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RESUMO

Os fungos entomopatogénicos produzem enzimas que estdo envolvidas no processo de
patogenicidade. Sabe-se que a capacidade de viruléncia esta pautada na producdo de enzimas
extracelulares (proteases), e pouco é observado na literatura sobre a sua utilizacdo para producéao de
enzimas de interesse industrial. Essas enzimas sdo amplamente empregadas na industria em diversos
processos biotecnologicos. No presente estudo propomos utilizar um meio de cultura pobre em
nutrientes com uma Unica fonte de notrogénio, como fonte de energia para crescimento de fungos
filamentosos entomopatogénicos, afim de caracterizar a atividade proteolitica. Levando em
consideracdo a importancia biotecnoldgica das enzimas preoteoliticas, o objetivo desse estudo foi
verificar o potencial de producdo de proteases, obtida por fungos filamentosos em meio de cultura
solido especifico. Para determinacdo da atividade enzimatica proteolitica (IE) e do indice enzimatico
(Pz) foi utilizado o meio de cultura agar-leite. O crescimento da colénia e a formacdo do halo de
degradacdo foi avaliado durante 12 dias. Os isolados Metarhizium anisopliae var. anisopliae,
Beauveria bassiana, Beauveria brongniartii, Aspergillus sp., Penicillium sp. formaram um halo de
0,1,0,40,4,0,4 e 0,1 centrimetros, respectivamente, e um Pz positivo (classe 2), mostrando que esses
isolados secretam a enzima avaliada. Paecilomyces sp. ndo formou halo de degradacédo e apresentou
um Pz negativo. O meio agar-leite mostrou-se ser um substrato potencial para a producéo de enzimas
proteoliticas com vasta aplicacdo em diversos processos biotecnologicos.

Palavras-chave: Proteases, Enzimas hidroliticas, Fungos entomopatogénicos.
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ABSTRACT

Entomopathogenic fungi produce enzymes that are involved in the pathogenicity process. It is known
that the virulence capacity is based on the production of extracellular enzymes (proteases), and little
is observed in the literature on its use for the production of enzymes of industrial interest. These
enzymes are widely used in the industry in various biotechnological processes. In the present study
we propose to use a nutrient - poor culture medium with a single source of nitrogen, as energy source
for the growth of entomopathogenic filamentous fungi, in order to characterize the proteolytic
activity. Taking into account the biotechnological importance of the preteolytic enzymes, the
objective of this study was to verify the protease production potential obtained by filamentous fungi
in a specific solid culture medium. For the determination of the proteolytic enzymatic activity (I1E)
and the enzymatic index (Pz), the agar-milk culture medium was used. Colony growth and
degradation halo formation were evaluated for 12 days. The isolates Metarhizium anisopliae var.
anisopliae, Beauveria bassiana, Beauveria brongniartii, Aspergillus sp., Penicillium sp. formed a
halo of 0.1, 0.4, 0.4 and 0.1 centimeters, respectively, and a positive Pz (class 2), showing that these
isolates secrete the enzyme evaluated. Paecilomyces sp. did not form a degradation halo and had a
negative Pz. Milk agar medium has been shown to be a potential substrate for the production of
proteolytic enzymes with wide application in several biotechnological processes.

Keywords: Proteases, Hydrolytic Enzymes, Entomopathogenic fungi.

1 INTRODUCAO

Os fungos, amplamente distribuidos em todos os habitats e ecossistemas, sS40 micro-organismos
que participam da decomposicao primaria em todos 0s ecossistemas terrestres e desempenham um
importante papel ecolégico no ciclo do carbono e reciclam nutrientes; Sdo essenciais para
sobrevivéncia de muitos grupos de organismos com 0s quais estdo associados (mutualismo); Muitos
sdo patdgenos de plantas, humanos e animais; S&8o potencialmente importante para a agropecuéria
(controle biologico) e demonstram potencial para producdo biologica e biotecnologica (ABREU et
al., 2015). Diferentes linhagens fungicas tém sido utilizadas com como uma importante fonte de
genes e vias metabdlicas para a sintese de compostos economicamente significantes, incluindo
peptideos, vitaminas, enzimas, acidos organicos (citrico, itacénico, latico e succinico), antibioticos
(penicilina), entre outros. Esses compostos, incluindo as enzimas, sdo amplamente utilizados em
processos biotecnoldgicos nas industrias téxteis, papel e celulose, couro, detergentes, bebidas
destiladas, cervejas, panificacdo, cereais para alimentacdo infantil, liquefacdo e sacarificacdo do
amido (producdo de xaropes), racdo animal, industria quimica e farmacéutica (LYND; ZHANG,
2002; MEYER, 2008; MONTEIRO; SILVA, 2009; ORLANDELLI, 2012).

As enzimas sdo um grupo proteinas que desempenham funcdes essenciais no metabolismo
atuando como catalisadoras de processos bioquimicos (LEHNINGER et al., 1995). Dentre varias
funcbes, sdo capazes de decompor moléculas complexas em unidades menores (OLIVEIRA,;

MULLER; SEGATO, 2004). Elas dettm um importante papel principalmente na degradacdo da
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matéria organica originando novos produtos, na deterioracdo de alimentos e infecgdo de hospedeiros
(LEHNINGER et al., 1995).

As proteases sdo exemplos de enzimas produzidas por fungos filamentosos, também conhecidas
como peptideo hidrolases. Essas enzimas catalisam as reagdes de hidrdlise das ligacGes peptidicas
existentes nas moléculas das proteinas, originando peptideos menores e aminoacidos livres. Algumas
pesquisas sugerem que as proteases conduzem modificacfes especificas e seletivas nas proteinas
(RAO et al., 1998). Quanto maiores as forcas que mantém sua estrutura tridimensional, maiores sao
as dificuldades que devem ser ultrapassadas para que as proteases possam desempenhar sua fungéo.
Dessa forma, a clivagem de peptideos proteoliticos tornou-se importante e tem despertado o interesse
de pesquisadores (CAMPBELL, 2000).

As proteases também estdo relacionadas com a atividade entomopatogénica desempenhada por
algumas espécies de fungos (ERLACHER et al., 2006). Para que o fungo possa penetrar o hospedeiro
e desempenhar sua atividade entomopatogénica, a agdo de enzimas extracelulares como as proteases
facilitam a sua penetracdo. A infeccdo geralmente inicia-se pela adesdo e germinacgdo de conidios do
fungo sobre a superficie do hospedeiro, seguido da penetragdo da hifa através da cuticula. Na
penetracdo estdo envolvidos os fatores fisicos (pressdo da hifa que rompe areas membranosas ou
esclerosadas) e quimicos, resultante da acdo de enzimas extracelulares (esterases, proteases, lipases,
e quitinases) que facilitam a penetragdo mecéanica. Estas enzimas degradam a estrutura de polimeros
da cuticula formada por fibrilas quitinosas embebidas em matriz composta de proteinas (HU,;
LEGER, 2002; BISCHOFF et al., 2009; VERISSIMO, 2015).

Os fungos sdo capazes de controlar a producéo de enzimas de acordo com suas necessidades e
com a disponibilidade de substratos. Sdo descritos quatro tipos de mecanismos para regular a sintese
e secrecdo de proteases extracelulares: (1) a presenca de substratos especificos; (2) os niveis dos
produtos finais (como aminoacidos, NH4+ e fontes de carbono) podem diminuir a producdo quando
em altas concentracfes; (3) niveis de carbono, de nitrogénio ou de enxofre insuficientes podem
aumentar a producdo; e (4) as enzimas podem ser produzidas em niveis baixos, independentemente
da disponibilidade do substrato (GEISSELER; HORWATH, 2008). Além disso, a producdo de
proteases por fungos filamentosos € influenciada pela qualidade da fonte de nitrogénio. Nesse estudo,
0 meio agar-leite foi utilizado na selecdo de microorganismos produtores de proteases, sendo o leite
em po a Unica fonte de nitrogénio adicionada ao meio.

As proteases estdo disponiveis comercialmente. Processos industriais geralmente exigem
enzimas robustas, capazes de atuar em diferentes condicdes de pH, temperatura, pressdo, entre outros.

Além disso, é esperado que as enzimas sejam produzidas com alto rendimento, por processos de
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fermentacdo simples e de baixo custo, proporcionando a geracdo de um produto com alto valor
agregado (CUNHA, 1999).

Nos ultimos anos, a perspectiva da utilizacdo de processos fermentativos em estado sélido tem
aumentado para producéo de enzimas de interesse industrial. O alto custo das enzimas proteoliticas é
um dos fatores limitantes no processo de hidrélise enzimatica para a sua producgdo. Entretanto, o
impacto do custo dessas enzimas pode ser reduzido a partir da selecdo de micro-organismos
produtores de proteases, pela utilizacdo de matéria-prima mais barata e estratégias de fermentacéao a
um custo efetivo, como Fermentacdo em Estado Sélido (FES) e tecnologias mais eficientes para as
etapas de sacarificacdo e fermentacdo. Tal processo é caracterizado pelo crescimento de micro-
organismos em substratos sélidos e porosos, na auséncia de agua livre entre as particulas da matriz
solida. A FES usando substratos alternativos e de baixo custo vem sendo empregada,
predominantemente, em paises orientais, para a obtencdo de produtos de importancia comercial
(FELIX et al., 2004). Levando em consideracdo a importancia biotecnolégica das enzimas
preoteoliticas, o objetivo desse estudo foi verificar o potencial de producédo de proteases, obtida por

diferentes fungos filamentosos em meio de cultura solido especifico.

2 METODOLOGIA

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Genetica Molecular e Biotecnologia
Vegetal do Centro de Biotecnologia — CBIOTEC — UFPB.

Foram utilizados os isolados fungicos: Metarhizium anisopliae var. anisopliae, B.bassiana,
B. brongniartii, Aspergillus sp., Penicillium sp. e Paecilomyces sp. coletados de solo de um sistema
agroflorestal (zona da mata de Pernambuco), no ano de 2016.
Meio de cultura e manutencéo da cultura fungica: agar-Sabouraud-dextrose - 10g de peptona de
carne, 40g dextrose, 159 de agar e 1000 mL de agua destilada. pH 5,6. As amostras foram repicadas
em tubos de ensaio contendo meio &gar-Sabouraud, onde a cultura foi mantida a temperatura
ambiente durante 15 dias e em seguida, sob refrigeracdo a 4°C.
Crescimento radial: fragmentos da cultura fungica foram colocados no centro da placa de Petri
contendo 0 meio de cultura especifico. Em seguida, as placas foram mantidas em temperatura
ambiente. As observacdes foram feitas nos intervalos de 0-2, 2-4, 6-8, 8-10, 10-12 12-14, 14-16, 16-
18, 18-20 dias. Mensuracdes com régua milimetrada foram feitas e empregadas para a construcao de
um grafico para a observacéo do crescimento radial.
Meio de cultura para a producéo das enzimas proteoliticas: meio-agar-leite — 50 g de leite molico
desnatado Nestlé, 15 g de &gar e 1000 mL de agua destilada. pH 6,8. O meio foi autoclavado por 15
min. a 120° C.
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Atividade proteolitica: inoculo do fungo foi colocado no centro da placa de Petri sobre o meio de

cultura &gar-leite. Foi avaliada no periodo de 12 dias, a capacidade de degradacdo da caseina do leite

em pd, Unica fonte de nitrogénio adicionada ao meio, para medir
isolados fungicos. A degradacdo foi avaliada macroscop

transparente ao redor da colonia.

Determinacdo da atividade enzimatica e do indice enzimético: para a determinagdo do indice
enzimatico (IE), foi utilizada a metodologia descrita por Hankin e Anagnostakis (1975), em que a
atividade da espécie avaliada decorre da razdo entre o didmetro da col6nia (dc) e o didmetro da

coldnia, acrescido da zona de precipitacdo do halo (@h).

a atividade proteolitica de todos 0s
icamente pela formacdo do halo

IE= Didmetroda colénia (@c)

Diametro da colénia + Zona de precipitacido do halo (@h)

A partir do (IE) a atividade enzimatica (Pz) pode ser classificada
A) negativa (IE = 1, Pz = classe 1);
B) positiva (0,64 = IE < 1, Pz = classe 2);

C) fortemente positiva (IE < 0,64, Pz = classe 3).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos com a avaliacdo da capacidade de

como:

producdo de enzimas proteoliticas

extracelulares das 06 espécies de fungos estdo sumarizados na Tabela 1.

Tabela 1. indices enziméticos (IE) e atividade enzimativa (Pz) de 06 isolados de fungos filamentosos entomopatdgenicos.

Espécie fangica IE Pz
auveria bassiana 0,92 positiva
auveria brongniartii 0,90 positiva
tarhizium anisopliae 0,98 positiva
ecilomyces sp. TP08 0 negativa
Jergillus sp. 0,94 positiva
nicillium sp. 0,97 positiva

Fonte: Autor

Os fungos foram cultivados em meio contendo uma Unica fonte de nitrogénio, a caseina do leite.

A caseina do leite Molico em p6 € uma macromolécula, compos
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por ligacBes peptidicas, incapaz de penetrar na membrana celular dos micro-organismos. Para que a
caseina seja utilizada pelos fungos, precisa ser degradadas em peptonas, polipeptideos, dipeptideos e
aminoécidos. Este processo é possivel porque os fungos produzem enzimas proteoliticas (proteases)
que catalizam a hodro6lise da caseina em aminodacidos, 0s quais sdo depois assimilados e catabolizados
pelas células (BOM et al. 1999).

Os isolados fungicos (Aspergillus sp., M. anisopliae var. anisopliae, B. bassiana, B. bringniartii
e Penicillium sp.) com excessdo do Paecilomyces sp., demonstraram potenciais produtores de
enzimas proteoliticas no meio de cultura agar-leite, porque apresentaram um IE alto e um Pz positivo
(classe 2), mostrando que esses isolados secretam a enzima avaliada.

Dentre os fungos filamentosos analizados, M. anisopliae apresentou IE de 0,98 e a Pz positiva.
Foi observado um crescimento radial lento no meio de cultura agar-leite quando comparado com seu
crescimento em meio de cultivo para manutengio (Agar-Sabouraud). Foi observado um halo de 0,1
centimetros (Figura 1). O resultado positivo para atividade proteolitica j& era esperado, pois varios
estudos tem apontado o M. anisopliae var. anisopliae como potencial agente no controle bioldgico
de alguns insetos-pragas: besouro do grdo do trigo (Anisoplia austriaca) e do curctleo da beterraba
(Cleonus punctiventris) (DIMBI et al., 2014).

No Brasil, 0 M. anisopliae var. anisopliae ja é utilizado no controle biologico de percevejos das
pastagens, género Deois, da broca da cana-de-acucar, Diatraea saccharalis, da cigarrinha da cana-
de-acucar, Mahanarva posticata e carrapatos que causa impacto na pecudria (ALVES, 1998;
PEREIRA et al, 2008). A facilidade de adentrar no hospedeiro devido a alta producéo de proteases e
outras enzimas, faz do M. anisopliae var. anisopliae um fungo filamentoso com 6tima atividade
entomopatogénica.

B. bassiana teve seu crescimento relativamente rapido nos dois meios de cultura utilizados.
Apresentou uma coloracdo branca e textura felpuda caracteristica da espécie e uma boa capacidade
de esporulacdo, macroscopicamente. Formou um halo de 0,4 centimetros no meio de cultura agar-
leite (Figura 1). Apresentou a Pz positiva e IE de 0,92. Essa espécie € bastante explorada no controle
bioldgico de varios insetos-praga na agropecuaria (STURMER et al., 2004) e ndo ha relatos na

literatura sobre a exploracdo dessa espécie para fins industriais (producdo de enzimas).
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Figura 1. Aspecto das colénias dos isolados fugicos em meio de cultura dgar-Sabourad-dextrose (Al, Bl e Cl1) e
formacdo do halo de degradacdo em meio de cultura gar-leite (A2, B2, e C2). (A) Metarhizium anisopliae; (B) Beauveria
bassiana; (C) Beauveria brongniartii.

Fonte: Autor

B. brongniartii apresentou também uma atividade proteolitica alta, formando um halo de
degradacédo de 0,4 centimetros (Figura 1). Apresentou a Pz positiva e IE de 0,90. Apresentou um
crescimento rapido e boa capacidade de esporulacdo, macroscopicamente. Essa espécie é utilizada no
controle biolégico parasitando varios insetos-pragas (ALMEIDA, 2005; SABBOUR, 2015) e
também ndo ha relatos na literatura sobre a sua utilizacdo para producdo enzimatica.

Segundo Alves (1998) aproximadamente 80 % das doencas acometidas a insetos sdo causadas
por fungos entomopatogénicos, incluindo mais de 700 espécies, tornando estes micro-organismos
objetos de uma importancia grande em estudos na area de biotecnologia (como producdo enzimatica)
e controle bioldgico contra insetos que causam prejuizos na agricultura ou pragas urbanas.

Aspergillus sp. secretam grandes quantidades de enzimas (HERNANDEZ-MARTINEZ et al.,
2011). Esse género é capaz de obter niveis de atividades enzimaticas superiores aos fungos que sao
geralmente classificados como os melhores produtores de proteases (CARVALHO et al., 2012).
Devido a isso, € um género bastante explorado na industria para diversas finalidades. Dentre as
enzimas secretadas pelas espécies, destacam-se as proteases.

O isolado de Aspergillus sp. testado neste estudo, formou um halo de degradacdo de 0,4
centimetros. Apresentou Pz positiva e IE de 0,94. Nossos resultados coincidem com os de Cuzzi
(2011). O autor avaliou o isolado D2-NC (Aspergillus sp.), quanto a atividade proteolitica (0,85) e a

Pz classificada como positiva (classe 2).
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As espécies de Penicillium possuem um grande potencial de producdo de proteases e outras
enzimas biotecnoldgicas (IKRAM-UL-HAQ; MUKHTAR, 2007), caracteristica muito visada no
ramo da biotecnologia e da indUstria, atualmente.

No nosso estudo utilizamos um isolado de Penicillium sp. A colénia formou um halo de
degradacdo de 0,1 centimetros. Apresentou um IE de 0,97 e a Pz positiva. Nossos resultados obtidos
para as espécies Aspergillus sp. e Penicillium sp. corroboram os de Bajpai e Patil (1997) e Pinto
(2003), que destacam a capacidade desses dois géneros fingicos em produzir enzimas extracelulares,
sobre diversos substratos. Dentre as enzimas produzidas por ambos 0s géneros, destacam-se as
proteases. Esses resultados também coincidem com os de Lima (2003), que relatam muitas espécies
do género Penicillium como notéaveis produtoras de proteases e amilases, com grande potencial de
aplicacdo em distintas areas.

O isolado Paecilomyces sp. apresentou crescimento radial muito lento, tanto no meio de
manutencdo (agar- sabourand) quanto no meio agar-leite. N& formou um halo de degracdo
evidenciando uma Pz negativa. A col6nia apresentou as caracteristicas tipicas da espéecie, um aspecto
cotonoso de cor marrom-acinzentada. Dessa forma, ha a necessidade de mais pesquisas com outros
substratos mais adaptaveis ao metabolismo do fungo, os quais permitam medir a atividade enzimatica

do Paecilomyces sp.

Figura 2. Aspecto das coldnias dos diferentes isolodos flgicos em meio de cultura agar-Sabourad-dextrose (A1, Bl e
C1) e formacdo do halo de degradacdo em meio de cultura agar-leite (A2, B2, e C2). (A) Penicillium sp.; (B) Aspergillus
sp.; (C) Paecilomyces sp.

Fonte: Autor

O género Paecilomyces é atualmente explorado no controle bioldgico, devido a sua atividade

parasitaria. Foi encontrado em ovos de nematodes em 1966 e mais tarde descoberto parasitando ovos
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de Meloidogyne incognita (Nematdide-das-galhas) no Peru (MARTI, 2006; FIEDLER;
SOSNOWSKA, 2007).

A utilizacdo de enzimas de origem microbiana, na industria biotecnoldgica, tem sido muito
explorada por apresentar uma série de vantagens, tais como: custos de producéo relativamente baixos;
facilidade de producdo em larga escala em fermentadores industriais; espectro amplo de
caracteristicas fisico-quimicas de diferentes enzimas, geralmente relacionadas ao habitat e fisiologia
do micro-organismo produtor; susceptibilidade de manipulagdo genética e por representarem um
recurso renovavel. A utilizacdo ampla destas enzimas é reflexo da elevada especificidade de sua agédo
como biocatalisadoras. Porém, enzimas com o mesmo perfil de atuacdo sob o substrato, podem
apresentar funcionamento 6timo em pH, temperatura e concentracdo iénica diferentes, o que requer
a selecdo de enzimas adequadas as condi¢cGes nas quais serdo utilizadas. Atualmente, enzimas
microbianas sdo amplamente utilizadas no processamento de alimentos, producdo de detergentes,

industrias téxtil e farmacéutica, na quimica bioldgica, na biologia molecular e medicina.

4 CONCLUSOES
Com base nos resultados obtidos, conclui-se que 0 meio &gar-leite mostrou-se ser um substrato

potencial para a producao de enzimas proteoliticas; Paecilomyces sp. apresentou IE negativo. Os
isolados de M. anisopliae var. anisopliae, B. bassiana, B. brongniartii, Panicillium sp. e Aspergillus
sp. exibiram uma atividade proteolitica positiva, apontando um potencial para serem explorada na

industria como produtoras de enzimas extracelulares.
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