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RESUMO

Devido a grande diversidade de enzimas que secretam no ambiente, os fungos vém
despertando crescente interesse em estudos relacionados a biotecnologia. Dentre as enzimas
secretadas por fungos filamentosos estdo as xilanases, cujo potencial nas aplicacdes
biotecnologicas tem sido alvo de intimeros estudos. O trabalho teve como objetivo avaliar o
potencial de producdo de xilanases por cepas de Fusarium. A capacidade de degradacdo foi
verificada em meio com xilana oalt-spelts (2,0g.L") como iinica fonte de carbono e
constatado pelo método de coloracdo com Vermelho Congo, através da presenca de halo de
hidrdélise. O indice enzimdtico (i.e.) foi calculado dividindo-se os valores das medidas do halo
de hidrolise com o halo de crescimento. Todas as 25 cepas testadas apresentaram halo de
hidrolise, destacando-se a cepa LCB 33, isolada de maracujd, com i.e. igual a 1,3. Tais
resultados tornam importantes os beneficios que o conhecimento de novas linhagens de
fungos promissores pode oferecer.
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INTRODUCAO

Os fungos vém despertando crescente interesse em estudos relacionados a biotecnologia
devido a grande diversidade de enzimas que secretam no ambiente, sendo responsaveis pela
deterioracdo de varios materiais naturais. Esses microrganismos desempenham um importante
papel na natureza por sua capacidade de ciclagem de nutrientes, decompondo residuos
lignoceluldsicos (Bennet, 1998). Lima et al. (2005) ressaltam que os fungos filamentosos sao
0s microrganismos com maior importancia na biotransformacdo devido a alta capacidade
celular e a versatilidade bioquimica. Assim como Haltrich et al. (1996), que afirmam ser mais
vantajosa a producdo de enzimas por fungos, devido a facilidade da extracdo da enzima do
ponto de vista comercial.
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Dentre as enzimas secretadas por fungos filamentosos estdo as xilanases, cujo potencial nas
aplicagdes biotecnoldgicas tem sido alvo de indmeros estudos. As enzimas xilanoliticas sdo
produzidas por uma variedade de microrganismos, no entanto os fungos sao os produtores
principais, secretando xilanases acessOrias que auxiliam no branqueamento das xilanas.
Atualmente, a producdo de xilanases em escala industrial é dominada por espécies de
Trichoderma e de Aspergillus (Haltrich et al., 1996; Phan et al., 1998).

As possibilidades de aplicacdo da hidrdlise da xilana envolvem desde o uso da enzima na
digestibilidade de material lignocelul6sico para ragdo animal, ao seu uso na industria de papel
e celulose (Lima et al., 2005). Na industria de alimentos as xilanases podem ser utilizadas na
clarificacdo de sucos, na fabricacdo de café solivel, na producdo de leite e derivados, etc.
(Teunissen e Camp, 1993).

E de grande interesse estratégico a identificacio de microrganismos potenciais produtores
de enzimas, pois garante o suprimento destas aos variados processos industriais,
desenvolvendo sistemas enzimdticos impares (Alves et al., 2002). Diante disso, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de produgcdo de xilanases por cepas de
Fusarium.

MATERIAL E METODOS
Cepas

Foram utilizadas 25 cepas de Fusarium cedidas pela Embrapa Semi-drido (CPATSA)
isoladas de: algodao, banana, cbco, feijdo, heliconia, manga, maracuja, meldo, pimentao e
uva. Os fungos foram mantidos em meio de cultura Agar Batata Dextrose, a 4°C no
Laboratério de Bioprocessos da Embrapa Agroindustria Tropical (CNPAT).

Determinacao qualitativa da atividade xilanolitica

A atividade de xilanase foi realizada através do método de coloragao com Vermelho Congo
em meio contendo xilana oalt-spelts (SIGMA) como tnica fonte de carbono (Theater e Wood,
1982). A capacidade de degradacio da xilana foi verificada no meio Agar-xilana de acordo
com a composicdo: MgSOq (O,Sg.L'l); KCl (O,Sg.L'l); NaNO; (3,Og.L'1); FeS0O4.7H,O
(0,01g.L"); KoHPO,4 (1,0g.L7Y); dgar (15g.L™"); xilana oar spelts (2,0g.L™"), em pH 6,0. As
placas contendo o meio xilana-dgar foram inoculadas com um repique pontual utilizando-se
fungos cultivados em Agar Batata Dextrose, conservados a 30°C durante 72 horas. Em
seguidas, os indculos foram incubados por 96 horas a 28°C.

A cada periodo de 24 horas, foram medidos os halos de crescimento do fungo tomando o
devido cuidado de medir no mesmo hordrio da inoculagdo. Apds o término do periodo de
incubagdo, 96 horas, foi adicionado em cada placa 10 mL de solucdo corante Vermelho
Congo (1g.L™"), permanecendo em repouso durante 15 minutos. A solugdo foi descartada
lavando-se em seguida com solu¢do de NaCl IM e permanecendo com 10 mL da mesma
solucdo em cada placa, por um periodo de 15 minutos.

A atividade de xilanase foi observada através da presenca de zonas claras, indicando halos
de hidrélise, ao redor das culturas. O indice enzimdtico (i.e.) de cada microrganismo foi
calculado dividindo-se os valores das medidas do halo de hidrélise com o diametro da col6nia
medido apds quatro dias de crescimento.
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As cepas que mostraram i.e. maior que 1,0 foram consideradas como produtoras de
xilanase. Foram realizadas trés séries de experimentos independentes. Para avaliacdo dos
resultados, foram aplicadas andlises estatisticas, utilizando-se o teste de Andlise de Variancia
(ANOVA) e o teste ¢, considerando-se 95% de confianca.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre as 25 amostras do fungo analisadas, todas apresentaram halo de hidrélise, indicativo
da atividade de xilanase. A andlise dos resultados mostra que a cepa LCB 33 isolada de
cultura de maracujd, se destacou das demais com i.e. igual a 1,3. Por outro lado, a cepa LCB
35, isolada de cultura de meldo, apresentou 0 menor i.e. com valor igual a 1,07.

Tabela 1 — Atividade xilanolitica em cepas de Fusarium
isoladas de diferentes culturas.

Identificac¢do Cultura Ac Oh ie.*
LCB 35 Meldo 4.8 52 [1,07°
LCB 42 Meldo 4,5 49 [1,09°
LCB 37 Maracuja 4,4 4,9 |1,10°
LCB 36 Pimentao 4.6 51 [1,10°
LCB 19 Banana 5,1 5,6 |1,10%
LCB 41 Feijio 4,3 48 [1,11°
LCB 40 Feijio 5,0 56 |1,12°
LCB 15 Meldo 4,6 51 [1,12%°
LCB 39 Feijio 5,0 56 |1,13°
LCB 43 Maracuj4 5,7 6,4 |1,13%
LCB 16 Banana 4,5 5,1 [1,14 %
LCB 32 Uva 4,7 5,3 |1,14
LCB 31 Uva festival | 4,8 5,5 |1,14 %
LCB 18 Feijio 4,0 47 |1,16%%
LCB 29 Céco 4.4 5,1 [1,17 %%
LCB 23 Tomate 4.6 54 |1,17 %%
LCB 30 Maracuj4 4,2 50 |1,17%%
LCB 34 Meldo 3,9 4,6 [1,18 %
LCB 17 Algodio 4.4 53 |1,21 Pt
LCB 20 Feijio 4,0 4,9 [1,2°"®
LCB 27 Heliconia 3,2 3,9 |[1,23 %k
LCB 21 Manga 4,1 51 [1,23%®
LCB 22 Banana 3,5 43 [1,25°®
LCB 25 Uva 3,5 46 [1,29"
LCB 33 Maracuja 2,1 2,8 1,308

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem estatisticamente
pelo teste de Tukey (p<0,05). @c = didmetro da colbénia (cm); Gh =
didmetro do halo (cm); i.e. = indice enzimatico.
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Os resultados do estudo evidenciaram que as cepas isoladas de maracujd diferiram
estatisticamente, segundo teste de Tukey (p<0,05). Deve-se salientar que a habilidade de um
fungo em produzir enzimas varia entre espécies, como também entre isolados de uma mesma
espécie e € bastante varidvel. O potencial de producdo de enzima pode variar em funcdo da
distribuicdo geogréfica do fungo, assim como a idade da planta na qual o microrganismo
habita, precipitagcdo anual, etc. (Carrol, 1988; Lima, 2005).

Esses fatores possivelmente influenciaram diretamente os resultados obtidos de uma mesma
espécie, como nos apresentados por cepas de Fusarium isolados de maracuji. Enquanto a
cepa LCB 33 foi isolada em um campo experimental na Caatinga em dezembro de 2004, a
cepa LCB 15 foi isolada em junho de 2002, no Distrito Irrigado Senador Nilo Coelho.

Faheina et al. (2008), em estudo com outros isolados de Fusarium, também avaliando
atividade xilanolitica, constataram que a cepa isolada de cultura de banana apresentou i.e.
igual a 1,24. Valor préximo apresentado no presente estudo pela cepa LCB 22, também de de
banana, com i.e. igual a 1,25.

De acordo com Ten et al., 2004, o didmetro do halo de hidrélise é util como um auxiliar
para selecionar cepas com altos niveis de atividade de degradacdo de polissacarideos. Além
disso, o indice enzimdtico pode ser utilizado como uma medida simples e rdpida para
selecionar linhagens com potencial produ¢do de enzimas dentro de uma mesma espécie
(Figura 1). A selecdo de microrganismos considerados produtores de enzimas inclui a
correlacdo direta entre o didmetro do halo de hidrélise e a habilidade de degradagdo da fonte
de carbono (Theater e Wood, 1982; Lin et al., 1991).

Kulkarni (1999) enfatiza que, apesar da producdo comercial das xilanases se concentrar
principalmente nos fungos Aspergillus sp. e Trichoderma sp., novas cepas estdo sendo
identificadas devido a demanda por cepas produtoras de xilanases com maior rendimento, alta
estabilidade em condi¢Oes extremas de temperatura e pH.

A selecdo de organismos com caracteristicas singulares de sobrevivéncia e habilidade
enzimdtica atende uma necessidade biotecnoldgica cada vez mais crescente sob o ponto de
vista industrial e ambiental. Os resultados obtidos evidenciam que grande parte do potencial
de uso da microbiota brasileira permanece por ser levantado.

Figura 1 - Halo de hidrélise em cepa de
Fusarium isolada de cultura de meldo
(LCB 34).
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CONCLUSOES

A cepa LCB 33, isolada de maracujé, se destacou das demais com i.e. igual a 1,3. O menor
i.e. foi apresentado pela cepa LCB 35, isolada de meldo, com valor igual a 1,07. Tais
resultados indicam os beneficios que o conhecimento de novas linhagens de fungos
promissores, sob o ponto de vista biotecnoldgico, podem oferecer.
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