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ABSTRACT

The Amazon region is home to a vast microbial diversity that is attracting great interest
in the industrial sector, like the anamorphic fungi that has economic value because of
the production of bioactive compounds for industrial application. The aim of this study
was to isolate and identify fungi from healthy leaf structure of Morinda citrifolia and
verify the production of enzymes, as well as characterizing proteases from Aspergillus
and Penicillium for industrial application. For the determination of enzyme activities,
the fungi were grown in liquid medium (extract MGYP) at 30°C and 150 rpm. After five
days, the crude extract was recovered by membrane filtration (22um) and activity was
determined by the cup plate, at 37°C for 18 hours on solid medium with substrate for
each enzyme. For visualization of the areas of substrate degradation on the surface of
the medium were added solution of Congo Red and 1M NaCl solution to detect cellulase
and iodine vapors for detecting amylase. All statements expressed enzyme (amylase,
cellulase and protease), but increased expression of the halo was Aspergillus N42 and
N34 (cellulases). The protease activity of Aspergillus ranged from 1.36 U/mL (N44) at
3.38 U/ml (N35), whilst for Penicillium N23 values were higher (10.82 U/mL). As to pH,
the best results were obtained in a range of 6-9. All isolates tested can be sources of
enzymes for future applications in industrial processes.
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RESUMO

A regido Amazobnica abriga uma vasta diversidade microbiana que vem despertando
grande interesse no setor industrial, a exemplo dos fungos anamérficos, que tem valor
econdmico em virtude da producdo de compostos bioativos para aplicacdo industrial. O
objetivo desse estudo foi isolar e identificar fungos da estrutura foliar sadia de Morinda
citrifolia e verificar a producdo de enzimas, assim como caracterizar proteases de
Aspergillus e Penicillium para aplicacdo industrial. Para a determinacdo das atividades
enzimaticas, os fungos foram cultivados em meio liquido (extrato MGYP), a 30°C e
150 rpm. Apds cinco dias, o extrato bruto foi recuperado por filtracdo em membrana
(22um) e a atividade foi determinada pelo método cup plate, a 37°C por 18 horas em
meio sélido adicionado de substrato indutor para cada enzima. Para visualizacdo das
areas de degradacdo do substrato, na superficie do meio foram adicionadas solucdo
de Vermelho Congo e, solu¢cdo de NaCl 1M para detectar celulase e vapores de iodo
para detectar amilase. Todos os extratos expressaram atividade enzimatica (amilases,
celulases e proteases), porém o halo de maior diametro foi de Aspergillus N42 e N34
(celulases). A atividade das proteases das linhagens de Aspergillus variou de 1,36 U/mL
(N44) a 3,38 U/mL (N35), enquanto para Penicillium N23 os valores foram superiores
(10,82 U/mL). Quanto ao pH, os melhores resultados foram obtidos numa faixa de 6-9.
Todos os isolados testados podem ser fontes de enzimas para futuras aplicagcdes em
processos industriais.

Palavras-chave: deuteromicetos, bioprocessos, enzimas hidroliticas
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INTRODUGCAO

Dentre as diversas fontes de enzimas, os micro-organismos compdem um
dos maiores recursos genéticos disponiveis. Muitas espécies, inclusive, tem sido
alvo para investigacao da potencialidade industrial, principalmente como fontes
de amilases, celulases e proteases, que tem especial uso no processamento de
alimentos e detergentes (OYELEKE et al., 2010; OYELEKE et al., 2012).

A introdugdao de enzimas como catalisadores em processos industriais, a
exemplo das microbianas, mostra-se vantajoso, pois sdao especificas, naturais
e geralmente ndo apresentam toxicidade, caracteristicas desejaveis tanto pela
industria quanto para a integridade do meio ambiente (ESPOSITO; AZEVEDO,
2010; COSTA et al., 2012).

Dos biocatalisadores microbianos, aqueles produzidos por espécies de
fungos estao em expansao pelo uso em diversos processos. Todavia, sdao raros
os estudos de isolamento e caracterizagao de fungos associados a estruturas
vegetais sadias como fonte de enzimas hidroliticas para aplicagdo industrial. A
maioria dos estudos relata o isolamento de fungos fitopatogénicos ou espécies
micotoxigénicas de relevancia econ6mica e sanitdria (animal e humana)
(GUIMARAES et al., 2010; MEDONCA et al., 2009)..

A Morinda citrifolia, uma espécie arbérea comumente conhecida como
noni, pertence a familia Rubiaceae, conhecida devido a importancia econdmica
e terapéutica de suas espécies, utilizadas na medicina popular e na fabricacao de
fitofdrmacos e fitoterapicos. O noni tem sua origem no sudeste da Asia, Oceania
e Australia tropical, estendendo-se da Polinésia a india, atualmente apresenta
uma distribuicao pantropical devido a necessidade reduzida de cuidados,
desenvolvendo-se adequadamente sob varias condicdes ambientais.

Dentre os inumeros estudos disponiveis na literatura, Bonaldo et al. (2011)
descreve ocorréncia pioneira de Colletotrichum no Estado do Mato Grosso
em noni, taxon que compreende varias espécies saprdbias e fitopatogénicas
responsaveis por muitas doencgas importantes numa gama de hospedeiros.

Dentre os fungos filamentosos, diversos representantes do género
Aspergillus e Penicillium sao classificados como GRAS (Generally Regarded
As Safe) devido a sua baixa toxicidade (GUIMARAES et al., 2010). Além desta
caracteristica desejavel para aplicacdo na industria alimenticia, esses fungos
sao produtores de uma gama de substancias bioativas e podem ser utilizados
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em bioprocessos para producdo de enzimas hidroliticas (amilases, celulases e
proteases), acidos organicos (acido citrico e acido gluconico) (VARGA et al., 2007).

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de isolar e identificar
fungos da estrutura foliar sadia de Morinda citrifolia e verificar a produc¢ao de
enzimas, assim como caracterizar as proteases de Aspergillus e Penicillium para
aplicacao industrial.

MATERIAL E METODOS

1. Isolamento de fungos endofiticos e epifiticos

O isolamento de fungos endofiticos e epifiticos foi realizado a partir de
fragmentos de aproximadamente 5 mm? retirados das folhas sadias de noni
(Morinda citrifolia) provenientes de cinco estruturas vegetais distintas: base,
nervura central, dpice, nervura lateral e entre as veias laterais. Para o isolamento
de endofiticos, os fragmentos vegetais foram submetidos aos seguintes
tratamentos: imersdao em etanol 70% por trinta segundos; hipoclorito de sédio
1% por dois minutos; etanol 70% por quinze segundos e lavagem em agua
destilada esterilizada. Para o isolamento dos epifiticos, nos fragmentos vegetais
foi realizada descontaminacdo por imersdao em hipoclorito de sddio durante
15 segundos e lavagem em agua destilada esterilizada. Para o crescimento dos
micro-organismos, os fragmentos vegetais foram semeados na superficie de agar
rosa bengala + cloranfenicol [100mg/L (p/v)]. As placas de Petri (90mm x 20mm)
foram mantidas a 25°C, observando-se o crescimento dos fungos a cada 24 horas.
Apods sete dias, foi realizada a purificacdo dos isolados em 4gar Sabouraud (SAB)
e adgar batata dextrose (BDA) nas mesmas condi¢des de isolamento dos micro-
organismos (MOSTERTT, 2000; TEIXEIRA et al., 2011).

2. Identificagao

Apds a obtencdo de cultura pura, os fungos isolados foram identificados
pelas técnicas convencionais: analise das caracteristicas macro e microscoépicas,
conforme as recomendacdes de Barnett e Hunter (1990), Samson e Pitt (1985),
Raper e Thom (1968), Raper e Fennel (1977) e Pitt (1985).
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3. Sele¢do de fungos produtores de amilases, celulases e/ou proteases em
meio sdlido

Para a avaliacdao da atividade de amilases, celulases e proteases, foram
selecionados seis representantes do género Aspergillus (F-22, F-34, F-35, F-42,
F-44) e Penicillium F-23 para cultivo em Agar Czapeck, a 25°C por sete dias.
Dessas culturas foram retirados 10 discos miceliais medindo 8 mm de diametro
para inoculacdo em 50 mL de extrato MGYP (extrato de malte 0,3%, glicose 1%,
extrato de levedura 0,3% e peptona 0,5%) em frascos de Erlenmayer de 125 mL. A
fermentacao submersa foi realizada a 25°C, 150 rpm. Apds 5 dias, o extrato bruto
foi separado da biomassa por filtracdao a vacuo e em membrana celulésica (0,22
um). Agar amido (amilase), agar celulose (celulase) e agar leite (protease) foram
os meios utilizados para determinacado da atividade das enzimas. Nesses meios,
em placa de Petri, para cada cup plate de 8 mm de didametro foram adicionados
100 pL de extrato bruto. Todos os testes foram realizados em triplicata. As placas
foram mantidas a 25°C durante 18 horas e, para evidenciar a atividade de amilase,
foi utilizado vapor de iodo sublimado como revelador. Para evidenciar o halo de
celulase, foi utilizada solu¢ao de vermelho Congo a 0,1% e NaCl 1M por quinze
minutos cada. A atividade das enzimas foi determinada medindo-se o diametro
do halo formado em torno de cada cup plate, em milimetros.

4. Determinacao da atividade de proteases

A atividade das proteases foi determinada conforme Leigton et al. (1973).
O extrato enzimatico (150 mL) foi adicionado a 250 mL da solucdo de azocaseina
a 1% (p/v), em tampao Tris-HCl 0,2 M, em pH 7,2. Apds 60 minutos de incubagdo
a 25°C, em camara escura, a reac¢do foi interrompida com acido tricloroacético
10% (p/v) e o residuo remanescente foi removido por centrifugacdo (8000 x g)
por 15 minutos, a 4°C. Do sobrenadante, 1,2 mL foram transferidos para 1,4 mL
de Hidroxido de Sédio 1M, procedendo-se a leitura a 440 nm. Uma unidade de
atividade proteolitica foi definida como a quantidade de enzima capaz de produzir
um aumento na absorbancia de 0,1 em uma hora (TREMACOLDI e CARMONA,
2005).

5. Caracterizacao parcial das enzimas proteoliticas
A determinagao do efeito da temperatura na atividade proteolitica
foi realizada a 25°C, 37°C, 40°C, 50°C e 60°C por 1h. Ao término do periodo
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de incubagdo, a atividade enzimatica foi determinada conforme descrito
anteriormente. O efeito do pH na atividade das proteases foi determinado
utilizando-se o sistema de reagao formulado com azocaseina 1% nos tampdes
citrato 0,1 M (pH 5,0), fosfato 0,1 M (pH 6-8) e carbonato de sédio 0,1 M (pH
9 e 10). Os sistemas foram incubados durante uma hora na auséncia de luz e,
em seguida, foi determinada a atividade proteolitica. O branco e os sistemas de
reacao foram preparados em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Fungos isolados e identificados

Dos fragmentos vegetais, foram identificados 23 fungos em nivel de género,
0s quais apresentaram distribuicdo homogénea nos fragmentos das folhas.
Desses isolados 26,09% sao do grupo Micellia sterilia. Entre os epifiticos foram
identificados representantes dos géneros Aspergillus (21,74%), Cylindrocladium
(4,35%), Dothichiza (4,35%), Penicillium (4,35%) e Pestalotiopsis (4,35%). Entre os
endofiticos, Exochalara (4,35%), Colletotrichum (21,75%) e Phyllosticta (4,35%).

Estes dados diferem dos apresentados por Cannon e Simmons (2002),
visto que seus resultados demonstraram Colletotrichum e Pestalotiopsis como
endofiticos, enquanto os dados obtidos revelaram a presenca de Pestalotiopsis
como epifitico. Nesse caso, esses autores citam que as comunidades endofiticas
nos vegetais ndo sao iguais e que o fator geografico pode ser mais importante na
determinacdo da presenca desses fungos do que aqueles ligados a planta.

Com relacdo aos demais fungos, Sunayana e Prakash (2012) isolaram
espécies endofiticas de Aspergillus da espécie vegetal medicinal Boswellia serrata.
Ja Penicillium e Cylindrocladium foram identificados de amostras aparentemente
sadias de pinha (Annona squamosa L.) e graviola (Annona muricata L.) (SILVA et
al., 2006), assim como Phyllosticta de citrus (GLIENKE et al., 2011). Na investigacao
realizada por Bonaldo et al. (2011), das folhas e dos frutos de noni, com sintomas
de antracnose, foi isolado somente Colletotrichum sp.

2. Atividade enzimatica em meio sdlido

Entre os isolados de Aspergillus e Penicillium avaliados como fontes de
amilases, celulases e proteases, a atividade das enzimas foi observada em
diferentes niveis de expressao. Entre os isolados, Aspergillus N34 e Aspergillus
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N42 foram os que apresentaram os maiores halos celuloliticos, 33 mm £ 2,0 e
34 mm £ 0,9, respectivamente (Figuras 1 e 2). As amilases foram expressivas nos
cultivos de Aspergillus N34 (29 mm # 2,8), N35 (29,5 mm + 5,7) e N42 (29 mm
+ 8,1). Contudo, a atividade proteolitica apresentou menores valores quando
comparada as demais enzimas, tendo diametro do halo medindo, em média, 16
mm £ 0,9.

Figura 1. Atividade enzimatica dos isolados de Morinda citrifolia quanto a degradacdo
de protease, celulase e amilase.

Mussoi et al. (2011) cita que celulases de Penicillium e Aspergillus
podem ser utilizadas em processos de hidrdlise enzimatica de residuos com
alta disponibilidade de carboidratos como residuos agricolas, industriais e/
ou madeireiros (gramineas, sabugo de milho, palhas e casca de cereais, polpa
e casca de frutas, caule e folhas de bananeira, bagaco de cana-de-acgucar,
serragens e outros) e, ainda, podem atuar como fonte de matéria prima para
producao de biocombustiveis. Aguiar (2010) e Sales et al. (2005), por sua vez,
utilizaram, respectivamente, celulase de Aspergillus niger na hidrdlise de residuos
agroindustriais e na hidrélise de endocarpo da semente de café, acelerando sua
germinagao.
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Figura 2. Atividade de celulase em meio sélido (método cup plate) do Aspergillus N42,
halos com diametro de 34 mm + 0,9.

3. Atividade de Proteases

Em média, a atividade das proteases dos isolados de Aspergillus variou de
1,36 U/mL (N44) a 3,38 U/mL (N35), enquanto para Penicillium N23 os valores
foram significativamente superiores (10,82 U/mL). O efeito da temperatura e
do pH na atividade proteolitica desses fungos estd apresentado na Tabela 1. A
maxima atividade das enzimas foi observada a 252C, 50°C e 60°C para os isolados
do género Aspergillus, sugerindo a presenca de grupos distintos de proteases,
a exemplo de Aspergillus N44. Para Penicillium N23, a temperatura étima das
proteases foi obtida a 40°C, caracteristica diferenciada dos resultados publicados
para Penicillium spp., cuja temperatura 6tima de atividade proteolitica costuma
ser descrita na faixa de 27°C e 30°C (KRISHNA et al., 2009).
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Tabela 1. Temperatura e pH 6timo das proteases de Aspergillus e Penicillium isolados
do noni.

Isolados Temperatura 6tima pH 6timo
Aspergillus N22 50°C 8,0
Aspergillus N34 25°C 6,0
Aspergillus N35 60°C 8,0
Aspergillus N42 60°C 9,0

. 37°C 7,0
Aspergillus N44 60°C 9.0
Penicillium N23 40°C 9,0

Com relacdo ao pH, a atividade das proteases de maiores valores foi
determinada na faixa de 6,0 a 9,0. Aspergillus N34 foi o Unico isolado cujo
pH 6timo foi levemente acido (pH=6,0), resultado semelhante ao citado por
Thichota et al. (2010). No extrato de Penicillium N23, Aspergillus N22, Aspergillus
N35, Aspergillus N42 e Aspergillus N44 foram identificadas proteases alcalinas,
assim como proteases neutras em Aspergillus N44. Com essas propriedades,
tais proteases tem potencial para serem utilizadas na industria de detergentes
e alimentos.

CONCLUSAO

O noni (Morinda citrifolia L.) cultivado no solo Amazonico abriga uma rica
diversidade de fungos epifiticos e endofiticos. Dentre os isolados, os géneros
Aspergillus e Penicillium sao produtores das enzimas celulase, amilase e proteases,
as quais apresentam elevada importancia industrial. As proteases de Aspergillus
apresentam caracteristicas de pH, temperatura e facilidade de manipulacdo,
assim recomendadas para uso em industria de detergentes e alimentos.
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