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Avaliacao do Potencial Biotecnologico de Fungos Endofiticos de Piper hispidum

RESUMO - A espécie Piper hispidum (Piperaceae), conhecida popularmente como

pimenta de macaco, ocorre naturalmente na Amazdnia e possui grande potencial para o
desenvolvimento econdmico devido a producao de safrol, 6leo essencial de comprovada
atividade inseticida e antimicrobiana, com baixos niveis de toxicidade. Visando
minimizar o extrativismo de algumas espécies vegetais (por exemplo, P. hispidum),
uma estratégia seria a utilizacdo de microrganismos endofiticos, uma vez que estes
podem produzir compostos presentes nas plantas. Diante disso, esse trabalho teve como
objetivo isolar fungos endofiticos de P. hispidum e verificar as potencialidades
biotecnoldgicas dos isolados, tais como atividade antimicrobiana, capacidade de
producdo de enzimas hidroliticas de interesse comercial, producdo de terpenos, de
compostos antioxidantes e a capacidade biocatalitica de dois isolados selecionados
como produtores de lipases. Foram avaliados dois exemplares de P. hispidum coletados
em dois pontos da cidade de Manaus-AM, onde 58 isolados fungicos foram obtidos. Os
isolados foram distribuidos em nove grupos morfolégicos. Desses isolados, 15 (25,9%)
produziram compostos com atividade antimicrobiana frente bactérias patogénicas e 23
(39,7%) produziram enzimas hidroliticas de interesse comercial (amilase, celulase,
xilanase, lipase, pectinase e protease). Os fungos isolados produtores de lipase
mostraram-se pouco eficientes como biocatalisadores em reacdes de esterificacdo. Nos
extratos brutos dos fungos endofiticos de P. hispidum avaliados neste trabalho nao foi
detectada a presenca de safrol, citronelol; (R)-carvona e o-pineno. A producdo de
terpinoleno e B-cariofileno por dois isolados ndo foi confirmada. Quanto a atividade
antioxidante, os extratos flingicos brutos apresentaram atividade antioxidante baixa,
quando comparados ao &acido ascérbico. Em sintese, é importante ressaltar que os
estudos aqui realizados mostram que a investigacdo da diversidade de fungos de
hospedeiros tropicais aponta claramente para novas perspectivas sobre o potencial que

os fungos endofiticos representam para a biotecnologia.

Palavras chaves: Piperaceae, Fungos Endofiticos, CLAE, Atividade Bioldgica.
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Evaluation of the Biotechnological Potential of Endophytic Fungi from Piper
hispidum

ABSTRACT - The species Piper hispidum (Piperaceae), known popularly as
pepper-jack, occurs naturally in the Amazon and has high potential for economic
development due to production of safrole, essential oil of proven insecticidal and
antimicrobial activity with low toxicity. In order to minimize the extraction of some

plant species (ex, P. hispidum), an interesting strategy is the use of endophytic

microorganisms, since microorganisms associated with plants can produce compounds
present in their hosts. Therefore, this study aimed to evaluate endophytic fungi isolated
from P. hispidum and verify the biotechnological potential of the isolates, such as the
antimicrobial activity, the ability to produce hydrolytic enzymes of commercial interest,
the production of terpenes, antioxidant compounds and biocatalytic ability of two lipase
producing isolates. Two specimens of P. hispidum from two spots of Manaus-AM were
evaluated, where 58 fungal isolates were obtained. The isolates were distributed into
nine morphological groups. Of these, 15 (25.9%) isolates produced compounds with
antimicrobial activity against pathogenic bacteria, and 23 (39.2%) produced hydrolytic
enzymes of industrial interest (amylase, cellulase, xylanase, lipase, pectinase and
protease). The lipase producing fungi shown to be ineffective as biocatalyst mediating a
esterification reaction. Within the crude extracts obtained from P. hispidum isolates
evaluated in this study it was not detected the presence of safrole, citronellol; (R)-
carvone and a-pinene. The production of terpinolene and B-cariofilene by two isolated
could not be confirmed. The fungi crude extracts present lower antioxidant activity than
ascorbic acid. In summary, it is important to note that the studies performed here
showed that the investigation of the fungi diversity from tropical hosts clearly points out

to new perspectives concerning the endophytic fungi potential.

Keywords: Piperaceae, Endophytic Fungi, HPLC, Biological Activity.
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1. INTRODUCAO

Considerando a diversidade total estimada de espécies animais e vegetais, € as
propriedades biomedicinais a elas associadas, muito pouco é conhecido. Isso significa
que, devido a alta biodiversidade existente em regides tropicais, possivelmente ha

inimeras espécies de plantas, animais e microrganismos ainda por serem descobertas.

Nos tltimos anos, uma importancia maior vem sendo dada aos microrganismos
associados as plantas, principalmente os endoéfitos, que sdo aqueles que habitam o
interior de diferentes tecidos das plantas sem causar danos ao seu hospedeiro. Embora
tenham sido descritos a partir do século passado, microrganismos endofiticos sé
receberam uma maior aten¢do ha pouco mais de 20 anos, quando foi verificado que eles
podem desempenhar fungdes importantes no processo de adaptagdo da planta e podem
produzir uma infinidade de metabdlitos, tanto primdrios quanto secundarios, os quais
apresentam diferentes aplicagdes biotecnoldgicas (producdo de vacinas, enzimas,
antibidticos, antifingicos, anticancerigenos), o que representa um mercado de dezenas

de bilhdes de ddlares em todo o mundo (AZEVEDO e ARAUJO, 2005).

Os trabalhos relacionados a microrganismos endofiticos isolados de plantas
tropicais vem crescendo nas ultimas décadas, sendo que algumas pesquisas sao restritas
a determinadas espécies do Brasil e da India, pafses nos quais poucos grupos de
pesquisadores tém se empenhado na busca de novos microrganismos com propriedades

de interesse biotecnoldgico.

Dentre as espécies tropicais, a Piper hispidum L. ou pimenta de macaco, que
ocorre naturalmente na AmazoOnia, tem despertado grande interesse por parte dos
pesquisadores devido a producdo de um 6leo essencial, o safrol, que apresenta uma acao
eficaz no controle de fitopatégenos tradicionais, como fungos e bactérias, além de
comprovada ac@o analgésica e antiinflamatdria com baixos niveis de toxicidade (MAIA

et al., 1988; MONTEIRO et al., 2001; FONTES JUNIOR et al., 2002).

Além do safrol, existem diversos trabalhos na literatura relacionados com a
potencialidade do 6leo dilapiol produzido por P. hispidum em uma quantidade reduzida,
utilizado na medicina popular, em func¢do das propriedades antimicrobianas exibidas
pelos constituintes deste 6leo (FACUNDO et al.,, 2008). Entretanto, trabalhos

envolvendo a microbiota endofitica existente nesta planta ainda sdo incipientes ou



inexistentes. Desta forma, ha necessidade de desenvolver trabalhos, cujo objetivo seja
investigar a microbiota endofitica de P. hispidum, uma vez que existem relatos na
literatura de que microrganismos endofiticos podem gerar 0os mesmos compostos
produzidos pela planta hospedeira, havendo assim a possibilidade de descobrir novos
compostos de valor comercial interessante, além dos ja produzidos pela prépria planta

(MESQUITA, 2005; FACUNDO et al., 2008).

A Amazonia possui a mais rica variedade de espécies vegetais e animais do
mundo e, com a tendéncia mundial para revalorizacdo dos produtos de origem natural,
que substituam os sintéticos, ela representa um foco de manejo equilibrado da
biodiversidade, permitindo um desenvolvimento sustentével para a regiio (SILVERIO,

2004).

Do ponto de vista ecoldgico, é extremamente importante elucidar interacdes
entre possiveis simbiontes como sao os endéfitos e essas plantas, minimizando assim, o
perigo de extingdo de algumas espécies vegetais. Dessa forma, a utilizacdo de
microrganismos endofiticos representa uma perspectiva de suma importancia,
garantindo a preservagao destas espécies, a0 mesmo tempo em que mantém a produgao
de compostos produzidos pela planta hospedeira. Além disso, existe a possibilidade de
que novos compostos de valor econdmico sejam descobertos, como novos antibidticos,

antifiingicos, agentes terapéuticos, enzimas, entre outros.

Portanto, o presente trabalho visa isolar fungos endofiticos de P. hispidum
coletadas na cidade de Manaus-AM e verificar as potencialidades biotecnolégicas dos
isolados. Além de verificar a atividade antimicrobiana, pretende-se avaliar a capacidade
de producdo de enzimas hidroliticas de interesse comercial, bem como verificar a
producdo de Oleos essenciais e de compostos antioxidantes. Paralelamente, foi
verificada a capacidade biocatalitica de dois isolados selecionados como produtores de

lipases, visando avaliar o potencial destes fungos como biocatalisadores.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Microrganismos Endofiticos

Apesar dos microrganismos endofiticos terem sido mencionados pela primeira
vez no inicio do século XIX, quem primeiro delineou a diferenca entre eles e os
patégenos de plantas foi Bary, em 1866. E foi apenas no século XX, no fim da década
de 70, que os microrganismos endofiticos comecaram a adquirir importancia cientifica,
quando foi verificado que eles apresentam interagdes simbidticas com o hospedeiro,
protegendo as plantas do ataque de insetos, de doencgas e de herbivoros (AZEVEDO et
al., 2002).

Microrganismos endofiticos foram inicialmente considerados quaisquer
microrganismos que, em pelo menos uma parte do seu ciclo de vida, colonizam o
interior de tecidos vegetais aéreos sem causar danos aparentes a planta hospedeira
(CARROLL, 1986; PETRINI et al., 1991). A definicio de que enddfitos eram
considerados microrganismos que sdo isolados de tecidos vegetais desinfectados
superficialmente ou do interior destes, € que ndo causam danos aparentes a planta
hospedeira, foi entdo proposta por Hallmann em 1997. Apesar desta defini¢do englobar
os microrganismos endofiticos que habitam internamente as partes subterraneas da
planta, ainda ndo era uma definicdo completa, por excluir ou simplesmente omitir as
populacdes microbianas ndo cultivdveis dificeis de sobreviver em condi¢des de
laboratdrio, e portanto pouco estudadas (ARA(JJ O et al., 2002). As bactérias fixadoras
de nitrogénio, fungos micorrizicos e demais microrganismos que habitam o interior das
raizes, ndo eram considerados endoéfitos, sendo tratados separadamente (AZEVEDO et
al, 2002; GUIMARAES, 2005). Ainda, os enddfitos foram definidos como
microrganismos que habitam tecidos internos da planta sem causar nenhum efeito
negativo imediato (STONE et al., 2000; FIRAKOVA et al., 2007). A mais ampla e atual
defini¢do de endéfitos diz que: "endodfitos sdo todos microrganismos cultivdveis ou nao,
que habitam o interior dos tecidos vegetais, sem causar mal ao hospedeiro e que ndo
desenvolvem estruturas externas, excluindo desta maneira bactérias nodulantes e fungos

micorrizicos (AZEVEDO e ARAUJO, 2006).

Fungos endofiticos vém sendo estudados principalmente em plantas de regides

temperadas, e apenas a partir da dltima década em plantas das regides tropicais



(AZEVEDO et al., 2002; ARAUIJO et al., 2002). Os primeiros estudos sobre bactérias
endofiticas foram feitos por Colombo em 1978, estudando algas. O pesquisador
verificou a ocorréncia de bactérias endofiticas em seu talo e sup0Os existir uma relagdo
fisioldgica equilibrada entre as bactérias e seu hospedeiro, sugerindo uma ligacdo dos
endofitos com a atividade fotossintética da alga e sua provavel dependéncia de
oxigénio, pois estes se encontravam proximos aos cloroplastos e nas regides mais

jovens dos talos (COLOMBO, 1978).

Todas as espécies vegetais estudadas até o momento apresentaram
microrganismos endofiticos (STROBEL e DAISY, 2003; FIRAKOVA et al., 2007). Os
estudos sobre endofitos se intensificaram na década de 80, pois apesar de devidamente
comprovada a existéncia da microbiota endofitica, aspectos ecoldgicos, genéticos e
fisioldgicos dessas interagdes ainda devem ser melhor esclarecidas. O conhecimento da
diversidade desses organismos € de extrema importancia, visto que os estudos referentes
a sua presenga, freqliéncia e fungdes aumentam as informagdes sobre a microbiota
endofitica, elucidando as bases bioldgicas existentes sobre essas interacdes (BARROS,
2003). Diversas espécies vegetais ja possuem suas comunidades endofiticas isoladas e
caracterizadas, tais como: Citrus sp. (ARA(JJO et al., 2001); Triticum aestivum
(LARRAN et al., 2002); Dicksonia sellwiana (BARROS., 2003); Palicourea longiflora
e Strychnos cogens (SOUZA et al., 2004); Bactris gasipaes (ALMEIDA et al., 2005);
Glycine max (KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2005); Citrus limon (DURAN et al.,
2005).

A entrada de microrganismos endofiticos na planta € feita por vérias vias, sendo
uma das principais através das raizes, por ranhuras causadas pelo atrito com o solo
durante o crescimento. Alguns fungos associados as plantas iniciam seu ciclo de vida
com a germinagdo do esporo, seguido do crescimento da hifa na folha ou superficie da
raiz, ¢ da penetracdo destes fungos endofiticos na planta. Aberturas naturais do
hospedeiro como estdomatos e hidatédios também podem favorecer a entrada dos fungos
(WAGNER e LEWIS, 2000). Piriformospora indica é um fungo endofitico que pode
emitir apressorios que favorecem a penetragdo nos tecidos da planta hospedeira
(VARMA et al.,, 1999). Entretanto, outros fungos como Beauveria bassiana nao
utilizam apressorios para penetrar na planta hospedeira; seus esporos germinam sobre a
planta de milho e crescem de forma aleatéria nesta superficie, onde posteriormente

podem penetrar via estdmatos ou por entre as células da epiderme através da cuticula,



por acdo enzimatica. ApOs a penetragdo, o endéfito pode se movimentar de forma

passiva no interior no hospedeiro, por meio do xilema (WAGNER e LEWIS, 2000).

Os endofitos podem colonizar os tecidos vegetais ocupando espagos
intercelulares, o interior de tecidos vasculares, ou mesmo intracelularmente. Segundo
Aratjo et al. (2002), os mais variados 6rgaos vegetais como folhas, ramos, caules,
raizes, estruturas florais tais como poélen, ovdrios, anteras e estames podem ser
colonizados. Entretanto, fungos e bactérias endofiticos parecem apresentar diferentes
preferéncias quanto as regides da planta hospedeira que colonizam. Fisher et al. (1992)
isolaram bactérias e fungos endofiticos de trés tipos de tecidos (epiderme, cértex do
caule e folha) de plantas de milho sadias, e verificaram que as partes das plantas mais
proximas do solo eram mais colonizadas por bactérias do que a parte superior. J& os
fungos endofiticos parecem colonizar preferencialmente as partes aéreas da planta

hospedeira e os espacos intercelulares (AZEVEDO, 2001).

O processo de isolamento de microrganismos endofiticos € de suma importincia
para a caracterizacdo da comunidade endofitica de determinada planta e deve ser
realizado criteriosamente de modo que nao seja obtido um perfil irreal das comunidades
microbianas endofiticas que habitam a planta a ser estudada. Portanto, a avaliacdo de
varios fatores deverd preceder o isolamento de microrganismos endofiticos. Segundo
Aratjo (2002) € importante a escolha certa do material vegetal, pois espera-se obter
linhagens que colonizem naturalmente a planta e que possam conferir caracteristicas
desejadas ao hospedeiro; a idade da planta, os 6rgdos e tecidos utilizados para o

isolamento, o local e a época da coleta também devem ser considerados.

A producdo de metabolitos de interesse biotecnoldgico pela planta pode ser um
fator relevante na escolha do hospedeiro, devido a possibilidade do endéfito ter
adquirido geneticamente a capacidade para produzi-los durante sua co-evolucdo com o
hospedeiro. Esta possibilidade € bastante vantajosa, pois, segundo Azevedo (1999), a
capacidade que os endéfitos possuem de produzir compostos bioativos originalmente
produzidos pela planta, facilita a produ¢do da substincia de interesse pelo
microrganismo por fermentacdo industrial, protegendo desta maneira, plantas de
crescimento lento. Bactérias do género Erwinia, por exemplo, ocorrem no interior da
soja e produzem metabdlitos que protegem a planta contra o ataque do fitopatégeno

Pseudomonas syringae pr. glycinea (VOLTSCH et al., 1992).



Bactérias endofiticas vém sendo extensamente utilizadas na promocdo de
crescimento vegetal. Bacillus pumilus, isolado endofiticamente de cultura in vitro de
Vitis vinifera, apresentou potencial na promog¢do de crescimento de brotos e raizes de
uva (THOMAS, 2004). Rizobactérias promotoras de crescimento (PGPR) colonizam
raizes, realcando a emergéncia de brotos e estimulando o crescimento da planta, pela
producdo de hormonios vegetais, melhorando a obten¢do de nutrientes (LAZOROVITS
e NOWAK, 1997; NOWAK et al.,, 1998). A bactéria endofitica Pseudomonas sp.
amostra PsJN, isolada de raizes de cebola (NOWAK, 1998) proporciona aumento do
crescimento de batata (LAZOROVITS e NOWAK, 1997; NOWAK et al., 1998), tomate
e pimentdo (NOWAK, 1998) sob condicdes gnobidticas. Comunidades bacterianas
endofiticas isoladas de mudas de batata crescendo em campo apresentaram habilidades
na promogao do crescimento vegetal onde foi verificada a produgao de acido 1,3-indol-
acético, um hormonio de crescimento vegetal, em alta concentragao (SESSITSCH et al.,

2004).

A realizacdo de vdrias coletas e repeticdes € importante para a diferenciacdo dos
reais enddfitos daqueles microrganismos epifiticos que eventualmente possam ser
isolados, e at¢é mesmo de contaminantes, dependendo da metodologia utilizada no
isolamento. Testes de controle para verificacdo da eficicia da desinfeccdo superficial
dos tecidos vegetais a serem submetidos aos isolamentos devem ser feitos a cada

processo de desinfeccao (BARROS, 2003).

Segundo Bernstein e Carroll (1977), o emprego da microscopia ética e eletronica
auxilia na deteccdo de microrganismos endofiticos, mas ndo descarta a necessidade de

isolamento destes.

A etapa de isolamento deve ser cuidadosamente realizada a fim de eliminar a
microbiota epifitica existente na planta em estudo, sem, entretanto alterar a endofitica.
Esta fase refere-se a lavagem dos tecidos vegetais utilizando agentes desinfectantes
(PEREIRA et al., 1993; DONG et al., 1994; FISHER et al., 1995; ARAUJO et al. 2002;
SCHULZ e BOYLE, 2005). O tempo de imersdo do material vegetal nos agentes
desinfectantes e a propria concentracao destes pode variar de acordo com a textura do

tecido vegetal em estudo (PEREIRA et al., 1993).

Geralmente as técnicas utilizadas para isolar os enddfitos baseiam-se na ruptura
ou fragmentacdo do tecido vegetal, seguida de sua inoculacdo sobre meios especificos

para o tipo de microrganismo que se deseja isolar (ARAUJO et al., 2002). Dessa forma,



¢ possivel monitorar organismos especificos no ambiente, através do isolamento

seletivo de determinados endéfitos utilizando meios seletivos (MELO, 1999).

A purificagdo dos microrganismos isolados e a estocagem dos mesmos,
empregando o processo de preservacdo apropriado entre os varios disponiveis, sdo as
etapas subseqiientes do processo de isolamento (DIAS et al., 2009). Fases estas,
imprescindiveis, pois uma colonia isolada aparentando ser constituida por uma tnica

espécie microbiana pode constituir uma mistura de espécies (ARAUJO et al., 2002).

2.2 Fungos: Biodiversidade, Caracteristicas e Importancia

Atualmente estima-se que o reino Fungi apresente, aproximadamente, 1,5
milhdo de espécies com representantes habitando praticamente todos os ecossistemas
existentes no planeta (AZEVEDO, 2002). Ainda assim, atencdo especial deve ser
dispensada com relacdo a preservacdo destes microrganismos, pois segundo Cherfas
(1991), tem se observado um grande declinio no nimero de espécies flingicas, bem
como na quantidade de individuos fuingicos na Europa, nos ultimos tempos. Diante
desta situacdo, e em vista da importancia destes microrganismos, € urgente que estudos
para catalogar fungos sejam realizados, principalmente nas regides tropicais e
subtropicais, onde esta situacdo ainda € mais grave, pelo risco de extingdo de espécies

antes mesmo de serem catalogadas.

Os fungos sao seres eucariotos, podendo ser hapléides, dipldides ou polipldides;
tétm parede rigida quitinosa constituida de polimeros de amino-acticares. Sao
heterotréficos, dependendo das substancias organicas disponiveis. Desprovidos de
clorofila, sdo incapazes de produzir energia por meio da luz e do gis carbonico.
Pertencentes ao reino Fungi, sd@o altamente eficientes na degradacdo de uma ampla
variedade de substratos e podem se apresentar nas formas leveduriforme e hifal.
Responsdveis pela produgdo de substancias de interesse comercial, os fungos também
representam importantes agentes decompositores dos componentes primérios da
madeira - lignina e celulose - o que resulta em um controle na producdo de biomassa em

um ecossistema florestal (MINAMI, 2003).

Os fungos apresentam grande diversidade entre si, porém possuem
caracteristicas em comum que os distinguem dos demais reinos (AZEVEDO, 2001).

Sa@o organismos historicamente comparados as plantas, com destacada habilidade para



utilizar quase qualquer fonte de carbono como alimento. Realizam nutri¢io absortiva
liberando enzimas no meio em que habitam, quebrando macromoléculas presentes no
meio, tais como carboidratos, proteinas e lipidios, em moléculas menores e mais
soluveis, facilitando sua absorc¢do. Outra caracteristica € sua fonte primaria de reserva
de carboidratos que é o glicogénio, ao contrario das plantas que t€tm o amido para
desempenhar esta funcdo (ALEXOPOULOS et al., 1996). As paredes celulares
fingicas, principalmente a dos fungos filamentosos, t€ém quitina em sua composicao,
tornando-as rijas e espessas. Existem fungos ndo filamentosos como a maioria das
leveduras, por exemplo, que sdo unicelulares e reproduzem-se por brotamento. Outros

ainda, formam estruturas macroscopicas como os cogumelos comestiveis (AZEVEDO,

2001).

Segundo Loguercio-Leite (2004), os fungos estdo agrupados em quatro filos:
Chytridiomicota, Zygomycota, Ascomycota e Basidiomycota. Do primeiro, fazem parte
os fungos mais simples e com dimensdes muito pequenas, que normalmente apresentam
esporos flagelados. E considerada a linhagem mais primitiva de fungos. O filo
Zygomycota apresenta duas classes: Zygomycetes e Trichomycetes. A classe
Zygomycetes € distinguida pela produgao de um esporo de resisténcia, de origem sexual,
o zigosporo. Algumas espécies sdo utilizadas na fabricacdo de produtos industriais
como amilases (Mucor racemosus), P-caroteno (Blakeslea trispora), é4cido citrico
(Mucor piriformes), acido fumarico (Rhizopus oryzae) e alguns alimentos. O filo
Ascomycota possui 0 maior nimero de espécies até agora encontradas, e devido a
variabilidade estrutural e numérica, ainda ndo existe uma delimitacdo mais precisa das
suas categorias taxondmicas superiores. Existem cerca de nove classes de ascomicetos
que continuam em discussdes entres os especialistas. Por fim, o filo Basidiomycota
onde a maioria das espécies produz estruturas protetoras macroscopicas. Sao utilizados
como fonte de proteinas, sendo cultivados comercialmente. Outros sdo comestiveis,

produtores de antibiéticos ou podem ser toxicos (LOGUERCIO-LEITE, 2004).

Os fungos sdo encontrados em todos os ambientes, podendo infectar animais,
incluindo humanos; parasitar plantas, causando doengas e morte das arvores ou se
associar em simbiose, onde colaboram com a planta para a absorcdo de dgua e sais
minerais, aumentando a resisténcia da mesma ao estresse bidtico e abidtico em que esta

exposto (GUIMARAES, 2005).



Como fonte de compostos quimicos, incluindo varios antibiéticos, os fungos sao
extremamente valiosos além de apresentarem grande potencial no controle bioldgico de
pragas (HAWKSWORTH, 1991; AZEVEDO, 1998; STROBEL et al., 2008). Apesar
dos efeitos indesejaveis dos fungos serem enfatizados pela populagdo leiga, vérios sdo
os beneficios que estes microrganismos oferecem: antibidticos como a penicilina
produzida pelo fungo Penicillium notatum, as fermentacdes bioldgicas envolvendo
fungos, utilizadas pelo ser humano ha milénios na fabricagdo de paes e bebidas

fermentadas, como o vinho e a cerveja (AZEVEDO, 2001).

Mais recentemente, o resveratrol, uma fitoalexina produzida pela videira em
resposta de defesa ao fungo Botrytis cinerea, tem sido vastamente estudada pelos seus
efeitos benéficos contra doencgas cardiovasculares e o tratamento de algumas neoplasias
(KOBAYASHI, 2000), sendo este um exemplo de que nem sempre, um fitopatégeno é

prejudicial.

A relagdo da industria de alimentos com os fungos filamentosos é muito antiga e
extensa. Os fungos estdo associados a tecnologia de alimentos desde os primérdios das
civilizagdes mais antigas conhecidas, como por exemplo, nos processos de preparacao
de alimentos orientais, bebidas de povos indigenas no continente americano e, na
Europa, participam no processamento de alimentos a base de leite. Com o
desenvolvimento das pesquisas, ja é possivel conhecer o processo pelos quais os fungos
modificam os alimentos, seja pela producdo de micotoxinas ou pela contaminagdo de

alimentos processados (PASTORE e MACEDO, 2004).

Os estudos toxicoldgicos da a¢do de micotoxinas datam dos anos 60, devido ao
surgimento de casos de contaminagdo e morte de centenas de animais. Entre as
micotoxinas conhecidas, incluem-se as aflatoxinas, grupo de compostos téxicos
produzidos por certas cepas dos fungos Aspergillus flavus e A. parasiticus; ocratoxinas
compostos derivados da isocumarina com um grupo amida ligado ao grupo amino da
fenilalanina produzidos principalmente pelos fungos Penicillium cyclopium, P.
viridicatum, P. palitans e algumas cepas de Aspergillus spp.; citreoviridinas,
tricotecenos e fumonisinas, produzidos por fungos do género Fusarium, além de uma
variedade de derivados inddlicos (PINTO et al., 2002; PASTORE e MACEDO, 2004).

As estruturas quimicas de algumas micotoxinas estdo apresentadas na Figura 1.
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Figura 1 - Estrutura quimica de micotoxinas: aflatoxina B2, ocratoxina A e
citreoviridina.

Os fungos vém sendo extensamente utilizados na produgdo de enzimas. Entre as
enzimas fungicas importantes para a inddstria alimenticia destacam-se as
amiloglicosidases, produzidas por linhagens de Aspergillus e Rhizopus; a-amilases, que
transformam amido em dextrinas e oligossacarideos e podem ser isoladas por
fermentacdo de linhagens de A. niger; reninas; lipases, que catalisam reversivelmente a
hidrélise de triacilgliceréis sob condi¢cdes naturais, podendo catalisar a
transesterificacdo e a sintese estereoespecifica de ésteres em um grande ndmero de

substratos (PASTORE e MACEDO, 2004).

Além do potencial industrial, os fungos estdo diretamente ligados a recuperacio
ambiental, tanto na reciclagem de residuos agricolas e agroindustriais, como na
biodegradacdo de materiais lignoceluldsicos (constituidos por celulose, poliose e

lignina), especialmente a madeira (FERRAZ, 2004).

A maioria dos fungos produtores de enzimas necessdrias para degradacdo de
materiais lignoceluldsicos pertence aos grupos de Ascomycetes, Deuteromycetes e
Basidiomycetes. Esses fungos podem causar trés tipos de degradagdo: branca —
degradam todos os componentes da madeira (white-rot fungi), marrom — degradam

principalmente polissacarideos (brown-rot fungi), macia — podem degradar lignina e
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polissacarideos, porém em velocidades baixas (soft-rot fungi). Essas degradagdes sdo
em geral, feitas por enzimas oxidativas, principalmente do tipo lacase e peroxidase

(DURAN, 2004).

Para a industria farmacéutica, importantes farmacos de uso clinico em vérias
patologias sdo obtidos de fungos. Dentre os medicamentos de maior repercussiao
terapéutica para doencas infecciosas, destacam-se como os exemplos mais conhecidos,
os antibidticos penicilina, produzida por fungos do género Penicillium, descoberta em
1928 por Alexander Fleming; e a cefalosporina, isolada de culturas de Cephalosporium
acremonium em 1948 por Brotzu (MENEZES et al., 2000; PINTO et al., 2002). As

estruturas destes antibidticos estdo apresentadas na Figura 2.
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Figura 2 - Antibidticos de origem fingica: penicilina F e cefalosporina C.

Outros exemplos de substancias produzidas a partir de metabdlitos de fungos
com atividades farmacoldgicas diferentes sdo: mevinolina um agente redutor de
colesterol; ciclosporinas; ergometrina; asperlicina, um antagonista de doengas
gastrointestinais € do sistema nervoso central; papulacandinas um agente antiftingico,

entre outros (PINTO et al., 2002; MORO et al., 2007).

Outra utilizacdo para os produtos obtidos a partir dos fungos € o controle
bioldgico na agricultura. Destacam-se nesse processo, a utilizacdo de fungos do género
Trichoderma e Metharhizium como micoerbicidas, micoinseticidas ou micoparasitas

(AZEVEDO et al. 2002).
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2.3 Fungos Endofiticos e suas Aplicagdes Biotecnoldgicas

2.3.1 Controle biolégico

Do ponto de vista biologico, a producdo de um metabdlito pode estar
fundamentada em varios mecanismos envolvidos na interagdo entre 0 microrganismo e
seu habitat. A colonizacdo, adaptacdo e propagacdo dos fungos endofiticos no
hospedeiro, podem ser beneficiadas com a producdo de compostos que atuem na
competi¢cdo com outros microrganismos, animais herbivoros e promocgao de crescimento
vegetal. A producio de metabdlitos secundarios depende de fatores bidticos e abidticos,
e estdo intimamente relacionadas com o momento fisiolégico do hospedeiro

(AZEVEDO et al., 2002; ZHI-LIN et al., 2007).

No Brasil, o controle biolégico comecou a ser utilizado com o fungo
entomopatogénico Metarhizium anisopliae € com o Baculovirus, no controle das
cigarrinhas da cana e das pastagens, e no controle da Anticarsia gematalis na soja,
respectivamente (FIGUEIREDO et al., 1999; BROGLIO-MICHELETTI et al., 2006).
Na cultura do cacaueiro, o fungo Trichoderma tem sido utilizado com sucesso em restos
de ramos doentes para o controle do fungo Moniliophthora perniciosa, conhecido
anteriormente como Crinipellis perniciosa, agente causal da vassoura-de-bruxa (SILVA
et al., 2008; ALVES, 2005). Ja o fungo endofitico Gliocladium catenulatum apresentou
potencial como antagonista reduzindo em 70% a doenca nas mudas de cacaueiro

testadas (RUBINI et al., 2005).

Leveduras sdo utilizadas no controle biolégico preferencialmente pela protecao
de frutos destinados ao consumo in natura. Por esses organismos terem sua agao
antagdnica vinculada mais a competicdo que a antibiose, geralmente ndo produzem
antibidticos, elementos considerados contaminantes quimicos nos vegetais, atuando no
controle de doengas, principalmente como protetores de infeccio (VALDEBENITO-
SANHUEZA, 2000).

Mais recentemente, a habilidade das leveduras em atacar hifas e conidios de
fungos fitopatogénicos tem sido especulada por contribuir para a atividade de
biocontrole sobre a superficie das plantas. Allen et al. (2004) observaram o combate de
Botrytis cinerea, Rhizoctonia solani e Sclerotinia homoeocarpa por leveduras do

filoplano, comprovado por testes de antagonismo in vitro.
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Os mecanismos de interacdes antagdnicas que levam ao controle biolégico de
um determinado organismo sdo o parasitismo, a antibiose e a indu¢do de resisténcia. Se
mais de um destes mecanismos for utilizado por um microrganismo antagonista, este
fato é considerado como uma caracteristica favoravel para este ser bem sucedido como

agente de biocontrole (BELANGER et al., 1994).

2.3.2 Produgdo de farmacos

Na édrea de saide, metabdlitos secunddrios de origem fingica tém sido de
extrema utilidade para indudstria farmacéutica. S3o utilizados como principio ativo e
ajudam a prevenir e curar indmeras doencas. Metabdlitos secundérios sdo formados
geralmente nas fases finais do crescimento celular, e aparentemente sdo substancias nao
essenciais para o desenvolvimento do organismo. Dentre os metabdlitos secundarios

podem ser citados antibiéticos, pigmentos e toxinas (GUIMARAES, 2006).

O principal exemplo de metabdlito secundario produzido por fungo endofitico é
o taxol, cuja estrutura quimica estd apresentada na Figura 3. Este composto vem sendo
utilizado no tratamento de cancer de mama e de utero. Sua principal fonte € a arvore
Taxus brevefolia, encontrada em pantanos e alagadi¢os da costa oeste norte-americana

(AZEVEDO et al., 2002).

o 4. H O O
H @) ;
S ;O @)

Figura 3 — Estrutura quimica do taxol.

O fungo endofitico isolado da planta, Taxomyces adreanae, também € capaz de
sintetizar taxol. Na planta, esse composto confere protecao contra fungos patogénicos a
raiz que sdo caracteristicos de ambientes alagados, como Phytium e Phytophthora.
Sabe-se que varios fungos que colonizam Taxus spp. bem como outras plantas que nao

produzem taxol mas que crescem em solos alagados, também produzem a mesma
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substancia (AZEVEDO et al., 2002). Este ¢ um exemplo importante que impulsionou 0s
estudos com fungos endofiticos visando a obtencido de metabdlitos secundérios, isolado

por Stierle et al. em 1993.

Zou et al. (2000) isolaram um fungo endofitico da planta Artemisia mongolica
(Fisch. ex Bess.), da familia Asteraceae, identificado como Colletotrichum
gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc., que produziu uma substancia antimicrobiana
chamada acido coletétrico. Ainda no mesmo ano, Lu et al. (2000) caracterizaram trés
novos metabdlitos antimicrobianos de uma cultura do fungo Colletotrichum sp.,
enddfito isolado da planta medicinal Artemisia annua L. (Asteraceae), produtora de
artemisinina, droga antimaldrica muito utilizada na China. No ano seguinte, Shrestha et
al. (2001) constataram a producao de paclitaxel (nome comercial do taxol) pelos fungos
endofiticos Sporormia minima e Trichothecium sp., isolados da planta medicinal Taxus
wallichiana, da regido do Nepal, India, criando assim uma nova alternativa de producio

de taxol de origem microbiana.

A maioria dos microrganismos produtores de antibidticos € comumente
encontrada no solo. No entanto, certos endéfitos também tém se mostrado potentes
produtores de antibidticos, dos quais muitos com propriedades de uso na agricultura e
na medicina (STROBEL e DAISY, 2003). Actinomicetos, bactérias e fungos estdo entre
os produtores mais conhecidos. A vasta maioria de antibidticos atualmente utilizados é
produzida por actinomicetos, e em particular por membros do gé€nero Streptomyces.
Entre os fungos, Penicillium e Cephalosporium spp. sdo os mais conhecidos

(STROBEL e DAISY, 2003).

Outro exemplo ¢é a substancia vincristina, também com atividade
anticancerigena, produzida por um grupo de fungos endofiticos (Mycelia
Sterilia) associado a Catharanthus roseus, isolada por Yang et al. em 2004. Mais
recentemente, Eyberger e sua equipe isolaram em seu estudo com o fungo endofitico
Phialocephala fortinii, associado a Podophyllum peltatum, a podofilotoxina, um
precursor natural para trés drogas anticancerigenas - teniposido, etoposido e etoposido
fosfatado - substancia primeiramente encontrada na planta Podophyllum emodi, mas
que apresenta grande dificuldade em ser sintetizada, o que gerou a necessidade por nova
fonte natural (STROBEL e DAISY, 2003; GUIMARAES, 2006; EYBERGUER et al.,

2006). Vale ainda mencionar a espécie Acremonium caenophialum, um fungo endofitico
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de gramineas, que apresenta efeito inibitério sobre varios patégenos (WHITE e COLE,

1986).

A investigagdo de microrganismos endofiticos de plantas medicinais da
amazonia, como Copaifera multifuga (copaiba) vem sendo reportada. O 6leo de copaiba
tem sido utilizado pela populacdo como antiinflamatério, anti-reumadtico, cicatrizante,
no tratamento de ulceracdes e desinfectante das vias urindrias. Os principais géneros
fingicos isolados da copaiba foram Guignardia, Phomopsis, Fusarium, Colletotrichum,
Xylaria e alguns fungos leveduriformes (AZEVEDO et al., 2002). Desta forma, diversos
compostos com atividade bioldgica podem ser encontrados a partir do estudo de fungos
endofiticos de plantas amazonicas, principalmente a partir dos géneros supracitados,

uma vez que estes ja sdo conhecidos como produtores de compostos de interesse.

Em geral, pode-se esperar que as condi¢des ambientais em que a planta
hospedeira cresce podem influenciar no nimero e na variedade de fungos endofiticos,
bem como na producdo de metabdlitos secunddrios. Por exemplo, no estudo com os
extratos dos metabdlitos de 15 isolados do fungo endofitico Pestalotiopsis microspora
obtidos em 4 continentes, observou-se que apenas dois dos extratos apresentavam perfis
cromatograficos idénticos, ou seja, as condicdes ambientais dos diferentes continentes
influenciaram diretamente na produc¢do dos metabolitos de cada espécime (STROBEL

et al, 2001).

2.3.3 Produgdo de enzimas hidroliticas

As enzimas s3o proteinas essenciais para o sistema metabdlico de todos os
organismos vivos e t€ém um papel importante na degradacdo da matéria organica, na
infec¢do do hospedeiro e na deterioragdao dos alimentos. Nas vias metabdlicas, agem em

seqiiéncias organizadas de rotas catabodlicas e anabdlicas (LEHNINGER, 1988).

Enzimas extracelulares de fungos sdo importantes ndao sé para digestdo, mas
também em muitos casos para o processo de patogenicidade. Além disso, as enzimas
podem funcionar como a resisténcia natural do hospedeiro a uma determinada ameaga,
bem como na doagdo para o hospedeiro de produtos soliveis que podem ser absorvidos

e utilizados como alimento pela planta. A producdo de proteases extracelulares por
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fungos fitopatogénicos foi proposta como uma interagdo fungo-planta onde as enzimas

podem funcionar como fatores de patogenicidade (MOREIRA, 2005).

As enzimas também podem atuar no controle dos processos bioquimicos nas
células vivas, podendo ser isoladas de animais, plantas e microrganismos. Os ultimos
sao considerados boas fontes devido a grande diversidade de enzimas industriais que

produzem (LIMA et al., 1986).

As enzimas sdo utilizadas em larga escala na industria téxtil (amilase, celulase,
oxidorredutases), de detergentes (protease, lipase, celulase, oxidorredutases), de
alimentos (pectinase, protease, celulase, oxidorredutases), de papel (xilanase,

oxidorredutases e lipase) e couro (protease, lipase) (NIELSEN e OXENBOLL, 1998).

As enzimas hidroliticas sdo agentes de biocatdlise freqlientemente utilizados em
sintese organica que clivam diferentes ligacdes quimicas, em presenca de dgua. Os
fungos filamentosos sintetizam uma grande variedade de enzimas hidroliticas. Vdrias
espécies desses organismos sdo usadas para a producdo de enzimas industrialmente
importantes, tais como proteases, celulases, lipases, entre outras (FRIEDRICH et al.,

1999).

Torres et al. (2003) estudaram fungos endofiticos produtores de lipases. Os
autores afirmam que atualmente, a maioria das lipases utilizadas em aplicacoes
biotecnoldgicas sdo isoladas de fungos. Geralmente, essas enzimas sdo produtos
extracelulares retirados do meio, embora haja indicios considerdveis de que essa
atividade também esteja vinculada ao micélio. Além disso, essas lipases podem ser
utilizadas naturalmente tornando-as um produto com grande potencial rentavel, porque
a biomassa pode ser utilizada diretamente, eliminando assim, a necessidade de
isolamento, purificacdo, imobilizacdo da enzima, minimizando a perda da atividade

enzimatica (TORRES et al., 2003).

As lipases s@o definidas como carboxilesterases que catalisam a hidrdlise e
sintese de acilglicerdis de cadeia longa, sendo a trioleina o substrato padrao (JAEGER e
EGGERT, 2002). Podem ser aplicadas nas industrias de detergentes (KIRK et al., 2002)
até na sintese de compostos de alto valor agregado (RASOR e VOSS, 2001; LIESE e
FILHO, 1999; PANKE e WUBBOLTS, 2002; JAEGER e EGGERT, 2002).
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As proteases, além de serem utilizadas em processos industriais como a
fabricacdo de detergentes, na cervejaria e panificacdo, também, em condicdes
apropriadas, podem catalisar a sintese de peptideos de alto valor comercial (BEYNON e
BOND, 1989). Além dos exemplos j4 mencionados, a utilizacdo tanto de lipases
(YOSHIDA et al., 2003) como de proteases (L()PEZ—SERRANO et al., 2001), tém
representado uma ferramenta valiosa para a resolu¢do racémica de compostos de
interesse. Esta nova tendéncia observada para a obtencdo de moléculas de interesse
comercial justifica-se por algumas vantagens que as enzimas apresentam, tais como
poucas reacdes laterais, condicdes brandas para que as reagdes ocorram e o fato
principal, de que enzimas sdo biodegradaveis, diminuindo assim os riscos ambientais

que ocorrem com processos ndo-biocataliticos.

O uso de proteases corresponde a 40% do mercado mundial de biocatalisadores,
avaliado em 1 bilhao de ddlares (SILVA-NEVES et al., 2006). Entre os microrganismos
produtores de enzimas, as leveduras t€ém destaque como fonte de biocompostos, entre 0s
quais predominam as proteinas. Sdo microrganismos bastante usados na industria de
alimentos porque a maioria das espécies nao apresenta caracteristicas patogénicas

(RODRIGUES e SANT’ANNA, 2001).

Xilanases sdo enzimas extracelulares, produzidas principalmente por fungos
(PHAM et al.,, 1998), que podem ser empregadas em industrias de papel como
auxiliares no branqueamento de polpas Kraft. Tais enzimas atuam principalmente na
degradacao do xilano, apds o cozimento, na superficie das fibras da polpa, hidrolisando
este polissacarideo e proporcionando maior permeabilidade a estrutura das mesmas. Isto
permite maior extracdo de lignina residual, o que leva a redugdo no consumo de
reagentes quimicos a base de cloro durante o processo de branqueamento, tornando-o
menos poluente (BAJPAI et al.,, 1994). Este processo é conduzido sob altas
temperaturas e alcalinidade, e as enzimas empregadas devem ser tolerantes a estas

condi¢des, além de serem livres de celulases para que ndo danifiquem as fibras

(DHILLON et al., 2000).

As celulases, assim como as demais enzimas extracelulares de hidrolise, sdo
induzidas quando ha a necessidade de serem secretadas pelos microrganismos, para que
estes crescam em celulose (KUBICEK et al., 1993). Grande parte da produc¢do industrial

de celulases é realizada com o emprego de alguns fungos filamentosos, 0s quais sdo
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eficientes produtores de enzimas hidroliticas (DURAN e ESPOSITO, 2000). Do
mecanismo de indugdo de celulases nestes microrganismos, que ainda nio estd
totalmente esclarecido, hé evidéncias da participacao de dissacarideos, como a celobiose
e a soforose (ILMEN et al., 1997). Adicionalmente, alguns estudos realizados com
Trichoderma reesei sugerem a possibilidade da utilizacdo do dissacarideo lactose como
substrato indutor para a produgdo de celulases (ANDREOTTI et al., 1980). Na industria
alimenticia, as celulases sdo usadas em vdrios processos (MESTER e TIEN 2000;
HOFRICHTER, 2002), principalmente, na extragdo de: componentes do chd verde,
proteina de soja, 6leos essenciais, aromatizantes e amido da batata doce. Essas enzimas
participam, ainda, dos processos de producdo do vinagre de laranja e do dgar e na
extracdo e clarificacdo de sucos de frutas citricas (ORBERG, 1981; KUBICEK et
al.,1993).

As amilases ocorrem amplamente em animais, plantas e microrganismos.
Entretanto, devido as vantagens que oferecem, como menor tempo de producgdo, as
amilases produzidas por fungos tém a preferéncia do mercado de enzimas (REDDY et
al., 2003). O género Mucor constitui um grupo de microrganismos responsavel pela
producdo de amilases amplamente utilizado nas industrias (ZARE-MAIVAN e
SHEARER,1988; PETRUCCIOLI e FEDERICI, 1992).

As pectinases representam um grupo de enzimas que degradam as substincias
pécticas (CASTILHO et al., 2000; JAYANI et al., 2005). Estes heteropolissacarideos
estruturais caracterizam-se por longas cadeias de residuos de dcido galacturdnico. As
pectinases possuem ampla gama de aplicagdbes nas inddstrias de alimentos,
especialmente na clarificacdo de sucos, setor farmacéutico e téxtil (ALKORTA et al.,
1998; BLANCO et al., 1999), bem como no tratamento de efluentes pécticos. Bactérias,
leveduras e fungos tanto em cultivo sélido, como em meio liquido sdo capazes de
produzir essas enzimas (VENDRUSCOLO et al., 2008). O isolamento de
microrganismos que produzem eficientemente enzimas pectinoliticas, a selecdo das
condic¢des 6timas de producdo e caracterizacdo bioquimica dessas enzimas, constituem
linhas de pesquisa importantes e essenciais para o desenvolvimento de processos

biocataliticos economicamente mais competitivos (MARCHI et al., 2006).
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2.3.4 Produgdo de compostos antioxidantes

Os radicais livres liberados durante o estresse oxidativo sdo os modificadores de
DNA mais amplamente distribuidos no meio intracelular. Eles estdo envolvidos na
carcinogénese, inflamacgdo, diabetes, aterosclerose, isquemia cerebral e no coragio,

envelhecimento, entre outros (MARY et al., 2003).

Os radicais livres s@o atomos ou grupos de dtomos que tem ao menos um elétron
desemparelhado, o que os torna altamente reativos. Os radicais livres promovem uma
oxidagcdo benéfica que produz energia e mata invasores bacterianos. Em excesso,
entretanto, produzem uma oxidagdo prejudicial que podem danificar membranas e

conteddos celulares (KIM et al., 2006).

A producdo de radicais livres € controlada nos seres vivos por diversos
compostos antioxidantes, os quais podem ter origem enddgena (por ex., superdxido
dismutase), ou serem provenientes da dieta alimentar e outras fontes (VALKO et al.,
2004). Destas ultimas, destacam-se tocoferdis (vitamina E), dcido ascérbico (vitamina
C), polifendis, selénio e carotendides (EL-AGAMEY et al.,, 2004). As estruturas

quimicas de alguns compostos antioxidantes estdo apresentadas na Figura 4.

HO

Tocoferol (Vitamina E)

Acido ascérbico (Vitamina C) Polifenol (Quercetina)

Figura 4 - Estruturas quimicas de compostos antioxidantes.

Quando ha limitagao na disponibilidade de antioxidantes, podem ocorrer lesdes
oxidativas de cardter acumulativo. Os antioxidantes sdo capazes de estabilizar ou
desativar os radicais livres antes que ataquem os alvos biologicos nas células

(HASLAM et. al., 1996).
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Os compostos antioxidantes sdo classificados como enzimdticos ou nao
enzimaticos conforme a estrutura do agente antioxidante. Os fungos filamentosos ou
endofiticos, entre eles os dos géneros Assochyta, Aspergillus, Chaetomiun, Mucor,
Myrothecium, Neurospora, Rhizopus, Trichothecium e Penicillium (LEKHA e
LONSANE, 1997) sdo produtores de tanase (enzima extracelular, induzivel, produzida
na presenca de dcido tinico por fungos, bactérias e leveduras). Apesar de vérios
microrganismos produzirem tanase, estas ndo sdo igualmente ativas com todos os

taninos hidrolisaveis.

Os taninos ocorrem em uma ampla variedade de vegetais, podendo ser
encontrados nas raizes, folhas, frutos, sementes e cascas de plantas. Sdo classificados
em dois grupos: taninos hidrolisaveis e condensados (AGUILAR et al., 2001). Os
taninos pertencem a um grupo de compostos fendlicos provenientes do metabolismo
secundério das plantas e sdo definidos como polimeros fendlicos soliveis em dgua que
precipitam proteinas (HASLAM, 1966). As tanases de leveduras sdo efetivas somente
na decomposi¢do do 4cido tanico. Em contrapartida, as tanases fingicas sdo eficientes
na degradacdo de acido tanico e outros taninos hidrolisdveis que ocorrem na natureza

(PINTO, 2003).

Embora existam muitas aplicacdes industriais da tanase, poucas sao
efetivamente empregadas devido essencialmente ao custo de produ¢do da enzima, que
ainda € elevado. Esta enzima tem vasta aplicacdo na industria de alimentos, sucos,
cervejaria, cosméticos, farmacéutica e industria quimica (LEKHA e LONSANE, 1997).
Por esse motivo, a tanase pode ser utilizada para producdo de antioxidantes como
epigalocatequina, epicatequina e dcido gilico. Segundo Banerjee et al. (2001), o 4cido
gilico tem vérias aplicacdes na inddstria quimica e farmacéutica. E utilizado para
sintese de propil galato, pirogalol, trimetropim e resinas semicondutoras. O propil
galato € uma substancia amplamente utilizada como aditivo na industria de alimentos e
como antioxidante em 6leos e produtos ricos em lipideos. O pirogalol € utilizado como
conservante na industria de alimentos (LEKHA e LONSANE, 1997), e o trimetropim &
um agente antibacteriano utilizado na industria farmacéutica (AGUILAR e

GUTIERREZ-SANCHEZ, 2001).

Além disso, os fungos constituem um 6timo modelo para estudos em eucariontes
devido a sua simplicidade, se comparado a outros seres. Eles possuem entre 30 a 35

milhdes de pares de nucleotideos no genoma sendo que diversas caracteristicas do DNA
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de fungos sao semelhantes a de outros eucariontes. Por exemplo, seus cromossomos
também possuem histonas e centrOmeros; seus genes possuem introns € exons; entre

outras (TUDZYNSKI e TUDZYNSKI, 1997; AZEVEDO, 2004).

As potencialidades dos fungos endofiticos em muitos casos estdo diretamente
relacionadas a seus hospedeiros. Dessa forma, investigar espécies que ja estdo descritas
na literatura como produtoras de algumas substincias de interesse comercial sdo

extremamente necessarias.

A Amazonia tem um largo histérico quanto a produciao de compostos a partir de

plantas. No entanto, os estudos relacionados a endéfitos ainda sdo inexpressivos.

2.4 Familia Piperaceae

Piperaceae é uma familia de plantas dicotiledoneas, que pertence a ordem
Piperales, que por sua vez, foi descrita por Paul Dietrich Giseke. E composta por 12
géneros e cerca de 3000 espécies, sendo que, destes gé€neros, apenas cinco sao
encontrados no Brasil (ROSA e SOUZA, 2004). Desses cinco, maior destaque € dado
aos géneros Piper, Piperomia e Pothomorphe, pela sua ampla distribuicdo e diversidade

(LAGO et al., 2004, FAZOLIN, et al., 2007).

A familia Piperaceae € comum em diversas localidades, muitas vezes dominando
a borda ou o extrato inferior das matas. Esta familia é representada por ervas eretas ou
escandentes, subarbustos, arbustos ou pequenas arvores, terrestres ou epifitas. Possui
folhas estipuladas, alternas, opostas ou verticiladas, sésseis ou pecioladas, inteiras, de
consisténcia e formas das mais diversas, tricomas muito variados, geralmente dotadas
de glandulas translicidas e sua inflorescéncia apresenta-se em forma de espiga com as

flores JARAMILLO e MANOS, 2001; LAGO et al., 2004; FAZOLIN et al., 2007).

As espécies da familia Piperaceae possuem importancia comercial, econdmica e
medicinal. Além do interesse ornamental por sua folhagem vistosa, as plantas desta
familia sdo mundialmente importantes para o mercado de condimentos. Os frutos
maduros de Piper nigrum sao a fonte da pimenta branca, enquanto os frutos imaturos da
mesma espécie sdo da pimenta preta (PARMAR et al., 1997). As propriedades
inseticidas de extratos da pimenta do reino (P. nigrum L.) sdo conhecidas desde 1924 e

mostraram-se toxicas para a mosca doméstica Musa domestica L. (Diptera: Muscidae),
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para o mosquito Culex pipiens Palex (Diptera: Culicidae) e o gorgulho-do-caupi

Callosobruchos chinensis L. (Coleoptere: Bruchidea) (ESTRELA et al., 2003).

Além de apresentar importancia econdmica para o mercado de condimentos e
atividade inseticida, esta familia possui grande diversidade estrutural em relagdo aos
seus constituintes quimicos, contendo lignanas, flavondides, alcaléides e amidas

(SILVA et al., 2008).

A maioria dos trabalhos utilizando Piperdceas na area medicinal € realizada por
pesquisadores da China e India, sendo que a maioria deles esté relacionada com plantas
do género Piper que se encontram distribuidas nas regides tropicais e subtropicais do
planeta. Um extraordindrio nimero de espécies do gé€nero Piper aparece em
farmacopéias de todo mundo, sendo considerado o género mais estudado (PARMAR et
al., 1997). Muitas das espécies deste género sido fontes ricas em compostos
biologicamente ativos, que constituem matrizes para estudos biossintéticos importantes,

principalmente para industria de farmacos (SILVA e BASTOS, 2007).

2.4.1 Género Piper

As plantas do género Piper sao popularmente conhecidas como pimenteiras ou
falsos-jaborandis. Este género é composto por arbustos, herbaceas, lianas ou pequenas
arvores, com folhas alternadas, simples, inteiras, geralmente assimétricas, peninérveas
ou palminérveas. O fruto é uma drupa pequena, em forma de espiga, com sementes

minusculas (JARAMILLO e MANOS, 2001).

As espécies deste género encontram-se extensamente distribuidas na vegetacao
secunddria de florestas tropicais, particularmente na Asia e na Amazonia (MOTA et al.,
2001) e cerca de 1000 espécies estao distribuidas nos hemisférios. Dentre estas espécies,
apenas 12% vém sendo estudadas (SOUTO, 2006), sendo que grande parte delas sdao
plantas pioneiras e estdo envolvidas em processos de regeneracdo e manutencdo da

diversidade das matas.

Como mencionado anteriormente, algumas espécies do gé€nero Piper sp.
despertam interesse por produzirem compostos bioativos, tais como alcaldides,
flavondides e ligndides que sdo utilizados na medicina popular e também em outras

aplicacdes como, por exemplo, alimento, plantas ornamentais, especiarias, na produgao
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de perfumes, inseticidas, fungicidas e bactericidas (SCHULTES e RAFFAUF, 1990;
HEGNAUER, 1990; JENSEN et al., 1993; THIES e KALKO, 2004; LAGO, 2005).

Os estudos com espécies desse género tém revelado a presenca de
fenilpropandéides, os quais t€m sido caracterizados nos 6leos essenciais (OE) produzidos

por varias espécies do género Piper (PESSINI et al., 2005).

Os 6leos essenciais presentes nas espécies de Piper, tais como safrol, miristicina,
eugenol, dilapiol e apiol (Figura 5) representam uma classe de substincias que tem
merecido especial atengdo, pois pode apresentar indmeras aplicacdes de interesse
biotecnoldgico e industrial, tais como antiinflamatdria, anti-hemorrégica, adstringente,
diurética, entre outras. Os 6leos essenciais também apresentam atividade inseticida,
bactericida e fungicida (BESSIERE et al., 1994; VERAS e YUYAMA, 2000;
MARTINS et al., 2000; MORANDIM et al., 2003; FIGUEIRA et al., 2003; BASTOS et
al., 2003).

OMe
0T oy O
0 OMe <O ©

dilapiol apiol miristicina

/\/Oiwe <o:©\/\

eugenol safrol

Figura 5 - Estruturas quimicas de 6leos essenciais produzidos por plantas do género
Piper.

Muitos exemplos poderiam ser dados com relacdo a aplicabilidade de extratos e
Oleos essenciais de plantas do género Piper, porém vale ressaltar as diversas pesquisas
realizadas com plantas de P. hispidum, uma excelente produtora de dleo essencial, o
qual possui como componente majoritario o safrol (OLIVEIRA et al., 2007; LOBATO
et al., 2000).
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2.4.2 Piper hispidum

A espécie P. hispidum (Figura 6) constantemente confundida com uma outra
espécie do mesmo género, a Piper aduncum, ocorre na Amazodnia (GAIA et al., 2004)
mas também pode ser encontrada no México, Suriname, Cuba, Sul da Flérida, Trinidad
Tobago e Jamaica, e € muito comum na Costa Rica (FAZOLIN et al., 2005). P.
hispidum, ou pimenta de macaco, como € conhecida popularmente, possui grande
potencial para exploracao econdmica devido a produgdo de safrol. Produtos naturais de
P. hispidum tém apresentado acdo eficaz no controle de fitopatégenos de culturas
tradicionais, além de acdo acaricida, bactericida, anti-molusco e larvicida, com a
vantagem destes produtos serem biodegraddveis (ORJALA et al., 1994; WADT et al.,
2004; BASTOS, 2004; MORANDIM et al., 2005), além de comprovada agdo

analgésica, diurética e antiinflamatéria, apresentando baixos niveis de toxicidade

(MAIA et al., 1998; MONTEIRO et al., 2001; FONTES JUNIOR et al., 2002).

Figura 6 - Planta da espécie Piper hispidum.

Diversas espécies do género Piper, como a P. arboreum, P. dilalatum, P. goesii,
P. hispidum, P. hoffmanseffianum, P. nigrum, P. gaudichaudianum, P. guineense, P.
molliconum, P. regnellii, P. aduncum e P. cernuum produzem o 6leo essencial safrol.
No entanto, apenas P. hispidum produz em quantidade e grau de rendimento satisfatério

para a utilizacdo nas indudstrias (NAVICKIENE, 2006; BASTOS, 2004).

Com isso a utilizacdo de fungos endofiticos de P. hispidum € importante para
garantir a preservacdo da espécie, mantendo a producdo de compostos com potencial
biotecnolégico. Além disso, a possibilidade de que novos compostos de valor
econdmico sejam descobertos (antibidticos, antifingicos, antioxidantes, enzimas) €

imensa, uma vez que estudos com esses organismos ainda sdo incipientes na Amazonia.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial biotecnolégico de fungos endofiticos de Piper hispidum da

cidade de Manaus, visando a obten¢ao de bioprodutos de interesse comercial.

3.2 Objetivos Especificos

e [solar fungos endofiticos de P. hispidum;

e Comparar a diversidade dos fungos obtidos nos diferentes tecidos vegetais;

e Avaliar os isolados quanto a produg@o de compostos antimicrobianos;

e Avaliar os isolados quanto a producdo de enzimas de interesse comercial
(amilase, celulase, xilanase, lipase, pectinase e protease);

e Avaliar os fungos quanto a capacidade biocatalitica em reacdes de esterificacdo;

e Avaliar os isolados quanto a produgao de terpenos;

e Avaliar os isolados quanto a produ¢do de compostos antioxidantes;

e Preservar os isolados obtidos na colecio de fungos do Programa de Pds-

Graduagao em Biotecnologia e Recursos Naturais da Amazonia da UEA.
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4. METODOLOGIA

4.1 Coleta da Planta e Isolamento dos Fungos

Diferentes partes do material vegetal de P. hispidum foram coletadas na regido
urbana de Manaus para isolamento de seus fungos endofiticos. Foram coletados dois
espécimes de P. hispidum. A amostra 1 foi coletada na Avenida do Futuro (coordenadas
3° 3'442"S e 60° 4'0.32"0) e a amostra 2 em uma area de cultivo ornamental

(coordenadas 3° 6'17.31"S e 59° 5927.57"0), conforme pode ser visto na Figura 7.

Datas das imagens: 11/Jun/2002

Figura 7 - Foto de satélite dos locais de coleta.

Apbés a coleta, as amostras foram acondicionadas em sacos plasticos
identificados com local e data, e transportadas sob temperatura de 4°C, para o
laboratério de Biorganica do Programa de P6s-Graduacao em Biotecnologia e Recursos
Naturais da Amazonia (MBT) da Escola Superior de Ciéncias da Saide (ESA) da
Universidade do Estado do Amazonas (UEA).

A partir da desinfeccdo superficial, os fungos que sdo recuperados dos
fragmentos do material vegetal apds o processo sdo considerados fungos endofiticos.
Foram utilizados entre 10 e 30 fragmentos de folhas e caules das plantas selecionadas

(ARAUJO et al., 2002).
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Para inicio do isolamento foi necessdrio eliminar a comunidade epifitica,
mantendo vidvel a comunidade endofitica do material vegetal. Para tanto, as amostras
vegetais coletadas foram lavadas em &4gua corrente e com detergente neutro. Foram
cortadas em fragmentos de aproximadamente 10 a 12 cm, submetidas a uma seqiiéncia
de submersdes em solucdes na seguinte ordem e tempo: dlcool a 70% por 1 min.;
hipoclorito de s6dio a 3% por 2 min. para a folha, 4 min. para o caule e raiz; dlcool a
70% por 30 s para folha, 1 min. para caule e raiz; e d4gua destilada estéril por 2 min. para

todos os tecidos (ARAIjJ O et al., 2002).

Ap6s a desinfeccdo superficial, as extremidades dos tecidos foram desprezados e
o material vegetal foi cortado em pequenos fragmentos e inoculados em placas de petri
— 5 fragmentos em cada placa - contendo meio 4gar batata dextrose (BDA) preparado no
laboratério e autoclavado, acrescido de amoxicilina (0,5 g/L) para evitar o crescimento
de bactérias endofiticas. Como contraprova de esterilizacdo foram semeadas em meio
BDA aliquotas de dgua da ultima lavagem dos fragmentos vegetais. As placas foram
incubadas sob temperatura de 28°C por 7 a 14 dias, conforme observagdao macroscépica

do crescimento dos fungos (ARAIjJ O et al., 2002; GUIMARAES, 2005).

A taxa de colonizagdo fungica (TC) foi observada por avaliacdo macroscépica

dos microrganismos isolados, e determinada a partir da seguinte equagao:

TC = n’ de fragmentos vegetais com crescimento fiingico

n’ total de fragmentos vegetais

4.2 Purificacao dos Isolados

A técnica de purificagdo por esgotamento foi utilizada para obtengdo de coldnias
isoladas. Essa técnica consiste em fazer estrias, com auxilio de uma alca de platina, em
meio sélido, onde, por esgotamento, se obtém colonias isoladas no final das estrias. O
meio utilizado para purificacdo foi o mesmo utilizado na inoculagdo inicial (BDA), para
permitir a manuten¢do das caracteristicas de cada fungo. Em seguida, as placas foram

incubadas por 1 a 2 dias a 28°C (ARAUJO et al., 2002).

Posteriormente, foi retirada a colonia isolada, a qual foi inoculada no centro de
outra placa com o mesmo meio de cultura. Assim, foi possivel identificar as

caracteristicas de crescimento de cada fungo (ARAUJO et al., 2002).
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Os isolados foram identificados apds a purificacdo por um cédigo que consistia
nas iniciais da planta PH (P. hispidum), uma letra representando o tecido do qual foi
retirado (F para Folha, C para caule e R para raiz), seguida de um niimero que indica a

ordem de purificagdo (exemplo: PH-F 2).

4.3 Caracterizagdo Morfoldgica dos Isolados

A diversidade dos fungos obtidos nos diferentes tecidos vegetais foi determinada
a partir da contagem das coldnias purificadas, as quais foram agrupadas de acordo com

suas caracteristicas morfoldgicas.

A identificacdo dos fungos foi feita através da andlise macroscopica das
caracteristicas dos fungos e anélise microscopica das estruturas reprodutivas, estruturas
de resisténcia ou morfologia das hifas, através de microcultivo. Foram consideradas
caracteristicas das culturas quanto: cor, textura, topografia, pigmento difuso, cor do
verso da colonia e topografia do verso da colonia. Foi retirado um fragmento da coldnia
isolada e colocado em uma lamina previamente esterilizada em autoclave para
realizacdo do microcultivo. As estruturas foram coradas com azul de lactofenol e
observadas ao microscopio Optico em um aumento de 400 X. Foram observadas as
septacoes das hifas, cor, esporos, presenca de estrutura de resisténcia e ramificacoes
(SOARES et al., 1987). As estruturas observadas foram comparadas com as estruturas

descritas na literatura e documentadas por foto.

4.4 Preservacdo dos Isolados

Os fungos endofiticos isolados de P. hispidum foram armazenados utilizando-se
dois métodos: o tubo com meio de cultura inclinado submerso em 6leo mineral e o
método de Castellani (1939), no qual o fragmento da colénia com meio é colocado em
adgua estéril dentro de frascos fechados. Ambos os métodos podem manter os
microrganismos por um periodo de 1 a 4 anos. Os tubos e frascos com os isolados foram
marcados com o cédigo da colecdo do MBT e data de armazenamento, e mantidos a

4°C e em temperatura ambiente.
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4.5 Obtencao de Metabdlitos Secundérios

Discos dos meios sélidos contendo micélio dos fungos isolados foram
transferidos para frascos erlenmeyer de 150 mL com 50 mL de meio liquido batata-
dextrose acrescido de 0,2% de extrato de levedura sob condi¢des estéreis, conforme o
método descrito por Souza et al. (2004) com modificacdes. Os frascos foram incubados
sem agitacdo por 14 dias a uma temperatura de 28°C. Em seguida, o caldo de
fermentacao foi filtrado para separacdo do sobrenadante e do micélio. O sobrenadante
contendo os metabdlitos secunddrios de interesse foi utilizado nos testes de atividade
antimicrobiana e de atividade antioxidante. O micélio dos fungos que apresentaram

bioatividade foi utilizado para extracao de DNA.

4.6 Ensaios de Atividade Antimicrobiana

Os sobrenadantes foram utilizados para testes de antagonismo in vitro contra
linhagens-teste de: Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris, Escherichia coli e Shigella
sonnei. Foi feita uma suspensdo bacteriana em soluc@o salina para que atingisse a
mesma coloragdo da escala MacFarland n° 1 a 2. Com auxilio de um swab, a suspensao
bacteriana foi inoculada em 4gar Miiller Hinton (MHA) da Merk® por toda superficie
da placa. Foram feitos pequenos pocos com 0,5 cm de didmetro cada no meio de cultura
de cada placa para adicionar 100 uL dos sobrenadantes. Para o controle negativo, todas

as linhagens tiveram pocos testados com o meio liquido de batata-dextrose.

As placas foram incubadas em aerobiose por 18 a 24 h sob temperatura de 35-
37°C. Os sobrenadantes que indicaram resultado positivo para inibi¢do de algum dos
microrganismos teste foram submetidos a andlise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), a fim de comparar seu perfil cromatografico ao de dois antibidticos
comerciais (amoxicilina e cefaloxina). Para obtencdo dos cromatogramas, utilizou-se
um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Varian® ProStar 310 utilizando coluna C18
(Varian®) de 250 x 4,6 mm, detector UV-Vis a 227 nm, e acetonitrila/tampao fosfato de
sédio 25 mM pH 3,0 (20:80) como eluente.
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4.7 Ensaios de Atividade Antioxidante

4.7.1 Determinagao da capacidade antioxidante dos extratos dos isolados flingicos com

difenil-picril-hidrazina (DPPH)

Viérios métodos sdao utilizados para determinar a atividade antioxidante em
extratos e substincias isoladas; um dos mais usados consiste em avaliar a atividade
seqiiestradora do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), de coloragao
purpura que absorve a 517 nm. Por a¢do de um antioxidante ou uma espécie radicalar, o
DPPH ¢ reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloragdo amarela, com
conseqiiente desaparecimento da absor¢do, podendo a mesma ser monitorada pelo
decréscimo da absorbancia. A partir dos resultados obtidos determina-se a porcentagem
de atividade antioxidante ou seqiiestradora de radicais livres e/ou a porcentagem de
DPPH remanescente no extrato fingico (BRAND-WILLIAMS et al., 1995; SANCHEZ-
MORENO et al., 1998).

Transferiu-se 900 uL da solugdo padrao de DPPH (Sigma®) com concentracao
de 27 pg/mL para um microtubo e adicionou-se 10 uL do sobrenadante (extrato
fingico). A mistura foi homogeneizada e em seguida, adicionou-se 90 uLL de metanol
P.A., homogeneizando também essa mistura. O branco foi preparado de modo
semelhante, substituindo a amostra por metanol. A absorbancia das amostras a 517 nm
foi determinada em espectrofotometro UV-Vis (Nova 2102 UVPC) Todas as andlises

foram realizadas em triplicata.

Para comparar a atividade antioxidante dos extratos fungicos com o &cido
ascorbico, conhecido antioxidante, foi preparada uma curva analitica com diferentes

concentracdes de 4cido ascorbico.

4.7.2 Determinagdo da capacidade antioxidante dos extratos dos isolados flingicos

usando Fe™* como agente oxidante

Transferiu-se 10 uL da solugdo padrdo de Fe** com concentracdo de 1000
pg/mL para um microtubo e adicionou-se 10 uL. do sobrenadante (extrato fungico). A
mistura foi homogeneizada e em seguida, adicionou se 980 uL da solucdo de 1,10-

fenantrolina a 0,25% homogeneizando também essa mistura. O branco foi preparado de
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modo semelhante, substituindo a amostra por dgua deionizada. Apds uma hora de
reacdo, mediu-se a absorbancia a 515 nm em espectrofotometro UV-Vis. Todas as

andlises foram realizadas em triplicata.

Uma curva analitica com diferentes concentracdes de 4cido ascérbico foi

preparada para fins de comparagao com a atividade antioxidante dos extratos fingicos.

4.8 Avaliagio da Producdo de Oleos Essenciais

Os extratos fungicos que apresentaram atividade antimicrobiana foram
submetidos a andlise por CLAE (Varian® ProStar 310) utilizando coluna C18 de 250 x
4,6 mm, detector UV-Vis a 257 nm, e um gradiente acetonitrila/dgua como eluente (até
5 min. 50:50 H,O/ACN; de 5 a 10 min. 100% ACN de 10 a 35 min. 100% ACN). Os
cromatogramas obtidos foram comparados com padrdes de diferentes terpenos para
verificar a possivel produgcdo de Oleos essenciais. Foi verificada a presenca dos
seguintes compostos: citronelol (Acros, 95%); B-cariofileno (Aldrich, 98%); (R)-
carvona (Aldrich, 98%); a-pineno (Fluka, 98%); terpinoleno (Fluka, 85%); e safrol

(Sigma, >97%). As estruturas quimicas destes padrdes podem ser observadas na Figura

.

safrol (R)-carvona

terpinoleno

OH

citronelol

Ol-pineno

B-cariofileno

Figura 8 — Estruturas quimicas dos terpenos analisados.
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4.9 Ensaios Qualitativos para a Avaliagdo da Produ¢do de Enzimas Hidroliticas

Ap6s o crescimento dos isolados endofiticos de P. hispidum em meio BDA a
28°C, foram realizados repiques destes para placas contendo meio de cultura especifico
para avaliar a producdo de cada enzima. Para a avaliacio da producdo de amilase,
protease, celulase e pectinase foi seguido o protocolo desenvolvido por Teixeira (1994).
Para avaliar a producdo de amilase, o meio de cultura utilizado foi o dgar amido,
composto por amido (1,0%) e dgar (1,8%) diluidos em tampao citrato-fosfato 0,1 M pH
5,0. Para os bioensaios referentes a protease, o meio foi composto por agar (1,8%),
gelatina (1,0%), leite desnatado (1,0%) e tampao citrato-fosfato 0,1 M pH 5,0. Para o
estudo da producgdo de celulase, foi utilizado dgar (1,8%), carboximetilcelulose (1,0%) e
tampao acetato de sédio 0,1 M, pH 5,0. Para a identificacdo da produgao de pectinase
foi utilizado 1,8% de 4gar, 1,0% de pectina citrica e tampao acetato de sédio 0,1 M, pH
5,0. Para avaliar a producao de xilanase foi seguido o protocolo de Silva et al. (2005)

utilizado o meio de cultura contendo xilano (1,0%) e dgar (1,8%) em 4gua destilada.

As placas foram incubadas por até 72 h a 30°C e em seguida foi utilizada uma
solucdo reveladora (celulose: vermelho congo a 0,1%; pectinase e xilanase: 4cido
cloridrico 5 M; amilase: iodo a 1,0%) para visualizacdo do halo, indicativo da produgdo
de enzimas (TEIXEIRA, 1994). O halo indicativo da produ¢do de protease pode ser

visto sem solucdo reveladora.

Para a sele¢ao de fungos produtores de lipases utilizou-se o método de hidrdlise
de triacilglicerol na presenca de Rodamina B (SHELLEY et al., 1987). Para tanto,
prepararam-se placas contendo o corante (0,001%), agar (15,0 g/L), Tween 80® (0,001
g/L) e dleo de oliva (1,0 %). As placas foram inoculadas com os isolados previamente
cultivados em meio BDA e incubadas a 25°C por 7 dias. A formagdo de halo ao redor

das coldnias foi observado para os isolados que apresentaram atividade.

4.10 Ensaios Biocataliticos de Fungos Produtores de Lipases

Os fungos que apresentaram resultado positivo para a producao de lipase foram
cultivados em meio indutor da producdo destas enzimas (KORITALA et al., 1987),
contendo 2,0 g/L de L-asparagina, 2,0 g/L. de glicose, 1,0 g/L de K,HPOy, 0,5 g/L de
MgSOy4, 5,0 mg/L de hidrocloreto de tiamina, 1,45 mg/L de Fe(NO3);.7H,0, e 0,235
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mg/L. de MnSO4.H,O. Apés ajuste do pH para 5,5-6,0 o meio foi autoclavado (121 °C
por 15 min) em aliquotas de 200 mL. Apds resfriamento, foi adicionado 2% (v/v) de
Oleo de girassol (Sigma®) em condicdes assépticas. O meio foi inoculado com quatro
discos cortados de BDA contendo o micélio fingico e entdo incubado a 28°C por 9 dias

em um agitador orbital a 200 rpm.

O micélio foi coletado do meio de cultura por filtracdo a vidcuo em funil de
Biichner, sendo em seguida, lavado com 4gua destilada e acetona, seco em dessecador
sob vacuo por 24 h e triturado a p6 (TORRES et al., 2003). Foram utilizados 50 mg de
micélio seco em cada reag¢do biocatalitica (ZANOTTO et al., 2009). As reacdes foram

realizadas em duplicata.

Para estudar o potencial biocatalitico dos isolados selecionados como produtores
de lipase foi realizada uma reacdo padrao em meio organico: esterificacio do 4cido
linoléico com dodecanol (Figura 9). Foi utilizada uma solu¢do 50 mM de &4cido
linoléico e 50 mM de dodecanol em n-hexano. As reagdes biocataliticas foram
realizadas sob agitacdo constante a 28°C. Aliquotas foram retiradas periodicamente para

0 acompanhamento das reagdes.

o o
Cl-is(C'-lz)4HO=C'-'O'-l2HO=CH(C'-l2)7)I\O|—| Cl-l3(0-|2)4FD=CI—|CI—I2HO=CH(CHg)7)]\oo|-|2(C|-|2)HC|-b
4cido linoleico L linoleato de dodecila

micélio
+ —_— +
hexano
CHg(CHy)110H HO
dodecanol agua

Figura 9 — Reacdo biocatalitica padrao.

As reagdes biocataliticas foram avaliadas utilizando cromatografico de fase
liquida (Varian ProStar 310), equipado com coluna ChromSpher-C4 e detector UV-Vis
a 210 nm. Como eluente foi utilizado um gradiente de acetonitrila/dgua (até 1 min.

75:25 H,O/ACN; de 1 a 25 min. 100% ACN).

A enzima comercial Novozym® 435 (100% de conversdo) foi utilizada como

padrdo bicatalitico (ZANOTTO et al., 2009).
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4.11 Extra¢ao de DNA dos Isolados com Potencial Biotecnol6gico

Os isolados que produziram extratos e/ou compostos com bioatividade foram
devidamente identificados taxonomicamente por caracteristicas morfologicas e
submetidos a extracdo de DNA, a fim de posteriormente serem identificados por

técnicas de biologia molecular.

Amostras de micélios isolados dos fungos selecionados foram transferidas para
tubos de 1,0 mL contendo solu¢do de extracdo de DNA e em seguida foram adotados
procedimentos de extragdo conforme protocolo do kit de extracio Wizard Genomic

DNA Purifications, da PromegaTM.

Os DNAs extraidos dos isolados que tiveram atividade para qualquer dos ensaios

avaliados foram devidamente armazenados para prospecgdes posteriores.

4.12 Meios de Cultura e Solugdes

4.12.1 Batata Dextrose Agar (BDA)

Infusdo de 200g de batata 500 mL
Glicose 20¢g
Agar 17¢

Agua destilada — completar volume para 1000 mL

pH 6,8

O meio de cultura foi autoclavado a 120°C por 20 minutos e mantido a
temperatura ambiente. O meio de cultura liquido de batata-dextrose foi preparado com

os mesmos reagentes do meio BDA, sem o dgar.

4.12.2 Tampao de Extragdo de DNA de Fungos Filamentosos (Raeder & Broda, 1985)

Tris-HCI 1M pH 8,0 2mL
EDTA 0,5M pH 8,0 0,5 mL
SDS 10% I mL
NaCl SM 0,5 mL
H,O destilada 6 mL

O tampao foi preparado no momento do uso.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento e Purificacao dos Fungos Endofiticos

Dos dois espécimes de P. hispidum, foram isolados 58 fungos endofiticos,
utilizando 25 fragmentos de cada tecido vegetal (raiz, caule e folha). No total, foram
encontrados 120 fungos a partir dos 150 fragmentos coletados de P. hispidum,
demonstrando a eficiéncia do método de isolamento empregado (80% do total de
fragmentos apresentaram crescimento flingico). Cabe ainda mencionar que para o
isolamento foi utilizado apenas o meio BDA, escolhido no intuito de reduzir os custos

durante o desenvolvimento do trabalho.

Considerando que grande parte da metodologia para avaliagdo do potencial
biotecnolégico de isolados filingicos ndo estava padronizada no Laboratério de
Biorganica do MBT, optou-se por trabalhar com um ndmero reduzido de fungos
endofiticos de P. hispidum. Sendo assim, apenas 58 fungos foram isolados, embora 120
tenham sido encontrados. Durante esta pré-selecdo, procurou-se isolar fungos de

diferentes grupos morfol6gicos.

Verificou-se o crescimento de um maior nimero de fungos endofiticos a partir

das folhas de cada amostra de P. hispidum, conforme pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1 - Quantidade de fragmentos coletados, nimero de fungos encontrados, nimero
de fungos isolados e taxa de colonizagdo dos espécimes cultivados.

Cédigo Quantidade de Fungos .Fungos Tax.a de~
fragmentos encontrados isolados  colonizaciao

PH-F 25 22 13 0,88
Amostral  PH-C 25 18 8 0,72
PH-R 25 19 6 0,76
Total 59 27 0,79
PH-F 25 25 14 1,00
Amostra2  PH-C 25 21 10 0,84
PH-R 25 15 7 0,60
Total 61 31 0,81
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Guimaraes (2006) sugeriu que existem duas maneiras para disseminacdo dos
fungos na planta: a transferéncia vertical quando os fungos sdo transmitidos através da
semente e a transferéncia horizontal quando as colonias flingicas sdo passadas de planta
para planta. Considerando um conjunto de fatores tais como: disseminac¢do horizontal
dos fungos, e assepsia branda para este tecido, pode-se justificar a obtencdo de um
maior nimero de isolados flingicos nas folhas. Além disso, os tecidos de galhos e caule
apresentam maior resisténcia frente as alteracOes no habitat natural, oferecendo entao,

um ambiente menos favordvel ao fluxo de microrganismos nesses tecidos.

A obten¢do de valores de taxa de colonizagdo maiores que 0,5 em todos os
tecidos vegetais demonstra que a utilizacdo dessa técnica para isolamento de fungos
endofiticos foi eficaz, promovendo a obtencdo de um ndmero significativo de isolados

fingicos nos dois espécimes de P. hispidum.

A taxa de colonizagdo foi igual a 1,00 nas folhas do espécime 2, ou seja, foram
encontrados fungos em todos os fragmentos cultivados. Para caule e raiz, os valores de
taxa de colonizacdo permaneceram proximos na amostra 1 (0,72 e 0,74,
respectivamente), ao contrario do que foi observado para a amostra 2, onde obteve-se

TC de 0,84 para o caule e de 0,60 para a raiz.

A amostra 2 apresentou uma taxa de colonizacdo total de 0,81, ou seja, de todos
os fragmentos inoculados, apenas 19% ndo apresentaram crescimento fungico. Este fato
pode estar relacionado a diversidade de interagdes do espécime de P. hispidum com
outras plantas, ou ao manejo daquela regido (proximidades do campus universitario da
UFAM) onde a amostra foi coletada, pois das duas espécimes estudadas, a amostra 2
apresentava (visualmente) uma maior interacio com espécies distintas, tais como
mangueiras (Mangifera indica L.), orquideas (familia Orchidaceae), caramboleiras,
(Averrhoa carambola), aceroleiras (Malpighia emarginata) e muitas outras espécies.
Portanto, este arbusto apresentava uma abundancia de interagcdes com plantas, animais e
insetos, além de estar sujeito a adversidades ambientais causadas pela poluicdao
atmosférica. Sendo assim, devido a estas diversas interagdes, pode-se sugerir que a
amostra 2 possui uma boa distribuicdo de enddfitos entre os espacgos intercelulares de

suas folhas, raiz e caule, refletindo na alta taxa de colonizacdo.

A amostra 1 apresentou um valor de taxa de colonizacao total de 0,79, préximo

do valor de TC obtido para o espécime 2. Apesar de estar em uma 4rea aberta, a amostra
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2 parecia ter uma menor abundancia de interagdes com outras espécies, pois era visivel
que havia poucas espécies diferentes interagindo naquela regido, que assemelhava-se a

uma regido de monocultura.

Os 58 isolados de P. hispidum foram devidamente armazenados e utilizados nas

etapas subseqiientes.

5.2 Caracterizagao Morfoldgica dos Isolados

Os 58 fungos isolados foram divididos em 9 grupos de acordo com as
caracteristicas macro-morfolégicas das colOnias, observadas apds um periodo de
crescimento de até quatorze dias a uma temperatura de 28°C em meio BDA. A Figura
10 apresenta a diferenca morfoldgica entre os isolados que variaram desde a
pigmenta¢do do meio, forma e tempo de crescimento da colonia, até a coloragdo

micelial.

Figura 10 — Diversidade morfoldgica de fungos endofiticos de P. hispidum.

A Tabela 2 apresenta as caracteristicas observadas em cada grupo morfolédgico
formado. A partir da formacdo dos 9 grupos morfolégicos, os provédveis géneros dos
isolados de P. hispidum sao Paecilomyces sp.; Aspergillus; Fusarium; Colletotrichum;
Guignardia; Peniophora; Glomerella; Curvularia; e um grupo que ndo apresentou

caracteristicas para uma provavel identificacdo (Mycelia sterilia).
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Tabela 2 - Descri¢do das caracteristicas morfoldgicas dos grupos obtidos no isolamento
de fungos endofiticos de P. hispidum.

GRUPO

CARACTERISTICAS

Possivel
Género

N° DE

ISOLADOS

Cor creme a marrom. Textura
pulverulenta ou aveludada. Os conidios
sao elipticos a oblongos, de coloracao
hialina a pigmentado, ocorrendo em
grandes cadeias lineares.

Paecilomyces

11

II

Cor verde. Coldnia pulverulenta
aveludada a cotonosa. Inicialmente
branca, adquirindo coloragao verde.

Conidi6foros terminando em uma
vesicula globosa.

Aspergillus

I

Cor rosa. Textura cotonosa a lanosa. Os
macroconidios sdo grandes, claros,
multiseptados, em forma de foice ou
canoa, produzidos em
macroconidiéforos simples ou
ramificados.

Fusarium

v

Cor bege. Colonia lanosa a aveludada.
Hifa septada apresentando conidi6foros
hialinos a castanhos, produzindo
conidios unicelulares que podem se
tornar septados.

Colletotrichum

Cor preto a cinza. Textura granular com
borda da col6nia irregular. Crescimento
lento. Picnidios negros.

Guignardia

14

VI

Cor verde. Textura inicialmente
aveludada, tornando-se pulverulenta,
podendo apresentar borda branca. O

fundo pode ser marrom amarelado. Hifa
septada, apresentando conidiéforos
simples ou ramificados.

Peniophora

VII

Cor amarela. Textura cotonosa. Hifa
septada e nodosa de paredes finas. Nao
foram observados conidiéforos.

Glomerella

VIII

Cor cinza. Colonia lanosa a aveludada.
Hifa septada apresentando conidiéforos
hialinos a castanhos, produzindo
conidios unicelulares que podem se
tornar septados. Os conidios podem ser
ovais, oblongos ou falcados.

Curvularia

Outros. Caracteristicas variadas.

6 (10,3%)

Total

58
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Na Figura 11, pode-se observar que cerca de 24% dos fungos foram
classificados no grupo V, cujas caracteristicas indicam o provavel género Guignardia.
Para o grupo I foram 19% do total de isolados (provavel género Paecilomyces). Estes
resultados sdo semelhantes aos que Strobel e colaboradores observaram em seus
experimentos de isolamento de fungos endofiticos de Cinnamomum zeylanicum
(canela), onde a maior parte dos fungos isolados estd classificada como Ascomicetos

(Strobel et al., 2001).

10%

B Paecilomyces

B3 Aspergillus

@ Fusarium

O Colletotrichum
Guignardia

0 Peniophora

O Glomerella

@ Curvularia

O Mycelia sterilia

9%

RIS
N

24%
Figura 11 — Distribui¢do percentual dos isolados flingicos em possiveis géneros.
As caracteristicas morfolégicas observadas para os isolados endofiticos de P.
hispidum indicaram a presenca de gé€neros importantes para a biotecnologia como:

Aspergillus, Penicillium e Fusarium, cujas espécies vém sendo utilizadas em diversos

processos industriais.

5.3 Producdo de Compostos Antimicrobianos

Os liquidos metabdlicos dos fungos endofiticos isolados de P. hispidum foram

utilizados para os ensaios de antagonismo in vitro contra bactérias-teste (Figura 12).

Figura 12 — Inibicdo do crescimento de S. sonei (A) e S. aureus (B) por liquidos
metabdlicos de fungos endofiticos de P. hispidum.
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Do total de liquidos metabdlicos testados, 15 (25,9%) apresentaram atividade

antagdnica contra uma ou mais bactérias-teste, como pode ser observado nos dados da

Tabela 3. Dos isolados que produziram metabdlitos secundarios com atividade

antibacteriana, 6 foram isolados de caule, 5 de folha, e 4 de raiz de P. hispidum.

Tabela 3 - Teste de antagonismo entre os isolados flingicos endofiticos de P. hispidum e
as bactérias-teste patogénicas.

Isolado  S. aureus P. vulgaris E.coli S.sonnei Isolado  S. aureus P. vulgaris E. coli S. sonnei
PH-F 1 - - - - PH-C 23 - + - -
PH-F 2 - - - - PH-C 24 - + - +
PH-F 3 - - - - PH-C 25 - - - -
PH-F 4 - - - - PH-C 26 - - - -
PH-F 5 - - - - PH-C 27 - - - -
PH-F 6 - - - - PH-C 28 - - + -
PH-F 7 - - - - PH-C 29 - - - -
PH-F 8 - - - - PH-C 30 - - - +
PH-F 9 - - - - PH-C 31 - - - -
PH-F 10 - - - - PH-C 32 - - - -
PH-F 39 - - - - PH-C 33 - - + -
PH-F 40 - - - - PH-C 34 + - - +
PH-F 41 - + - - PH-C 35 - - - -
PH-F 42 - - - - PH-C 36 - - - -
PH-F 43 - - - - PH-C 37 - - - -
PH-F 44 - + - - PH-C 38 - - - -
PH-F 45 - - - - PH-R 11 - - - -
PH-F 46 - - - - PH-R 12 - - - -
PH-F 47 - - - - PH-R 13 - + - -
PH-F 48 - - - - PH-R 14 + - - +
PH-F 49 - - - - PH-R 15 - - - -
PH-F 50 - - - - PH-R 16 - - - -
PH-F 51 - - + - PH-R 17 - - - -
PH-F 52 - + - + PH-R 18 - - - +
PH-F 53 - - - - PH-R 19 - - - -
PH-F 54 - + - + PH-R 20 - + - -
PH-F 55 - - - - PH-R 56 - - - -
PH-C 21 - - - - PH-R 57 - - - -
PH-C 22 - - - - PH-R 58 - - - -

(+) = presenga de halo de inibi¢do do crescimento bacteriano
(-) = auséncia de halo de inibicéo do crescimento bacteriano

Vale ressaltar que 8 isolados endofiticos (PH-F 41, PH-F 44, PH-F 52, PH-F 54,
PH-C 23, PH-C 24, PH-R 13 e PH-R 20) produziram metabdlitos secundérios que

apresentaram atividade de inibicdo do crescimento da bactéria-teste Proteus vulgaris.

Este patdgeno apresenta forma de bastonetes, ¢ Gram negativo e habita o trato intestinal

de humanos e animais. Pode ser encontrado no solo, na dgua e em matéria fecal.
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Agrupada com os enterobacteriaceae, ¢ uma bactéria oportunista de humanos, conhecida

por causar infec¢des do trato urindrio (PELCZAR et al., 1997).

Foram encontrados trés isolados endofiticos de P. hispidum (PH-F 51, PH-C 28
e PH-C 33) que produziram metabdlitos capazes de inibir o crescimento de Escherichia

coli, uma bactéria bacilar Gram-negativa, descrita como uma das mais antigas bactérias

simbiontes do homem (PELCZAR et al., 1997).

(@'N

O agente etioldégico mais comum da shiguelose € a Shigella sonnei, a qual

(€N

transmitida por via fecal-oral. Esta doenga possui altissima infectividade e
caracterizada por causar diarréia hemorragica com pus, quase sempre acompanhada de
dor abdominal (PELCZAR et al., 1997). A partir dos testes de antagonismo in vitro,
observou-se que sete isolados fiingicos (PH-R 14, PH-R 18, PH-C 24, PH-C 30, PH-C
34 e PH-F 52 e PH-F 54) produzem compostos com potencial a¢cdo inibitéria frente a

bactéria S. sonnei.

Dois extratos metabodlicos dos isolados de P. hispidum apresentaram resultado
positivo nos testes de antagonismo frente a bactéria-teste Staphylococcus aureus. Este
patégeno Gram positivo pertence a familia Staphylococcaceae. Coloniza principalmente
as vias nasais de humanos, mas também pode ser encontrado no trato intestinal e na
cavidade oral. Responsdvel por intimeras infeccdes purulentas, esta bactéria estd

associada a intoxicacdes alimentares e a sindrome do choque téxico (PELCZAR, 1997).

Nao foram observados casos em que os metabdlitos promoveram um maior
crescimento dos microrganismos-teste. Aratjo (1996) e Souza et al. (2004) também
observaram resultados semelhantes ao realizar ensaios de culturas pareadas entre
microrganismos endofiticos de Citrus e de plantas toxicas da AmazoOnia, contra

diferentes bactérias patogénicas.

Estes resultados observados indicam uma complexidade na interacdo entre a
microbiota endofitica e seu hospedeiro, visto que a partir da producao de metabdlitos
secundérios com atividade antibacteriana, o endéfito pode estar auxiliando a planta a se
defender contra patégenos. Do ponto de vista bioldgico, a producdo de um dado
metabolito pode ser fundamentada em varios mecanismos envolvidos na interagdo entre
um microrganismo e seu habitat, como por exemplo, a competicdo por nicho onde um
microrganismo ocupa 0 mesmo espaco que o outro, € depois competi¢do por nutrientes,

ou ainda, ser apenas produto do seu metabolismo.
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Os 15 extratos de isolados endofiticos de P. hispidum que forneceram resultados
positivos nos testes de antagonismo in vitro foram submetidos a andlise por CLAE para
posterior comparacdo de seus perfis cromatogrificos com os obtidos para dois
antibidticos comerciais (amoxicilina e cefaloxina). Dez extratos flingicos, produzidos
pelos isolados PH-F 41, PH-F 44, PH-F 51, PH-F 54, PH-C 23, PH-C 24, PH-C28, PH-
C 33, PH-C 34 e PH-R 20, apresentaram perfis cromatograficos semelhantes ao perfil

da amoxicilina comercial, como pode ser observado nos cromatogramas da Figura 13.
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Figura 13 — Perfis cromatogréficos da amoxicilina comercial e dos extratos metabolicos
de isolados endofiticos de P. hispidum.

A partir da andlise dos perfis cromatograficos da Figura 13, verifica-se que

existe a possibilidade destes fungos endofiticos de P. hispidum produzirem uma

substancia quimicamente semelhante ao antibidtico comercial, uma vez que 0s picos

obtidos nos cromatogramas apresentaram tempos de reten¢cdao semelhantes.

Seis sobrenadantes obtidos a partir do cultivo dos isolados PH-F 41, PH-F 51,
PH-C 23, PH-C 24, PH-C 33 e PH-C 34 apresentaram perfil cromatografico com picos
na regido dos picos observados no cromatograma da cefaloxina comercial, como pode

ser observado na Figura 14.
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Figura 14 — Perfis cromatogréficos da cefaloxina comercial e dos extratos metabdlicos
de isolados endofiticos de P. hispidum.
Observa-se na Figura 14, que existe a possibilidade destes fungos endofiticos de
P. hispidum produzirem um composto com estrutura quimica semelhante a do
antibidtico comercial, visto que os picos obtidos nos cromatogramas apresentaram

tempos de retencao préximos.

Avaliando os perfis cromatograficos dos 15 isolados endofiticos de P. hispidum
que apresentaram atividade antibacteriana, verificou-se a produ¢do de uma mesma
substancia pelos isolados PH-F 41, PH-C 23, PH-C 24, PH-C 28, PH-C 33 e PH-R 20.

A sobreposi¢ao dos cromatogramas destes isolados estd apresentada na Figura 15.
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Figura 15 — Sobreposicdo dos perfis cromatograficos dos extratos dos isolados PH-F 41,
PH-C 23, PH-C 24, PH-C 28, PH-C 33 e PH-R 20.

Nota-se nos cromatogramas da Figura 15 que os seis extratos apresentam um

mesmo pico com tempo de retencdo de 3,05 minutos, regido do cromatograma referente

aos picos observados para a amoxicilina comercial. Considerando os resultados de

atividade antibacteriana destes isolados, e caracteristicas quimicas semelhantes a da
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amoxicilina, pode-se sugerir que esta molécula com pico em 3,05 minutos seja a

possivel responsavel pela atividade antimicrobiana destes isolados.

5.4. Ensaios de Atividade Enzimatica

De um total de 58 fungos avaliados nos testes qualitativos de producdo de
enzimas hidroliticas, 23 apresentaram atividade, ou seja, 39,7% dos isolados endofiticos
possuem potencial para serem utilizados em processos enzimaticos. Foram considerados
resultados positivos para a producdo de enzimas hidroliticas os isolados que
apresentaram formacao de halo no meio sélido (drea de coloragdo diferente ao redor da

coldnia), como pode ser visto na Figura 16.

Figura 16 — Halo indicativo da producdo de (A) amilase e (B) protease.

Dos fungos que apresentaram resultado positivo nos ensaios enziméticos, 12
revelaram atividade amilolitica; 5 lipolitica; 4 proteolitica; 4 celulolitica; 4 pectinolitica;
e apenas 1 isolado exibiu atividade xilanolitica. Estes resultados podem ser visualizados

na Figura 17.
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Figura 17 — Produg¢do de enzimas hidroliticas dos fungos endofiticos de P. hispidum.
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Segundo Jimenez-Zurdo et al. (1996), é possivel que as baixas atividades
xilanolitica, pectinolitica, celulolitica, proteolitica e lipolitica dos isolados de regides
tropicais, sejam observadas devido as dificuldades de visualizacdo da producdo destas
enzimas em meio sélido, principalmente num curto periodo de incubacdo. Em estudos
realizados por Hubbel (1978) e Mateos et al. (1992), o tempo de incubacdo para
avaliagdo da producdo destas enzimas variou entre 14 e 21 dias, enquanto neste trabalho

os ensaios foram realizados com um tempo que variou de 3 a 7 dias.

Apesar de alguns autores sugerirem um tempo de incubacdo maior para a
avaliacdo da atividade hidrolitica em fungos, Mendes et al. (2010) obtiveram resultados
positivos para producdo de amilase fingica em um tempo de incubacio curto (5 dias),
semelhante ao utilizado neste estudo. Portanto, tentou-se neste trabalho minimizar o
tempo de andlise dos testes enzimaticos, visando otimizar o método de selecdo de
fungos produtores de enzimas de interesse comercial. Esta tentativa justifica-se pela
demanda industrial, que requer um retorno mais imediato, ou seja, procurou-se isolados

fingicos que possam produzir enzimas hidroliticas em um curto periodo de tempo.

Dos 23 isolados endofiticos de P. hispidum que apresentaram atividade
hidrolitica em até sete dias de cultivo, 6 apresentaram atividade para mais de uma
enzima avaliada (Tabelas 4, 5 e 6). Destes, trés foram isolados de raiz (PH-R 16, PH-R
18 e PH-R 20), dois de caule (PH-C 25 ¢ PH-C 27) e um de folha (PH-F 44). O isolado
PH-R 18 apresentou atividades amilolitica, pectinolitica e xilanolitica. Os isolados PH-
R 16 e PH-R 20 apresentaram atividades amilolitica e celulolitica, enquanto PH-C 25 e
PH-C 27 possuem atividades lipolitica e proteolitica. O fungo isolado da folha de P.

hispidum PH-F 44 apresentou atividades amilolitica e lipolitica.

Os fungos que apresentaram atividade para apenas uma enzima (PH-F 1, PH-F
2, PH-F 5, PH-F 10, PH-F 39, PH-F 41, PH-C 21, PH-C 22, PH-C 23, PH-C 24, PH-C
30, PH-C 31, PH-C 33, PH-C 34, PH-R 12, PH-R 17, e PH-R 19) podem ser
considerados como promissores para serem utilizados em aplicagdes industriais, pois
possuem maior especificidade na producdo de enzimas hidroliticas, o que auxilia na
obtencdo dos produtos desejados em reagdes ou etapas de processos catalisados

enzimaticamente.

Como pode ser observado na Tabela 4, apenas 7 fungos isolados das folhas de P.

hispidum apresentaram atividade hidrolitica nas condi¢des de teste utilizadas. A maioria
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destes isolados produziu amilase (5 fungos), e nenhum isolado das folhas apresentou

producdo de pectinase, xilanase e protease.

Tabela 4 — Produgdo de enzimas hidroliticas dos fungos endofiticos de P. hispidum
isolados de folhas.

Isolado Celulase Amilase Pectinase Xilanase Protease Lipase

PH-F 1 - + - - - -
PH-F 2 - + - - - -
PH-F 3 - - - - - -
PH-F 4 - - - - - -
PH-F 5 - + - - - -
PH-F 6 - - - - - -
PH-F 7 - - - - - -
PH-F 8 - - - - - -
PH-F 9 - - - - - -
PH-F 10 - + - - - -
PH-F 39 + - - - - -
PH-F 40 - - - - - -
PH-F 41 + - - - - -
PH-F 42 - - - - - -
PH-F 43 - - - - - -
PH-F 44 - + - - - +
PH-F 45 - - - - - -
PH-F 46 - - - - - -
PH-F 47 - - - - - -
PH-F 48 - - - - - -
PH-F 49 - - - - - -
PH-F 50 - - - - - -
PH-F 51 - - - - - -
PH-F 52 - - - - - -
PH-F 53 - - - - - -
PH-F 54 - - - - - -
PH-F 55 - - - - - -

(+) = presenga de halo indicativo de atividade hidrolitica
(-) = auséncia de halo indicativo de atividade hidrolitica

Resultados distintos foram observados para os fungos isolados do caule de P.
hispidum (Tabela 5). Dentre estes isolados, apenas um produziu amilase, enquanto 4
produziram protease, 4 lipase e 3 pectinase de um total de 12 fungos produtores de
hidrolases. Atividades celulolitica e xilanolitica ndo foram observadas nos fungos

isolados do caule de P. hispidum nas condi¢des de teste utilizadas.
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Tabela 5 - Produgdo de enzimas hidroliticas dos fungos endofiticos de P. hispidum
isolados de caule.

Isolado Celulase Amilase Pectinase Xilanase Protease Lipase

PH-C 21 - - - - - +
PH-C 22 - - - - - +
PH-C 23 - - - - + -
PH-C 24 - - - - + -
PH-C 25 - - - - + +
PH-C 26 - - - - - -
PH-C 27 - - - - + +
PH-C 28 - - - - - -
PH-C 29 - - - - - -
PH-C 30 - + - - - -
PH-C 31 - - + - - -
PH-C 32 - - - - - -
PH-C 33 - - + - - -
PH-C 34 - - + - - -
PH-C 35 - - - - - -
PH-C 36 - - - - - -
PH-C 37 - - - - - -
PH-C 38 - - - - -

(+) = presenga de halo indicativo de atividade hidrolitica
(-) = auséncia de halo indicativo de atividade hidrolitica

Tabela 6 - Produ¢do de enzimas hidroliticas dos fungos endofiticos de P. hispidum
isolados de raiz.

Isolado Celulase Amilase Pectinase Xilanase Protease Lipase

PH-R 11 - - - - - -
PH-R 12 - + - - - -
PH-R 13 - - - - - -
PH-R 14 - - - - - -
PH-R 15 - - - - - -
PH-R 16 + + - - - -
PH-R 17 - + - - - -
PH-R 18 - + + + - -
PH-R 19 - + - - - -
PH-R 20 + + - - - -
PH-R 56 - - - - - -
PH-R 57 - - - - - -
PH-R 58 - - - - - -

(+) = presenca de halo indicativo de atividade hidrolitica
(—) = auséncia de halo indicativo de atividade hidrolitica



Para os 10 isolados da raiz de P. hispidum que apresentaram atividade hidrolitica
(Tabela 6), observou-se que, assim como para os isolados das folhas, a maioria dos
fungos demonstra atividade amilolitica (6 fungos). Nenhum dos isolados de raiz

apresentou atividade proteolitica ou lipolitica nas condicdes de teste utilizadas.

A baixa producdo de enzimas hidroliticas observadas neste estudo também pode
ser justificada pelas diferencas fisiologicas dos fungos, uma vez que fungos com
crescimento lento podem levar mais tempo para a producdo de metabdlitos primarios.
Portanto, os fungos que ndo apresentaram resultado positivo nas condi¢des de teste
realizadas neste estudo, ndo devem ser descartados para futuras prospecgdes de
producdo de enzimas de interesse comercial, uma vez que a partir de manipulagdes
genéticas , podem-se utilizar vetores que promovam a producdo da enzima fungica de

interesse com maior rapidez.

5.5 Ensaios Biocataliticos

Dois fungos endofiticos isolados de P. hispidum (PH-C 21 e PH-C 22) foram
utilizados nestes ensaios, visto que dos cinco que apresentaram resultado positivo no
ensaio qualitativo para a producdo de lipases, apenas os isolados do caule PH-C 21 e
PH-C 22 foram capazes de crescer no meio contendo 6leo de girassol, indutor da

producdo de lipases.

Segundo Sanchez-Montero (1991), areagdo de esterificagio pode ser
considerada uma reag¢do padrio para verificar a atividade de lipases em meio organico.
Essa reacdo possibilita discriminar entre a atuacdo de lipases e esterases. Zanotto et al.
(2009) utilizaram a reag¢do de esterificacdo do 4cido linoléico com dodecanol para
verificar a atividade de lipases de 77 fungos amazonicos. Os autores observaram que

dentre os isolados avaliados, nove apresentaram potencial para mediar esta reagao.

Os fungos endofiticos estudados neste trabalho demonstraram baixa atividade
sintética quando comparados aos fungos estudados por Zanotto e colaboradores (2009),
0os quais observaram que 32 fungos de P. aduncum demonstraram resultados
interessantes na reac¢ao de esterificacdo, apresentando moderadas conversoes a linoleato
de dodecila, de até 60%. Os autores observaram que isolados fitopatogénicos da

castanha-do-Brasil e do cacau promoveram excelentes valores de conversdo nas reacoes
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de esterifica¢do (acima de 90%), quando comparados as reacdes mediadas pela enzima

comercial Novozym® 435, cujas conversdes a éster foram de 100% (Zanotto, 2009).

Nao foi verificada a formacdo de linoleato de dodecila quando a reacdo de
esterificacdo foi mediada pelo micélio do isolado PH-C 22. Entretanto, como pode ser
observado no cromatograma da Figura 18, existem indicios de formacdo de produto
quando o isolado PH-C 21 foi utilizado como biocatalisador (indicado pela seta na

Figura 18).
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Figura 14 — Cromatogramas das aliquotas da reac@o de esterificacdo mediada pelo
micélio do isolado PH-C 21 e da reacdo controle (branco).

A diminui¢dao do pico em 16,52 min., referente ao reagente (dcido linoléico),
pode ser observado nos cromatogramas sobrepostos da Figura 19, indicando o consumo

do 4cido graxo durante a reacdo de esterificagcdo mediada pelo isolado PH-C 21.
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Figura 19 — Cromatogramas sobrepostos das aliquotas das reacdo mediada pelo isolado
PH-C 21 e da reacdo controle (branco).
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A reacdo mediada pela enzima comercial Novozym® 435, apresentou
claramente a formagdo do éster, cujo pico aparece em 22,35 min no cromatograma da
Figura 20. Neste cromatograma também fica claro o desaparecimento do pico referente

ao 4cido linoléico em apena 24 horas de reacdo (100% de conversao).
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Figura 20 — Cromatograma das aliquotas da reacao de esterificagdo mediada pela
enzima comercial Novozym® 435 e da reacdo controle (branco).

O experimento foi finalizado apdés 72 horas de reacdo. Os dois fungos
endofiticos aqui estudados, portanto, mostraram-se pouco eficientes como
biocatalisadores em reagdes de esterificacdo. Entretanto, ndo se descarta a possibilidade
de que estes fungos isolados de P. hispidum tenham essa capacidade, considerando que
apresentaram resultado positivo para a producdo de lipase em meio sélido. A baixa
eficiéncia em mediar a esterificacdo do 4cido linoléico com dodecanol pode ser
explicada considerando que na metodologia empregada neste estudo apenas as lipases
ligadas ao micélio dos isolados PH-C 21 e PH-C 22 foram avaliadas. As lipases
extracelulares, secretadas para o meio de cultivo liquido, ndo foram avaliadas nos
ensaios biocataliticos. Outra hip6tese para a baixa atividade sintética dos isolados PH-C
21 e PH-C 22 na reagdo de esterificacdo do acido linoléico com dodecanol pode estar
relacionada a rigidez tridimensional de lipases ligadas ao micélio. Visto que o micélio
atua como um ‘“‘suporte natural” na imobilizacdo de enzimas (ROMERO, 2007), sugere-
se que pode haver uma diminuicdo da flexibilidade conformacional da lipase ligada ao
micélio, e como conseqii€ncia, a enzima torna-se mais especifica para determinados

substratos (ZANOTTO, 2009).
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Embora os cinco fungos endofiticos de P. hispidum que apresentaram atividade
no ensaio qualitativo em meio sélido fossem potenciais biocatalisadores, os resultados
obtidos nos ensaios biocataliticos com dois destes isolados demonstram que os fungos
nio foram eficientes em mediar a rea¢do de esterificacdo. Esse comportamento pode
estar relacionado ainda com as diferentes estabilidades de lipases atuando em solvente
organico. Esta hipétese estd reportados nos trabalhos de Herar et al. (1993) e Janssen et

al. (1999).

5.6 Avaliacdo da Producio de Oleos Essenciais

Terpenos sdo formados por combinagdes de cinco unidades de carbono (C5)
chamadas de isopreno, e aqueles que contém oxigénio sdo chamados de terpendides
(FACUNDO, 2008). Os terpenos utilizados como padrio neste estudo foram os
monoterpenos (C10), hemiterpenos (C5), diterpenos (C20) e triterpenos (C30).

Os padrdes de terpenos foram injetados no cromatdgrafo para obtencdo dos
tempos de retengdo caracteristicos e posterior comparagdo com os perfis
cromatograficos dos extratos fingicos. Foram analisados por CLAE os sobrenadantes
dos 58 fungos endofiticos isolados de P. hispidum, os quais apresentaram crescimento

nas condig¢des de cultivo descritas no item 4.5.

De modo geral, foi possivel observar que o perfil cromatogriafico dos
sobrenadantes dos isolados endofiticos de P. hispidum apresenta dois grupos de
moléculas de diferentes polaridades, considerando as condi¢des analiticas utilizadas
(CLAE de fase reversa). O primeiro grupo € constituido por moléculas mais polares,
que possuem tempos de retencdo menores, entre 0 e 5 minutos. O segundo grupo
contém moléculas menos polares, apresentando tempos de reteng¢do entre 10 e 20

minutos.

Na Figura 21 estdo apresentados os cromatogramas dos padrdes de safrol e de o
pineno, bem como o perfil cromatografico do extrato obtido a partir do isolado
endofitico de P. hispidum PH-F 52, que apresentou atividade antimicrobiana contra P.

vulgaris e S. sonnei.
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Figura 21 — Cromatogramas dos terpenos safrol e o--pineno e do extrato do isolado
endofitico PH-F 52.

Como pode ser observado na Figura 21, o safrol, componente majoritirio na
planta (WADT, 2004) de onde os fungos foram isolados, apresentou um pico
caracteristico no tempo de retencdo de 13,11 min. O «a-pineno, encontrado na
concentracdo de 10,2% em P. hispidum (BOTTIA S. et al, 2007), apresentou um pico
majoritario em 9,05 minutos. No cromatograma obtido para o extrato do isolado PH-F
52 ndo foram observados picos nos tempos de retencdo obtidos para o safrol e para o

o-pineno. Portanto, este isolado ndo produz estes terpenos.

Na Figura 22 estdo apresentados os cromatogramas dos padroes do B-cariofileno
e do citronelol, bem como o perfil cromatografico do extrato obtido a partir do isolado

PH-F 52.
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Figura 22 — Cromatogramas dos terpenos -cariofileno e citronelol e do extrato do
isolado endofitico PH-F 52.
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O B-cariofileno estd presente em baixas concentracdes no 6leo essencial de P.
hispidum (BOTTIA S. et al, 2007). Como pode ser observado na Figura 22, este terpeno
apresentou dois picos majoritdrios no cromatograma, em 10,33 e em 14,28 minutos, fato
este que pode estar relacionado a degradacdo do composto, devido a conhecida
sensibilidade de terpenos frente as reacdes de oxidacdo. O padrao de citronelol
apresentou um pico majoritario em 3,70 minutos. O sobrenadante do isolado PH-F 52
apresentou um pico com tempo de retencdo semelhante ao de um dos picos majoritarios

do B-cariofileno, como pode ser observado nos cromatogramas ampliados da Figura 23.
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Figura 23 — Ampliagdo dos cromatogramas dos terpenos -cariofileno e citronelol e do
extrato do isolado endofitico PH-F 52.

Nota-se na ampliacdo do cromatograma do extrato flingico a presenca de um
pico centrado em 14,32 minutos préximo do pico presente no cromatograma do [3-
cariofileno em 14,28 minutos (Figura 23). Contudo, devido a possivel degradacdo do
terpeno padrdo, e a presenca de dois picos majoritdrios observados na injecdo deste
composto, ndo se pode afirmar que o pico em 14,28 minutos seja referente a molécula
de B-cariofileno. Mesmo assim, existe a possibilidade de que o isolado PH-F 52 produza
este terpeno.

Comparando-se o perfil cromatografico do extrato do isolado PH-F 52 com o do
citronelol (Figuras 22 e 23), verifica-se a auséncia de picos com tempos de retencao

semelhantes. Portanto, este isolado ndo produz o citronelol.

Os perfis cromatograficos dos padrdes de terpinoleno e (R)-carvona, bem como
do extrato obtido a partir do isolado PH-F 52 estao apresentados na Figura 24. O

terpinoleno vem sendo constantemente isolado de plantas do género Piper. Porém,
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encontrado em baixa concentracdo (1,2%) em plantas da espécie P. hispidum (BOTTIA
S. et al., 2007). A (R)-carvona ainda ndo foi descrita como metabodlito de plantas do
género Piper sp. No entanto, por possuir estrutura quimica semelhante a de alguns
compostos produzidos pelas plantas deste género, ndo foi desconsiderada a hipdtese de

que fungos endofiticos desta planta tenham capacidade de produzir esta substancia
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Figura 24 — Cromatogramas dos terpenos terpinoleno e (R)-carvona e do extrato do
isolado endofitico PH-F 52.

Como pode ser observado na Figura 24, assim como o [-cariofileno, o
terpinoleno apresentou dois picos majoritdrios no cromatograma, em 9,02 e em 14,38
minutos, possivelmente devido a sua degradacdo por oxidagdo. A (R)-carvona
apresentou um pico majoritario em 8,99 minutos. O extrato do isolado PH-F 52
apresentou um pico com tempo de reten¢do semelhante ao de um dos picos majoritarios

do terpinoleno, como pode ser observado nos cromatogramas ampliados da Figura 25.
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Figura 25 — Ampliacao dos cromatogramas dos terpenos terpinoleno e (R)-carvona e do
extrato do isolado endofitico PH-F 52.
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Nota-se no cromatograma ampliado do extrato do isolado PH-F 52 a presenca de
um pico centrado em 14,32 minutos, muito préximo do pico presente no cromatograma
do terpinoleno, em 14,38 minutos (Figura 25). Entretanto, devido a presenca de dois
picos majoritarios no padrio de terpinoleno, ndo se pode afirmar que o pico em 14,38
minutos seja referente a molécula deste terpeno, podendo ser o produto de degradagao.
Ainda sim, ndo pode ser descartada a possibilidade de que o isolado PH-F 52 produza
terpinoleno.

Comparando-se o perfil cromatografico do extrato do isolado PH-F 52 com o da
(R)-carvona (Figuras 24 e 25), verifica-se a auséncia de picos com tempos de retencdo

semelhantes. Portanto, este isolado ndo produz a (R)-carvona.

Na Figura 26 estdo apresentados os cromatogramas dos padrdes de safrol e de o-
pineno, do perfil cromatografico do extrato obtido a partir do isolado PH-F 54 que
apresentou atividade antimicrobiana contra as bactérias patogénicas P. vulgaris e S.
sonnei, e o perfil cromatografico do extrato do isolado PH-C 34, que inibiu o

crescimento das bactérias S. aureus e S. sonnei.
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Figura 26 — Cromatogramas dos terpenos safrol e o-pineno e dos extratos dos isolados
endofiticos PH-F 54 (A), e PH-C 34 (B).

Como pode ser observado nos cromatogramas da Figura 26, ndo foram
observados picos nos tempos de retengdo obtidos para o safrol (13,11 min.) e parao o-
pineno (8,99 min.) nos extratos dos fungos endofiticos PH-F 54 e PH-C 34. Portanto,
estes fungos ndo produzem safrol e o--pineno. O mesmo foi observado para os demais
52 extratos fungicos analisados, ou seja, em nenhum dos sobrenadantes analisados por
CLAE observaram-se picos com tempos de retengdo semelhantes aos dos padrdes de

safrol e a-pineno.
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A partir destes resultados, verifica-se que nas condi¢des experimentais
utilizadas, nenhum dos quinze fungos endofiticos isolados de P. hispidum que
apresentaram atividade antibacteriana produz safrol, composto de comprovada agdo
bactericida (MAIA et al., 1988; MONTEIRO et al., 2001; FONTES JUNIOR et al.,
2002). Portanto, a atividade antagonista observada contra bactérias patogénicas estd
associada a produc¢do de outras moléculas que fazem parte do metabolismo secundério

destes fungos.

Na Figura 27 estdo apresentados os cromatogramas dos padrdes do B-cariofileno

e do citronelol, bem como os perfis cromatograficos dos extratos obtidos a partir dos
isolados PH-F 54 e PH-C 34.
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Figura 27 — Cromatogramas dos terpenos -cariofileno e citronelol e dos extratos dos
isolados endofiticos PH-F 54 (A) e PH-C 34 (B).

Assim como foi observado para o isolado endofitico PH-F 52, os sobrenadantes
dos isolados PH-F 54 e PH-C 34 apresentaram picos com tempos de retengao
semelhantes ao de um dos picos majoritdrios do B-cariofileno. Os cromatogramas

ampliados dos extratos dos fungos PH-F 54 e PH-C 34 estdo apresentados na Figura 28.
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Figura 28 — Amplia¢ao dos cromatogramas dos terpenos -cariofileno e citronelol e dos
extratos dos isolados endofiticos PH-F 54 (A) e PH-C 34 (B).
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Nota-se nos cromatogramas ampliados da Figura 28 que os extratos dos isolados
PH-F 54 e PH-C 34 apresentam picos centrados em 14,29 e 14,37 minutos,
respectivamente. Ambos os picos possuem tempo de retencao semelhante ao do pico em
14,28 min. observado para o [-cariofileno. Estes resultados sugerem que existe a
possibilidade dos isolados PH-F 54 e PH-C 34 produzirem [-cariofileno. Contudo,
devido a maior proximidade entre os tempos de retencdo, o isolado PH-F 54 mostra-se
como um potencial candidato para a produgdo de B-cariofileno. Os demais extratos
fingicos analisados por CLAE ndo apresentaram picos com tempos de retencdo
semelhantes aos picos do B-cariofileno, como observado para os extratos dos fungos
PH-F 52, PH-F 54 e PH-C 34. Sendo assim, apenas estes trés isolados podem estar

produzindo o terpeno.

Nao foram observados picos referentes a produgdo de citronelol nos extratos dos
isolados PH-F 54 e PH-C 34 (Figuras 27 e 28). Este resultado também foi observado
para os demais extratos obtidos de isolados de P. hispidum utilizados neste trabalho, ou
seja, ndo foi verificada a producao de citronelol nos isolados fingicos endofiticos de P.

hispidum.

Os perfis cromatograficos dos padrdes de terpinoleno e (R)-carvona, bem como

dos extratos obtidos a partir dos isolados PH-F 54 e PH-C 34 estdo na Figura 29.
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Figura 29 — Cromatogramas dos terpenos terpinoleno e (R)-carvona e dos extratos dos
isolados endofiticos PH-F 54 e PH-C 34.
Observa-se na Figura 29 que os extratos dos isolados PH-F 54 e PH-C 34
apresentaram um pico com tempo de retencdo semelhante ao de um dos picos
majoritarios do terpinoleno. Os cromatogramas ampliados dos extratos dos isolados PH-

F 54 e PH-C 34 estdo apresentados na Figura 30.
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Figura 30 — Ampliacao dos cromatogramas dos terpenos terpinoleno e (R)-carvona e
dos extratos dos isolados endofiticos PH-F 54 (A) e PH-C 34 (B).

Nota-se nos cromatogramas ampliados da Figura 30 que os extratos dos isolados
PH-F 54 e PH-C 34 apresentam picos centrados em 14,29, e 14,37 minutos,
respectivamente. Estes tempos de retencdo sdo proximos ao de um dos picos
majoritarios do terpinoleno (14,38 min.), o que indica a possivel producdo de
terpinoleno por estes isolados. Entretanto, o isolado PH-C 34 mostra-se como um
candidato mais promissor em relacdo a produgdo deste terpeno, uma vez que seu extrato
apresenta um pico com tempo de reten¢do muito préximo ao do pico do terpinoleno. Os
demais extratos fingicos analisados por CLAE ndo apresentaram picos com tempos de
retencdo semelhantes aos picos do terpinoleno, como observado para os extratos dos
fungos PH-F 52, PH-F 54 e PH-C 34. Sendo assim, apenas estes trés isolados podem

estar produzindo o terpeno.

Os extratos dos isolados endofiticos PH-F 54 e PH-C 34 ndo apresentaram picos
com tempos de retencdo correspondentes a produgao de (R)-carvona (Figuras 28 e 29).
Este resultado também foi observado para os demais extratos obtidos de isolados de P.
hispidum utilizados neste trabalho, ou seja, ndo foi verificada a producdo de (R)-carvona

nos endoéfitos de P. hispidum.

A hipdtese de que fungos endofiticos de P. hispidum sejam produtores de
terpenos presentes no 6leo essencial extraido da planta € bastante coerente, uma vez que
jéa existem relatos de que os genes que codificam a expressao das enzimas 1-deoxi-D-
xilulose-5-fosfato sintetase e 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato-isomerase, que regulam a via
da producdo de terpenos, sdo transferidos pela planta para o fungo, provavelmente

devido a co-evolucdo de ambos (CARRAU et al., 2005; ZHI-LIN et al., 2007).
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Um estudo desenvolvido por Hock em 1984 revelou a producdo dos terpenos
linalol, geraniol e citronelol pelas leveduras Kluyveromyces lactis e Saccharomyces
fermentati durante a fermentacdo alcodlica (HOCK et al., 1984). Um estudo mais
recente de Carrau e colaboradores permitiu identificar a produgao majoritaria de linalol
e a-terpeniol por Saccharomyces cerevisiae, além da produgdo de outros terpenos como
citronelol, geraniol e farnesol, apds alteracao de concentracdes da fonte de nitrogénio no

meio de cultura (CARRAU et al., 2005).

Neste trabalho nao foi observada a producao de safrol, composto majoritario no
6leo essencial de P. hispidum, por nenhum dos isolados endofiticos. Entretanto, trés
isolados demonstraram a possibilidade de estarem sintetizando P-cariofileno e
terpinoleno, terpenos que se apresentam em concentragdes baixas na planta hospedeira.
Portanto, verifica-se que ha a possibilidade dos fungos endofiticos de P. hispidum serem

os responsdveis pela producao deste composto.

A realizacio de um isolamento com diferentes meios de cultura mais
especificos, o uso de outras técnicas de isolamento, e alteracoes nas condi¢des de
cultivo dos fungos em meio liquido podem colaborar para que seja possivel a obtengdao
de terpenos com atividade biolégica conhecida a partir de fungos endofiticos de P.

hispidum.

5.7 Ensaios de Atividade Antioxidante

Os radicais derivados do oxigénio, gerados por vérios processos de oxido-
redugdo, podem agir de forma danosa em varias enzimas que agem como protetoras do
estresse oxidativo tais como: superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase.
Desta forma, agente antioxidantes sdo de fundamental importincia para a protecdao do

organismo contra o estresse oxidativo (ELLNAIN-WOJTASZEK et al., 2003).

Chomcheon et al. (2009) verificaram a existéncia de atividade antioxidante em
extratos de fungos endofiticos da espécie Corynespora cassiicola, demonstrando o

potencial de obtencdo destes compostos utilizando fungos.

Neste estudo, foi avaliada a atividade antioxidante de 42 extratos de fungos

endofiticos de P. hispidum. Os demais extratos ndo foram avaliados quanto a sua
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capacidade antioxidante devido a reduzida quantidade obtida, o que impossibilitaria a

realizacdo dos dois ensaios de atividade antioxidante, em triplicata.

5.7.1 Determinacdo da capacidade antioxidante dos extratos dos isolados fliingicos

com difenil-picril-hidrazina (DPPH)

Na Figura 31 pode ser observada a curva analitica da absorbancia versus a
concentracdo de dcido ascorbico ([AA] pg/mL) utilizada para expressar os resultados de
atividade antioxidante dos extratos fungicos em fun¢do da atividade antioxidante do

acido ascorbico.
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Figura 31 — Curva analitica da absorbéncia obtida no ensaio de atividade antioxidante
utilizando DPPH para diferentes concentragdes de acido ascorbico.

A equacdo de regressdo linear apresentada na Figura 30 foi utilizada para
converter os valores de absorbancia dos extratos flingicos na concentragdo de acido
ascorbico correspondente. O valor de R? encontrado foi baixo, o que pode ser explicado
pela alta reatividade e rdpida degradacdo do reagente DPPH. Todos os valores utilizados
na curva analitica representam a média de andlises dos ensaios realizados em triplicata

para cada concentracdo de 4cido ascorbico.

A Figura 32 apresenta os valores correspondentes de concentragdo de acido
ascorbico referentes as moléculas com atividade antioxidante presentes nos extratos

fingicos, a partir dos ensaios utilizando DPPH.
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Figura 15 - Concentracio equivalente de dcido ascérbico presente nos extratos flingicos,

obtida nos ensaios com DPPH.

Os extratos dos isolados fungicos testados demonstraram uma baixa capacidade
de seqiiestrar radicais livres, visto que os valores de absorbancia obtidos nos ensaios

com DPPH sdo baixos (correspondentes a concentracdes entre 0,246 e 0,335 pg/mL de
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acido ascorbico). Os isolados de folha e de caule produziram extratos que apresentaram
em média, atividade antioxidante equivalente a 0,295 pug/mL de 4cido ascorbico. Os
extratos obtidos dos isolados da raiz de P. hispidum apresentaram média de atividade
antioxidante mais alta, correspondente a 0,323 pug/mL de 4cido ascorbico. Apesar dos
fungos isolados de raiz apresentarem extratos com maiores valores de concentracdao
equivalente de 4cido ascérbico, ndo foi verificado nenhum extrato com valores muito
superiores as médias encontradas, ou seja, nenhum dos extratos se destacou em relagao

a presencga de compostos com atividade antioxidante.

E incorreto afirmar que outros isolados endofiticos de P. hispidum nio sejam
capazes de seqiiestrar radicais livres, pois talvez as condi¢des de cultivo utilizadas neste
trabalho ndo tenham promovido a biossintese de moléculas antioxidantes. Outros fatores
como a alta reatividade do DPPH, principalmente na presenca de luz, a pequena
quantidade de extrato bruto utilizada nos ensaios (10 uL), e o tempo de reagcdo, podem

ter interferido nos resultados de atividade antioxidante dos sobrenadantes ftingicos.

5.7.2 Determinag¢do da capacidade antioxidante dos extratos dos isolados flingicos

usando Fe™* como agente oxidante

Os mecanismos de a¢do dos antioxidantes sdo bem variados. Estes compostos
podem atuar na remocdo do oxigénio do meio, no seqiiestro de metais catalisadores que
auxiliam na formacdo de radicais livres, no aumento da geracdo de antioxidantes
endégenos, ou mesmo com a interagdo de mais de um mecanismo (HALLIWELL e

GUTTERIDGE, 1990; ARAUJO, 2002).

Considerando os diversos mecanismos de atua¢cdo dos compostos antioxidantes,
a utilizagdo de fons de ferro mostrou-se como uma alternativa interessante para testar a
atividade antioxidante dos sobrenadantes de isolados fungicos de P. hispidum, visto que
a metodologia baseia-se na capacidade de reducdo de um ion e ndo de um radical livre,
como no método do DPPH. Dessa forma, foi possivel verificar a presenca de moléculas

com mecanismos de acdo antioxidante diferentes.

Na Figura 33 pode ser observada a curva analitica da concentracdo de 4cido
ascorbico ([AA] pg/mL) versus a concentragdo de Fe** ([Fe™"] png/mL), fon liberado
apés a reagdo com o agente antioxidante. Neste método de andlise de atividade

antioxidante as concentracdes de 4cido ascorbico utilizadas foram maiores que as
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utilizadas no método com o DPPH, em funcdo do elevado custo do radical livre. Sendo
assim, os valores equivalentes de concentracdo de 4cido ascOrbico nos extratos de

fungos endofiticos de P. hispidum sao maiores.
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Figura 33 — Curva analitica da concentragdo de Fe>* obtida no ensaio de atividade
antioxidante utilizando Fe** para diferentes concentracdes de dcido ascérbico.

A partir da equacdo da reta obtida na curva analitica, os resultados de atividade
antioxidante dos extratos fingicos utilizando o método do Fe®* foram expressos em
funcdo da concentracdo de 4cido ascorbico. A Figura 34 apresenta os valores
correspondentes de concentragdo de dcido ascOrbico referentes a atividade antioxidante
presentes nos extratos fingicos, a partir dos ensaios utilizando Fe*.

Como pode ser observado na Figura 33, os fungos que produziram os extratos
com os maiores valores de atividade antioxidante frente o fon Fe** foram os isolados do
caule PH-C 21, PH-C 22 e PH-C 38. Estes extratos apresentaram baixa atividade
antioxidante frente ao radical livie DPPH (Figura 31). Este fato pode ter ocorrido em
virtude da diferenca no mecanismo de acdo dos antioxidantes presentes nos
sobrenadantes destes isolados, que apresentam maior capacidade de reduzir ions do que
complexar radicais livres.

De modo geral, os extratos de fungos endofiticos isolados de caule de P.
hispidum apresentaram maior capacidade de reduzir os fons de Fe do que formar
complexos com o DPPH, enquanto os isolados de raiz mostraram-se mais eficientes na

reacdo com o radical livre.

Considerando a concentragdo maxima de 4cido ascorbico analisada no ensaio
com Fe3+, de 777,6 ug/mL, verifica-se que a atividade antioxidante dos extratos
fingicos foi, de modo geral, baixa, atingindo no maximo o equivalente a 297 ug/mL de

acido ascorbico.
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Extratos de isolados endofiticos de P. hispidum
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Figura 34 — Concentracao equivalente de acido ascorbico para os extratos flingicos nos
ensaios com Fe’*.

Sendo assim, pode-se afirmar que os isolados endofiticos do caule de P.
hispidum, PH-C 21, PH-C 22 e PH-C 38, apresentam potencial para serem utilizados em

posteriores prospeccdes de compostos com atividade antioxidante.
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6. CONCLUSOES

De posse dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

1. Foram isolados 58 fungos endofiticos de duas espécimes de P. hispidum
coletadas na zona urbana de Manaus, sendo que o maior nimero de isolados foi
obtido nos fragmentos foliares;

2. Nao houve grande diversidade nos isolados endofiticos de P. hispidum, que
foram divididos em nove grupos morfoldgicos, sendo os provaveis géneros
Paecilomyces, Aspergillus, Fusarium, Colletotrichum, Guignardia, Peniophora,
Glomerella e Curvularia.

3. Quinze isolados de P. hispidum produzem compostos antimicrobianos com a¢ao
antagbnica frente as cepas patogénicas testadas. Dois isolados inibiram o
crescimento de S. aureus, sete apresentaram atividade contra S. sonnei, trés
fungos produziram compostos com atividade frente E. coli, e oito isolados
endofiticos possuem acdo antagdnica frente P. vulgaris.

4. A comparacdo dos perfis cromatogrificos dos extratos flngicos que
apresentaram atividade antimicrobiana com os perfis de antibidticos comerciais
(amoxicilina e cefaloxina) sugere que os fungos produzem moléculas com
estruturas quimicas semelhantes as dos farmacos comerciais;

5. Os isolados de P. hispidum produzem enzimas de interesse comercial. Foram
encontrados 12 produtores de amilase; 5 de lipase, 4 de protease, 4 de celulase, 4
de pectinase e 1 de xilanase;

6. Os isolados de P. hispidum ndo apresentarem eficiéncia como biocatalisadores
na reacdo de esterificacdo do 4cido linoléico com dodecanol;

7. Os isolados de P. hispidum avaliados neste trabalho nao produzem safrol,
citronelol; (R)-carvona e a-pineno. Os isolados PH-F 52, PH-F 54 e PH-C 34
s@o potenciais produtores de terpinoleno e -cariofileno;

8. Os extratos produzidos pelos isolados de P. hispidum t€ém uma atividade
antioxidante baixa quando comparada a do 4cido ascorbico; sendo que trés
isolados do caule mostraram-se promissores na redugao de fons de Fe.

9. Todos os isolados estdo disponiveis na micoteca do Mestrado em Biotecnologia

e Recursos Naturais — MBT da UEA.
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7. PERSPECTIVAS

e Fazer novo isolamento dos fungos endofiticos de P. hispidum em diferentes
estacdes do ano para comparacdo da influéncia do clima na producdo dos
metabolitos primdrios e secundarios;

e Realizar a triagem seletiva de fungos em meios de cultura diferenciados que
favorecam a producdo de substincias de interesse, tais como enzimas,
compostos antimicrobianos, 6leos essenciais e antioxidantes;

e Avaliar a influéncia da concentracao de fontes de nitrogénio no meio de cultivo
dos isolados de P. hispidum, visando induzir a producdo de terpenos;

e Estudar a fisiologia fungica para determinacdo das condi¢cdes adequadas de
crescimento para aperfeicoar a producao de moléculas de interesse comercial;

e Utilizar marcadores moleculares para selecio de fungos com genes que
codificam para enzimas que regulam a via metil eritritol fosfato;

e Concentrar os extratos fingicos obtidos para avaliar a atividade antioxidante do
concentrado;

e Realizar a identificacio molecular dos fungos que apresentaram potencial

biotecnoldgico neste estudo.
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