de papel, na produção 
de pães, sucos, além se ser utilizadas como aditivo em ração animal, na produção 
de xilitol e etanol (SEYIS e AKSOZ, 2005; SUBRAMANIYAN e PREMA, 2002). A 
obtenção dessas enzimas por meio de micro-organismos tem sido foco de diversas 
investigações, sendo os fungos endofíticos uma alternativa interessante como novas 
fontes de xilanases. 

Portanto, diante de sua vasta aplicação industrial, este estudo buscou avaliar 
a capacidade produtora de xilanase por fungos endofíticos isolados da espécie 
amazônica Myrcia guianensis, com intuito de buscar novas fontes produtoras desta 
enzima.
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2 | 	MATERIAL E MÉTODOS

2.1	Micro-organismos

Foram utilizados 24 fungos endofíticos isolados de diferentes tecidos (caule, 
folha e raiz) de Myrcia guianensis. O material vegetal foi coletado em abril de 2009, em 
Santarém, Pará (BANHOS, 2011). Os fungos, armazenados pelo método de Castellani 
(1939), foram reativados em ágar Sabouraud e submetidos ao ensaio em meio sólido. 

2.2	Triagem enzimática em meio sólido

Os fungos foram submetidos à triagem enzimática em meio sólido específico para 
produção de xilanase, contendo 0,25% de xilana e 1,8% de ágar em 100 mL de água 
destilada. O meio de cultivo foi acondicionado em frascos Erlenmeyer e autoclavado à 
121°C por 15 minutos (NENAWE et al., 2006).

O experimento foi realizado em triplicata, onde os isolados foram inoculados em 
fragmentos de 5 mm2 no centro da placa de Petri e incubados à 28°C por 7 dias em 
BOD. Observado o crescimento da colônia, a mesma foi corada por uma solução de 
vermelho Congo em etanol a 0,5% e após 5 minutos, foi realizada a revelação com 
solução de NaCl 1 M. Foi considerado positivo o isolado que apresentou a formação 
de um halo amarelado ao redor da colônia, indicando a hidrólise da xilana. 

Os diâmetros do halo e da colônia foram medidos com auxílio de paquímetro. O 
índice enzimático (IE) foi determinado pela razão entre o diâmetro do halo e o diâmetro 
da colônia. Os fungos com os maiores IE foram selecionados para a produção da 
enzima em meio líquido.

2.3	Produção de xilanase em meio líquido

Os fungos selecionados para produção em meio líquido foram inicialmente 
inoculados em ágar V8 em tubo inclinado com intuito de induzir a produção de esporos 
(GOMES e PENA, 2016). Os fungos foram incubados por 7 dias à 28°C, e em condições 
estéreis foram adicionados aos tubos 4 mL de água destilada. Os tubos foram agitados 
vigorosamente com a intenção de liberar os esporos presos ao micélio. Em seguida, 
seguiu-se com a contagem de esporos em câmara de Neubauer, sendo o inóculo 
padronizado na concentração de 106 esporos/mL.

Uma alíquota de 100 µL da solução de esporos foi inoculada em 50 mL de 
meio de cultivo específico estéril conforme descrito por Sousa-Gomes (2014) com 
modificações, sendo constituído por NaNO3 (1,0 g/L), KH2PO4 (1,5 g/L), MgSO4 (0,5 
g/L), CuSO4 (0,25 g/L), MnCl2 (0,0116 g/L), H3BO4 (0,00949 g/L), (NH4)2SO4 (0,00235 
g/L), FeSO4.7H2O (0,136 g/L), CaCl2.2H2O (0,0088 g/L), extrato de levedura (2,0 g/L) 
e 1% de xilana. O experimento foi conduzido em triplicata, em incubadora tipo shaker 
a 28°C por 10 dias, sob agitação de 150 rpm. A cada 24 h foram retiradas alíquotas de 
1,0 mL para dosagem da atividade enzimática. 
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2.4	Dosagem da atividade enzimática

A medida da atividade enzimática foi realizada conforme descrita por Miller (1959), 
por meio da determinação de açúcares redutores formados durante a incubação 
do extrato enzimático com o substrato, fazendo o uso de ácido 3,5-dinitrosalicílico 
(DNS). A atividade enzimática de xilanase foi quantificada com base na curva padrão 
de xilose, utilizando xilana a 2% como substrato, com leitura da absorbância em 
espectrofotômetro a 540 nm. Uma unidade de atividade enzimática (U) foi definida 
como a quantidade de enzima necessária para produzir 1 μmol de açúcar redutor por 
minuto, nas condições do ensaio.

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

Dos 24 fungos, quatro (#15 isolado de caule, #18 e #36 isolados de raiz e #38 
isolado de folha) foram capazes de produzir xilanase. O fungo #18 apresentou o menor 
índice enzimático (IE), ao passo que o fungo #38 apresentou o maior IE (Tabela 1).

Tecido de Isolamento Fungo IE Xilanase
Raiz 1 NA

Raiz exposta 2 NA
Raiz exposta 3 NA
Raiz exposta 4 NA

Caule 5 NA
Raiz exposta 6 NA

Caule 7 NA
Caule exposto 8 NA
Caule exposto 9 NA
Caule exposto 10 NA
Caule exposto 11 NA
Raiz exposta 13 NA

Caule exposto 14 NA
Caule 15 2,75±0,63
Folha 16 NA
Folha 17 NA

Raiz exposta 18 2,65±0,97
Caule 19 NA

Raiz exposta 33 NA
Caule 34 NA
Caule 35 NA

Raiz exposta 36 3,30±0,57
Folha 37 NA
Folha 38 3,8±0,38

Tabela 1. Produção de xilanase em meio sólido dos fungos endofíticos de Myrcia guianensis e 
seus respectivos índices enzimáticos (IE).

NA = Não apresentou atividade.
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Dentre as diversas fontes de xilanases, as de origem fúngica são as mais 
comercializadas, destacando-se os gêneros Aspergillus e Trichoderma como os 
principais produtores (MICHELIN et al., 2010). Alguns dos principais incentivos 
referentes à investigação de novas fontes de xilanases fúngicas devem-se às suas 
características bioquímicas, como maior estabilidade, especificidade catalítica, redução 
de subprotudos reacionais, além de apresentarem alta atividade, e representarem um 
produto biossustentável de variadas aplicações (GASPAR JÚNIOR, 2014).

Os isolados #18 e #36 selecionados no presente estudo foram identificados por 
meio da técnica de microcultivo como pertencentes ao gênero Aspergillus, corroborando 
os dados da literatura que exaltam a capacidade desses organismos em sintetizar a 
classe de enzimas foco deste estudo (MICHELIN et al., 2010; MEYER et al., 2015; 
SILVA et al., 2015).

Nos ensaios em meio líquido, os fungos #15 e #38 não foram capazes de produzir 
xilanase. No entanto, os fungos #18 e #36 apresentaram bons resultados com apenas 
48 horas de cultivo. A atividade enzimática obtida a partir do cultivo do fungo #18 foi de 
16 U/mL, enquanto o isolado #36 produziu 17 U/mL (Figura 1).

Os isolados de raiz exposta de M. guianensis #18 e #38 pertencentes ao gênero 
Aspergillus mostraram-se promissores, com significativa capacidade de produzir 
xilanase em meio líquido. Segundo Silva e colaboradores (2006) a excreção de 
hidrolases para o meio extracelular está relacionada tanto com a degradação de 
substratos como com o transporte de nutrientes para o interior da célula, favorecendo 
o crescimento vegetal. Assim, pode-se inferir que o bom desempenho na produção 
enzimática por isolados de raiz exposta de M. guianensis esteja relacionado com as 
necessidades nutricionais do endófitos e do hospedeiro.

  	Em um estudo recente, Elegbede e Lateef (2018) avaliaram a produção de 
xilanase por diferentes linhagens fúngicas, inclusive de Aspergillus niger L3, A. 
fumigatus SD5A e A. flavus SD4A. Os valores de atividade enzimática encontrados 
foram superiores (44,81 U/mL) aos obtidos no presente estudo. Ao passo que Silva 
e colaboradores (2015), utilizando fungos endofíticos para obtenção de xilanases, 
observaram atividades enzimáticas mais baixas (13,5 U/mL) que as obtidas pelos 
Aspergillus amazônicos isolados de M. guianensis. Já Ahmed e colaboradores (2016) 
obtiveram uma atividade xilanolítica de apenas 1,86 U/mL, quando utilizaram resíduos 
para induzir a produção de xilanase por A. terreus KP900973. 
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Figura 1. Produção de xilanase em meio líquido ao longo do tempo de cultivo dos fungos 
endofíticos isolados de Myrcia guianensis: (A) fungo #15; (B) fungo #18; (C) fungo #36; e (D) 

fungo #38.

Apesar dos resultados aqui encontrados serem promissores quando à 
possibilidade de uso de endófitos de M. guianensis para a produção de xilanases, existe 
a necessidade de mais estudos com intuito de aumentar a produção das enzimas, 
utilizando os conhecimentos acerca da biologia do micro-organismo como estratégia 
para otimizar as condições de cultivo e alcançar melhores resultados de produção.

4 | 	CONCLUSÕES

Dos isolados de M. guianensis avaliados neste estudo, dois se mostraram 
promissores na produção de xilanase, sendo ambos isolados a partir da raiz de M. 
guianensis e identificados como pertencentes ao gênero Aspergillus. Desta maneira, 
observa-se nos fungos endofíticos desta espécie amazônica um forte potencial para a 
produção de xilanase.
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