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Bacaba (Oenocarpus	bacaba Mart.), pertence à família Arecaceae, sendo uma palmeira nativa encontrada em dois 
biomas brasileiros, Amazônia e Cerrado e tem sua microbiota endofítica desconhecida, apesar de sua importância 
econômica. Microrganismos endofíticos habitam o interior da planta sendo encontrados em órgãos e tecidos vegetais, 
como folhas, ramos e raízes, podendo ocupar espaços inter e intracelulares e através dessa interação de planta com 
microrganismo ocorre a produção de enzimas como a celulase, lipase, entre outras, as quais facilitam a colonização 
dos tecidos das plantas e ajudam no controle de pragas. Assim, este estudo teve como objetivo isolar fungos 
endofíticos de bacaba (O.	bacaba) a fim de detectar a produção de enzimas extracelulares. Foram coletadas amostras 
de folha e caule de três locais de bacaba na cidade de Rio Branco, Acre em setembro de 2018. As amostras foram 

odesinfectadas e inoculadas em meio Batata-Dextrose-Ágar e incubado a 28 C. Os fungos isolados foram identificados 
pela análise macro e micromorfológica e avaliados quanto a atividade enzimática. Foram isolados 37 fungos, sendo 
Aspergillus	o mais frequente. Dentre os isolados analisados, o fungo com maior índice enzimático foi Phomopsis	
2.5932, com IE = 6,5 para atividade amilolítica e IE=6,0 para atividade celulolítica. Este é o primeiro relato sobre 
descrição fungos endofiticos de bacaba (Oenocarpus	bacaba), e sobre sua produção enzimática. 

Palavras-chave:	Celulase, Amilase, Phomopsis, Aspergillus.

Bacaba (Oenocarpus	bacaba Mart.) Belongs to the Arecaceae family, being a native palm tree found in two Brazilian 
biomes, Amazonia and Cerrado and has its unknown endophytic microbiota, despite its economic importance. 
Endophytic microorganisms inhabit the interior of the plant being found in plant organs and tissues, such as leaves, 
branches and roots, and may occupy inter and intracellular spaces and through this interaction of plant and 
microorganism occurs the production of enzymes such as cellulase, lipase, among others, which by facilitating 
colonization of plant tissues and help in pest control. Thus, this study aimed to isolate endophytic fungi from bacaba 
(O.	bacaba) in order to detect extracellular enzyme production. Leaf and stem samples were collected from three 
bacaba individuals in the city of Rio Branco, Acre in September 2018. The samples were disinfected and inoculated in 
Potato-Dextrose-Agar medium and incubated at 28 ºC. The isolated fungi were identified by macro and 
micromorphological analysis and evaluated for enzymatic activity. Thirty-seven fungi were isolated, with Aspergillus 
being the most frequent. Among the isolates analyzed, the fungus with the highest enzymatic index was Phomopsis 
2.5932, with IE = 6.5 for amylolytic activity and IE = 6.0 for cellulolytic activity. This is the first report on endophytic 
fungi description of bacaba (Oenocarpus	bacaba), and on its enzymatic production.

Keywords:	Cellulase; Amylase; Phomopsis;	Aspergillus.
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Introdução
As enzimas são proteıńas com importante atividade 

catalıt́ica nas reações quıḿicas, sendo essenciais para 

todos os seres vivos, pois contribuem para que as reações 

ocorram em um ambiente compatıv́el com a manutenção 

da vida (PRAXEDES et al., 2018). As enzimas podem ser 

aplicadas em diversos setores, como: indústria farmacêu-

tica, alimentıćia, têxtil, agricultura, produtos quıḿicos e 

energia, a qual promovem modificações das caracterıśti-

cas fı́sico-quı́micas de matérias-primas e produtos 

(STROBEL et al., 2010; ORLANDELLI et al., 2012; STRO-

BEL, 2014).
A diversidade de aplicações se dá pelo fato de enzimas 

reduzirem o tempo de processamento de produtos, inges-

tão de insumos de baixa energia e principalmente por suas 

caracterıśticas ecológicas sustentáveis (LI et al., 2012; CHOI 

et al., 2015). As enzimas de origem microbiana têm sido 

amplamente aplicadas nos últimos anos, por serem facil-

mente produzidas em larga escala. Com a tecnologia do 

DNA recombinante, as cepas podem ser modificadas gene-

ticamente, aumentando assim seu potencial enzimático 

(LIU et al., 2013).
Potenciais produtores de enzimas são fungos endofıt́i-

cos, microrganismos que colonizam o interior dos tecidos 

vegetais sem causar danos aos seus hospedeiros (FERREI-

RA et al., 2018). Dentro da comunidade endofıt́ica, os fungos
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apresentam uma importante interação com as plantas hos-

pedeiras, combatendo a infestação por patógenos, ação de 

predadores e apresentando possıv́eis propriedades tera-

pêuticas (SOARES et al., 2015). Além disso as enzimas extra-

celulares desempenham funções na obtenção de nutrientes 

compondo importante papel funcional na sua relação com 

as plantas e ambiente (ATALAY et al., 2015).
A produção enzimática é especıf́ica entre a planta hos-

pedeira e o fungo endofıt́ico. Durante o processo parasitário, 

os fungos endofıt́icos agem sobre fitopatógenos pela ação de 

enzimas degradativas da parede celular, como proteases, 

quitinases e lipases (TAN et al., 2001). Além dessas enzimas, 

celulases, lipases e pectinases facilitam a colonização do 

endófito no tecido vegetal (ATALAY et al., 2015). Tais enzi-

mas podem ser de grande valia para o controle de pragas na 

agricultura e na biorremediação pela decomposição de 

compostos xenobióticos (STEPNIEWSKA; KUZ�NIAR, 2013).
As enzimas também podem ter outras aplicações indus-

triais. Celulases são utilizadas na indústria de papel e celulo-

se para o branqueamento das pastas, em substituição ao 

cloro (PAIVA; SA� -PEREIRA, 2008). Proteases podem ser 

utilizadas na fabricação de detergentes e produtos de lim-

pezas (MAURER et al., 2004), e na indústria alimentıćia, por 

fazer parte da produção de pães, assim como as amilases 

(SOUZA et al, 2019). Lipases são utilizadas na produção de 

leite e derivados por desenvolver sabores caracterıśticos 

aos produtos (JAVED, S. et al 2018).
A Amazônia brasileira é rica em espécies, porém pouco 

estudada quanto a sua microbiota endofıt́ica. Uma planta 

muito encontrada é a bacaba (Oenocarpus	 bacaba Mart.), 

palmeira nativa encontrada em dois biomas brasileiros, Ama-

zônia e Cerrado. Essa espécie produz frutos comestıv́eis entre 

os meses de dezembro e abril (PUERARI, 2015). A planta 

pertence à famıĺia Arecaceae, considerada a terceira famıĺia 

botânica economicamente mais importante, depois das famı-́

lias Poaceae	e	 Fabaceae. E�  constituıd́a por mais de 2.500 

espécies sendo distribuıd́as em 200 gêneros ocorrendo prin-

cipalmente nos trópicos (JOSE� ; ERASMO; COUTINHO, 2012). 

O gênero Oenocarpus, que integra essa famıĺia é encontrado 

da Costa Rica até a Bolıv́ia, sendo composta por nove espéci-

es, entre elas, O.	bacaba (BALICK, 1986; QUEIROZ; BIANCO, 

2009).
Ainda não há estudos à cerca da comunidade endofıt́ica 

dessa espécie, muito menos relacionado a produção de 

enzimas. Assim, este estudo teve como objetivo isolar fun-

gos endofıt́icos de bacaba (Oenocarpus	 bacaba) a fim de 

detectar a produção de enzimas extracelulares.

Material	e	Métodos

Coletas	do	material	vegetal
Foram coletadas folhas e caule da Bacada (Oenocarpus	

bacaba	Mart.) em Setembro de 2018 de três locais: (1) Par-

que Zoobotânico – Campus Universidade Federal do Acre (S-

9,953265; W-67,874598), (2) Embrapa/Acre (S-0,026277; 

W-67,705762), e (3) Bairro Conquista (S-9,951908; W-

67,833033), todos no municıṕio de Rio Branco, estado do 

Acre (Figura 1).

Figura	1.	Locais de coleta. (A) Localização dos locais coletados; (B) Imagem da palmeira da Bacaba (O.	bacaba); (C) Todos locais eram nativos. / Figure	1.	Collection locations. (A) 
Location of the collected sites; (B) Image of Bacaba palm (O. bacaba); (C) All individuals were native.

Isolamentos	dos	fungos	endofíticos	
O isolamento dos fungos endofıt́icos foi realizado a par-

tir de folha e caule de O.	 	bacaba, após lavagem em água 
corrente, sabão neutro e desinfecção superficial. Para desin-
fecção, o material vegetal foi imerso em solução de álcool 
70% por 1 min, hipoclorito de sódio 2% por 3 min para 
folha e 5 min para caule e duas lavagens em água destilada 
esterilizada por 1 min cada. O material desinfetado foi cor-

2tado em segmentos de 5 mm  (ARAU� JO et al., 2010).
Após a desinfecção foram transferidos cinco fragmentos 

de cada tecido vegetal para placas de Petri contendo meio 

de cultura Batata-Dextrose-A� gar (BDA) suplementado com 
-1antibiótico cloranfenicol 100 mg L  (ARAU� JO et al., 2010). 

Foram realizadas duas repetições para cada tecido vegetal. 
As placas de Petri foram mantidas por sete dias a 28 °C. A 
eficácia do processo de desinfecção superficial foi avaliada 
por meio da inoculação de 200 µL da última água de lava-
gem em meio BDA (ARAU� JO et al., 2010).

Colônias fúngicas com caracterıśticas distintas de acor-
do com observações macroscópicas (coloração e caracterıś-
ticas de crescimento em meio de cultura) foram purificadas 
utilizando a técnica de estrias por esgotamento em placas
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de Petri contendo o meio de cultura BDA, e incubadas a 
temperatura ambiente por 48 h. Colônias fúngicas isoladas 
foram transferidas para tubos contendo meio BDA inclina-
do (ARAU� JO et al., 2010). Os fungos com caracterıśticas 
macromorfológicas semelhantes foram agrupados em mor-
foespécies para realização de identificação e bioensaios de 
produção enzimática.

Identificações	dos	fungos	endofíticos
Foi realizado o microcultivo dos fungos isolados para a 

identificação micromorfológica. Os microrganismos foram 
crescidos em cubos de 1 cm² de BDA cobertos com lamıńu-
la, dentro de placas de Petri. As placas foram incubadas à 
temperatura ambiente por 7 dias para o crescimento mice-
lial e posteriormente as lâminas foram coradas com azul de 
lactofenol para observação das estruturas reprodutivas em 
microscópio óptico (SHIRLING; GOOTTLIEB, 1966). Para 
identificação foi utilizada bibliografia especıf́ica (BARNETT; 
HUNTER, 1998).

Ensaios	enzimáticos
Para os testes de produção enzimática, os fungos foram 

cultivados em meio BDA e posteriormente foram retirados 
plugs de 30 mm que foram inoculados em meios especıf́icos 
para cada enzima e incubadas a 28 °C por sete dias.  

Atividade	celulolítica
Para o teste de degradação de celulose, cada plugs de 30 

mm foi inoculado em meio sólido contendo ágar carboxime-
tilcelulose (CMC) (carboximetilcelulose 10 g; ágar 15 g para 
1L), e incubadas a 28 °C por sete dias. Após incubação, as 
placas foram coradas com 10 mL do corante iodo de gram 
por 10 min para a revelação e mensuração do halo de 
degradação de CMC (MEDDEB-MOUELHI et al., 2014). 

Atividade	amilolítica
Para o teste de degradação de amido, cada plugs de 30 

mm foram inoculados em meio sólido composto de 15g 
ágar, 2,7g extrato de carne, 4,5g peptona com 1% amido 
para 1 L. Após a incubação utilizou-se solução reveladora de 
iodo 0,1N. Os resultados das reações enzimáticas positivas 
foram identificados pela formação de um halo de degrada-
ção translúcido ao redor da colônia (DINGLE et al., 1953).

Atividade	lipolítica
Para o teste de degradação de lipıd́eos, cada plug de 30 

mm foi inoculado em meio mıńimo (0,19g NaNO , 0,59g 3

KH PO , 0,25g MgSO .7H O, 0,25g KCl, 0,005g  FeSO .7H O, 2 4 4 2 4 2

5g glicose e 15g ágar para 1L), e suplementado com 2% de 
Tween 80, com pH 6,5 não sendo necessária à adição de 
solução reveladora (SIERRA, 1957). A reação enzimática 
positiva para lipase foi à formação de zonas claras em volta 
da colônia em razão da completa degradação do ácido gor-
duroso (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975).

Atividade	proteolítica	
Para o teste de degradação de proteıńa, cada plugs de 30 

mm foi inoculado em meio mıńimo (0,19g NaNO , 0,59g 3

KH PO , 0,25g MgSO .7H O, 0,25g KCl, 0,005g  FeSO .7H O, 2 4 4 2 4 2

5g glicose e 15g ágar para 1L),  suplementado com 2% de 
leite desnatado, com pH 6,5 não sendo necessária a adição 
de solução reveladora. Os resultados das reações enzimáti-
cas positivas foram identificados pela formação de um halo 

de degradação translúcido ao redor da colônia (DINGLE et 
al., 1953).

Determinação	enzimática
A determinação enzimática foi expressa como ıńdice 

enzimático (IE), mediante a relação do diâmetro médio do 
halo de degradação e o diâmetro médio da colônia 
(HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975). Dessa forma, os isolados 
que exibiram os maiores IE nos meios de crescimento, são 
os que possuem maior atividade enzimática extracelular 
(OLIVEIRA et al., 2006).

Programa	estatístico
Para a análise dos dados coletados e produção das tabe-

las, foi utilizado o programa GraphPad Prism 5 (GraphPad 
Software Inc., San Diego, CA, EUA).

Resultados

Isolamento	de	fungos	endofíticos
Foram isolados 37 fungos dos três locais amostrados 

(Tabela 1). O tecido vegetal com maior ocorrência de fungos 
endofıt́icos foi caule, com 32 (86,5%) fungos para todos os 
locais (Tabela 1).

Pela análise das caracterıśticas macromorfológicas os 
fungos isolados foram agrupados em oito morfoespécies, 
sendo identificados os gêneros Aspergillus	(51,6%), Paeci-
lomyces	(9,7%), Penicillium sp. 1 (6,5%), Penicillium sp. 2 
(3,2%), Phomopsis sp. (3,2%) e Guignardia	 sp. (3,2%), e 
duas morfoespécies não apresentaram estruturas reprodu-
tivas, classificados como micélio estéril (22,6%) (Figura 2). 
O indivıd́uo II apresentou maior número de isolados fúngi-
cos em relação aos outros locais (Figura 3).

Tabela	1. Quantidade de fungos endofıt́icos isolados de Oenocarpus	bacaba	de acordo com 
indivıd́uo, local de coleta e tecido vegetal. / Table	1. Number of endophytic fungi isolated 
from Oenocarpus bacaba according to individual, place of collection and plant tissue.

Indivíduo
Local	de
Coleta

Data	da	
Coleta

Quantidade	
de	isolados	fúngicos

Folha Caule Total
I PZ* 09/2018 3 8 11
II Embrapa/Ac 09/2018 1 11 12
III Conquista 09/2018 0 13 13

Total 4 32 37
*PZ: Parque Zoobotânico. PZ: Zoobotanical Park.

Aspergillus

Guignardia

Micélio	estéril

Paecilomyces

Penicilliuym	sp.1

Penicilliuym	sp.2
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Figura	2. Frequência de fungos endofıt́icos isolados de Oenocarpus	bacaba.	/	Figure	2. 
Frequency of endophytic fungi isolated from Oenocarpus	bacaba.

Figura	 3.	 Distribuição de fungos isolados em cada indivıd́uo de Oenocarpus	 bacaba.	
Indivıd́uo I: Parque Zoobotânico/ Campus Universidade Federal do Acre; Indivıd́uo II: 
Embrapa/ Rio Branco – Acre; Indivıd́uo III: Bairro Conquista/ Rio Branco - Acre. / Figure	3. 
Distribution of isolated fungi in each individual of Oenocarpus bacaba. Individual I: 
Zoobotanical Park / Campus Federal University of Acre; Individual II: Embrapa / Rio Branco 
- Acre; Individual III: Bairro Conquista / Rio Branco - Acre.

Indivıd́uo III

Indivıd́uo II

Indivıd́uo I

0% 20% 40% 60% 80% 100%
Phomopsis	sp. Penicillium	sp. Paecilymeces	sp. NI* Guinardia sp. Aspergillus sp.

NI* = Não identi�icado
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Produção	de	enzimas	

Foi utilizado um representante de cada morfoespécie 

para a realização do ensaio enzimático em meio sólido. Os 

resultados mostraram que os fungos endolıt́icos de O.	baca-

ba produzem enzimas extracelulares de interesse industrial 

como lipase, protease, amilase e celulase (Tabela 2). 62,5% 

dos fungos apresentaram atividade celulolıt́ica, seguido pela 

atividade amilolıt́ica com 37,5%. Para as enzimas proteolıt́i-

cas e lipolıt́icas, apenas uma morfoespécie apresentou halo 

de degradação.

Tabela	2.	Produção de enzimas por fungos endofıt́icos de	Oenocarpus	bacaba. / Table	2. Enzyme production by endophytic fungi of Oenocarpus	bacaba.

Código	do	isolado Identi�icação
Índice	enzimático

Protease Lipase Celulase Amilase
2.5919 Aspergillus sp. - - 5,5 ±1,1 -
2.5949 Guignardia sp. - - - -
2.5946 Micélio	estéril	sp. 1 2,7 ±0,2 - 4,3 ±0,1 3,9 ±0,1
2.5724 Micélio estéril sp. 2 - - 1,9 ±0,1 -
2.5939 Paecilomyces sp. - - - -
2.5947 Penicillium sp. 1 - - 1,5 ±0,1 5,8 ±0,3
2.5912 Penicillium sp. 2 - - - -
2.5932 Phomopsis sp. - 4,2 ±0,3 6 ±0,3 6,5 ±0,2

% 12,5 12,5 62,5 37,5

Os fungos	 Phomopsis 2.5932 e Micélio estéril 2.5946 

apresentaram atividade para três das quatro enzimas anali-

sadas.  Os fungos Paecilomyces 2.5939, Guignardia 2.5949 e 

Penicillium 2.5912 não apresentaram atividade para nenhu-

ma das enzimas analisadas.

Discussão
Microrganismos endofıt́icos estão presentes no interior 

de órgãos e tecidos vegetais como folhas, caules e raıźes de 

plantas, podendo apresentar uma quantidade variável con-

forme localização (RIBEIRO; PAMPHILE, 2018). Neste tra-

balho, o tecido vegetal que apresentou maior quantidade de 

isolados endofıt́icos foi caule com 32 (86,5%) fungos endo-

fıt́icos, seguido da folha com 5 (13,5%). Em caules se encon-

tra a maior quantidade de metabólitos secundários, desta-

cando-se entre eles alguns óleos essenciais, como o -

bisabolol, o que leva a crer que a comunidade que se abriga 

no caule seja favorecida pela ação protetora de tais metabó-

litos (SIEBER; DOWORTH, 1994; OTERO et al., 2002).
Alguns fungos não apresentaram estruturas reproduti-

vas, impossibilitando a identificação em nıv́el de gênero. 

Assim, este é um fator limitante podendo subestimar o núme-

ro de espécies. Logo, técnicas moleculares devem ser aplica-

das a fim auxiliar no processo de identificação e descrição de 

novas espécies (ARNOLD et al., 2002; HAWKSWORTH, 

2005).
Os isolados de fungos endofıt́icos de O.	bacaba, foram 

Aspergillus, com maior frequência (51,6%), seguido por 

Paecilomyces (9,7%),  Penicillium sp. 1 (6,5%), Penicillium 

sp. 2 (3,2%), Phomopsis	 (3,2%) e Guignardia	 (3,2%), e 

22,6% dos fungos isolados não puderam ser identificados 

por não produzirem estruturas reprodutivas. A composição 

microbiana endofıt́ica pode variar em função da espécie 

vegetal, distribuição geográfica, idade da planta, precipita-

ção anual, entre outros fatores (HOFFMAN; ARNOLD, 2008; 

DUIN et al., 2018).
Em relação a atividade enzimática, 62,5% dos fungos 

endofıt́icos analisados apresentaram atividade para celula-

se, 37,5% para amilase e 12,5% para protease e lipase. Mui-

tos fungos produzem enzimas extracelulares de importân-

cia na degradação e transporte de nutrientes para a célula, 

dessa forma, a fim de verificar o papel funcional dos fungos 

endofıt́icos se faz necessário, dentre outros fatores, a detec-

ção de enzimas extracelulares (PRAXEDES et al., 2018; 

DABAJA et al., 2019).

Os fungos que apresentaram produção de celulase tive-

ram uma variação quanto ao potencial desta enzima, se 

destacando os fungos Phomopsis 2.5932 (IE = 6,0); Aspergil-

lus 2.5919 (IE = 5,5); e Micélio estéril 2.5946 (IE = 4,3). Peni-

cillium 2.5947 e Micélio estéril 2.5724 apresentaram um 

potencial enzimático de 1,5 e 1,9 respectivamente, não 

atingindo o ıńdice enzimático para serem considerados, 

porém apresentaram nıv́eis próximos a 2,0 (TERRA, 2008). 

Já os fungos Paecilomyces	2.5939, Penicillium 2.5912 e Guig-

nardia 2.5949, cresceram no meio de celulose, mas não 

produziram halo de degradação, com quantidade enzimáti-

ca necessária apenas para o seu crescimento (FERNANDES, 

2009).
Os endofıt́icos isolados que apresentaram potenciais na 

produção de amilases, foram Phomopsis 2.5932 (IE = 6,5); 

Penicillium	2.5947 (IE = 5,8); Micélio estéril 2.5946 (IE = 

3,9), correpondendo a 37,5% dos isolados testados. Os 

fungos Paecilomyces 2.5939; Micélio estéril 2.5724; Asper-

gillus	2.5919; Penicillium	2.5912 e Guignardia 2.5949 não 

apresentaram atividade amilolıt́ica, sugerindo que a produ-

ção de amilase por fungos filamentosos varia de acordo com 

o gênero e a espécie (ORLANDELLI et al., 2012; RIBEIRO; 

PAMPHILE, 2017).
Dos isolados produtores de lipases, destacou-se o endo-

fıt́ico Phomopsis	2.5932 (IE = 4,2). Todavia, apesar de ape-

nas um isolado apresentar resposta enzimática, seu resulta-

do foi superior ao mıńimo recomendado >2,0 IE, sendo 

portanto uma produção ótima (FERNANDES, 2009). As 

espécies Paecilomyces	 2.5939; Micélio estéril 2.5946 e 

2.5724; Aspergillus	 2.5919; Penicillium	 2.5947 e 2.5912; 

Guignardia	2.5949 cresceram no meio de cultura especıf́ico 

para lipases, porém não produziram halo de degradação, 

com quantidade enzimática suficiente apenas para o seu 

desenvolvimento no meio de cultura (TERRA, 2008; 

FERNANDES, 2009).
O fungo com melhor potencial na produção de protease 

foi Micélio estéril 2.5946 I (IE = 2,7). As espécies Phomopsis	

2.5932; Paecilomyces	2.5939; Micélio estéril 2.5724; Asper-

gillus	 2.5919; Penicillium	 2.5947 e 2.5912; e Guignardia	

2.5949; não apresentaram atividade proteolıt́ica. Embora 

não tenha tido produção de protease, algumas destas espé-

cies produziram mais de uma enzima, tal fato está direta-

mente relacionado com a variabilidade genética de cada 

estipe (FIEDLER; SOSNOWSKA, 2007).
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Conclusão

Este é o primeiro relato sobre descrição de fungos endo-
fiticos da planta bacaba (Oenocarpus	 bacaba	Mart.), com 
maior frequência das espécies Aspergillus,	 Paecilomyces,	
Penicillium. Os fungos endofıt́icos desta espécie apresenta-
ram produção enzimática mais frequente de celulase e 
amilase.
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