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RESUMO

O semiarido nordestino, a terceira maior regido desse tipo na América do Sul,
sofre com escassez hidrica agravada por agdes humanas como o desmatamento
e o uso predatorio da caatinga. Em Alagoas, o clima varia do tropical imido no
leste ao semiarido no oeste, com baixos indices de chuva. Nesse contexto,
fungos endofiticos — micro-organismos que vivem em tecidos vegetais sem
causar danos aparentes — surgem como alternativa promissora por produzirem
metabolitos bioativos com aplicagdes farmacologicas e industriais. O estudo
teve como objetivo isolar, identificar e avaliar a atividade enzimatica desses
fungos, associados a plantas da Caatinga alagoana, coletadas na Fazenda Ribeiro,
em Piranhas-AL. As amostras, coletadas durante o periodo chuvoso, foram
processadas no Laboratorio de Microbiologia Agricola (CECA/UFAL). Foram
identificados quatro isolados distintos pertencentes aos géneros Aspergillus (A1l
e A2) e Penicillium (P1 e P2), com base em caracteristicas morfologicas. Esses
fungos demonstraram capacidade de produzir enzimas extracelulares, como
celulase e amilase, com destaque para o isolado A2. Os resultados reforcam o
potencial biotecnoldgico dos fungos endofiticos da Caatinga, indicando a
necessidade da conservacao desse bioma como fonte de recursos sustentaveis e

inovadores para a agroindustria e outras areas da Biotecnologia.

Palavras-chave: Fungos filamentosos, Metabolismo microbiano,

Biodegradacao.



ABSTRACT

The northeastern semi-arid region, the third largest of'its kind in South America,
suffers from water scarcity exacerbated by human actions such as deforestation
and the predatory use of the caatinga. In Alagoas, the climate varies from humid
tropical in the east to semi-arid in the west, with low rainfall levels. In this
context, endophytic fungi — microorganisms that live in plant tissues without
causing apparent harm — emerge as a promising alternative for producing
bioactive metabolites with pharmacological and industrial applications. The
study aimed to isolate, identify, and evaluate the enzymatic activity of these
fungi, associated with caatinga plants from Alagoas, collected at Fazenda
Ribeiro in Piranhas-AL. The samples, collected during the rainy season, were
processed in the Agricultural Microbiology Laboratory (CECA/UFAL). Four
distinct isolates belonging to the genera Aspergillus (Al and A2) and
Penicillium (P1 and P2) were identified based on morphological characteristics.
These fungi demonstrated the ability to produce extracellular enzymes, such as
cellulase and amylase, with a highlight on isolate A2. The results reinforce the
biotechnological potential of endophytic fungi from the Caatinga, indicating the

need for the conservation of this biome as a source of sustainable and innovative

resources for agribusiness and other areas of Biotechnology.

Keywords: filamentous fungi, microbial metabolism, biodegradation.
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1. INTRODUCAO

O semiarido ¢ uma area de transi¢do climatica, onde qualquer reducao
em relagdo a média a pluviosidade, pode gerar impactos significativos. A
escassez hidrica, ¢ provocada por fatores humanos, como o desmatamento,
praticas inadequadas de preparo do solo para o cultivo, e o uso da vegetacdo da
caatinga como fonte de energia para cozinhar alimentos e alimentar fornos de
industrias diferentes portes (Bezerra, 2016). De forma que, a terceira e mais
populosa regido semiarida da América do Sul encontra-se no Nordeste do Brasil,
abrangendo uma area onde predomina uma vegetagdo esparsa e baixa, conhecida

como caatinga, que € inica no mundo (Lemos, 2020).

A seca resulta na escassez de agua para a agricultura, no consumo
humano e para os animais domésticos e selvagens, causando efeitos econdmicos
(como a perda de safras agricolas e amorte de animais), sociais (com o aumento
do desemprego, a fome e, em casos extremos, até¢ a morte de pessoas, que muitas
vezes migram em busca de condigdes de vida melhores) e ambientais (como a
morte de fauna silvestre, esgotamento de fontes de adgua, degradagdo do meio
ambiente e desertificacdo, especialmente em areas onde houve interferéncia

humana, como o desmatamento para variados fins) (De Nys et al., 2016).

De acordo com a classificagdo de Koppen, toda a metade oriental do
estado possui clima do tipo 'As', ou seja, tropical e quente com chuvas de outono/
inverno, com precipitacao pluviométrica média anual entre 1.000 mm a 1.500
mm. Por outro lado, a metade ocidental do estado, que corresponde ao agreste e
sertdo, apresenta condi¢des semidridas, com clima BSh, isto ¢, seco e quente,
com precipitacdo pluviométrica média anual no Sertdo entre 400 mm a 600 mm

e no agreste de 600 mm a 900 mm (Barros, 2012).

As regides naturais localizadas no bioma, em Alagoas, tém sido
frequentemente eliminadas pela introdugcdo de culturas como a palma, o
crescimento urbano, além da exploragdo dos recursos florestais para uso como
lenha em padarias, olarias e na produgdo de carvao. De acordo com o IBGE

(2015), a porcentagem da area desmatada do bioma caatinga em Alagoas, até
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20009, ¢ de 82,6%, o que representa a maior proporcao entre os estados que fazem

parte desse bioma.

Desta forma, a busca por novos compostos bioativos de interesse
farmacéutico, agricola e industrial tem direcionado a atencdo cientifica para
micro-organismos associados a plantas, sobretudo os fungos endofiticos. Esses
micro-organismos, que habitam os tecidos internos de plantas sadias sem causar-
lhes danos aparentes, revelam-se fontes promissoras de metabolitos secundarios
com elevada poténcia bioldgica. Estudos indicam que diversos produtos naturais
com aplicagdes terapéuticas, como antibidticos, anticancerigenos €
imunossupressores, tém origem em micro-organismos, cuja capacidade

biossintética continua sendo objeto de amplas investigagdes (Conti, 2012).

Dentre os grupos de micro-organismos associados as plantas, os
endofiticos destacam-se por sua habilidade de estabelecer interagdes simbioticas
complexas, moduladas por fatores como o estado fisiologico da planta

hospedeira e 0 método de isolamento empregado (Selosse; Baudoin;

Vandenkoornhuyse, 2004). Esses fungos colonizam tecidos internos, como
folhas, caules e raizes, atuando em diversas frentes que beneficiam a planta,
incluindo a producdo de enzimas, a defesa contra fitopatogenos e a sintese de

compostos bioativos com potencial farmacoldgico (Peixoto Neto; Azevedo;

Aratijo, 2002).

Além de sua funcdo ecolodgica, os fungos endofiticos despertam interesse
biotecnoldgico pela diversidade de enzimas que produzem, as quais sao
aplicaveis em processos industriais e ambientais. Estudos conduzidos com
isolados endofiticos de espécies vegetais, como Piper hispidum, demonstram a
ampla capacidade enzimdtica desses micro-organismos, ainda que as interacdes
bioquimicas entre endoéfitos e hospedeiros permanegam parcialmente elucidadas
(Oliveira, 2010). Dessa forma, a exploragdo da microbiota endofitica configura-

se como uma fronteira promissora para a inovagao cientifica e tecnologica.
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E inegavel a importancia de preservar a biodiversidade de se estudar
como gerar interesse popular na conservacdo da mesma, além de seu valor
intrinseco - o valor das espécies em si, - cada uma tem um papel funcional no

ecossistema, seja como produtor de matéria organica ou decompositor, seja

como presa ou predador.

Assim, Danielle (2010) entre outros autores, sugerem que certos fungos
endofiticos produzem compostos igualmente presentes em suas plantas

hospedeiras, como algumas enzimas como, a celulases , amilases e ligninases.

A producdo de metabolitos secundérios pelos fungos endofiticos pode ser
influenciada pelas condigdes ambientais, bem como pelo estado fisiologico do
hospedeiro, sendo alguns destes fatores capazes de alterar as condigdes internas
da planta, levando a mudanca do ambiente ao redor do endofito, que para se
adaptar a essa nova condicdo pode produzir compostos que irdo atuar neste

processo (Azevedo et al., 2002).

De acordo com Wallace (1994), o uso de Saccharomyces cerevisiae e
Aspergillus oryzae, ou seus extratos, pode melhorar o ganho de peso e a
producao de leite com intensidade semelhante aos ion6foros, em decorréncia da
resposta ao aumento na ingestdo de matéria seca. Entretanto, as respostas sao
variaveis e dependem da quantidade oferecida e do tipo de dieta. Segundo
Kamalamma et al. (1996), o emprego de culturas de leveduras nas dietas de
ruminantes pode provocar alteracdes na razdo acetato/propionato e ainda

aumentar o fluxo de proteina microbiana para o intestino delgado.

Segundo Hermosa et al. (2000), algumas espécies do género
Trichoderma sdo amplamente estudadas por serem antagonistas de nematoides
e fungos fitopatogénicos, sendo utilizados no controle bioldgico (T. aperellum,
T. harzianum e T. longibrachiatum). Ulhoa & Peberdy (1992) acrescentaram que
esta atividade de biocontrole deve-se a producdo de enzimas hidroliticas
extracelulares degradadoras de parede celular tais como, celulases e quitinases.
Melo (1998) afirmou que fungos do género Trichoderma tém habilidade

significativa de biossintese e facilidade de crescer em meio simples, contendo
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basicamente glicose como fonte de carbono e alguns tipos de compostos

organicos essenciais.

Enzimas exdgenas podem ser derivadas de fontes animais, vegetais e
microbianas e a maioria provém da fermentagdo de micro-organismos (Lima,
2002). O maior grupo ¢ constituido pelos fungos, especialmente dos géneros
Aspergillus, Penicillium e Trichoderma. Para Costa et al., (2004) elas se
caracterizam por alta producdo, menor custo e maior variabilidade e estabilidade

e tém como caracteristica comum a degradagdo dos carboidratos da parede

celular dos vegetais.

Em face do exposto, fez-se necessario analisar e identificar o género dos
fungos endofiticos, para posteriormente estimar o potencial enzimatico, dos
fungos isolados, que estdo associados a plantas provenientes do semiarido,
conferindo o potencial e riqueza bioldgica dessas espécies exclusivas do nosso
Nordeste. De forma que, comprovado o valor bioldgico, incentive a conservagao
e reflorestamento das espécies botanicas estudadas, para o uso de suas

propriedades enzimaticas tanto para industria alimenticia, quanto para o uso em

aditivos em ra¢ao animal.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Fungos Endofiticos

Micro-organismos sdo produtores relevantes de substancias quimicas

com grande aplica¢do na industria farmacéutica, pois sdo usadas como farmacos

ou como estruturas-modelo para o planejamento e desenvolvimento de farmacos.

Diversos antibidticos, anticancerigenos, imunossupressores € agentes redutores
do colesterol sanguineo, entre outros, t€m suas origens em produtos naturais
microbianos. Os micro-organismos apresentam, portanto, uma surpreendente
capacidade de produzir substancias quimicas com elevada poténcia biologica

(Conti, 2012).

Conforme a saude do hospedeiro na planta, a amostra para andlise e o

método de isolamento utilizado, os micro-organismos que mantém a relagao
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simbidtica com as plantas sdo classificados em endofiticos, epifiticos,

rizosféricos, entre outros. (Selosse; Baudoin; Vandenkoornhuyse, 2004).

Endofiticos sdo excelentes na sintese de enzimas, porém estes colonizam
o interior das plantas sadias, como tecidos vegetais, folhas e ramos. Sabe-se que
fungos viabilizam beneficios as plantas hospedeiras, atuando como
controladores de outros tipos de micro-organismos causadores de doencas

(Peixoto Neto; Azevedo; Araujo, 2002).

A interagdo entre planta e endofiticos, depende do um equilibrio
antagonico, pois micro-organismos considerados como endofiticos podem ser
fitopatogenos em seu estado latente (Selosse; Baudoin; Vandenkoornhuyse,
2004). Verdadeiros endofiticos estdo diretamente associados com a sanidade de
seu hospedeiro, proporcionando-lhe beneficios através da producao, inducao ou
inibicdo de metabolitos primarios e/ou secundérios, com fungdes em controle
biologico (fito-hormodnios, herbicidas, antimicrobianos), regulacdo de estresse

abiotico, biorremediadores e vetores génicos (Borges, 2009).

Outra andlise realizada com fungos endofiticos isolados de Piper
hispidum (Oliveira, 2010), realizados a partir de 58 isolados avaliados
qualitativamente para as atividades de amilase, lipase, protease, celulase,
pectinase e xilanase. De forma que obtiveram 39,7% dos isolados endofiticos,
com habilidades para utilizarmos em processos enzimaticos,porém, mesmo com
diversas pesquisas na area, as relacdes bioquimicas entre endofitos e suas plantas

hospedeiras ainda ndo estdo totalmente esclarecidas.

2.2 Plantas do Semiarido Alagoano
As plantas do semidrido alagoano sdo caracterizadas por sua adaptacao

a condicdes de seca e solos pobres. Espécies como o marmeleiro (Croton
sonderianus), a jurema-preta (Mimosa tenuiflora) ¢ o mandacaru (Cereus
jamacaru) sao comuns e representam fontes promissoras de fungos endofiticos.
De forma que, a caatinga ¢ composta por uma grande variedade de espécies
animais e vegetais, logo, também ¢ observada uma grande diversidade de micro -

organismos associados a estes individuos (Costa et. al., 2014).
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2.3 Atividade enzimatica
Enzimas fungicas sdo proteinas cataliticas produzidas por fungos

(incluindo bolores, leveduras e cogumelos) que degradam ou transformam
compostos organicos complexos em produtos mais simples. Esses
biocatalisadores apresentam alta eficiéncia e especificidade, atuando em
diversas reacdes metabodlicas sem serem consumidos no processo. Além disso,
fungos filamentosos secretam grandes quantidades de enzimas extracelulares,

facilitando a produgdo em larga escala e a purificagdo a baixo custo (Souza,

2015).

Fungos filamentosos exercerem importantes fungdes vitais nos
ecossistemas naturais, como recirculagdo da biomassa os fungos filamentosos
representam recursos genéticos para aplicacdo em muitos processos e produtos
biotecnolégicos (Nodvig, 2015). Na area da biotecnologia, os biocatalisadores
possuem uma relevancia fundamental, sendo que a maioria ¢ obtida a partir de
micro-organismos. O setor global de enzimas ¢ vasto, abrangendo aquelas que
sdo derivadas de microorganismos naturalmente selecionados ou geneticamente
modificados para alcancar uma producio mais eficaz e atuar em condi¢des que

envolvem temperaturas elevadas ou outros tipos de estresse (Serafini et al.,
2001).

Além disso, as enzimas de origem fingica sdo amplamente empregadas
em processos industriais em grande escala, como na fabricacdo de papel e
celulose, alimentos, bebidas, vinhos, produtos de limpeza, indastria téxtil e
biocombustiveis. A maior parte das enzimas utilizadas globalmente ¢ produzida
por fungos filamentosos. Devido a sua diversidade metabdlica e a vasta gama de
ambientes que ocupam, muitos fungos apresentam grande potencial para a

descoberta de novas enzimas com aplicagdes industriais (Meyer et al., 2009).
Tal fato tem provocado, nos ultimos anos, uma intensa corrida
cientifica por materiais resultantes de bioprocessos Por este motivo, o

mercado global de produtos fermentados (excluindo biocombustiveis), que

atualmente esta por volta de US$24,3 bilhdes, deve crescer a uma taxa de
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cerca de 7,7% ao ano até atingir o valor de US$35,1 bilhdes em 2020
(MARKET, 2016).

Esse dominio deve-se principalmente a algumas espécies de micro-
organismos, como bactérias e fungos, produzirem extracelularmente ou
intracelularmente enzimas versateis e atraentes comercialmente, com uma
grande variedade de estruturas. Muitas enzimas microbianas, como amilases,
proteases, pectinases, lipases, xilanases, celulases e lacases, sdo produzidas
extracelularmente e algumas enzimas como a catalase de Saccharomyces

cerevisiae e Aspergillus niger sdo enzimas intracelulares (Liu & Kokare, 2017).

Em suma, as enzimas fungicas oferecem uma alternativa viavel e
ecologicamente amigavel em substituicdo a catalisadores quimicos tradicionais,
assim devido precaugdes com a saude e meio ambiente intensificaram o
interesse para o desenvolvimento de tecnologias alternativas, garantindo
rendimentos competitivos e protecdo das culturas, em uma abordagem
sustentavel levando a um equilibrio ecologico a longo prazo (Singh ef al.,

2017).

2.3.1 Principais Enzimas Fungicas
Existem milhares de enzimas diferentes produzidas por fungos, as quais

podem ser classificadas de acordo com varios critérios, como estrutura, local de
atuagdo ou tipo de reacdo catalisada. O sistema de classificacdo oficial da
IUBMB agrupa as enzimas em grandes classes baseadas no tipo de reacdo:
oxidoredutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases, ligases e, mais
recentemente, translocases (IUBMB, 2025). Dentre essas, as mais relevantes em
fungos para aplicagdes industriais sdo as hidrolases (enzimas que catalisam

reagoes de hidrolise, quebra de ligagdes pela adi¢ao de dgua) e as oxidoredutases

(enzimas que catalisam reacdes de oxidagaoreducao) (Nee'nigam;Pandey, 2009).

A maioria das enzimas extracelulares de fungos envolvidos na degradagdo de
biomassa vegetal pertence a essas duas classes. A seguir, destacam-se o0s

principais tipos de enzimas fingicas e suas fungdes:
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Celulases: Conjunto de hidrolases que degradam celulose (principal polimero

estrutural de plantas, formado por glicose).

Incluem endoglucanases, exoglucanases (celobiohidrolases) e Pglicosidases,
que atuam de forma sinérgica para converter fibras de celulose em agucares

simples como a glicose(Sanchez; Cardona, 2008).

Sao produzidas por fungos decompositores de lignocelulose, com destaque para
Trichoderma reesei (anamorfose de Hypocrea jecorina), amplamente utilizado
industrialmente para obter coquetéis celuloliticos na fabricacdo de etanol de

segunda geragdo e outras aplicagdes.

A procura por enzimas celuloliticas a partir do isolamento de
fungos sdo mais estudados e ja apresentam muitos resultados descritos na
literatura. Eles produzem maior quantidade de celulases pois € esse seu
mecanismo de fitopatogenicidade. J& os endofiticos apresentam essa producao
de celulases e principalmente de hemicelulases também por esse mecanismo
para se inserir no tecido vegetal. Em ensaios com 110 fungos filamentosos
isolados Delabona (2011) testou o potencial enzimatico de 110 fungos, dentre
estes, os isolados de Aspergillus fumigatos e A. niger apresentaram a maior

producdo enzimatica para a enzima celulase.

J4

Amilase fingica ¢ uma enzima hidrolitica produzida por diversos fungos
filamentosos, notadamente espécies dos géneros Aspergillus e Rhizopus. Essa
enzima ¢ capaz de catalisar a hidrolise de polissacarideos, como o amido, em
acucares mais simples, principalmente maltose e glicose. Ela se divide em dois
tipos principais: o-amilase (endomilase) e glucoamilase (exomilase), que atuam

de forma complementar na degradacdo do amido.

A amilase ¢ uma enzima com habilidade para quebrar conexdes
glicosidicas do tipo o-1,4 e 0-1,6 do amido, resultando em uma variedade de
produtos, como dextrina e, consequentemente, pequenos polimeros contendo

unidades de glicose. (Pandey et al., 2005). Além de ser muito utilizada em
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processos industriais, tais como nas industrias de alimentos, téxteis, papel e

celulose, detergente e farmacéutica (Souza; Magalhaes, 2010).

Varios estudos descrevem producdo de amilases por fungos endofiticos
de forma promissora (Ayob; Simaranl, 2016; Fouda et al., 2015; Jagannath et
al., 2021). Além de Farouk, Attia e El-Katatny (2020), que através das plantas
de soja cultivadas na cidade de Minia, no Egito, realizaram o isolamento de
fungos endofiticos com o objetivo de testar qualitativamente a producdo de

enzimas como amilases, celulase e xilanases .

Muitas espécies de Aspergillus e Rhizopus sdo utilizadas como fonte
fungica de y-amilase (Pandey ef al., 2005). Geralmente, a produgdo de amilase
por meio isolamento de fungos endofiticos, tem sido feita por fermentacdo
submersa e a fermentacdo em estado solido, que sdo utilizadas, na maioria das
vezes, para fomentar a produ¢do de f-mananases microbianas. Varios grupos de
pesquisa possuem como objetivo melhorar a producao de endo-B-mananase

através da otimizacdo do processo (Srivastava & Kapoor, 2017).

Geralmente, leveduras e fungos filamentosos sdo altamente promissores
para a sintese de enzimas de relevincia biotecnologica e industrial, devido a
ampla atividade cataliticas, sua adaptabilidade facil, a viabilidade da produgdo
de enzimas por meio de fermentagdo em larga escala, e a expressdo de enzimas
extracelulares. Alguns dos motivos para a busca do isolamento dessas enzimas,
¢ a simplicidade das necessidades nutricionais, além da habilidade em degradar
materiais lignocelulosicos, permitindo assim, o cultivo a base de residuos —
fungos, bactérias e leveduras — que apresentam uma composicao centesimal que
exige uma propor¢ao carbono:nitrogénio:fosforo, igual a 100:20:1
(Woiciechowski et al., 2013).

2.4 Mecanismos Bioquimicos de A¢ao

No nivel molecular, as enzimas fungicas obedecem aos mesmos
principios cataliticos de outras origens, reduzindo a energia de ativagdo das
reagdes por meio da estabilizagdio do estado de transicdo e formagdo de

intermedidrios transitorios. Em seu sitio ativo (geralmente uma cavidade
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tridimensional da proteina), um pequeno nimero de aminoacidos cataliticos
interage especificamente com o substrato (“chave-fechadura” ou via ajuste
induzido) para converter reagentes em produtos (Berg; Tymoczko; Stryer, 2008).
Muitos fungos secretam enzimas inicialmente como zimogénios inativos, 0s
quais sdo ativados extracelularmente (por clivagem proteolitica ou ligacdo a

cofatores) apenas no local de acdo, evitando auto degradacgdo da célula produtora.

2.5 Aplicacoes Industriais das Enzimas Fuangicas
As enzimas de fungos tém papel central em numerosos processos

biotecnoldgicos e industriais, dado seu amplo espectro de atividades cataliticas.
A seguir sdo discutidas as principais aplicagdes por setor, Em especial, os fungos
possuem grande importdncia econOmica, relacionada principalmente a satde
humana e a producdo de alimentos. Na industria farmacéutica, muitos produtos
sdo feitos a partir de fungos ou baseados em seus biocompostos. Desta forma, o
uso industrial das enzimas obtidas especialmente de Aspergillus e Trichoderma
sp. sdo os mais diversos, os quais incluem celulases, lacases, lipases, pectinases,

proteases e xilanases (Hawksworth, 2009).

2.6 Aplicacoes na Zootecnia e Agricultura
O uso de enzimas microbianas na zootecnia permite melhorar a

digestibilidade de alimentos fibrosos, reduzir custos com suplementacdo e
otimizar o desempenho animal. Em agricultura, enzimas fingicas podem atuar
na solubilizacdo de nutrientes e na prote¢cdo contra patdogenos. A exploragdo dos
fungos endofiticos do semiarido surge como alternativa promissora para

sistemas produtivos sustentaveis.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Area de Estudo

As plantas foram obtidas na regido de Caatinga do semidrido nordestino,

no estado de Alagoas, na Fazenda Ribeiro, localizada na AL-220 com as



seguintes coordenadas geograficas: Latitude 9° 35' 59" Sul e Longitude 37° 45'
31" Oeste. Em relacdo a classificacdo climatica de Koppen, Piranhas estd
localizada na regido BSh, que ¢ caracterizada por um clima seco, com
temperatura média de 21.5°C . As foram coletadas as folhas mais novas das
plantas, segundo os padrdes internacionais de coleta incluindo as coordenadas
geograficas. As coletas serdo realizadas durante o periodo de chuva (em fung¢ao
do estado fenoldgico das espécies incluindo a coleta de flores, frutos e sementes,

quando presentes).

3.2 Coleta e Preparaciao das Amostras
Foram coletadas as folhas mais novas das plantas, dentro das

coordenadas geograficas, realizadas durante o periodo de chuva em funcao do
estado fenologico das espécies incluindo a coleta de flores, frutos e sementes,
quando presentes e encaminhadas ao laboratorio de Microbiologia Agricola do

Campus de engenharias e ciéncias agrarias — CECA/AL

As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos e refrigeradas,
para serem transportadas para o Laboratorio de Microbiologia, do Campus de
Engenharias e Ciéncias Agrarias, da Universidade Federal de Alagoas, onde foi

realizado o isolamento dos micro-organismos endofiticos.

As folhas coletadas de cada espécie foram acondicionadas em sacos
plasticos e refrigeradas até o momento da desinfestagdo. Para desinfeccdo, as
amostras sadias de tecidos vegetais foram lavadas sequencialmente com etanol
70% durante 30 segundos, hipoclorito de s6dio 3% durante 3 minutos, etanol
70% durante 30 segundos e duas vezes com agua destilada esterilizada durante
6 minutos. A eficiéncia da desinfec¢do do material vegetal foi avaliada pelo
plaqueamento em meio batata-dextrose-agar (BDA), aliquotas da agua utilizada

na ultima lavagem do material vegetal e pelo pressionamento dos fragmentos

desinfetados sobre o meio de cultura.

As amostras vegetais desinfetadas superficialmente foram cortadas em

fragmentos pequenos de 1x1 cm? e distribuidos na superficie dos meios de
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Martin com rosa bengala. As placas inoculadas foram incubadas a 28°C até o

crescimento dos fiingico.

3.3 Isolamento dos Fungos Endofiticos
Apos a visualizagdo do crescimento dos fungos purificados, seguindo a

metodologia de foi realizada Técnica do Microcultivo em lamina. Para cada
colonia de fungo isolada, duas placas de microcultivo foram preparadas. Nesta
técnica, ¢ colocado sobre uma lamina esterilizada um fragmento em cubo de
BDA, e sob um pequeno bastdo de vidro recurvado, em uma placa de Petri estéril,
forrada com papel de filtro autoclavado e umedecido em agua destilada. Para
que o fungo seja inoculado nos quatro cantos do cubo de meio, sdo sobrepostas
laminulas esterilizadas. A placa tampada e incubada a 30°C por 3 a 5 dias, ficou
em observagdo para avaliagdo do crescimento com ou sem pigmentagdo. Apds
este periodo a laminula foi retirada cuidadosamente com auxilio de uma pinga.
O cubo de 4gar foi desprezado e, adicionando-se uma aliquota de corante
lactofenolazul-algoddo, depois disso uma laminula foi colocada, para
visualizagdo das estruturas. Ao microscopio observou-se o aparecimento de
colonia, micélio, estruturas de esporulagdo. Com base na morfologia da cepa e

seguindo o Manual de Identificagdo de Fungos, a identifica¢do inicial do micro-

organismo foi executada.

3.4 Atividade celulolitica
Com o auxilio de uma alga de platina, fragmentos dos fungos coletados

em placas de Petri purificadas, foram transferidos para o meio de cultura seletivo
contendo 10g/L de CMC, NaNOj3 , 3g/L, MgSO4 0,5g/L, KCI 0,5g/L,
FeS047H20 0,01g/L, KxHPO4 1g/Le Agar 18g/L, fazendo corregdo para pH 5.
Apos trés dias em temperatura ambiente, as placas foram levadas para incubagao

em uma estufa para cultura microbiana a 38 °C durante mais trés dias.

Ao fim desse periodo, foi realizada a revelagdo do halo de hidrolise para
celulase adicionando-se 10 mL de solugdo corante de vermelho congo (2,5 g/L

de vermelho congo) e apds Smin lavar com solu¢do de HCL (tampao Tris HCL
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0,1 M, pH 8,0), sobre cada colonia e incubag¢do das placas em temperatura
ambiente por 30min. Logo ap0s, o corante ¢ desprezado e as placas de Petri sdo
descoradas com 5 mL de solugdo de NaCl 0,5 M neste mesmo tampao, por
15min. A degradacdo da carboximetilcelulose ao redor da colonia fingica ¢
detectada através da formagdo de um halo amarelo ao redor da colonia

(Nogueira; Cavalcanti, 1996; Pointing, 1999).

3.5 Analise de acdo aminolitica
Para a triagem de Amilase, foi utilizado um meio
especifico contendo: 2g/L (NH4) SO4,2g/L de CaCOs3, 1g/L de KH2POu4, 1g/L

de NaCl, 20g/L de Agare 10g/L de amido soluvel em pH 7,4. Apds 96 horas de
incubagdo a temperatura ambiente, foi evidenciada a atividade amilolitica,
através de uma solugdo 10 ml de lugol. A formagao de uma zona amarelada ao
redor da colonia fingica e o desenvolvimento de coloracdo azul na superficie

restante da placa de Petri indica a ocorréncia da hidrolise do amido (Hankin;

Anagnostakis, 1975).

3.6 Testes de Atividade Enzimatica
A atividade enzimatica sera verificada pela inoculagdo dos isolados em

meios especificos: CMC para celulases, gelatina para proteases e amido para
amilases. Apds incubagdo, sera aplicado reagente indicativo (ex: lugol para

amido) e medido o halo de degradagao.

O indice enzimatico (IE) ¢ obtido a partir do didmetro do halo de

degradagao (Dh), dividido pelo Diametro da coldnia (Dc). Utilizando a formula
do indice enzimatico : IE = Dh/Dc (Hankin; Anagnostakis, 1975).

3.7 Identificacdo e Preservacio
Os fungos foram identificados por morfologia e comparagdes com

chaves taxondmicas. Cepas com maior atividade sendo preservados em tubos

inclinados com 6leo mineral.
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3.8 Analise Estatistica
Os dados de halo enzimatico foram submetidos a analise descritiva e

ANOVA, com uso de software estatistico apropriado (SISVAR). J& para
elaboragdo dos graficos, foi utilizado o teste de Scott-Knott (p < 0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolou-se 4 purificados de fungos endofiticos a partir das plantas do
semiarido alagoano, muitos dos quais produtores de enzimas com atividade
significativa. A producdo de enzimas como celulase e amilase pode revelar o
potencial desses microorganismos para aplicagdo no aumento da digestibilidade

de forrageiras e na decomposicao de biomassa vegetal.

Trabalhos anteriores apontam que fungos endofiticos de regides
semiaridas possuem adaptacdes que favorecem a produgdo enzimatica mesmo
sob estresse ambiental. Tais caracteristicas sdo valiosas para a agropecudria local,

pois permitem o aproveitamento de residuos fibrosos de forma mais eficiente e

sustentavel.

4.1 Macro e Microscépica
Apos a purificagdo dos fungos em placas de Petri com crescimento

suficiente para visualizar suas estruturas morfologicas, as placas com maior
crescimento foram separadas para a captura das fotografias. Das mesmas placas,
foram preparadas laminas, coradas com azul de metileno, para microcultivo e
posterior observacdo ao microscopio Optico. Cada isolado foi nomeado, tais
como A-1 e A-2 se trata do género Aspergillus isolados das folhas de Quixabeira
e Angico Vermelho respectivamente, enquanto as P-1 e P-2 do género

Penicillium isolados a partir das folhas de Imburana e Pereiro respectivamente.
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FIGURA 1: Imagens circulares referentes a observacdo em lupa e imagens Al, P1, P2 e A2,

referentes as respectivas imagens sobrepostas, vistas a0 microscopio 6ptico.

Fonte: Autor, 2025

A observagdo microscopica comprova a existéncia de fungos endofiticos
associados as plantas do semidrido, estimulando a prospeccdo desses micro -
organismos ¢ associacdo com vegetais tipicos de habitats aridos e semiaridos

(Freire et al.,

2015). No presente estudo, foram obtidos 4 isolados morfologicamente distintos,
sendo possivel a identificagdo dos géneros: Aspergillus e Penicillium, por meio

da visualizacdo de suas estruturas morfoldgicas tipicas como esporo e coloragao.

O género Penicillium abriga espécies de interesse agricola como
promotores de crescimento vegetal, assim como para a industria farmacéutica
por meio da sua diversidade em compostos volateis (Silva, 2021a). Além do
mais, a utilizagdo deste género de fungo promove crescimento de plantas, seja
por meio da producdo e sintese de hormdnios vegetais como as giberelinas ou
por meio de mecanismos indiretos que atuam na nutricio da planta, como a

solubiliza¢do de fosfato (Elsharkawy et al., 2017).

Nos ultimos anos, tem aumentado a busca por parte da industria na
utilizagdo de fontes fingicas que produzam enzimas fermentativas de produtos
com baixo valor agregado, bem como para a degradagdo de residuos industriais.
Algumas espécies do género Aspergillus , sdo importantes para aplicacdo na

fermentagcdo de produto alimenticio oriental e para aplicagdo industrial na
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produ¢do de 4acidos organicos, metabdlitos secundarios, enzimas e na

biotransformacdo de quimicos (Samson; Varga, 2010).

A utilizagio de A. niger, tem se mostrado eficaz na industria
farmacéutica, por consequéncia da biotransformagdo. Este ¢ um procedimento
usado para a descoberta e investigacdo de novos farmacos, utilizando
habitualmente farmacos que possuem determinados efeitos adversos

prejudiciais para o humano e que requerem melhorias (Pollard & Woodley,
2007).

Além do mais, estes 4 isolados foram separados dos 10 utilizados por Da
Silva (2018), que apresentaram potencial como produtores de compostos com
atividade antimicrobiana contra E. coli, S. aureus e P. aeruginosa, esta pode ser
encontrada na medicina veterinaria em casos de infec¢do do trato urindrio em
caes, mastite bovina, dermatite no coelho e piodermite profunda (Serrano et al.,
2017). Ja a S. Aureus, esta associada as mais diversas infec¢des como foliculite,
pneumonia e mastite bovina, além de ser constantemente relacionado a mastite
bovina (Silva et al., 2021b; Gasparotto et al., 2016). Apesar da E. coli ser uma
Gram-negativa onde a maioria das cepas raramente causa doenga, sao
encontrados dois grandes grupos de E. coli patogé€nicas: os patdgenos intestinais,
que causam diarreia (abordados no presente trabalho) e os extraintestinais, que
causam varias infeccdes em humanos e animais, tais como: do trato urinario,
pneumonia, meningite, septicemia e outras (Croxen et al., 2013; Gyles, C. L;

Fairbrother,2010; Fratamico, ef al. 2016).

4.2 Avaliagcdo qualitativa e quantitativa da Producio Enzimatica

Para alcangarmos a sele¢do de produtos naturais a partir de recursos
microbianos comega pela coleta do material biologico, € preciso comegar por
uma triagem de materiais para chegar a uma selecdo final dos melhores
candidatos a partir de uma lista reduzida de opgdes, que culmina com o
desenvolvimento de um produto comercial (Oliveira; Sette; Fantinatti-

garboggini, 2006).
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Visto isto, a avaliagdo semiquantitativa, também chamada de indice
enzimatico (IE) na produ¢do de enzimas por microorganismos, viabiliza a
elaboracdao de uma lista com as melhores opgdes, que se baseia narelacao direta
entre a capacidade de degradacdo do substrato pelo micro-organismo e o
diametro da area degradada, ou seja, o halo formado pela hidrolise do meio

seletivo para a enzima testada (Hankin; Anagnostakis, 1975).

Para mensurar a atividade enzimatica (PZ), como demonstrada na figura
2, foi realizada com base na metodologia do indice enzimatico, ¢ determinada
pela razdo entre o didmetro da colonia e o didmetro da zona de degradacdo

enzimatica acrescido da area de crescimento da colonia (Cuzzi et al., 2011).

Figura 2: Imagens capturadas das placas de petri revelando degradacdo, onde as 3 superiores

mostra ag¢do sobre celulose e as 3 inferiores de amido.

Fonte: Autor, 2025.

De forma que, dc é referente ao diametro da colonia e dhc o diametro da
colonia + a area de degrada¢do do meio. Com o resultado, os fungos podem ser
classificados como fortemente positivas (PZ 3; IE < 0,64), positivas (PZ 2; IE >
0,64 < 1,0) e negativas (PZ 1; IE > 1,0) para a atividade enzimatica alvo da
pesquisa.

Desta forma, o estudo de enzimas a partir da degradacdo de halo
enzimatico realizado em meio s6lido permite um screening rapido e simples de

diversos fungos para presenca ou a auséncia de enzimas especificas uteis na
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selecao de isolados com elevados niveis de polissacarideos (Monteiro et al.,
2020).

Nas condigdes estabelecidas para esse experimento foi possivel detectar
o halo de degradagdao enzimatica produzido por quatro isolados
morfologicamente distintos, de fungos endofiticos sendo possivel —a
identificagdo dos géneros: Aspergillus e Penicillium, por meio da

visualiza¢do de suas estruturas morfologicas como esporos, hifas e conidios.

Conforme ilustrado na Figura 3, isolado A2 apresentou a maior
atividade celulolitica (IE 5,08) diferindo significativamente dos demais. O

indice enzimatico variou entre 4,22 ¢ 5,03 (isolados P1 e A2 respectivamente).

Figura 3: Indice enzimatico (IE) de celulase de isolados de fungos endofiticos oriundos da

caatinga de Alagoas cultivadas em meio sdlido, durante sete dias.

M¢édia de trés repeti¢des

6
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b+++ b+++ i

N
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Isolados

Indice enzimatico

EP1 MPZ mA1 mA2

Medias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, Teste de Scott Knott
(p<0,05) Nao produtoras (IE=0)-; Fracamente produtoras (1<IE<1,5)+; Moderadamente
produtoras (1,5<IE<2)++; Fortemente produtoras (IE>2)+++ (Autor, 2025).

Os resultados para amilase estdo apresentados na Figura 4, todos os
isolados apresentaram atividade enzimatica. O indice enzimdtico variou entre
4,5 e 7,01 (isolados P1 e A2 respectivamente). Os isolados P1, P2 e Al, nao

diferiram ndo diferiram estatisticamente entre si [Teste de Scott-Knott (p <
0,05)].
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Figura 4: Indice enzimatico (IE) de amilase de isolados de fungos endofiticos oriundos da

caatinga de Alagoas cultivadas em meio s6lido, durante sete dias.
M¢édia de trés repetigoes.
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Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, Teste de Scott Knott
(p<0,05) Nao produtoras (IE=0)-; Fracamente produtoras (I1<IE<1,5)+; Moderadamente

produtoras (1,5<IE<2)++; Fortemente produtoras (IE>2)+++. (Autor, 2025).

Conforme se verifica, tanto para celulase como para amilase todos os
isolados testados foram considerados fortemente produtores da enzimas segundo
os critérios propostos por Lealem e Gashe (1994), considera-se que um
microorganismo apresenta bom desempenho na producdo de enzimas
extracelulares em meio sélido quando o seu Indice Enzimético (IE) é igual ou
superior a 2,0.

Os micro-organismos siao cruciais em processos ecoldgicos, como a
decomposicdo de matéria organica, mineralizacdo de nutrientes e remogao de
toxinas. Em muitos desses processos, eles utilizam enzimas extracelulares para
converter substratos complexos em formas que podem ser absorvidas. No
entanto, a producdo de enzimas extracelulares ¢ reduzida quando os nutrientes

estdo em abundancia (Allison, 2005).

A habilidade dos micro-organismos de conseguirem buscar e explorar
diferentes substratos e obterem os nutrientes necessarios em ambientes
oligotroficos ou estressantes como a folha serve como uma estratégia de
evitarem a desnutricdo ou morte celular (Burns ef al,, 2013) os resultados

obtidos demonstram que os isolados estudados no presente trabalho,

apresentaram habilidade para degradar diferentes substratos.
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Por ser o unico e exclusivo bioma brasileiro de fato, a Caatinga
possui necessidade gritante de ser conservada, visando a manuten¢dao do seu
alto grau de endemismo e riqueza de espécies pois, a agdo antropica, principal
causa de sua degradacdo, continua acentuada, de forma que o uso

inadequado e insustentavel de seus recursos naturais coloca em risco este
bioma (Santos, 2021).

O género Penicillium, ¢ apresentado na literatura por promover o
crescimento em plantas, como descreve ElSharkawyet et. al. (2017), através
da da producdo e sintese de hormoOnios vegetais como as giberelinas ou até
por mecanismos indiretos que corroboram para uma nutricdo eficaz das plantas,

como a solubilizagao de fosfato.

Atualmente, s6 tem ampliado a procura das induastrias para o uso de
espécies fungicas que sintetizem enzimas fermentativas a partir de produtos com

baixo valor agregado, além de serem utilizadas na decomposicao de residuos

industriais (Samson & Varga, 2009; Silva et al, 2024).

Algumas espécies do género Aspergillus spp,sdo fundamentais
para utilizacdo na fermentagdo de produto alimenticio e ainda na
producdo de 4cidos organicos, metabdlitos secundarios, enzimas e
na biotransformacdo de quimicos (Samson & Varga, 2009; Silva et al, 2024).

A utilizagdo de Aspergillus niger, ¢ eficiente em fdrmacos, em fungdo da

sua capacidade de biotransformacao.

Procedimento este, que inovou a industria farmacéutica, pois causam
menos efeitos adversos e prejudiciais aos seres humanos que necessitam

de melhores condi¢cdes de vida (Pollard & Woodley, 2007).

4. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstrou o potencial biotecnologico de fungos
endofiticos isolados de plantas nativas da Caatinga alagoana, especialmente no

que se refere a producdo de enzimas extracelulares como celulases e amilases.



A identificacdo dos géneros Aspergillus e Penicillium, ambos reconhecidos por
sua relevancia industrial e agricola, refor¢a a importdncia da prospecc¢do
microbiana em ambientes semidridos, frequentemente negligenciados, mas ricos

em biodiversidade e adaptabilidade.

A metodologia empregada permitiu ndo apenas a identificagdo
morfologica dos isolados, mas também a avaliagdo eficaz da atividade
enzimatica, indicando alto desempenho enzimatico por parte dos micro-
organismos testados. Com os dados revelados através desta pesquisa, esperamos
contribuir com dados relevantes sobre a biodiversidade microbiana da Caatinga

e incentive o uso sustentavel de seus recursos.

Dessa forma, o presente trabalho contribui significativamente para o
conhecimento cientifico sobre a microbiota endofitica da Caatinga e reforga a
necessidade urgente de conservagdo desse bioma, ndo apenas pela sua riqueza
floristica, mas também pelo potencial biotecnoldgico associado a sua microbiota.
A continuidade de estudos voltados a caracterizacdo funcional desses
microrganismos podera favorecer o desenvolvimento de bioinsumos e solugdes
sustentaveis para os desafios da agropecudria no semiarido brasileiro, unindo

conservacao ambiental e inovagao tecnoldgica.
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