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RESUMO

As enzimas estdo entre os principais alvos de pesquisas biotecnoldgicas pelo seu importante papel
nos mecanismos celulares e aplicag6es em processos industriais. O objetivo do estudo foi selecionar
linhagens de fungos, isoladas de larvas de Simuliidae, produtoras das enzimas amilase e celulase
em meio de cultura solido. Foram utilizadas 37 linhagens fungicas cultivadas e armazenadas no
INPA. Para o crescimento das diferentes linhagens fungicas e inducdo das enzimas foi utilizada
solugéo de Manachini, suplementada de substrato indutor. O cultivo das linhagens foi realizado com
indculo direto de 5x10° esporos/mL, mantidos sob agitacio a 140 rpm em temperatura ambiente
durante 72 horas. Ao término do periodo de incubacéo, as culturas foram filtradas e, em seguida
foram adicionados S0uL do filtrado em meio de cultura s6lido pela técnica de “Cup plate”. As placas
foram envolvidas em papel aluminio e incubadas a 37° C durante 72 horas. Foram utilizadas
solucdes reveladoras de atividade enzimatica, iodo 0,1 Mol/L e solucdo de vermelho congo a 0,1%),
para amilases e celulases, respectivamente. A atividade enzimatica foi detectada pelo diametro do
halo. Do total de 37 linhagens analisadas, 60% apresentaram degradacéo de substrato tanto para
amilase como para celulase e 40% ndo apresentaram atividade para estas enzimas. As espécies com
maior nivel de degradacdo do substrato foram Aspergillus japonicus Saito (halo= 7mm, celulase) e
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Trichoderma harzianum Rifai (halo= 5mm, amilase). Constata-se assim o potencial desses
microrganismos para aplicacdo industrial, criando novas oportunidades para o desenvolvimento do
mercado de enzimas na Amazonia.

Palavras-chave: Simuliidae, amilase, celulase, ensaios enzimaticos.

ABSTRACT

The enzymes are the main target of biotechnological research because of its importance in cellular
mechanisms and applications in industrial processes. The objective of this study was to select fungal
species producers of amylase and cellulase enzymes in solid culture media. 37 fungal lineages we
used from the fungus culture collection of Insecta (Diptera) located at the INPA. For the growth of
different species and fungal enzyme induction it was used the Manachini solution, supplemented of
inducer substrate. The fungal lineages culture was done with direct inoculum of 5x108 spores/ mL,
supplemented of inducer substrate, kept under shaking at 140 rpm at room temperature for 72 hours.
At the end of the period of incubation the cultures were filtered and then were added 50 pl of culture
filtrate in solid culture media with Cup plate technique. The plates were involved in aluminum foil
and incubated at 37 °C for 72 hours. Solutions have been used for revealing enzyme activity (lodine
solution 0.1 N, red congo 0.1%) for amylase and cellulase respectively. The enzyme activity was
determined by the diameter of the halo. Of the total of 37 strains tested, 60% showed degradation
of substrate for both amylase and cellulase, 40% did not show activity for these enzymes. The
species that presented the highest activities of substrate degradation were Aspergillus japonicus
Saito (halo = 7mm, cellulase) and Trichoderma harzianum Rifai (halo = 5 mm, amylase). It was
verified thus the potential of these microorganisms for industrial application, creating new
opportunities for development of enzymes market in Amazonia.

Keywords: Simuliidae, amylase, cellulase, enzymatic assays.

1 INTRODUCAO

As pesquisas sobre a ocorréncia de micro-organismos endosimbiontes, principalmente o
isolamento e caracterizacdo de fungos e bactérias, sdo relativamente recentes, constatando-se sua
presenca em larvas de Diptera Muscidae (Sales et al. 2002), Simuliidae (Alencar et al. 2003) e
Culicidae (Pereira et al. 2005).

O termo endosimbionte refere-se a micro-organismos que residem nos tecidos internos de
animais sem causar nenhum sintoma de doenca (Vega & Dowd 2005). Nos casos de endossimbiose
em gue 0S micro-organismaos se encontram nos tecidos internos do intestino, estes micro-organismos
tém funcdo vital ao hospedeiro, hidrolizando compostos complexos como polimeros glicidicos a
mondmeros. Este tipo de endosimbiose favorece o hospedeiro, que ndo produz naturalmente
enzimas hidroliticas especificas, sendo necessaria a presenca de microrganismos no hospedeiro.

Tem se demonstrado que larvas de Simuliidae (Diptera: Nematocera) sdo importantes
portadores de endosimbiontes em ambientes aquaticos na Amazonia (e.g Alencar et al. 2003). Isso
ocorre, principalmente, pela caracteristica forma de obtencdo do alimento das larvas, que filtram

diversos materiais particulados em suspensdo na agua, ingerindo microalgas e outras particulas
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vegetais ou animais, menores até mesmo que bactérias (Freeden 1964). Sendo assim, sugere-se que
micro-organismos endosimbiontes no trato gastrointestinal de larvas de Simuliidae tém funcdes
importantes na digestdo dos alimentos, compostos majoritariamente de celulose, hemicelulose,
amido e quitina, produzindo enzimas hidroliticas como quitinases e polissacaridases, que incluem
celulases, hemicelulases e amilases (Alencar et al. 2003, Veja & Blackwell 2005).

Muitos sdo os trabalhos relatando o potencial e aplicabilidade das enzimas amiloliticas e
celuloliticas, na industria do etanol, farmacéutica, téxtil, couro, papel e alimenticia (Pzsczola 2001,
Gupta et al. 2003, Pandey et al. 2005, Ribeiro et al. 2018). O mercado mundial de enzimas, embora
significativo, ainda € modesto quando comparado ao de outros produtos biotecnoldgicos, como é o
caso do mercado de antibidticos (Novo Nordisk 1996, Bajpai & Bajpai 1996).

Tendo em vista o interesse em nivel mundial por novas fontes de enzimas de uso industrial,
a presente pesquisa teve como objetivo selecionar espécies de fungos, isolados de larvas de

Simuliidae, produtores de amilase e celulase em meio de cultura solido.

2 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado, durante o periodo de setembro a outubro de 2003 e de maio a junho
de 2004. As linhagens fungicas estudadas sdo provenientes de cultivos armazenados no Laboratorio
de Maléria e Dengue do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, INPA (Tabela 1).

Os fungos selecionados para teste, foram primeiramente transplantados para meios de
cultivo especifico de acordo com a espécie fungica (Agar malte e Agar batata dextrose), incubados
a temperatura de 28° C por sete dias e posteriormente identificados por meio de suas caracteristicas
macro-microscaépica (sexual e assexual), usando técnica de cultura em I&mina e literatura especifica
(Riddel 1950, Arx 1981).

A partir da cultura pura foi preparada uma suspensao de esporos, em um tubo de ensaio
contendo 10 mL de agua destilada. Da suspensao obtida foi retirada uma aliquota para contagem de
conidios em camara de Newbauer sob microscopio 6ptico (Raimbault & Alazard 1981).

Para o crescimento das diferentes linhagens de fungos e inducéo de enzimas, utilizou-se
solugéo de Manachini (KH2PO4 - 2.0g; (NH4)2S04 -1.0g; MgS047H20 - 0.1g; NaH2PO4H20 -
0.9g; Extrato de levedura -1.0g; Agua destilada 1000 ml), suplementada com diferentes substratos
indutores (amido e carboximetilcelulose), numa proporgéo de 0,5%, ajustando-se o pH de cada meio
de acordo com a enzima a ser analisada (amilase pH 6,0 celulases pH 5,0). O cultivo foi mantido
sob agitacdo constante a 140 rpm durante 72 horas em agitador horizontal e temperatura ambiente
(37 °C) (Manachini et al. 1987).
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Ao término do periodo de incubagdo, as culturas foram filtradas para separar a massa
micelial do fluido da cultura e posterior determinacéo enzimatica qualitativa e quantitativa.

Para deteccdo qualitativa da atividade amilasica medida através maior halo de degradacéo
dos filtrados das culturas, foi utilizada a técnica de analise em meio solido, Agar amido em tampé&o
citrato-fosfato 0,1 M, pH 5,0. A deteccdo da atividade celuldsica também foi realizada em meio
solido contendo carboximetilcelulose, tamponado com tampé&o acetato de Na 0,1 M. pH 5,0. Para
isso, adicionou-se 50 uL do filtrado em orificios “cup plate” de 3,5 mm de didmetro na superficie
do meio de cultura especifico, em placas de Petri individuais para cada linhagem, placas foram
incubadas a 37° C durante 24 horas.

Ap0s o periodo de incubacdo, a solugdo reveladora, especifica para cada enzima, foi aplicada
na superficie do agar. As solugdes reveladoras utilizadas foram: solucdo de iodo 0,1 mol/L
(amilase), e solucdo de vermelho congo a 0,1% (celulases). Foram considerados resultados positivo
para atividade enzimatica, o surgimento de halos transparente em volta dos orificios.

A atividade quantitativa da glucoamil&sica foi realizada em espectrofotométrico. Para reacdo
enzimatica, foram utilizados como substrato solucdo de amido 1%, tamponada em tampao citrato
50 mM pH 4,5 e que foi adicionado de extrato enzimatico 100ul, a mistura reacional foi incubada a
60 °C por 30 minutos. Em seguida foi determinada a concentracdo de agUcares redutores, liberada
na reacdo, pelo método colorimétrico do &cido dinitrosalicilico (Miller, 1959).

A atividade celulase total, foi determinada em papel filtro de acordo com Ghose (1987), uma
tira de papel de filtro Whatman n°® 1 de 1x6 foi inserida em tubos de ensaio, em seguida foi
adicionado 1 mL de tampao citrato pH 5,0 e 0,5 ml do filtrado diluido, no mesmo tampao. Os tubos
foram incubados a 50 °C por 1h. Os acucares redutores liberados foram quantificados pelo método
de DNS (Miller, 1959).

A atividade de endoglucanase (CMCase) foi determinada de acordo com Ghose (1987). Em
microtubos eppendorfs foram adicionados 50 pL de solu¢do de CMC 1 % em tampado citrato pH 5,0
em seguida, adicionaram-se 50 pL de enzima (extrato bruto) e incubou-se a 50 °C por 30 min. Os
acucares redutores liberados foram quantificados pelo método de DNS (Miller, 1959).

Quanto a atividade R-glicosidase, foi utilizada como substrato, solucdo de celobiose a2 % e
a glicose liberada foi determinada por método enzimatico de glicose oxidase (KIT GOD).

Uma unidade de enzima analisada foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar
1 [Imol de glicose por minuto.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 87 linhagens fungicas oriundas da cole¢do de cultura de micro-organismos
endosimbiontes de larvas de Insecta (Diptera) do INPA, 37 linhagens fungicas distintas, foram
selecionadas para avaliar o potencial de degradar as enzimas amilase e celulase. Na Tabela 2 pode-
se observar o numero de isolados fungicos em diferentes espécies de larvas de Simuliidae. Os
géneros predominantes nas larvas foram Penicilium, Trichoderma e Gliocladium.

Nos resultados da atividade enzimatica das 37 linhagens fungicas analisadas foi possivel
constatar que 60% apresentaram atividade amilolitica e celulolitica. O maior nivel de degradacgéo
do substrato foi observado para A. japonicus (halo= 7 mm, celulase) e T. harzianum (halo= 5mm,
amilase) (Fig. 1). Na Figura 2 pode-se observar os diametros dos halos produzidos por espécies de
Penicilium spp., Trichoderma spp., Aspergillus spp., constatando-se assim o potencial desses
microrganismos para producdo dessas enzimas.

O resultado obtido na presente pesquisa embora preliminar é o primeiro a utilizar larvas de
Simuliidae, inseto de importancia médica para a busca de compostos de interesse econémico na
Amazonia. Acredita-se que o potencial da maioria das linhagens analisadas para produzir enzimas
amiloliticas e celuloliticas possa estar relacionado aos alimentos ingeridos e 0s ambientes por estas
colonizadas, tendo em vista que as larvas ingerem grande quantidade de microalgas, dentre estas as
do grupo das Bacillariophytas ou algas diatomaceas que apresentam como caracteristica a presenca
de silica (SiO2) em sua parede celular (Lozovei 1989, Alencar et al. 2001). De acordo com Hamada
& Adler (2001) as larvas de Simuliidae colonizam diferentes tipos de habitats, tanto areas abertas
pela ocupacdo humana quanto ambientes preservados, de mata primaria.

Os géneros Trichoderma, Aspergillus e Peniciliium apresentam potencial biotecnoldgico, e
juntos tem sido mundialmente estudado por seus metabolitos de interesse industrial (Osterhage et
al. 2000). No presente estudo, T. harzianum mostrou ser a espécie de melhor producdo de biomassa
em meio liquido (em 72 horas), quando comparada as demais espécies analisadas, apresentando
crescimento micelial de aproximadamente 5 mg em 50 mL de solugdo. Porém, A. japonicus
apresentou crescimento micelial em menor tempo de incubacéo (48 horas), portanto uma espécie
promissora para ser utilizada industrialmente.

A habilidade desses microrganismos em sintetizar enzimas de interesse econémico tem sido
foco de muitos experimentos laboratoriais na regido Amazonica, entretanto a maioria é relatada
apenas em dissertacdes e resumos de congressos (e.g Teixeira 1994, Fernandes 1999, Cassa-Barbosa
2001).

Oliveira et al. (2006) utilizando isolados de rizobia para detectar atividades amiloliticas,

celuloliticas, lactoliticas, pectinoliticas e proteoliticas, em meio YMA modificado foi o primeiro a
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constatar isolados de rizobia como fonte promissora de enzimas de importancia biotecnolégica
tendo em vista que todas as enzimas hidroliticas avaliadas, apenas a pectinase ndo foi detectada no
estudo.

De acordo com Teixeira (1994), os fungos termotolerantes sdo grandes produtores de
enzimas em elevadas temperaturas; ela observou que espécies fungicas do género Penicillium e
Aspergilllus isolados de serragem em decomposicdo, amilase, celulase e pectinases, assim
contribuindo para 0 avango nas pesquisas com microrganismos de isolados em diferentes nichos.

Fernandes (1999) analisou isolados fungicos do solo da regido petrolifera de Urucu-AM,
com objetivo de selecionar espécies produtoras de enzimas amilase, celulases, proteases e
pectinases, com finalidade de aplicacdo na industria de alimentos e de controle ambiental. Esta
observou que a maioria das espécies de Penicillium, Aspergillus e Trichoderma degradaram um ou
mais componentes lignocelulosicos.

Em relagdo as atividades enzimaticas obtidas no presente estudo, a linhagem de T.
harzianum, céd. 78.1.78, apresentou atividade de 1970,00 UI/L, para atividade de glucoamilase,
36,0 UI/L, 258 UI/L e 43,7 UI/L de atividades FPasica, e []-glicosidasica, respectivamente. As
atividades celulasicas em papel de filtro estdo cerca de 2,5 vezes superiores aos encontrados por
Ruegger & Tauk-Tornisielo (2004), que obtiveram atividade de 14 a 17 U/L em seis linhagens de
T. harzianum naturalmente ocorrentes, isolados de solo de uma reserva em S&o Paulo. No entanto,
em relacdo a atividade, foram inferiores aos encontrados pelos referidos autores, que encontraram
de 350 a 1640 U/L.

O estudo realizado por Ribeiro et al. (2018) relata a importancia do manguezal como fonte
microbiana, visto a quantidade de micro-organismos isolados obtidos e a capacidade dos mesmos
em produzir catalisadores biol6gicos. Dentre 0os micro-organismos isolados, a bactéria ANRASO1
pode ser destacada como o de melhor comportamento degradante para meios amiloliticos com IE
de 4,6. Nenhum fungo isolado apresentou indice Enzimatico > 2,0, ndo sendo, portanto, viaveis
economicamente para uso industrial.

Os resultados obtidos aqui apresentam informagdes preliminares sobre micro-organismos
produtores de enzimas de interesse na industria de alimentos, papel e celulose, téxtil e combustivel,
destacando-se a importancia da realiza¢do de estudos futuros para um maior conhecimento sobre a
biodiversidade e as funcdes exercidas por estes microrganismos em diferentes ambientes e de suas
interages com fatores bidticos e abioticos dentro de um ecossistema.

Durante a presente pesquisa a maior limitacdo encontrada foi a caréncia de profissionais na
area de enzimologia na regido, entretanto foi contornada com parceria e colaboracdo para 0s ensaios

pelo Dr. Roberto Maeda egresso da Universidade Federal do Rio de Janeiro, UFRJ.
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4 CONCLUSAO

A pesquisa traz informacdo de importancia na &rea de biotecnologia e producéo,
especialmente para estudos de atividade enzimatica, utilizando fungos filamentosos. Foi possivel
fazer a triagem de varias espécies de fungos isoladas do trato digestivo de larvas de Simuliidae
(Insecta: Diptera) e ao final registrar as melhores espécies de fungos secretores de celulase e amilase
de interesse comercial. Quanto a atividade enzimatica das 37 linhagens fangicas analisadas foi
possivel constatar que 60% apresentaram atividade amilolitica e celulolitica. O maior nivel de
degradacdo do substrato foi observado para A. japonicus (halo= 7 mm, celulase) e T. harzianum
(halo= 5mm, amilase). Salienta-se a continuidade dos ensaios e uma maior atencao para as espécies
fangicas citadas na literatura e nesta pesquisa como secretoras de celulases e amilases para alvo de

estudos no futuro.
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