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RESUMO

Os fungos constituem uma fonte muito importante para a busca por novas enzimas com
potencial biotecnoldgico, pois esses organismos sdo metabolicamente versateis. Fusarium
oxysporum, fungo causador de doencas em plantas e Trichoderma asperellum, fungo
decompositor, tém ganhado destaque na literatura ndao so pela capacidade de produgdo de
diversas enzimas como no controle de doencas causadas por Fusarium utilizando o
Trichoderma como agente de controle bioldgico. Diante disso, o objetivo deste estudo é
verificar a producéo de hidrolases em cultivos individuais de F. oxysporum e T. asperellum e
no co-cultivo em bioprocesso solido, além de caracterizar as condi¢Ges de pH e temperatura
Otimos das proteases produzidas por estes microrganismos. A producdo de hidrolases foi
diferenciada nos cultivos analisados, sendo que F. oxysporum apresentou a maior producao
de lipases e pectinases enquanto que T. asperellum apresentou maior producéo de proteases.
A producdo de xilanase foi uniforme em todos os cultivos. Além disso, o pH e temperatura
Otimos apresentaram padréo similar. Desta forma, as diferencas nas atividades enzimaticas
ndo foram suficientes para concluir a interferéncia do co-cultivo na producéo de enzimas.
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INTRODUCAO

A versatilidade metabdlica dos fungos filamentosos permite que estes produzam
diferentes enzimas. Além disso, possuem a capacidade de secretar proteinas para 0 meio
extracelular o que permite a adaptacdo do seu metabolismo aos substratos disponiveis
(GOMES-MENDOZA et al, 2014). Esta caracteristica tem sido explorada na producéo de
enzimas com aplicagdo biotecnoldgica e industrial (ODA et al, 2006).

F. oxysporum é um fungo filamentoso de solo distribuido mundialmente (FANG,
BARBETT]I, 2014) que causa a murcha vascular em um amplo nimero de espécies de plantas
e que também estd emergindo como agente causador de infeccbes em pacientes
imunocompromentidos. Espécies de Fusarium sdo responsaveis por perdas em culturas
economicamente importantes (FANG et al, 2015) e o sucesso deste fitopatdgeno depende da
interacdo com os hospedeiros e as alteracbes metabolicas que permitem infectar e causar doenca
no tecido da planta (CARACUEL et al, 2003). As proteinas secretadas por fitopatdgenos sao
essenciais para os processos de infeccdo e, mais especificamente, as enzimas que causam
degradacéo estdo relacionadas a viruléncia do fungo e podem ser estudadas como alvos para
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controle de doencas (GONZALES-FERNANDES, JORRIN-NOVO, 2012). Entretanto, estas
enzimas também podem ser exploradas para a aplicacdo em diferentes setores industriais.

Trichoderma asperellum é um fungo filamentoso que tém como habitat o solo, matéria
organica e arvores em decomposicdo e que atuam como agentes de biocontrole, pois tém a
capacidade de biorremediacdo de solos, promoc¢do do crescimento de plantas, producdo de
proteinas, enzimas, antibioticos e micro-nutrientes. Também sdo utilizados no biocontrole de
doencas vegetais provocadas por outros fungos, como os do género Fusarium, utilizando
mecanismos tais como, producdo de metabdlitos antiflngicos, micoparasitismo ou ainda
competicdo por nutrientes e/ou espaco (WIJESINGHE et al, 2011).

O objetivo deste estudo é verificar a producao de hidrolases em cultivos individuais de
F. oxysporum e T. asperellum e no co-cultivo em bioprocesso sélido, além de caracterizar as
condicGes de pH e temperatura 6timos das proteases produzidas por estes microrganismos.

MATERIAL E METODOS

Os fungos Fusarium oxysporum e Trichoderma asperellum foram cultivados em tubos
inclinados contendo meio Agar-batata por 7 dias a 30°C. O bioprocesso em substrato sélido foi
realizado em meio contendo 5 g farelo de trigo no qual foi adicionado 10 mL de solugéo salina
(0,1% NHsNOs3, 0,1% (NH4)2SOs e 0,1% MgSO04.7H20). Ao substrato solido foram
adicionados 3 discos de 0,5 cm? de Fusarium oxysporum (Fox), 3 discos de 0,5 cm? de
Trichoderma asperellum (Tas) ou 3 discos de 0,5 cm? de Fusarium oxysporum e 3 discos de
0,5 cm? de Trichoderma asperellum (Fox x Tas). Apds 168 horas de bioprocesso, foram
adicionados 50 mL de &gua a cada cultivo e 0 material foi macerado, filtrado e centrifugado a
6000 x g, 4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi utilizado para a avaliacdo da atividade
enzimatica. Para avaliar a atividade proteolitica foi utilizada a caseina 1% (m/v) como substrato
em tampdo fosfato (50mM, pH 6,5) a 40°C. A reacdo foi interrompida com &cido tricloroacético
10%, os tubos foram centrifugados por 15 minutos a 10000xg e a leitura da reacdo foi realizada
em espectrofotdbmetro contra seus respectivos brancos a 280nm. Para avaliar a atividade de
lipase foi utilizado o substrato p-nitrofenil palmitato (0,8 mM) preparado em solucdo contendo
goma arabica 0,05% (m/v) em tampdo Tris 100 mM pH 8,0. A reacdo foi interrompida em
banho fervente por 1 minuto seguida de banho de gelo e, por fim, foi adicionado ao volume
reacional 0 mesmo volume de solucdo saturada de tetraborato de sédio. A leitura da reacao foi
realizada em espectrofotdmetro contra seus respectivos brancos a 410nm. Para avaliar as
atividades de xilanase e pectinase foram utilizados os substratos xilana 0,5% (m/v) e pectina
citrica 0,5 % (m/v) que foram preparados em tampdo acetato 100 mM, pH 4,5. A reacdo foi
interrompida pela adi¢cdo de DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) em banho fervente por 5 minutos.
Por fim, foi adicionada ao volume reacional &4gua e a leitura da reacdo foi realizada em
espectrofotdbmetro contra seus respectivos brancos a 540nm. Os ensaios de caracterizacdo dos
extratos foram realizados com azo-caseina (Sigma) como substrato. Para determinacdo do pH
otimo foram avaliados os pH 5, 7 e 9 e para a temperatura 6tima foi avaliada a 30, 40 e 50°C.
Para esses testes foram utilizados 100uL de extrato enzimatico bruto, 100uL de tampdes
adequados ao pH desejado para reacdo, e 200puL de azo-caseina 1%. Os ensaios foram
incubados por 15 minutos na temperatura adequada a cada ensaio. A reagéo foi interrompida
com 800 pL TCA 10% e os tubos foram centrifugados por 15 minutos a 10.000 x g em
temperatura ambiente. Os sobrenadantes dos tubos testes foram quantificados contra seus
respectivos brancos em 440nm, em espectrofotdmetro.
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RESULTADO E DISCUSSAO

A producéo de hidrolases foi diferencialmente modulada nos cultivos individuais (Fox
e Tas) e conjunto (Fox x Tas). A maior producéo de protease foi obtida no cultivo Tas e a menor
producdo foi observada no cultivo Fox. Por outro lado, as maiores producdes de lipase e
pectinase foram observadas no cultivo Fox e as menores no cultivo Tas. Ja a producédo de
xilanase apresentou-se de modo uniforme entre todos os cultivos (Figura 1).
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Figura 1. Producdo de hidrolases em bioprocesso solido utilizando F. oxysporum e T.
asperellum em cultivos individuais e combinados.

Protease, lipase, pectinase e Xxilanase sdo hidrolases fundamentais no processo de
degradacdo de biomassa e tanto 0 seu modo de acdo quanto os seus produtos finais s@o
relevantes do ponto de vista biotecnologico. As proteases constituem o principal grupo de
enzimas comercializadas, com ampla aplicacdo industrial e biotecnoldgica e, por esse motivo,
foi caracterizada em relacdo ao seu pH e temperatura 6timos (Figura 2).
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Figura 2. Efeito de pH e temperatura sobre a atividade de proteases obtidas em bioprocesso

solido utilizando F. oxysporum e T. asperellum em cultivos individuais e combinados. (A) pH,
(B) temperatura.
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Na Figura 2A é possivel observar que o pH 6timo de atividade proteolitica foi 9 para 0s
cultivos Fox e Tas, entretanto ndo houve diferenga estatistica entre as trés condigdes de pH no
cultivo com Fox x Tas. Na figura 2B é possivel observar que nos cultivos Fox, Tas e Fox x Tas
as temperaturas 6Otimas foram 30, 40 e 40°C, respectivamente. As pequenas diferencas
observadas pode se dar pelo fato que a producdo de enzimas obedece a condicBes proprias de
cada espécie de micro-organismo e também ao meio utilizado para o bioprocesso, cujos
parametros fisico-quimicos constituem fatores determinantes na investigacdo da producéo
microbiana (SANDHYA et al, 2005).

CONCLUSOES

A produgdo de hidrolases foi modulada diferencialmente entre os cultivos e isso pode
ser um reflexo do momento metabdlico destes microrganismos. Além disso, o pH e temperatura
6timos apresentaram padrao similar. Sendo assim, é possivel que as cepas de F. oxysporum e
T. asperellum utilizadas neste estudo ndo apresentem comportamentos antagonista ou ainda que
a disponibilidade de nutrientes ndo tenha sido afetada no ambiente compartilhado, entretanto
sd0 necessarios estudos adicionais para a confirmacéo desta evidéncia.
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