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RESUMO

A relagdo mutualista entre as attines e micro-organismos apesar de muito estudada
ainda n&o esta completamente elucidada. O que se sabe € que as formigas da tribo
Attini contém pelo menos quatro micro-organismos associados e varios outros
parasitas. Tendo em vista que, atualmente as enzimas de origem microbiana sdo as
mais utilizadas em processos industriais e biotecnoldgicos, o presente trabalho tem
por objetivo identificar fungos associados as formigas cortadeiras Afta sexdens
produtores de enzimas de interesse biotecnoldgico, visando avaliar a produgao
extracelular dessas biomoléculas com atividade catalitica. As formigas cortadeiras
foram coletadas no CAPMEDSOL/Coari-AM. Foram isolados 29 fungos e apdés
triagem enzimatica, os fungos mais promissores submetidos a analises morfologias
e moleculares. Os fungos com resultados mais expressivos foram: Aspergillus
zonatus — 1=4,4 (amilase), Aspergillus aculeatus — 1=4,8 (lipase), Rhizomucor
variabilis — 1=5,33 (celulase) e Penicillium citrinum — 1=5,46 (protease). Apds a
triagem, o melhor produtor de proteases foi submetido a quantificacdo e
caracterizagdo enzimatica usando como substrato a azocaseina. O extrato
enzimatico bruto do fungo Penicillium citrinum apresentou melhor atividade
enzimatica em pH neutro (7,0) com temperatura de 40°C, com atividade catalitica
equivalente a 326 U/mL. A curva de crescimento microbiana mostrou que o tempo
ideal de fermentacao foi 72 h.

Palavras-chave: Amilase, Lipase, Celulase, Protease, Fungos.



ABSTRACT

The mutualist relationship between the attines and microorganisms, although much
studied, has not yet been fully elucidated. What is known is that the ants of the Attini
tribe contain at least four associated microorganisms and several other parasites.
Considering that microbial enzymes are currently the most used in industrial and
biotechnological processes, the present work has the objective of identifying fungi
associated with cutter ants Atta sexdens producing enzymes of biotechnological
interest, aiming to evaluate the extracellular production of these biomolecules with
catalytic activity. Cutting ants were collected in CAPMEDSOL / Coari-AM. Twenty -
nine fungi were isolated and, after enzymatic screening, the most promising fungi
submitted to morphological and molecular analyzes. The most expressive fungi were:
Aspergillus zonatus - | = 4,4 (amylase), Aspergillus aculeatus - | = 4,8 (lipase),
Rhizomucor variabilis - | = 5,33 (cellulase) and Penicillium citrinum - | = 5 | 46
(protease). After sorting, the best protease producer was subjected to quantification
and enzymatic characterization using azocasein as the substrate. The crude
enzymatic extract of the fungus Penicillium citrinum presented better enzymatic
activity at neutral pH (7.0) with a temperature of 40 ° C, with catalytic activity
equivalent to 326 U / mL. The microbial growth curve showed that the ideal
fermentation time was 72 h.

Key words: Amylase, Lipase, Cellulase, Protease, Fungi.
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1 INTRODUGAO

As formigas cortadeiras (Formicidae: Myrmicinae, Attini), conhecidas também
como formigas cultivadoras de fungo ou sauvas, estdo entre os insetos mais
importantes e conhecidos dentro da familia Formicidae. Sua importancia esta
associada aos danos econdmicos causados na agricultura e silvicultura, uma vez
que apresentam habitos alimentares de cortar folhas e flores frescas para alimentar
seu fungo simbionte, que por sua vez ¢é responsavel por degradar os
polissacarideos vegetais em acucares soliveis (BRANDAO; MAYHE-NUNES;
SANHUDO, 2011; MOREIRA; ERTHAL JR.; SAMUELS, 2011).

Contudo, a importancia dessas formigas n&o se restringe apenas aos danos
causados por elas. Muitos estudos demostram que formigas da tribo Attini podem
trazer inumeros beneficios ecoldgicos tais como: aumento da fertilidade do solo,
alteragdo das propriedades fisicas do solo e, principalmente na ciclagem de
nutrientes. Além disso, seus ninhos representam também fonte extra de recursos
minerais para a vegetagao, de regides que apresentam solos pobres em nutrientes,
além de serem otimas dispersoras secundarias de sementes (FARJI-BRENER,;
ILLES, 2000; SOUTO, 2007; CARVALHO, 2008; PETERNELLI et al., 2003).

A relagdo mutualista entre as attines e micro-organismos apesar de muito
estudada ainda ndo esta completamente elucidada. Até hoje sabe-se que as
formigas da tribo Attini contém pelo menos quatro micro-organismos associados: o
fungo que elas cultivam Leucoagaricus gongylophorus (Moller) Singer
(Basidiomycota: Agaricales: Lepiotaceae) (DORNELAS, 2016); o fungo parasita do
género Escovopsis (Ascomycota: Hypocreales) (CUSTODIO, 2016); a bactéria
Pseudonocardia (Actinomycetes: Actinomycetales) e outras bactérias filamentosas
(SEN et al.,, 2009); e a levedura negra do género Phialophora (Ascomycota:
Chaetothyriales) (DUARTE, 2014; TOLEDO, 2016), contudo demonstrar a presenca
de novos micro-organismos é de grande interesse tanto para o entendimento da
associagao mutualista quanto para estudos voltados para o potencial desses micro-
organismos em produzir enzimas de interesse biotecnolégico (PAGNOCCA;
RODRIGUES; BACCI JR., 2011).
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Silva (2000), ao utilizar analises enzimaticas, conclui que o fungo contribui
como uma fonte nutricional, bem como, produzindo enzimas necessarias para a
manutengdo das formigas, caracterizando, assim, uma relagdo mutualistica. Tal
associagao se justifica também pela capacidade metabdlica do fungo de converter
celulose e outros polimeros vegetais em produtos que poderiam ser metabolizados
pelas formigas.

Bon e colaboradores (2008), descrevem as enzimas como sendo as
biomoléculas mais importantes produzidas por micro-organismos e quando
comparadas com as fontes tradicionais (animais e vegetais) elas apresentam varias
vantagens como: rendimento relativamente alto, eficiéncia de custo e
susceptibilidade a manipulagdo genética, possibilitando o isolamento de genes e
utilizacado via tecnologia do DNA recombinante visando a expressédo heterdloga
desses genes em outros micro-organismos hospedeiros.

O uso de enzimas como catalisadores de processos industriais e
biotecnoldgicos é de fundamental importancia para obten¢do de produtos de maior
valor agregado, por tecnologias limpas e em sintonia com as necessidades
tecnoldgicas, de mercado e de preservagdo ambiental.

Com isso, podem ser empregadas em varios ramos da bioindustria, desde os
setores de produtos de limpeza até industria de alimentos e bebidas. Entre as
enzimas mais demandadas, podemos destacar as proteases, lipases, celulases e
amilases, sendo as amilases responsavel por 15% do mercado de enzimas
nacional (BON; FERRARA; CORVO, 2008). As mais expressivas, no entanto, sdo
as proteases, devido a ampla versatilidade de aplicacdo na industria de
detergentes, farmacéutica e de alimentos representando cerca de 60% deste
mercado (HASAN et al., 2014).

13



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e |dentificar fungos produtores de enzimas de interesse biotecnolégico

associados as formigas cortadeiras Atta sexdens.

2.2 Objetivos Especificos

e |solar fungos associados a Afta sexdens;

e Avaliar qualitativamente a produgcdo de amilases, lipases, celulases e
proteases extracelulares dos micro-organismos associados as formigas
cortadeiras;

¢ Quantificar a producao de proteases;

e (Caracterizar as proteases quanto ao pH e temperatura;

e |dentificar os fungos com resultados mais expressivos para cada enzima.

14



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Formigas Cortadeiras

Cultivar o préprio alimento ndo € exclusividade dos seres humanos. Ha 50
milhdes de anos, antes que surgissem os primeiros povos agricultores, um grupo de
formigas cortadeiras da subfamilia Myrmicinae desenvolveu sua propria versao de
agricultura (SCHULTZ; BRANDY, 2008; DELLA LUCIA; SOUZA, 2011). A
expressao “formigas cortadeiras” refere-se ao habito destes insetos (sauvas e
quenquéns), de cortar e transportar partes de plantas para o interior de suas
colénias, onde cultivam um fungo do qual se alimentam (DELLA LUCIA; VILELA,
1993).

As formigas pertencem a familia Formicidae das quais estdo divididas em 16
subfamilias com 296 géneros descritos, 12.027 espécies catalogadas e 408 fosseis
registrados, além disso estima-se que existam cerca de 20.000 espécies em todo o
planeta das quais cerca de 10% s&o encontradas no Brasil (SILVEIRA et al., 2014).

As formigas cortadeiras possuem uma organizagao social considerada entre
as mais complexas, mesmo se comparado com outros insetos eussociais. Isso esta
relacionado ao polimorfismo acentuado entre os insetos da colénia, o que faz com
que as mesmas se organizem em grupos de individuos morfologicamente
diferentes de acordo com o trabalho ou fungdo (LATREILLE, 1798; WILSON, 1971;
SOUZA; SANTOS; DELLA LUCIA; SOUZA, 2011; BONASIO et al., 2010).

Uma das caracteristicas marcantes desse grupo é o habito de cultivarem um
fungo e se alimentarem dele (MUELLER, 2002). Somente as formigas do género
Atta e Acromyrmex, sao conhecidas como cortadeiras de folhas, pois cultivam seus
fungos simbiontes sobre material vegetal coletado, geralmente fresco, que é
transportado em pequenos fragmentos pelas formigas operarias para o ninho, onde
é utilizado como substrato para o crescimento do fungo simbionte Leucoagaricus
gongylophorus (Lepiotacea: Agaricales: Basidiomycota) que € usado como alimento
e fonte de enzimas auxiliares no processo digestivo das formigas (MUELLER et al.,
2001; SILVA-PINHATI et al., 2004; HOLLDOBLER; WILSON, 2009; MOREIRA,;
ERTHAL JR.; SAMUELS, 2011).
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O sucesso da associagao entre formigas cortadeiras e o L. gongylophorus
provavelmente ocorre porque o fungo apresenta caracteristicas favoraveis para
gerar a grande quantidade de alimento necessario para sustentar um ninho que,
muitas vezes, pode conter um numero elevado de consumidores (WEBER, 1972).
Nesse sentido, a habilidade metabdlica do fungo é traduzida pela sua capacidade
em degradar polissacarideos vegetais, como celulose, amigo, xilana e pectina
(MARTIN; WEBER, 1969; MARTIN, 1970; MARTIN et al., 1975; DE SIQUEIRA et
al., 1998; SILVA et al., 2006). Essa caracteristica permite ao fungo acumular em
suas hifas compostos soluveis que sao importantes para a nutricdo tanto de larvas
quanto de adultos (MARICONI, 1970; QUINLAN; CHERRETT, 1979).

Fungo e formiga se beneficiam desta associagdo mutualistica, onde o fungo é
utilizado na dieta das formigas, que em retribuigcdo fornecem substrato para o seu
crescimento, protecdo contra parasitas ou competidores e asseguram a sua
reproducgao ao ser transferido verticalmente pelas rainhas de seus ninhos de origem
para os ninhos descendentes (WEBER, 1972).

As formigas cortadeiras apresentam grande importancia econémica, pois
desfolham varias espécies vegetais, sendo algumas cultivadas pelo homem
(PEREIRA; SANTOS, 2008). Dentre as espécies de interesse econdmico que sao
predadas por essas formigas estdo o Eucalipto e a cana de agucar (DELLA LUCIA;
SOUZA, 2011; MATRANGOLO et al., 2010).

Os demais géneros formigas (Formicidae:Myrmicinae) cultivadoras de fungos
constroem seus ninhos superficiais, entre folhas na serapilheira, sob pedras, em
troncos em decomposi¢éo, na vegetagao ou no solo (DE FINE LICHT et al., 2010).
Como é o caso das operarias do género Cyphomyrmex (Myrmicinae Attini) que
forrageiam na serapilheira em busca de carcagas de pequenos insetos e
excrementos de lagartas para utilizacdo como substrato nos jardins de fungo.
Outras tem habitos cripticos como é o caso das Acanthognathus (Myrmicinae Attini)
(BACCARO et al., 2015).

3.2 O género Atta

As formigas do género Atta sdo as mais derivadas da tribo Attini, sendo as
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mais estudadas da tribo, ocorrendo exclusivamente nas Américas (MEHDIABADI;
SCHULTZ, 2009). Essas formigas vivem em formigueiros formados por dezenas ou
centenas de camaras subterraneas (panelas) interligadas entre si e com a
superficie do solo, por meio de galerias (DELLA LUCIA; VILELA, 1993). As novas
colénias sdo formadas apds as revoadas que acontecem anualmente nos sauveiros
adultos (apos 38 meses da fundagao), em razao da liberacdo de um grande numero
de formigas sexuadas aladas (i¢cas e bitus) (AUTUORI, 1950).

As icas, ou futuras rainhas, sdo fecundadas em pleno voo e descem ao solo
para fundar os novos sauveiros. Porém, antes das revoadas, ocorre o periodo
conhecido como ‘pré-revoada’, que se inicia de uma a cinco semanas antes e
termina assim que as igas e os bitus (machos) iniciam o véo nupcial. A “pré-
revoada” é caracterizada pelo aspecto dos olheiros (entrada do formigueiro na
superficie), que se apresentam limpos, abertos e com contornos bem delineados,
além do alargamento dos canais abaixo dos olheiros (orificios por onde as formigas
tem acesso ao interior do ninho); e também pelo alvorogo das operarias fora do
ninho e o aumento da agilidade e agressividade dos soldados. Esse
comportamento € importante ndo s6 para a defesa dos alados como para a
eliminagdo de rainhas que tentam se estabelecer muito proximas a colénia mae
(AUTUORI, 1947).

Cada ica inicia a escavacdao de um pequeno canal, retirando a terra da
superficie do solo com a ajuda das mandibulas. Terminando o canal, a i¢a inicia a
construgcao da primeira camara, cuja terra € aproveitada para obstruir todo o canal
de entrada, permanecendo a sauva enterrada na “panela”. A formagao do sauveiro
inicial & perfeitamente percebida devido a presenca de pelotinhas de terra em volta
do local de penetragao da i¢a, entretanto, basta uma leve chuva para desmancha-
las, tornando assim dificil ou impossivel a posterior localizagdo de um sauveiro
inicial (AUTUORI, 1942).

Terminado o trabalho de escavagédo, a sauva regurgita o fungo, que sera
cultivado primeiramente pela rainha que constantemente umidifica esses
fragmentos por lambedura e pela deposig¢ao de gotas de fluido fecal sobre 0 mesmo
(DELLA LUCIA et al., 1995).
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3.3 Micro-organismos associados a formigas cortadeiras

Dentre os seres viventes na terra, um dos taxons mais abundantes e diversos
do planeta é dos insetos, provavelmente devido a sua capacidade de se adaptar e
prosperar em uma ampla variedade de nichos ecoldgicos. Provavelmente, um dos
facilitadores dessa bem-sucedida “invaséo” sdo seus micro-organismos simbiontes
(DOUGLAS, 2015).

Os principais papeis atribuidos a esses micro-organismos sao: auxiliar na
digestdo e desintoxicacdo de alimentos; fornecer nutrientes essenciais; contribuir
para a higiene dos ninhos; além de desempenhar fungdes importantes na defesa
contra patdégenos e parasitas (KELLNER, 2015).

Nos insetos eussociais, como € o caso das formigas cortadeiras, essa
associacao mutualista fica mais complexa, pois a vida em grupo pode aumentar o
risco de propagacédo de doengas, além disso, as formigas cultivadoras de fungos
tem que defender ndo sé a sua espécie, mas também seu fungo simbionte de onde
a mesma obtém sua principal fonte de alimentacdo e que é constantemente
atacada por organismos concorrentes (KONRAD, 2012).

Entre os micro-organismos associados as formigas cortadeiras, certamente o
mais importante e estudado sdo os fungos pertencentes a ordem Agaricales
(Basidiomycota), caracterizados pela produgdo de corpos de frutificagao
(cogumelos). No entanto, os cogumelos raramente ocorrem em ninhos de atineos,
pois as formigas suprimem as frutificacbes e rompem as conexdes das hifas
(WEBER, 1972). A maioria das formigas cultiva fungos pertencentes aos géneros
Leucoagaricus e Leucocoprinus, da tribo Leucocoprineae, familia Lepiotaceae.

A Unica excecao sao as formigas da espécies Atta pilosum, que cultivam um
fungo pertencente a familia Pterulaceae (SCHULTZ, BRADY, 2008). Esse fungo
além de ser fator vital para as formigas cortadeiras, apresenta potencial
biotecnolégico pois produz varias despolimerases as quais promovem a
degradacgao extracelular dos polissacarideos foliares em carboidratos soluveis
(SILVA et al., 2003; SILVA et al., 2006).

O mutualismo entre fungo e formigas vai além destes dois organismos, sendo

muito mais complexo do que se supunha inicialmente, pois micro-organismos
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adicionais foram identificados em ninhos de atineos. As formigas da tribo Attini
contém pelo menos mais trés micro-organismos associados, dentre eles esta o
fungo anamoérfico Escovopsis sp. do género Escovopsis (Ascomycota:
Hypocreales), parasitas especializados dos jardins de fungos de quase todos os
géneros desta tribo (RODRIGUES et al., 2008). Sdo fungos de crescimento rapido
que ocasionam infeccbes persistentes, causando diminuigdo da taxa de
crescimento do jardim de fungos.

Estudos demostraram que em ninhos jovens de A. sexdens mantidos em
condicbes de laboratério, o desenvolvimento micelial de Escovopsis sp. pode
ocupar todo espacgo disponivel na camara de fungos em cerca de 72 horas
(PAGNOCCA; RODRIGUES; BACCI JR., 2011). Ndo se sabe a forma de
transmissao desses fungos, mas, Currie e Colaboradores (1999), sugerem que seja
através de outros artropodes que visitam ou habitam o ninho como por exemplo,
acaros.

Outro micro-organismo que vive associado a essas formigas, mais
especificamente aderidas a propleura ou no mesossoma, sao as bactérias
filamentosas (actinobactérias) do  género Pseudonocardia (Familia:
Pseudonocardiaceae) (CAFARO; CURRIE, 2005). Esses simbiontes bacterianos
sdo os mais estudados nas formigas Attine devido ao seu potencial para produzir
antibiéticos contra uma diversidade de micro-organismos (MUELLER et al., 2010).

As bactérias do género Pseudonocardia e outras bactérias isoladas do
exoesqueleto das formigas da tribo Attini podem apresentar atividade contra o
proprio fungo simbionte, assim como serem antagonistas ao fungo parasita
Escovopsis, como € o caso de algumas linhagens de actinomicetos (Streptomyces
spp.) (SEN et al., 2009; KOST et al., 2007). Em estudo realizado por Ribeiro (2000),
dezoito espécies de bactérias foram isoladas de ninhos de A. sexdens entre as
quais estavam representantes dos géneros Bacillus, Klebsiella, Staphylococcus,
Citrobacter, Brevibacillus, Paenibacillus e Pantoe. Ainda em seu estudo, o autor
comprovou que muitas dessas espécies produziram in vitro enzimas hidroliticas, o
que demonstra que esses ninhos sdao ocupados também por bactérias nao

flamentosas.
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Além dos micro-organismos citados acima, a relacdo mutualista das
formigas-cortadeiras se estende ainda as leveduras. Os primeiros a relatarem tal
associacao foram Craven e Colaboradores na década de 70. Estudos realizados
por Pagnocca; Rodrigues; Bacci Jr., 2011 identificaram leveduras basidiomicetas
vivendo associado aos ninhos de attines, especialmente as do género Trichosporon
e Cryptococcus. Recentemente, pesquisadores isolaram uma levedura negra (black
yeast) relacionada ao género Phialophora (Ascomycota) vivendo associados as

bactérias Pseudonocardia sp. na cuticula das formigas (RODRIGUES et al., 2014).

3.4 Fungos filamentosos parasitas de formigas cortadeiras

A maioria dos ninhos de formigas esta localizado no solo, dentre eles os
attineos sao considerados os mais sofisticados da natureza, pois, apresentam uma
arquitetura que recebe consideravel atencado, além de desempenharem funcdes
importantes para sobrevivéncia do ninho, tais como: proteger seus descendentes e
a rainha de inimigos naturais, controle da distribuicdo de alimentos além do controle
do microclima os quais sdo importantes para regulagao de temperatura, umidade e
concentracéo de gases (NICKELE et al., 2013)

Além do Escovopsis sp., uma grande diversidade de microfungos,
normalmente encontrada em varios habitats, especialmente no solo, e que pode
ocorrer também nos jardins de fungos e nas camaras de lixo das formigas
cortadeiras (PAGNOCCA; RODRIGUES; BACCI JR, 2011).

O solo como um ambiente rico em micro-organismos, 0s quais sao
fundamentais para a manutencédo dos ecossistemas e da cadeia alimentar. Assim,
considerar-se que, evolutivamente, organismos com diversidade genética restrita
sao mais suscetiveis a exploracado por varios parasitas. Este pode ser o caso das
formigas attini, pois, uma vez que o ninho proporciona um microambiente propicio
para o cultivo do seu fungo simbionte, espera-se que fungos parasitas explorem
esse ambiente (PAGNOCCA; MASIULIONIS; RODRIGUES, 2012). Além disso, o
substrato que é favoravel para o crescimento do fungo mutualista, também é para o

desenvolvimento de outros micro-organismos (CARLOS et al., 2011).
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Devido a essas condi¢gdes, uma gama de fungos filamentosos tem sido
encontrada vivendo associado as formigas cortadeiras (operarias, rainhas) e seu
jardim de fungos (PAGNOCCA; RODRIGUES; BACCI JR, 2011; (PAGNOCCA;
MASIULIONIS; RODRIGUES, 2012), que, sua grande maioria é fungo de solo
(Mucor, Arthrobotrys, Cladosporium, Fusarium, Syncephalastrum,
Syncephalastrum, Trichoderma, Aspergillus, Penicillium) (CARLOS et al., 2011;
HUGHES et al., 2004; PAGNOCCA et al., 2008; RIBEIRO et al, 2012;
RODRIGUES et al., 2005).

Acreditava-se que esses fungos eram contaminantes cujos esporos eram
carregados pelo ar e encontravam na esponja um ambiente favoravel ao
crescimento, no entanto, muitos desses realmente pertencem aos ninhos
(RODRIGUES, 2004).

A principio, todos esses fungos nao estariam presentes na forma micelial,
somente em conidios, e s6 no caso de haver um desequilibrio no ninho, alguns se
tornem oportunistas como € o caso dos fungos entomopatogénicos facultativos, ou
seja, podem ou nao utilizar insetos como hospedeiros em alguma fase da vida
(HUGHES et al., 2004).

Os fungos entomopatogénicos do género Metarhizium e Beauveria, estao
entre os mais estudados, pois sdo considerados patdégenos virulentos e
generalistas que se estabelecem infectando uma grande variedade de insetos néo
sociais e sociais como é o caso das Atines (JACCOUD; HUGHES; JACKSON,
1999). Ambos o0s géneros sao assassinos obrigatérios, reproduzindo-se
paralelamente a morte de seus hospedeiros e geralmente estdo associados a
insetos terrestres, sendo os mais suscetiveis a contaminacdo aqueles que
constroem ninhos no solo (AUGUSTIN, 2011).

Outros microfungos de consideravel interesse para o estudo do mutualismo
das formigas cortadeiras sdo os géneros Aspergillus, Fusarium e Trichoderma. Sao
comumente encontrados em diversos tipos de solos de regides tropicais e
subtropicais, especialmente naqueles ricos em matéria organica (AUGUSTIN,
2011). Algumas espécies como A. flavus e F. oxysporum foram isolados de

operarias vivas, moribundas, assim como no deposito de lixo e vivendo associado
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ao jardim de fungos, como é o caso do Trichoderma sp. (HUGHES et al., 2004;
RODRIGUES et al., 2005).

Essas observagdes indicam parasitas generalistas, sem preferéncia pelo
fungo ou formiga, comprovando que grande parte da diversidade encontrada de
alguma forma em associagao com as formigas cortadeiras € composta por fungos
de solo que atuam principalmente como saprofitos ou mutualista. Segundo Augustin
(2011), ainda ndo tem dados que comprovem a agao antagbnica desses fungos
ante ao fungo simbionte das attini, assim é possivel especular que: 1) sejam
simbiontes dessas formigas, agindo como parasitas ou mutualistas ainda
desconhecidos; 2) sejam simplesmente comensais ou inquilinos da col6nia, sem
causar-lhe prejuizos ou beneficios; e ou, 3) que as colbnias se contaminem
acidentalmente a partir do contato direto com o solo ou material vegetal que as

operarias trazem para dentro do ninho.

3.5 Produgao de enzimas por fungos

A producdo de enzimas € uma area da biotecnologia que esta em constante
expansao e movimenta milhares de ddlares anualmente gragcas a grande
diversidade natural desses compostos, e também devido a disponibilidade de
técnicas que extraem de maneira simples e com baixo custo, das mais diversas
especies de seres vivos (SANTOS et al., 2016).

Embora alguns biocatalizadores sejam extraidos de tecidos animais
(pancreatina, tripsina, pepsina, renina) e vegetais (papaina, bromelina, ficina,
malte), as enzimas industrias sdo, na sua maioria obtidas a partir de micro-
organismos, e entre ele os fungos estdo em destaque (CORTEZ; CASTRO;
ANDRADEB, 2017; ORLANDELLI et al., 2012). Como mostra a Tabela 1.
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Tabela 1 - Enzimas comerciais obtidas por fungos

Fungo Produtor

Enzimas Comerciais

Aspenrqillus aculeatus

B-glucanase, pectinase

Aspengillus melleus

protease

Asperqgillus niger aminopeptidase, a-amilase, a-galactosidase,
catalase, celulase, fitase, [-glucanase,
glucoamilase, hemicelulase, inulase, lipase,
pectinase, protease, xilanase

Aspergillus oryzae aminopeptidase, a-amilase, lactase, protease

Aspergillus pulverulentuns

pectinase

Chaetomium erraticum

dextranase

Chryphonectria parasitica

protease aspartica

Humicola insolens

celulase, B-glucanase, xilanase

Penicilium camembertii lipase

Penicilium citrinum irotease

Penicilium funiculosum pactinase, xilanase
Penicilium lilacinum dextranase
Penicilium roqueforti lipase

Rhizopus delemar

Glucoamilase

Rhizopus niveus

clucoamilase, protease

Rhizopus oryzae

aminopeptidase, glucoamilase, lipase

Talaromyces emersonii B-glucanase
Trichoderma reesei celulase, xilanase
Trichoderma viride celulase

Fonte: Orlandelli et al., 2012

Na natureza, os fungos, principalmente aqueles encontrados no solo, sdo os
principais produtores de enzimas responsaveis pelo o aproveitamento da matéria
organica (NEVES; PORTO; TEIXEIRA, 2006). Tais micro-organismos, representam
excelente fonte de enzimas para aplicagdes industriais em virtude dos menores
tempos de geracédo para produgdo, da facilidade de manipulagdes genéticas, do
aumento de escala e purificacdo, além de apresentarem alta estabilidade e
especificidade (REINEHR; TREICHEL, 2016).

Segundo Generally Recognized as Safe (GRAS), um micro-organismo para
ser utilizado na producdo industrial de enzimas deve ser: 1) preferencialmente,
seguro sob o ponto de vista biolégico; 2) apresentar elevada capacidade de sintese
e excrecao da enzima; 3) suportar condicbes ambientais adversas relacionadas
com a pressao osmoética, a temperatura e a forga ibnica do meio; e 4) ser tolerante
a presengca de substancias toxicas, que podem ser geradas no processo de

tratamento da matéria-prima ou pelo préprio metabolismo celular (SEWALT et al.,
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2016).

Dentre os processos utilizados para a produgdo enzimatica, a fermentagao
submersa (FS) é a técnica majoritariamente utilizada, devido a facilidade de
crescimento dos micro-organismos em condigdes controladas de pH e temperatura,
além de tornar facil a recuperacdo das enzimas extracelulares. Essa técnica
também apresenta vantagens em relacdo as outras pois, podem ser facilmente
ampliada em grande escala (industrial), ja que garante a homogeneidade do meio e
facilita o controle dos paradmetros do processo, principalmente se monitorados
remotamente (ORLANDELLI et al., 2012).

Os fungos, dentre os micro-organismos, sao fontes preferenciais de enzimas
de aplicagdo industrial, pois geralmente, secretam uma variedade de enzimas
extracelulares em resposta a estimulos ambientais, essa caracteristica permite aos
fungos colonizar um amplo espectro de tecidos vivos (como patdégenos) ou mortos
(como saprofitos) de plantas, animais, insetos, produtos de madeira, papel e solos
em decomposicdo (COLEN, 2006) e também por serem considerados micro-
organismos seguros para manipulagdo, além da expectativa de seu emprego como
biocatalizadores na forma de células viva, simplificando e reduzindo os custos nos
processos de donwstrem (RODRIGUES et al., 2016).

Vale a pena ressaltar também que as enzimas fungicas excretadas sé&o

geralmente mais estaveis e produzidas em maiores quantidades.

3.6 Enzimas de interesse biotecnoloégico

As enzimas sao catalizadores bioldgicos, sendo, em sua maioria, polimeros
constituidos por aminoacidos ligados covalentemente por ligagées peptidicas, com
excegcdo de um pequeno grupo de moléculas de RNA catalitico. Esses
catalizadores atuam diminuindo a energia requerida para ativacdo de uma
determinada reacao, tornando, dessa maneira, mais rapida a obtencdo do produto
(NELSON; COX, 2014).

Podem ser divididas em seis classes, segundo as reag¢des que catalisam:
oxidorredutases (catalisam reacbes de Oxidoredugdes); transferases (catalisam

reacgoes de transferéncia de grupos de uma molécula a outra); hidrolases (catalisam
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reagoes de hidrolise); liases (catalisam reagdes de quebra de ligagbes); isomerases
(catalisam reacbes de mudancga intramolecular, onde um substrato transforma-se
em um produto isbmero) e ligases (catalisam a ligagdo covalente de moléculas,
com simultanea quebra de uma ligacao de alta energia) (NELSON; COX, 2014)

A identificacdo das enzimas como proteinas com atividade catalitica permite
compreender varias rotas ou vias metabdlicas, cujo conjunto € denominado de
metaboloma e nessa corrente de pensamento foi introduzido a ideia de que a agao
enzimatica envolve a etapa inicial de formacdo de um complexo enzima-substrato
(VENTURA; FREITAS; FREIRE, 2008). Esse complexo é hoje considerado o
principio de todas as reagdes enzimaticas realizadas pelo metabolismo de qualquer
ser vivo.

No inicio dos anos 1970, a tecnologia enzimatica foi influenciada diretamente
pelo desenvolvimento industrial, dirigindo-se a produgédo de aminoacidos.
Atualmente verifica-se uma grande expansao da aplicacdo da tecnologia enzimatica
a muitos setores industriais e atualmente, as enzimas sao os compostos mais
importantes produzidos apds os antibiéticos (DE OLIVEIRA et al., 2006; BON et al.,
2008; COELHO; ALICE; SALGADO, 2008).

As enzimas apresentam propriedades que tornam o seu uso altamente
desejavel como catalisadores (ORLANDELLI et al., 2012). Sdo consideradas
moléculas bastante ativas, versateis e executam uma variedade de transformacoes
de modo seletivo e rapido, em condi¢gbes brandas, controladas e otimizadas de
reacao (BON, FERRARA; CORVO, 2008; BARATTO et al., 2012). Do ponto de vista
industrial, as enzimas apresentam caracteristicas notaveis, em relacdo aos
catalisadores quimicos, devido a sua especificidade tanto por dado substrato,
quanto na promog¢ao de apenas uma reagao bioquimica, permitindo a sintese de
um produto especifico, sem contaminante ou formagdo de um co-produto
(COELHO; ALICE; SALGADO, 2008).

Além disso, a atividade enzimatica pode ser regulada de maneira simples e
facil, bastando modificar a natureza do meio de reacgao, adicionando algum efetor
ou alterando o pH (DZIEZAK, 1991; COLEN, 2006). Toda enzima, em razédo da sua
grande especificidade, catalisa as transformagdes moleculares sem ocorréncia de

reagdes paralelas indesejaveis que sdo comuns em sinteses quimicas e segundo
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Nelson e Cox (2014), alteram a velocidade da reacdo e sem alterar o equilibrio
fazendo com que os processos industriais que empregam essas biomoléculas
sejam em geral, relativamente simples, faceis de controlar, eficientes
energeticamente e de investimentos de baixo custo.

Tradicionalmente, as enzimas mais estudadas sao aquelas de origem animal
ou vegetal, contudo as de origem microbiana apresentam grande potencial para a
aplicacao industrial, ja que podem ser facilmente produzidas em larga escala, via
fermentacdo. Sdo também mais facilmente expressas (clonadas) em organismos de
cultivo ja estabelecido (SENA et al., 2006; GANDHI, 1997) e nao estido sujeitas as
limitacbes de produgdo ou de suprimento, sendo que a produgido de enzimas
microbianas é um dos principais setores atual da Biotecnologia Industrial.

A investigacao e o desenvolvimento de enzimas com aplicagdes industriais e o
seu espago de mercado esta subdividido em trés segmentos: enzimas técnicas,
destinadas principalmente aos setores de produtos de limpeza, téxtil, de couros, de
alcool como combustivel e de papel e celulose; enzimas para alimentos e bebidas;
e enzimas para ragao animal.

A aplicagdo das enzimas no mercado industrial esta diretamente ligada a
biotecnologia e essas aplicagbes visam o0 uso de novas matérias primas e a
melhoria de processos e das caracteristicas fisico-quimicas do produto. Do ponto
de vista industrial, uma enzima comercialmente viavel é aquela que garante a
obtencdo de um produto final de melhor qualidade que o produto tradicional; a
melhoria do processo de produgao, reduzindo custos laboratoriais; a produgao de
produtos disponiveis de forma reduzidas ou indisponiveis no mercado
(ORLANDELLI et al., 2012).

Essas enzimas vém sendo utilizada ha muitos anos em diversos ramos e suas
aplicagbes industriais que vao desde industrias téxteis, passam pelo
processamento de couro, envelhecimento de tecidos, papel e celulose, detergentes
até tratamento de efluentes (ORLANDELLI et al., 2012). Dentre as principais
enzimas industriais estdo as proteases, amilases, lipases, celulases, xilanases e
fitases, sendo que as proteases e amilases lideram o mercado respondendo por
60% e 15% do mercado, respectivamente (BON; FERRARA; CORVO, 2008;
HASAN et al., 2014).
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3.7 Amilases

O amido, depois da celulose, é o carboidrato mais abundante na natureza o
mesmo € considerado a principal reserva de carboidrato das plantas, sendo
encontrado em varias espeécies tais como, trigo, milho, cevada, arroz, mandioca
entre outros e segundo Zeoula e Colaboradores (1999), sdo encontrados em
maiores quantidades em grao do que em raizes.

Esse carboidrato € constituido por uma mistura de polissacarideos de massa
molecular elevada, amilose e amilopectina que representa de 15% e 85% do
polimero respectivamente (FERNANDES, 2007; BON; GiRIO; PEREIRA JR., 2008),
sendo a primeira um polimero linear constituido de cerca de 6000 residuos de
glicose unidos por ligagdes glicosidicas do tipo a-1,4, e a segundo, muito similar ao
glicogénio (forma de armazenamento de agucar nas células animais), € altamente
ramificada contendo ligagcdes a-1,4 entre os monémeros de glicose e do tipo a-1,6
unindo pequenas cadeias laterais de 15 a 45 residuos de glicose (BULEON, et al.,
1998; MYERS et al., 2000).

As enzimas responsaveis pela degradacdo desse carboidrato sdo as
amilases, essas enzimas sao utilizadas pelas plantas, animais e micro-organismos
procariotos e eucariotos que usam o amido como fonte de carbono (PEIXOTO et
al., 2003).

As amilases podem ser divididas em duas categorias, quanto ao seu modelo
de acdo: as endoamilases que atacam a molécula a partir do interior da cadeia e as
exoamilases que atacam a partir de suas extremidades (GUPTA et al., 2003). A
acao das a-amilases, que pertencem ao primeiro grupo, da origem a
oligossacarideos lineares e ramificados de diversos tamanhos, esta enzima é
amplamente distribuida entre os micro-organismos. Ja as exoamilases atacam o
substrato a partir do terminal ndo redutor, em etapas sucessivas, resultando em
produtos de baixa massa molecular, dentro desse grupo estdo as [B-amilase,
glicoamilase e a-glicoamilase (GOMES et al., 2007; VAN DER MAAREL et al.,
2002).

Amilases apresentam grande importancia biotecnolégica tais como
aplicagdes nas industrias téxteis (ANDREAUS; CAVACO-PAULO, 2008), papel e
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celulose (DURAN et al., 2008), cervejas, bebidas destiladas, panificagao, cereais
para alimentagao infantil, liquefacdo e sacarificagdo do amido, ragdo animal
(COURI et al., 2008), industria quimica e farmacéutica (CRUZ et al, 2008; BON et
al., 2008). Apesar de poderem ser derivadas de diversas fontes, incluindo plantas e
animais, enzimas microbianas geralmente encontram grande demanda industrial.
Atualmente, grandes quantidades de amilases microbianas estao disponiveis
comercialmente e tém aplicagdo quase completa na hidrélise do amido em
industrias de processamento do amido (GUPTA, et al., 2003; PANDEY, et al.,
2005).

3.8 Lipases

As lipases (EC: 3.1.1.3) sdo enzimas que vém se destacando cada vez mais
no cenario da Biotecnologia enzimatica. Depois das proteases e carboidrases, as
lipases constituem o terceiro maior grupo em vendas no mundo (SHARMA; CHISTI;
BANERJEE, 2001; MESSIAS et al., 2011). Impulsionado por sua versatilidade, que
permite a catalise de reacdes de hidrdlises e de sintese, as lipases sao aplicadas
em muitas industrias. Essas enzimas s&o biocatalisadores que atuam por defini¢ao,
na interface organico-aquosa, catalisando a hidrdlise de ligagdes éster-carboxilicas
de triacilglicreois levando através de uma sequéncia de reacdes a formagado de
diacilglicerol, monoacilglicerol e glicerol (HASSAN; SHAH; HAMEED, 2006).

Dependendo das condigdes do meio, as lipases podem catalisar hidrélise de
ésteres tanto em meio aquoso, quanto, em meios ndo aquosos ou restritos em agua
e essa caracteristica permite que essas enzimas sejam utilizadas na sintese régios
seletiva ou na resolucido estereosseletiva de alcoois, acidos carboxilicos e aminas.
Geralmente para serem cataliticamente ativas ndo requerem cofatores, atuam em
ampla faixa de pH e sdo estaveis a altas temperaturas ampliando
consideravelmente as possibilidades de aplicagbes comerciais (GOTOR-
FERNANDEZ et al., 2006).

As lipases sdo encontradas em micro-organismos, em animais e em vegetais,
porém industrialmente os micro-organismos séo a fonte mais utilizada, uma vez que

tem alta velocidade de sintese, alto rendimento de conversdo de substrato em
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produto, grande versatilidade e maior simplicidade na manipulagdo ambiental e
genética de sua capacidade produtiva (SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001;
SAXENA et al., 2003). Essas caracteristicas fazem com que as lipases sejam uma
excelente alternativa para aplicagcbes industriais, que vao desde as industrias
alimenticias (JAEGER; EGGERT, 2002), detergentes (HASSAN; SHAH; HAMEED,
2006; SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001), oleoquimica (DEUTSCHE, 2000),
farmacéutica, quimica fina, cosméticos e fragrancias, de poupa e papel (HOUDE;
KADEMI; LEBLANC, 2004), tratamento de efluentes ricos em Oleos e graxas
(MENDES; CASTRO, 2005; ROSA; CAMMAROTA; FREIRE, 2006; CASTRO;
MENDES; SANTOS, 2004).

Com a ampla utilizagdo das lipases nas industrias, pesquisas vém
desenvolvendo estudos voltados para a caracterizacao estrutural e elucidacéo do
mecanismo de agao das mesmas assim como, na expressao de genes de lipases
de caracteristicas interessantes em organismos de facil cultivo, em larga escala, o
que torna interessante a bioprospecc¢ao de micro-organismos que tenham potencial

para a producdo dessas enzimas.

3.9 Proteases

Segundo Nelson e Cox (2014), as proteinas sdao as macromoléculas
biolégicas mais abundantes, ocorrendo em todas as células e em todos os
compartimentos celulares em diversas formas e uma unica célula pode armazenar
milhares de tipos diferentes de proteinas. Os autores também definem as proteinas
como sendo polimeros que compreendem uma sequéncia contendo varios
aminoacidos ligados covalentemente entre si através de ligagdes peptidicas.

A funcdo dessas macromoléculas biologicas esta diretamente ligada a
conformacgao tridimensional nativa, qual vai determinar as fungbes bioldgicas
exercidas por elas, e vai depender exclusivamente da sequéncia de aminoacidos
que a compde (NELSON; COX, 2014).

Nas células as proteinas possuem diferentes fungdes, essenciais para a
manutencgao e propagacgao da vida: a) estruturais — compdem estruturas biolégicas

como o colageno; b) defesa — bloqueiam eventos danosos e, ou, inativam
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substancias nocivas ao organismo; c) transporte — carreiam substancias nos tecidos
e nas células; d) regulatérias — regulam as atividades de outras proteinas e vias
metabdlicas; e) armazenamento — atuam como reservatorio de aminoacidos
essenciais; f) contrateis — promovem movimentos nas células e tecidos; g) catalise
enzimatica — modificam as velocidade das reacdes quimicas celulares (QUIROS;
LANGER; LOPEZ-OTIN, 2015). Tais funcdes sdo de grande importancia, pois
essas moléculas podem exercer o papel de catalisadores biolégicos em importantes
processos biotecnoldgicos e industriais, tais como, processamento de alimentos,
bebidas, formulagdo de detergentes, processamento de couro, formulagdo de
medicamento, entre outros (COELHO et al., 2016; NEVES; PORTO; TEIXEIRA,
2006).

Segundo o Comité de Nomenclatura Enzimatica (EC) da Unido Internacional
de Bioquimica e Biologia Molecular, as peptidases pertencem a classe 3
(hidrolases) e subclasse 3.4 (peptideo-hidrolases ou peptidases). As enzimas da
subclasse EC3.4 sao subsequentemente classificadas como exopeptidases
(EC3.4.11-19) e endopeptidases, (EC 3.4.21-99). Estes grupos referem-se a
capacidade das enzimas em clivar ligagdes peptidicas nas extremidades ou no
interior da cadeia polipeptidica, respectivamente. Também podem ser classificadas
de acordo com a faixa de pH em que atuam: acidas (pH 2,0 — 5,9), neutras (pH 6,0
—7,9) e alcalinas (pH 8,0 — 13,0) (SOUZA, 2015).

Dentre as enzimas industriais, 75% pertencem ao grupo das hidrolases e
destas, dois tergos sao proteases, € considerada um dos grupos mais importantes
industrialmente devido a sua ampla diversidade de aplicagdo (WERNECK, 2016).
Séo fontes de proteases, 0s animais, vegetais e micro-organismos. As proteases de
origem vegetais sdo governadas por varios fatores que consomem tempo e as de
origem animal estdo diretamente relacionada com o abate desses organismos,
nesse contexto as proteases microbianas s&o preferiveis por expressarem
caracteristicas desejadas para ampliagdo em escala industrial e aplicagcbes
biotecnolégicas (SEWALT et al., 2016).
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3.10 Celulases

A celulose é considerada o maior carboidrato sintetizado pelos vegetais e esta
entre os compostos organicos mais abundantes na biosfera, abrangendo mais da
metade de todo carbono organico do planeta (CHANG et al., 2009). Sao
polissacarideos formados por residuos de B-D-glicose unidos entre si por ligagdes
B-1,4, que mantem uma estrutura linear e plana, sendo a celobiose, o dissacarideo
4-0O-B-D-glicopiranosil-D-glucopiranose, a unidade repetitiva do polimero (GAUTAM
et al., 2011). E considerado um polimero muito rigido e estima-se que em sua
estrutura pode ser encontrado de 4.000 a 8.000 moléculas de glicose (ARISTIDOU;
PENTTILA, 2000).

A conformacgao B permite que a celulose forme cadeias bem longas e retas,
dispostas paralelamente e interligadas por pontes de hidrogénio, formando as
microfibrilas que dao a resisténcias a essas moléculas. Essas fibras por sua vez,
apresentam regides cristalinas e amorfas, sendo essa regido amorfa a mais
propicia a hidrolise enzimatica (O’'SULLIVAN, 1997).

A celulose, é degradada pela hidrolise enzimatica das celulases (membro da
familia das glicosil-hidrolases, que hidrolisam oligossacarideos e polissacarideos),
um complexo celulotitico composto por endoglicanases, celobio-hidrolases e
celobiases. As endo-B-1,4glicanases (E.C. 3.2.1.4) partem aleatoriamente as
cadeias de celulose e diminuem o comprimento das cadeias; as celobio-hidrolases
(E.C. 3.2.1.91) atacam as extremidades do polimero com o grupo final redutor ou
nao; as B-glicosidades (E.C. 3.2.1.21) hidrolisam a celobiose a glicose (GAUTAM et
al.,, 2011; POTPROMMANEE et al., 2017; SONG; LEE; LEE, 2016), sendo os trés
componentes celuloliticos atuando em sinergismo (MESA et al., 2016).

Entretanto, os vertebrados n&o possuem enzimas capazes de degradar
celulose, por isso, esses polissacarideos apresentam baixo valor nutricional para os
humanos e animais, além disso, o Brasil € um pais agroindustrial e destaca-se pela
producao de soja, milho, cana-de-agucar, mandioca, café, entre outros, gerando
assim grandes quantidades de residuos ricos em celulose.

Na maioria das vezes, esses residuos sao incorporados ao solo para

decomposigado natural, contudo, esse € um processo demorado e exige grandes
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areas aos redores das industrias. Neste sentido, as celulases tém sido investigadas
no que diz respeito ao seu potencial para degradagao biologica desses compostos,
pois essa degradacdo resulta na liberagdo de glicose e outros agucares
fermentaveis (HAN et al., 2016; LIU et al., 2017), que apresentam aplicabilidade nas
industrias de alimentos e alcooleiras, assim como aditivos nas industrias de
detergentes téxteis, papel e celulose e também na bioconversdo de biomassa
agricola em produtos de valor agregado (BUZALA et al., 2016; DILLON et al., 2011;
GAUTAM et al., 2011; MESA et al., 2016; TIRADO-GONZALEZ et al., 2016).

Os tecidos vegetais em decomposi¢cao e a superficie do solo constituem o
principal habitat da microflora celulolitica. Sistemas celuloliticos completos sao
produzidos por diferentes géneros e espécies de micro-organismos (CHANG et al.,
2009; JA'AFARU, 2013). A produgdo de celulases por fungos € amplamente
disseminada na natureza, pela alta eficiéncia em produzir enzimas celuloliticas
ativas, incluindo uma grande variedade de espécies de fungos dos géneros
Trichoderma, Penicillium e Aspergilus (BULAKHOV et al., 2017; DILLON et al.,
2011).

O fungo Trichoderma reesei é, provavelmente, o micro-organismo cujo o
sistema celulolitico foi mais investigado, juntamente com o Neurospora, Penicillium
e Aspergillus, devido ao grande potencial de aplicagéo industrial (HAN et al., 2016).
Entretanto, as preparagbes enzimaticas brutas, provenientes destes fungos
apresentam um desbalanceamento entre as atividades de Fpase e CMCase com
relacdo a atividade de B-glicosidase, ja que a producdo de B-glicosidase nas
culturas de Trichoderma é baixa. Esse fato limita a completa sacarificacdo da
celulose a dlicose, sendo as preparagbes de celulases de Trichoderma
suplementadas com B-glicosidase produzidas por Aspergilus (SAINI et al., 2015). O
que demonstra a necessidade prospeccao de fungos que produzam um extrato

bruto com atividade balanceado entre o sistema celulolitico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta dos insetos

Os ninhos foram escavados com auxilio de ferramentas manuais de acordo
com a metodologia utilizada por Autuori (1942); Pereira-da-Silva (1979); Pretto
(1996) afim de ndo causar prejuizos aos mesmos. A coleta dos insetos foi realizada
no centro de Apoio a pesquisa do Médio Solimées — CAPMEDSOL (4°7°10.94”S e
63°4'29.57”0), pertencente ao Instituto de Saude e Biotecnologia (ISB), da
Universidade Federal do Amazonas, Campus Coari (Figura 1).

Figura 1 - Localizagdo da coleta dos insetos
CAPMEDSOL
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Os ninhos foram acondicionados em recipientes plasticos transparentes e
aclimatados de acordo com Bento et al., (1991) e Della Lucia e Villela, (1993) com
temperatura de 25°C +- 2°C e umidade relativa 75 a 85% recebendo agua, alimento
e outros cuidados. A alimentagdo foi basicamente de folhas novas de laranja (Citrus
sinensis L.) e manga (Mangifera indica L) de acordo com Gonzaga e Colaboradores
(2015).
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4.2 Isolamento dos fungos

Para o isolamento dos fungos filamentosos das formigas cortadeiras, os
insetos foram divididos em cabeca, térax e abdémen os quais foram submetidos a
processos de assepsia de acordo com Gonzaga et al., (2015), imersos em agua
destilada autoclavada por um minuto, etanol 70% por um minuto, hipoclorito de
sédio (NaOCl) 3% por um minuto, novamente lavados em etanol 70% por 30
segundos e por ultimo em agua destilada esterilizada. Também foram isolados
micro-organismos dos insetos sem assepsia, o procedimento de inoculagao foi o
mesmo para ambos. Apds, os insetos foram inoculados em placa de Petri com o
meio de cultura BDA (Batata Dextrose Agar) suplementado com 150 pL/mL-1 de
antibiotico (RODRIGUES et al., 2008, 2011). As culturas foram transferidas para
estufa tipo B.O.D (Biological Oxygen Demand) a 26°C. Apds o inoculo foram

realizados repiques até a obtencao de colbnias puras.

4.3 Conservacgao dos micro-organismos

Os isolados foram conservados por meio de 3 métodos: (1) conservagao em
agua destilada e autoclavada; (2) método de congelamento comum em glicerol a
15%; (3) conservacdo em oleo mineral (CASTELLANI, 1939; KITAMOTO et al.,
2002; SOLA et al., 2012).

4.4 Determinacao da atividade enzimatica em meio soélido: meio para o
crescimento microbiano e indugao da atividade enzimatica

A determinacdo da atividade enzimatica qualitativa foi adaptada de Teixeira e
Colaboradores (2011).

Para o crescimento dos fungos filamentosos e indugcdo da atividade
enzimatica, foi utilizada a solugdo de Manachini (MANACHINI et al., 1987; MACIEL
et al., 2010; SANTOS et al., 2013), conforme descrito a seguir:

KH2PO, - 2,0 g; (NH.).SO4 - 1,0 g; MgS04.7H,0 - 0,1 g; NaH,PO..H.0O - 0,9 g;
Extrato de Levedura - 1,0 g; Agua destilada - 1000 ml.

Para a indug&o de amilases foi adicionado o substrato amido soluvel (SIGMA)
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na concentragao final de 0,5% (p/v) e pH ajustado para 6,0.

Para a inducdo de lipases foi adicionado o substrato Tween 80 na
concentracéo final de 0,5% (v/v) e pH ajustado para 5,0.

Para a indugao de celulases foi adicionado o substrato carboximetilcelulose-
CMC (SIGMA) na concentracéo final de 0,5% (p/v) e pH ajustado para 5,0.

Para a inducao de protease foi adicionado o substrato gelatina incolor na

concentracéo final de 0,5% (p/v) e pH ajustado para 5,0.

4.5 Condigoes de fermentacao em meio liquido e recuperagao do extrato bruto

Os cultivos foram realizados em frascos tipo Erlenmeyer de 100 mL, utilizando
30 mL de meio de cultivo com seus respectivos substratos indutores. Para inoculo,
foi utilizado um fragmento de colénia de 8 mm em cada frasco e incubado em
agitador de bancada (Shaker) por 72 H, as 28 °C, sob agitacdo de 150 rpm. Ao
término da fermentacao, a biomassa fungica foi separa do extrato bruto através de
filtragdo em membrana de vidro Whatman (47mm O circles), e posteriormente
centrifugada a 4000 rpm por 20 min para separagao total dos esporos
remanescente. O sobrenadante foi retirado com o auxilio de uma pipeta e
conservado em microtubo de 2 mL a -10 °C até a inoculagdo em meio solido para

determinacao da atividade enzimatica.

4.6 Avaliagao da atividade enzimatica através do método cup-plate

No ensaio qualitativo (cup-plate) para deteccdo da atividade enzimatica,
quatro perfuragdes circulares (5 mm) foram feitas em placa de Petri contendo 20
mL de meio especifico para cada enzima testada (Tabela 2). Em cada pogo foi
inoculado 100 uL do extrato enzimatico bruto. Os testes foram realizados em
triplicatas e as placas foram incubadas em B.O.D. a 37°C por 36 horas. A produgao
enzimatica foi avaliada pela formagao de halos, apds revelagdo de acordo com o
item 4.7.
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Tabela 2 - Meios de cultivo para determinacéo de atividade enzimatica pelo método

cup-plate
Celulases - Agar Celulose
Agar 189
Carboximetilcelulose (CMC) 10¢
Tampéao Acetato de Saédio (pH 5,0) 1000 mL
Lipase — Agar lipase
Agar Nutriente 20g
CaClI2.H20 0,01¢g
Tween 80 1,0 Ml
Agua destilada 99,0 mL
Amilase — Agar Amido
Agar 18 g
Amido soluvel 10¢
Tampéo Acetato de Saédio (pH 5,0) 1000 mL

Protease — Agar Gelatina Leite

Solugao 1

Agar
Tampéo Citrato Fosfato (pH 5,0)

18 ¢
900 mL

Solugao 2

Gelatina
Tampéo Citrato Fosfato (pH 5,0)

10g
50 mL

Solugao 3

Leite desnatado
Tampéao Citrato Fosfato (pH 5,0)

1049
50 mL

4.7 Revelagao da atividade enzimatica

Para celulases, foi utilizada solugdo aquosa de vermelho congo 0,1% (p/v) e
NaCl 1M.

Para lipases ndao ha necessidade de substancia reveladora. Para evidenciar a

observacao do halo formado a partir de pequenos cristais, a placa foi mantida a 4°C
por 24 horas.
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Para amilase, foi utilizada solu¢ao de iodo a 0,1 M.

Para proteases nado ha necessidade de substancias reveladoras, ha a
formacéo de um halo translucido ao redor de cada cup-plate.

Para determinagdo da atividade enzimatica foi medido o didmetro do halo
(mm) no reverso da placa, com o auxilio de um paquimetro e determinou-se o

indice de Atividade enzimatica (1), conforme Lima (2006), dado pela formula abaixo:

__ didmetro do halo [mm|

~ di@metro do poco|mm)

Segundo Soares e Colaboradores (2010), para considerar um micro-
organismo produtor de enzimas extracelulares em meio sdélido, o valor do indice de

atividade enzimatica (l) deve ser maior ou igual a 2,0.

4.8 Quantificagao e avaliagao da influéncia do pH e temperatura na atividade
proteasica

O melhor produtor de protease foi selecionado para determinar
quantitativamente a atividade enzimatica e caracterizar melhor pH e temperatura.

A atividade das proteases foi determinada adicionando-se 150 uL de extrato
enzimatico e 250 pL de substrato (azocazeina a 1% (p/v) em tampao Tris-HCI 0,2
M, pH 7,2). Apés 60 min de incubagdo a 25°C, em camara escura, a reagao foi
interrompida pela adicdo de 1,2 mL acido tricloroacético a 10% (p/v) e o residuo
remanescente foi removido por centrifugacédo a 4000 rpm por 20 min. Foi retirado
800 pL do sobrenadante e adicionado em 1,4 mL de hidroxido de sédio 1M,
procedendo-se a leitura em espectrofotometro a 440 nm. Uma unidade de atividade
proteolitica foi definida como a quantidade de enzima capaz de produzir um
aumento na absorbancia de 0,01 em uma hora (COURI et al., 2000).

Para determinar o melhor pH da atividade proteolitica, o extrato bruto foi
adicionado nos seguintes tampdes contendo azocazeina 1% (p/v): solugdo tampao
citrato 0,1M (pH 5 e 6), solugdo tampao fosfato 0,1 M (pH 7 e 8) e solugdo tampao
carbonato-bicarbonato 0,1 M (pH 9 e 10). As analises foram realizadas por uma

hora, a 25°C em camara escura, procedendo-se a leitura em espectrofotdmetro a
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440 nm. Apds a determinacdo do melhor pH, foi avaliado a melhor temperatura,
incubando o extrato enzimatico em tampao 6timo contendo azocaseina 1% (p/v)
nas seguintes temperaturas (25, 30, 40, 50, 60, 70, 80 °C), durante uma hora,

seguindo-se a leitura em espectrofotdmetro a 440 nm.

4.9 Curva de crescimento

Para determinacdo da producdo de proteases e biomassa microbiana, foi
realizada uma curva de crescimento onde o fungo foi cultivado em solugéo
Manachini com gelatina 0,5% (p/v), incubado a 28°C e 150 rpm. O procedimento foi
realizado em ftriplicata, onde a cada 24 horas trés frascos eram retirados e
submetidos a etapa realizada no item 4.5 para obtengdo do extrato bruto. A
medicdo da concentracdo de biomassa foi realizada pela técnica de peso seco
(LIMA, 2009), onde a membrana contendo a massa microbiana foi colocada em
estufa a 100°C e pesado em intervalos de 12 — 24h na estufa e 30min do
dessecador até a obtencdo do peso constante. A producdo de proteases foi

realizada de acordo com o item 4.8.

4.10 Identificagao morfolégica

A identificacdo dos fungos foi feita por meio de microcultivos (GONZAGA,
2012; GUEDES, 2010), e a partir desses microcultivos as colénias foram
observadas macroscopicamente (crescimento, coloragdo, textura e pigmento

difuso) e microscopicamente (hifas e gongilideos).

4.11 Identificagao molecular dos micro-organismos
4.11.1 Extragdo do DNA
As amostras de fungos crescidos em placa com sete dias de cultivos, foram

raspadas com o auxilio de um bisturi e submetidos a maceragdo com nitrogénio

liquido, o macerado foi transferido para microtubo de 2 mL e reservado a — 80°C até
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o0 momento da extragdo. O objetivo desse processo € romper a parede celular dos
fungos para facilitar a extracdo do material genético.

Apods, as amostras foram submetidas a extracdo pelo Kit Wizard Genomic
DNA Purification (PROMEGA). Em seguida, o DNA foi submetido a eletroforese em
gel de agarose (0,8%) corado com brometo de etidio e visualizado sob luz
ultravioleta para confirmagcao. Ao final da extracao, o pellet foi ressuspendido em

solugéo tampao (DNA Rehidration Solution) e congelado para analises posteriores.

4.11.2 Quantificagdo do DNA
A concentragao das amostras de DNA foi determinada por fluorimetria com 2

ML da solugdo de DNA total extraido, utilizando o Kit Qubit® dsDNA HS Assay
(Molecular Probes — Life Technologies).

4.11.3 PCR para o Sequenciamento
A metodologia para amplificagcdo dos acidos nucléicos foi adaptada de

Montero-Lomeli e Rumjanek (2013). Os reagentes e concentragdes utilizados para

a reacéo estao dispostos na Tabela 3.

Tabela 3 - Protocolo utilizado para amplificagao por PCR

Reagente Concentragiao das | Volume para uma reacgao
Solugdes (25 pL)
Agua Mili-Q - 6,2uL
Tampado para Taq DNA | 10X 2,5uL
polimerase
Mistura de dNTP 2,5mM 2,5uL
Iniciador senso S5pmol/uL 2,0uL
Iniciador antissenso S5pmol/uL 2,0uL
MgCI2 25mM 2,5uL
Taq DNA polimerase 5U/uL 0,3uL
DNA-molde 50ng 7uL

A regido amplificada foi a ITS (internal transcribed spacer), usando os primers
descritos por White et al. (1990) para a regidao ITS1 e ITS4. A PCR foi realizada de

acordo com Pagnocca e Colaboradores (2008) composta por 1 clico inicial de 95 °C
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por 3 minutos seguido de 35 ciclos de: 96°C por 3 minutos, 61°C por 45 segundos e
72°C por 1 minuto.

O produto da PCR foi revelado por meio de eletroforese em gel de agarose
0,8 %, corado com brometo de etidio 1% e visualizado sob luz ultravioleta usando o
marcador molecular como padrdo de comparagao, seguido de uma nova
quantificacao por fluorimetria de acordo com o método anteriormente realizado.

Para o sequenciamento, o DNA genOmico extraido dos 4 fungos foram
submetidos a purificagdo com “exosap” o qual permaneceu overnight em
termociclador com ciclos de 30 min a 37°C; 15 min a 80°C. Apds isso, seguiu-se
para o sequenciamento

Para as reagdes de sequenciamento foi utilizado um total de 10uL de solugéo,
contendo 5,0 pL do produto da reagao, 2,0uL de BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing (Thermo Fisher Scientific), e 10 pmoles de cada iniciador ITS1 e ITS4.
Os produtos das reagdes de sequenciamento foram lidos por sequenciador 3500
Genetic Analyzer (Thermo Scientific).

As sequencias foram editadas e usadas para montar os contigs no programa
Bioedit e os contigs foram usados para pesquisar sequéncias homologas nas bases
de dados para identificagao taxonémica molecular, feitas pelo BOLD system e o
Fungal Barcode, ambos online, utilizando-se o algoritmo BLAST, confrontados com

os resultados das analises morfologicas para proceder-se a identificagao final.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isoladas 8 cepas de fungos no G1 e 21 no G2, como mostra a Tabela

Tabela 4 - Fungos filamentosos isolados por parte de inseto

Parte do inseto Fungos isolados

Grupo 1

Cabeca CCAGB; CCA4; CCA5; CCA1; CCA3;

Térax TCAT1;

Abdémen ACA1; ACA2;

Grupo 2

Cabega CSA5; CSA8; CSA9; CSA10; CSAB; CSAQ; CSA2; CSAS;
Toérax TSA2; TSA3; TSA5; TSA9; TSA10; TSA1; TSAS8; TSA7;
Abdbémen ASA3; ASA4; ASA5; ASAT; ASA1;

O mesmo substrato que o fungo simbionte cresce pode ser favoravel para o
desenvolvimento de outros micro-organismos, e alguns estudos comprovam essa
teoria, dentre a microbiota presente no ninho das formigas cortadeiras, os
microfungos sdo encontrados em abundancia (DELLA LUCIA; SOUZA, 2011).

Inicialmente, acreditava-se que esses fungos eram contaminantes, os quais
eram carregados pelo ar, ou outras vias, e alojavam-se no jardim de fungos por tal
ambiente apresentar condi¢des fisico-quimicas favoraveis ao seu desenvolvimento.
No entanto, estudos comprovam que muitos desses contaminantes, na verdade séo
parasitas oportunistas ou especializados que permanecem nos ninhos, como parte
dessa simbiose (PAGNOCCA; RODRIGUES; BACCI JR, 2011).

Pagnocca e Colaboradores (2008), em estudo realizado para avaliar a
quantidade de fungos e leveduras que sao transportados pelas gynes de A.
laevigata e A. capiguara no voo nupcial, achou resultados interessantes. Foram

usados 267 gynes das quais foram aplicados dois métodos de isolamento, no

41



método 1 foram isolados fungos e leveduras do exoesqueleto e no método 2 os
isolados foram feitos a partir do pellet transportado pelas futuras rainhas para
fundacdo do novo ninho. No método 1 foram isolados 142 cepas, entre eles os mais
comuns foram Trichoderma sp., Cladosporium sp., Mucor sp., pelo método 2
apenas 7 cepas foram isoladas, entre elas estavam Cladosporium cladosporioides,
Chaetomium funicola.

Estudos realizados por Rodrigues e Colaboradores (2008), aplicando técnicas
basicas de isolamento de fungos filamentosos no jardim de fungos de ninhos de
formigas cortadeiras, isolou 85 cepas de microfungos vivendo associado a espoja, o
que compreendeu 33 espécies de 16 géneros diferentes identificados por analises
morfolégicas e moleculares.

Guedes e Colaboradores (2011), conseguiram isolar 56 cepas fungicas de A.
laevigata em meio de cultura BDA, sendo 32 fungos negros e 14 espécies hialinas
de soldados, a maioria da cabecga, além de 10 isolados dos trabalhadores sendo 4
da cabeca dos insetos e 6 do torax. Ribeiro e Colaboradores (2012), isolaram 90
cepas de fungos filamentos de forrageiras de Afta bisphaerica, para tal estudo
foram usados 300 insetos da referida casta, e dentre os fungos mais comumente
encontrados estavam Aspergillus ochraceusm, Cladosporium sp, Mucor racemosus.

Apos o isolamento, todas as cepas foram avaliadas macroscopicamente
quanto a morfologia da colénia e selecionados os morfotipos diferentes para
triagem enzimatica. As cepas selecionadas foram: TSA9; ASA3; CCA3; CCAS5;
ACA1; CCA4; CSA10; CCA1; TSA2; CCAB; CSAD; CSA2; TSA5; CSAG.

5.1 Avaliagao qualitativa da producao de enzimas extracelulares

A avaliagdo qualitativa da produgao extracelular das enzimas foi verificada 36
horas apés o inéculo do extrato bruto (EB) de cada microfungos isolado da formiga
cortadeiras em meio agar-amido, agar-lipase, agar-CMC e agar-leite para amilase,
lipase, celulase e protease respectivamente. Com isso, foi possivel avaliar que das
14 amostras testadas, 13 apresentaram resultado positivo para pelo menos uma
enzima testada e somente a amostra ACA1 nao apresentou resultado positivo para
as enzimas testadas. As amostras ASA3, CCA4, CCA3, TSA2, CCA6 e CSA2
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apresentaram resultados positivos para apenas uma enzima, sendo elas, celulase,
lipase, amilase e protease respectivamente, sendo o fungo TSA2 o melhor produtor
de amilase, com (l) igual a 4,4.

As amostras CCA5 e CSA10 apresentaram resultados satisfatérios para duas
enzimas amilase/celulase e celulase/lipase, sendo o fungo CCA5 a amostra que
apresentou um resultado mais expressivo para celulase com (l) igual a 5,33. Os
microfungos TSA9, TSA5 e CSA6 apresentaram resultados positivos para amilase,
celulase e lipase. Por sua vez, as amostras CCA1 e CSAOQ apresentaram resultados
positivos para todas as enzimas testadas sendo o CCA1 o melhor produtor de
protease, com (l) igual a 5,46 e o CSAO o melhor produtor de lipase, com (I) igual a

4,8. Como mostra na Figura 2.

Figura 2 - Resultados dos testes qualitativos
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do ponto de vista industrial devido a algumas vantagens. Primeiramente sao
facilmente produzidas em larga escala via fermentacado, podem ser mais facilmente
expressas via engenharia genética em organismos de cultivos ja estabelecidos e
aparentemente n&o estao sujeitas a limitagdes de produc¢do ou suprimentos.

Orlandelli e Colaboradores (2012), afirmam que a primeira etapa para a
producao de enzimas a partir de micro-organismos consiste na identificacdo e
aquisicdo do micro-organismo produtor, que pode ser uma linhagem selvagem,
além disso, o autor salienta que a descoberta de novos micro-organismos
produtores de enzimas, significa encontrar uma nova fungdo para o mesmo,
portanto, o maior numero possivel de micro-organismos deve ser investigado.

Os biomas brasileiros abrigam uma das microbiotas mais diversificadas do
planeta e apresentam um potencial microbiolégico imensuravel. Devido a esse
potencial e a crescente aplicabilidade das enzimas na area industrial, torna-se
viavel a selecdo de novas linhagens produtores de complexos enzimaticos de
interesse.

Segundo Neves, Porto e Teixeira (2006), na natureza, grande parte da
atividade necessaria para o aproveitamento da matéria organica é realizada por
fungos produtores de enzimas, nos ninhos de formigas cortadeiras nao € diferente,
grande parte dos fungos encontrados nessa simbiose s&o bons produtores de
enzimas.

Estudos sugerem que a agdo enzimatica sinérgica de varios micro-organismos
associados ao jardim de fungos das formigas cortadeiras podem influenciar no
crescimento do fungo mutualista, uma vez que esses organismos podem atuar na
degradagao de varios polissacarideos se tornando assim um aspecto relevante a
ser considerado da nessa interagao.

Costa (2014), em seus estudos, avaliou a produg¢ao de enzimas extracelulares
de 235 estirpes de fungos, compreendendo 91 espécies de 51 géneros, isolados de
ninhos attineos, foram testadas dentre as enzimas, celulases e amilases. Do total,
94% (221) produziu, pelo menos, uma das enzimas testadas, sendo que 72% dos
isolados apresentam resultados positivos para celulases. Segundo o autor, o
elevado numero de fungos produtores de celulases observados no estudo sugerem

que eles também atuem na degradacgao de polissacarideos dentro do ninho, assim
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como as leveduras. Nos testes para amilases, as amostras apresentaram
resultados negativos, o autor deduziu que o papel dos fungos provenientes da
esponja n&o esta relacionado com a degradagado do amido, o que presume que O
metabolismo desse polissacarideo esta mais relacionado com o fungo mutualista.

Além disso, os fungos filamentos, em geral sdo bons produtores de enzimas
extracelulares, Pereira (2012), avaliou a producdo de enzimas por fungos
filamentosos de 6 géneros (Asperqillus, Penicillium, Fusarium, Trichoderma,
Cladosporium e Rhizopus). Das amostras avaliadas, 15 produziram celulases, 13
produziram proteases, 13 produziram pectinases e nao foram observados halos que
comprovassem a produgao de amilases, segundo o autor, a avaliagdo qualitativa da
producdo de enzimas, muitas vezes, ndo corresponde a produc¢ao propriamente
dita, sendo necessaria a analise quantitativa para obter um resultado mais
confiavel.

O que pode ser confirmando nos estudos de Stroparo e Colaboradores (2012),
que avaliou quantitativamente a producédo de enzimas de interesse biotecnologico
de fungos Penicillium glabrum, P. glabrum, Penicillium verruculosum, Penicillium
herquei, Penicillium miczynskii, Trichoderma viride, Aspergillus niger e A. niger, e
somente Penicillium herquei nao apresentou resultados positivos para amilases, o
restante apresentaram resultados satisfatorios.

Colen, Junqueira e Moraes-Santos (2006), avaliaram a produgao de lipases de
25 cepas fungicas isoladas de solo, desses 84% (21) apresentaram resultados
satisfatorios para enzimas extracelulares. Resultados similares foram encontrados
em estudos de Da Silva e Colaboradores (2016), dos 16 fungos testados quanto a

producao de lipase, 12 (75% dos isolados) apresentaram resultados positivos.

5.2 Analise quantitativa da producao de proteases

Dos 14 fungos analisados para produgéo de proteases, apenas 3 apresentam
resultados positivos, sendo o resultado mais expressivo o obtido pela amostra
CCA1, o mesmo foi submetido ao ensaio enzimatico para quantificar a producao da
enzima de interesse. O resultado obtido foi satisfatério, utilizando azocazeina como

substrato, a cepa CCA1 apresentou atividade catalitica equivalente a 186 U/mL.
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De acordo com Coélho e Colaboradores (2016), o uso da azocaseina como
substrato para analisar atividade bioldgica de enzimas proteoliticas € um dos
métodos mais confiaveis, pois o mesmo utiliza de forma simples a correlacdo da
massa entre o substrato usado e a densidade 6tica observada na amostra apos a
digestao.

O resultado obtido no presente trabalho, demostra que o fungo € um bom
produtor de protease extracelular, tendo em vistas os resultados encontrado nas
bibliografias pesquisadas. Werneck (2016), avaliou quantitativamente a produgao
de proteases de 36 fungos, somente dois fungos n&o apresentaram atividade,
sendo os melhores resultados obtidos pelo fungo codificado com BR com atividade
enzimatica de 41 U/mL, seguido pelo fungo OHO3 com 24,76 U/mL e a cepa PT02
com atividade de 23,47 U/mL.

Lario e Colaboradores (2015), demonstraram em seus estudos que
Rhodotorula mucilaginosa produziu protease extracelular com atividade 33,36
U/mL. Resultados similares foram encontrados nos estudos de Souza e
Colaboradores (2015), o mesmo investigaram a produgdo de proteases
extracelulares de Aspergillus foeditus, o fungo mostrou atividade proteolitica de
55,67 U/mL. Novelli, Barros e Fleuri (2016), avaliaram a producéo de proteases em
outras espécies do género Aspergillus, sendo ela Aspergullus brasiliensis e
Aspergillus flavipes os quais apresentaram atividades cataliticas de 11,89 U/mL e
27,78 U/mL respectivamente.

Outros estudos também comprovam que os fungos filamentosos, de uma
forma geral sdo bons produtores de enzimas de interesse industrial, como € o caso
dos resultados encontrados por Nascimento (2014), tal autor quantificou proteases
produzidas por microfungos isolados do fruto de Macauba (Acrocomia aculeata),
dos 19 fungos analisados no estudo, 16 apresentaram resultado positivo, sendo o
melhor 5,14 U/mL.

5.3 Avaliagao da influéncia do pH na atividade proteolitica

Devido a importancia da caracterizagdo enzimatica para aplicagcado da mesma

em processos industriais, foi avaliado a influéncia do pH na atividade proteasica do
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extrato bruto da amostra CCA1. O extrato bruto produzido pela amostra supracitada
apresentou atividade enzimatica em todos os valores de pH testados, sendo eles,
6,0, 7,0, 8,0, 9,0, 10,0, apresentando atividade proteolitica de 146, 186, 155, 154 e

154 U/mL respectivamente. Figura 3.

Figura 3 - Influéncia do pH na atividade proteasica
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O pH no qual o extrato bruto apresentou maior atividade foi de 7,0, tais
resultados estdo de acordo com os encontrados na literatura. Nos estudos
realizados por Werneck (2016), foi avaliado o pH o6timo para proteases
extracelulares presentes no extrato bruto de 5 cepas de fungos filamentosos, todas
as amostras apresentaram maior atividade proteoliticas nas faixas de pH entre 6,0
e 9,0.

Proteases extracelulares produzidas por Clonostachys résea tem o pH 6timo
entre 9,0 e 10,0, confirmam estudos realizados por Li e Colaboradores (2006).
Anitha e Palanivelu (2013), avaliando proteases queratinosas purificadas obtidas de
Aspergillus parasiticus demostrou a atividade catalitica maxima em pH 6,0 e 7,0,
enquanto que em faixa de pH mais elevado, mais de 83% da atividade foi mantida.

Outras literaturas, justificam o uso de tais micro-organismos para aplicagao

industrial devido a ampla faixa de pH de suas proteases, como demostrados nos
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resultados obtidos por Novelli, Barros e Fleuri (2016), enzimas obtidas a partir dos
fungos A. oryzae, A. flavipes, P. roquefortii mostraram atividade 6tima em pH
alcalino, enquanto A. niger e A. brasiliensis tiveram melhor atividade em pH acido.
Resultados similares foram encontrados em estudos realizados por Hayet e
Colaboradores (2011) e Dadshahi e Colaboradores (2016) em proteases de origem
animal (Sardinella aurita e Litopenaeus vannamei), ambas mostraram atividade na
faixa de pH entre 5,0 e 10,0, sendo o pH 6timo de 7,0 para proteases de

Litopenaeus vannamei e pH 6timo de 8,0 para proteases de Sardinella aurita.

5.4 Avaliacao da influéncia da temperatura na atividade proteolitica

A temperatura € uma variavel de grande importancia em processos industriais
e deve ser considerada, uma vez que cada enzima tem uma temperatura 6tima
para atuacédo e uma mudanga seria indesejada do ponto de vista produtivo, por
esse motivo, torna-se viavel a compreensao da faixa de temperatura que a enzima
atua, e quanto maior for essa faixa, mais interessante, para aplicagdes industriais, a
mesma sera. A temperatura 6tima da atividade de protease da amostra CCA1 foi
realizada no pH 6timo.

Conforme a Figura 4, o extrato bruto produzido pela amostra supracitada
apresentou atividade enzimatica em todas as temperaturas testadas, sendo elas,
25, 30, 40, 50, 60 e 70°C apresentando atividade proteolitica de 186, 221, 326, 201,
116 e 22 U/mL respectivamente. Sendo a temperatura 6tima a 40°C, porém o
extrato enzimatico apresentou boa atividade nas temperaturas de 25, 30, 50 e 60°C

em comparagao aos resultados encontrados na literatura.
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Figura 4 - Influéncia da temperatura na atividade
proteasica
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Lima (2016), avaliou a influéncia da temperatura na atividade de proteases
extraidas de duas stirpes de Aspergillus terreus, um endofitico e um saprofitico,
ambos apresentaram o pico de atividade na faixa de temperatura de 50°C,
resultados similares foram encontrados nos estudos de Lima e Colaboradores
(2014), em que as proteases obtidas de Bacilus stearothermophilus, com atividade
maxima apresentada a 50°C.

Dos Santos Gama e Colaboradores (2016), em seus estudos com proteases
de Bacillus da Amazbnia, encontraram valores de atividade determinados entre 40
e 50°C, exibindo 6tima atividade em 45°C. Outros resultados compativeis com o do
estudo em questdo foram encontrados nas pesquisas de (ANITHA; PALANIVELU,
2013; GIONGO, 2006; LI et al., 2006; WERNECK, 2016).

5.5 Curva de crescimento

Na curva de crescimento foi observado dois parametros, biomassa fungica e
producdo da enzima. A curva foi realizada seguindo o procedimento do item 4.9 e
foi analisado diariamente durantes 6 dias. Foi observado crescimento fungico a

partir do segundo dia apds o indculo com peso seco de 0,004 g, presumindo uma
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fase Lag de 24 horas, chegando a fase estacionaria no terceiro dia com o peso
seco de 0,096 g, apds o dia 3 0 peso nao apresentou variagao consideravel até o
sexto dia. Em relagdo a producédo enzimatica, observou-se que a mesma tem inicio
durante a fase logaritmica, onde foi observado uma atividade enzimatica de 148,6
U/mL, a maior quantidade de enzima produzida foi observada no terceiro dia de
experimento com a atividade enzimatica chegando a 185,9 U/mL, nos dias 4, 5e 6
0 extrato apresentou atividade enzimatica de 158,3, 99,3 e 97,9 respectivamente,

confirmado o procedimento metodoldgico aplicado Figura 5.

Figura 5 - Curva de crescimento microbiano/producao de proteases
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Resultados similares foram obtidos nos estudos de Souza (2015), em que a
produgao de proteases iniciou-se dentro de 48 horas e atinge valores maximos
depois de cerca de 144 e 168 horas, assim como em estudos de Werneck (2016),
onde a produgao também se iniciou com 48 horas obtendo sua maxima produgao
em 432 hora (66,4 U/mL), valor relativamente inferior ao encontrado no presente

estudo, e com o pico de produgdo em 72 horas.
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5.6 Identificagao morfolégica e molecular

Os fungos considerados melhores produtores para cada enzima testada foram
selecionados para identificagdo morfolégica e molecular, sendo as amostras
selecionadas: TSA2 como melhor produtor de amilase; CCA5 como melhor produtor
de celulase; CSAO como melhor produtor de lipase e CCA1 como melhor produtor
de protease. Figura 6.

Figura 6 - Género Aspergillus (A e B);
género Rhizomucor (C); género
~ Penicillium (D)

A identificacdo morfolégica foi feita através de analise das laminas avaliando
as estruturas fungicas coradas com lactofenol, apos a analise foi identificado os
géneros Aspergillus (amostras CSA0 e TSA2); Penicillum (amostra CCA1); e
Rhizomucor (amostra CCA5). Figura 7.
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Figura 7 - Indentificagdo morfolégica dos fungos

NPT 5 . PR

conidioforo do género Rhizomucor (B); Conidio e conidiéforo
do género Penicillium (D)

Para a confirmagao das analises morfologicas, as amostras foram submetidas
as técnicas de biologia molecular para identificacao das espécies.

O kit de extracao Wizard Genomic DNA Purification (PROMEGA) utilizado
para extracdo do DNA cromossomal, mostrou-se eficiente com as adaptacdes
feitas, uma vez que o kit ndo é especifico para fungos filamentosos (Figura 8). A
adaptacao feita foi a substituicdo do método de rompimento da parede celular, o

qual foi feito com nitrogénio liquido, sendo o indicado no protocolo o uso da liticase.
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Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose da
extracdo do DNA cromossomal
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Além da eletroforese, a extracdo do DNA fungicos foi confirmada por
fluorimetria, tal método, serviu também para quantificar o DNA extraido, como
mostra na tabela abaixo.

Tabela 5 - Quantificagcdo de DNA cromossomal

Amostra Concentracao (ng/pL)
CCA1 3,17
CSA0 21,2
CCA5 13,7
TSA2 21,3

5.7 PCR para o sequenciamento

O DNA fungico extraido das 4 amostras apresentou-se integro e sem
contaminagdo. O mesmo foi submetido a PCR da regido ITS do rDNA com os
primes ITS2 e ITS4, com isso foi possivel amplificar fragmentos de
aproximadamente 600 pares de bases. Figura 9.
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Figura 9 - Eletroforese em gel de agarose da PCR
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Apods a PCR, as amostras foram novamente submetidas a quantificagao por

fluorimetria. Resultado encontra-se na Tabela 5.

Tabela 6 - Quantificagdo da PCR

Amostra Concentracao (ng/pL)
CCA1 27,8
CSA0 27,4
CCA5 28,2
TSA2 23,2

O resultado do sequenciamento segue na Tabela 6.

Tabela 7 - Identificagdo molecular dos fungos

Amostras | Familia Género Espécie Score Similaridade | E-Value
CCA1 Trichocomaceae Penicillium citrinum 415 99.07 0
CSA0 Trichocomaceae Aspergillus aculeatus 436 99.12 0
CCA5 Mucoraceae Rhizomucor cf. variabilis | 555 98.14 0
TSA2 Trichocomaceae Aspergillus zonatus 555 99.47 0
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Os fungos sao micro-organismos de grande importancia do ponto de vista
comercial, sendo amplamente distribuidos na natureza e podem ser encontrados
em diversos substratos e com varias fungdes biolégicas. Com isso, a busca de
novas fontes fungicas produtoras de enzimas vem aumentando notavelmente nos
ultimos anos. Isso gragas a possibilidade de enzimas fungicas serem facilmente
produzidas em larga escala via fermentagdo, sendo intermediarios para varios
processos industriais além de participarem da degradacéo de residuos industriais,
agregando assim um grande valor comercial a um produto da natureza
(ORLANDELLI et al., 2012).

Recentemente, as enzimas se tornaram uma biomolécula mediadora para
obtencdo de varios produtos/processos industriais e os fungos filamentosos estao
entre os micro-organismos mais utilizados, devido a facilidade de cultivo e por
serem bons produtores de enzimas extracelulares (BON; GIRIO; PEREIRA JR,
2008).

Segundo a literatura, os géneros Aspergillus e Penicillium estdo entre os
fungos filamentosos com maior diversidade na producéo de enzimas extracelulares,
dentre as espécies de Aspergillus estao: Aspergillus niger, Aspergillus flavus,
Aspergillus versicolor, Aspergillus nidulans, Aspergillus ustus, Aspergillus
fumigatus, Aspergillus glaucus, Aspergillus clavatus; dentre as espécies do género
Penicillium estdo: Penicillium echinulatum, Penicillium brasilianum, Penicillium
pinophilum.

Ja os fungos do género Rhizomucor sao mais discretos quanto a produgao de
enzimas extracelulares, poucos trabalhos sado encontrados sobre tais fungos, dentre
eles estdo (BERNARDES et al., 2014; OLIVEIRA, 2015; RODRIGUES et al., 2016;
WANG et al., 2012), em que todos avaliaram a producgao de lipases, com excegao
de Bernardes e Colaboradores (2014), que testou a produg¢ao de amilase.

Com excegao do género Rhizomucor, ha varios relatos de espécies do género
Aspergillus e Penicillium encontrados em ninhos de formigas cortadeiras em
estudos (GONZAGA et al., 2015; GUEDES; ATTILI-ANGELIS; PAGNOCCA, 2012;
HUGHES et al.,, 2004; PAGNOCCA et al., 2008; PAGNOCCA; MASIULIONIS;
RODRIGUES, 2012; RIBEIRO et al., 2012; RODRIGUES et al., 2011).
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Dentre as literaturas pesquisadas, a espécie Penicillium citrinum foi
encontrada em ninhos attineos nos estudos de (CARLOS et al., 2011; RODRIGUES
et al., 2005, 2008).

Em relacdo as espécies Aspergillus zonatus e Aspergillus aculeatus nao ha
evidéncias dessas espécies vivendo em ninhos de formigas cortadeiras, sugerindo
novos parasitas oportunistas para esses ninhos na regiao amazoénica.

Também ndo ha evidencias de espécies do género Rhizomucor vivendo
associado as formigas da tribo attine, dentre as bibliografias pesquisadas varios
estudos foram realizados a fim de compreender a relagao simbidtica das formigas
cortadeiras e nao foi encontrado fungos do género supracitado.

Contudo, espécies desses géneros tem caracteristicas de parasitas
oportunistas, comumente encontrados em solos tropicais ou subtropicais, onde
atuam principalmente como decompositores, podendo esta associado ao deposito
de lixo dos ninhos assim como no proprio jardim de fungos das formigas cortadeiras

na forma de conidios.
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6 CONCLUSOES

e Foram isolados um total de 29 fungos do corpo da formiga cortadeira;

e Dos 29 fungos isolados, 14 foram testados, dos quais apenas a
amostra ACA1 ndo apresentou atividade para nenhuma das enzimas;

e Os fungos isolados dessa simbiose apresentam grande potencial para
a producdo de enzimas extracelulares, visto os resultados obtidos no
presente estudo;

e As espécies Aspergillus aculeatus (CSAQ), Rhizomucor variabilis
(CCA5) e Aspergillus zonatus (TSA2) apresentaram resultados
satisfatérios para producdo de lipase, celulase e amilase
respectivamente;

e O fungo Penicillium citrinum mostrou-se ser bom produtor de protease
extracelular em comparacgao aos resultados obtidos na literatura;

e O extrato bruto de proteases produzida pelo Penicillium citrinum
apresentou boas caracteristicas quanto ao pH e temperatura, o que

pode ser explorado do ponto de vista industrial;
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7 PERSPECTIVAS

e Quantificar as celulases, lipases e amilases produzidas pelos fungos
identificados no presente estudo;

e Purificar a protease obtida pelo Penicillium citrinum;

e Testar a aplicabilidade da enzima em produtos comerciais;

e Avaliar a producdo em escala industrial da protease do Penicillium citrinum;

e Explorar as ferramentas de engenharia genética visando aumentar o

rendimento da produgao enzimatica;
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