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RESUMO

A utilizagdo de enzimas microbianas desperta grande interesse em diversos setores industriais, sendo os micro-
organismos endofiticos, em especial os fungos, uma fonte promissora para a obtencdo dessas enzimas. Na
produ¢do de enzimas microbianas a fermentacdo submersa ¢ um processo bastante utilizado, além disso, fontes
alternativas de substratos, tais como residuos agroindustriais, podem ser empregados. O estudo teve como
objetivos detectar a producdo enzimadtica pelo endofitico Diaporthe helianthi e estimar qualitativamente a
produ¢do de proteases e celulases utilizando diferentes substratos, por meio de fermentacdo submersa. Os
resultados obtidos pelo teste em cup plate mostram que o micro-organismo avaliado apresenta potencial
enzimatico para a producdo de proteases e celulases. A adicdo de residuos, tais como, farelo de trigo, ou a juncdo
de farelo de trigo e farinha de soja ao meio de cultura, propiciaram um resultado préximo ou superior ao valor
encontrado para os meios frequentemente utilizados. A atividade de celulase também foi confirmada por
espectrofotometria.

Palavras-chave: micro-organismo, enzimas, bioprospeccao.

ABSTRACT

The use microbial enzymes to arouse great interest in several industrial sectors, being the endophytic
microorganisms, special fungus, a promising source for obtaining these enzymes. In microbial enzymes productin
submerged fermentation is great use, moreover, alternative sources of substrates, such as waste products, can be
used. The study aimed to detect enzyme production by the endophytic fungus Diaporthe helianthi and qualitatively
estimate the production of proteases and cellulases using different substrates, by means of submerged fermentation.
The results obtained by the test in cup plate demonstrate that microorganisms assess has enzymatic potential for

the production of proteases and cellulases. Adding waste, such as wheat bran, or the combination of wheat bran
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and soy flour to the culture medium, provided a result close or superior to the value found for frequently used
media. Cellulase activity was also confirmed by spectrophotometry.

Keywords: microorganism, enzimes, bioprospection

INTRODUCAO

Os fungos sdo micro-organismos de grande importancia na produgdo enzimatica, em virtude de que,
enzimas microbianas apresentam uma rentabilidade elevada, baixos custos de produgdo, estabilidade em varias
condigdes extremas e susceptibilidade genética para manipulagdo (NIYONZIMA, 2015). As enzimas secretadas
pelos micro-organismos despertam interesse em diferentes areas industriais dentre elas: processamento de
alimentos, industria de tecidos, de couro, fabricagdo de detergentes, produtos farmacéuticos, terapia médica ¢ na
area de biologia molecular (CORREA et al., 2014; SRILAKSHMI et al., 2015; DABA et al., 2018; HYDE et al.,
2019).

Micro-organismos isolados de diferentes locais, mesmo pertencendo a mesma espécie ¢ género, podem
produzir niveis variados de enzimas com propriedades distintas (HYDE et al., 2019). Inumeros estudos ja
revelaram que fungos endofiticos podem produzir os mais diversos tipos de enzimas, tais como: amilases, lipases,
proteases, pectinases ¢ celulases (FELBER et al., 2019; RIBEIRO et al., 2018; MONTEIRO et al., 2020).

Fungos endofiticos sdo uma fonte promissora para a obteng@o de enzimas hidroliticas extracelulares. Os
endofiticos sdo micro-organismos que se desenvolvem intra ou intercelularmente por todos os tecidos da planta
(FELBER et al., 2016; FELBER et al., 2019), sem provocar danos a sua hospedeira (FOUDA et al., 2015). Além
disso, eles desempenham um importante papel protegendo sua hospedeira contra insetos ¢ micro-organismos
fitopatogénicos (MONTEIRO et al., 2020).

A produgdo de enzimas por micro-organismos, utilizando processos fermentativos, constitui um dos
métodos mais antigos e extremamente empregados. Para tanto, ha dois processos fermentativos mais utilizados, a
fermentacdo em estado sélido (FES) que consiste no crescimento ¢ na formagao do produto em particulas solidas
na auséncia (ou quase auséncia) de agua, contudo, o substrato contém a umidade necessaria ao metabolismo
microbiano, ¢ a fermentagdo submersa (FS), onde o crescimento microbiano geralmente ocorre em substrato
dissolvido em excesso de agua livre, ou suspenso na fase liquida (NIYONZIMA, 2015; SANTOS; ORLANDELLI,
2019). AFS é um processo grandemente empregado na produgio de enzimas (CAVALCANTI et al., 2017; MORE
et al.,, 2018; PACHAURI et al., 2018) devido a facilidade dos micro-organismos crescerem em condi¢des
controladas de pH e temperatura, bem como, possibilitar a secrecdo extracelular de enzimas industriais em
quantidades importantes no meio de produgdo (NIYONZIMA, 2015).

Uma forma de tornar o processo fermentativo mais econdmico ocorre por meio da utilizagdo de residuos
agroindustriais como substrato para a produc@o enzimatica pelos micro-organismos (FELBER et al., 2019;
NIYONZIMA, 2015). A aplicagdo de residuos ¢ uma forma de utilizar substratos alternativos contribuindo também
para a solugdo de problemas, como diminui¢ao da polui¢ao ambiental provocada por esses subprodutos, permitindo
assim, uma destinagdo desses residuos evitando seu acumulo na natureza, e reduzindo gastos no processo de
produgdo enzimatica (SANTOS et al., 2018).

Subprodutos como bagago de cana, espiga de milho, farelo de arroz, casca de abacaxi, farelo de trigo, casca
de amendoim e serragem vém sendo pesquisados como substrato para a produgdo enzimatica (ORLANDELLI et
al., 2017; FERREIRA et al., 2018; RAVINDRAN et al., 2018; FELBER et al., 2019). Por isso, faz-se necessario
cada vez mais o estudo de micro-organismos que produzam enzimas especificas frente a determinado substrato e

diferentes processos de produgéo.
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O estudo teve como objetivos detectar a producéo enzimatica pelo endofitico Diaphorte helianthi e estimar
qualitativamente a produc@o de proteases e celulases utilizando diferentes substratos, por meio de fermentagao

submersa.

MATERIAL E METODOS

Micro-organismo

O fungo endofitico D. helianthi (AJ312356.1), utilizado na realizacdo deste trabalho foi isolado da planta
Luehea divaricata Mart. (Tiliaceae), por Bernardi-Wenzel et al., (2010) e faz parte do estoque do Laboratorio de
Biotecnologia Microbiana (BIOMIC) do Departamento de Biotecnologia, Genética e Biologia Celular (DBC) da
Universidade Estadual de Maringad (UEM), Maringa — PR - Brasil.

Condig¢ées de cultivo para obtengdo do extrato enzimdtico

Para o ensaio enzimético, o micro-organismo foi previamente crescido em BDA (Batata, Dextrose, Agar)
(SMITH; ONIONS, 1983), por 7 dias a 28 °C. Trés discos de micélio com 6 mm de didmetro do fungo endofitico
foram inoculados em meio liquido Solugdo de Manachini (MANACHINI et al., 1987), (2 g.L "' KH,POy; 1 gL
(NH4)2SO04; 0,1 gL' MgS04.7H,0; 0,9 gL' NaHPO4.2H,0; 1 gL' extrato de levedura; 1000 mL de agua
destilada), adicionado de substrato indutor (0,5%), ¢ pH ajustado para as enzimas: protease (gelatina, pH 6,9);
celulase (carboximetilcelulase ou CMC Fluka, pH 5,0); amilase (amido de milho Maizena®, pH 6,0); e pectinase
(pectina citrica Vetec, pH 2,5) . Erlermeyers de 150 mL, previamente esterilizados em autoclave, contendo 50 mL

de meio foram incubados a 28 °C, durante 120 horas a 150 rpm. O experimento foi realizado em triplicata.

Ensaio qualitativo

Ap6s o periodo de cultivo, as amostras foram transferidas para tubo Falcon de 50 mL e centrifugadas a
3500 rpm por 20 min obtendo-se o extrato enzimatico. Aliquotas de 50 pL desse extrato foram colocadas em
placas de Petri em cup plate, com cinco perfuragdes de 6 mm de diametro feitas na superficie dos meios contendo:
dgar-gelatina-leite (18 g.L! 4gar; solugdo de gelatina 10%, solugdo de leite desnatado 10%, 0,1 M tampdo citrato
fosfato, pH 5,0); agar-CMC (4gar 18 g.L'!, CMC 10 g.L"!, Na + 0,1 M tampdo de acetato, pH 5,0); 4gar-amido (18
g.L-'4agar; 10 g.L"' amido; 0,1 M tampdo citrato-fosfato, pH 5,0) e 4gar-pectina (18 g.L"! gar; 10 g.L"! pectina; 0,1
M tampao acetato de sodio, pH 5,0). Como controle positivo foram utilizadas as enzimas comercialmente
disponiveis (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA): protease de Aspergillus oryzae, celulase de Aspergillus sp, o-
amilase pancredtica suina e pectinase de Aspergillus niger. O controle negativo consistiu em meio liquido incubado
sem inoculagdo dos fungos.

As placas foram incubadas a 28 °C por 24 horas e, posteriormente, coradas com solugdo de acido acético
5% (protease); vermelho de Congo 0.1% (celulase); solugdo de iodo 1N (amilase); e solugdo de acido cloridrico
5N (pectinase). A produgdo enzimatica foi observada pela formagao de halos decorrentes da hidrélise enzimatica,
que foram aferidos com régua milimétrica. O ensaio foi realizado em triplicata. Os valores médios obtidos foram

comparados utilizando o teste de Tukey (p<0.05), no programa estatistico Sisvar 5.3 (FERREIRA, 2011).
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Avaliagdo da atividade enzimatica da protease e celulase com substratos alternativos

Para avaliacdo da atividade das enzimas protease e celulase com substratos alternativos, o micro-organismo
foi previamente crescido em meio BDA por 7 dias a 28 °C. Trés discos de micélio com 6 mm de didmetro do fungo
endofitico foram inoculados em meio liquido Solu¢do de Manachini (MANACHINI et al., 1987), adicionado das
seguintes fontes de carbono (0,5%): farelo de trigo, farelo de arroz, farinha de soja, além da juncao entre eles da
seguinte forma: farelo de trigo + farelo de arroz; farelo de trigo + farinha de soja; farelo de arroz + farinha de soja;
farelo de trigo + farelo de arroz + farinha de soja. O pH foi ajustado de acordo com cada enzima, sendo para
protease (pH 6,9) e celulase (pH 5,0). Erlernmeyers de 150 mL, previamente esterilizados em autoclave, contendo
50 mL dos meios foram incubados a 28 °C, durante 120 horas a 150 rpm.

A deteccao da atividade enzimatica teve seu ensaio realizado em triplicata, nas mesmas condigdes utilizadas

no ensaio qualitativo.

Determinagdo da atividade de endoglucanase

A determinagdo da atividade de endoglucanase foi realizada segundo Ghose (1987) adaptado, por meio da
analise de CMC. Uma aliquota de 0,5 mL do extrato bruto enzimatico foi pipetada em tubos de ensaio, contendo
0,5 mL de solug@o de CMC (1% p/v) em tampao citrato de sédio (50 mM; pH 4,8), ap6és um periodo de 30 e 60
minutos de incubagdo para a ocorréncia da reagdo, a esses tubos foram adicionados 1 mL de DNS (3.5-
dinitrosalicilico). Para o preparo da solugdo de DNS utilizou-se 4,0g de hidréxido de sédio dissolvidos em 50 mL
de agua destilada, ao qual foram adicionados 2,5 g do reagente DNS e homogeneizados. Enquanto isso, 75 g de
tartarato duplo de sodio e potassio foram dissolvidos em 125 mL de agua destilada sob constante agitagdo. Em
seguida essas solugdes foram misturadas, sob aquecimento até sua completa diluicdo. Apods resfriamento seu
volume foi ajustado para 250 mL e armazenada em temperatura ambiente protegida da luz.

Apds homogeneizagdo, os tubos foram submetidos a fervura (100 °C) durante 5 min., em seguida resfriados,
e entdo 3 mL de agua destilada foi adicionada em cada um, sendo posteriormente homogeneizados em vortex. A
absorbancia da reagdo foi medida no comprimento de onda de 540 nm no espectrofotometro. Em cada ensaio foi
realizado um branco de cada amostra constituido de extrato bruto enzimatico, com a solu¢do de CMC (1% p/v) e
DNS misturados imediatamente, correspondendo ao tempo zero da reagdo. O valor da absorbancia obtido do
branco de cada amostra foi descontado dos valores obtidos das leituras das amostras ensaiadas. Este valor foi
comparado a uma curva padro de glicose. Cada amostra foi ensaiada em triplicata.

Uma unidade de atividade de endoglucanase foi definida como a quantidade de enzimas necessaria para
liberar 1pmol/mim de aglcar redutor por mL sob as condigdes de ensaio descrita acima utilizando glicose como

uma curva padrao.

RESULTADOS
O fungo endofitico D. helianthi produziu protease e celulase detectadas por meio da técnica de cup plate.

A aferigdo dos halos de degradacdo formados apos adigdo do corante acido acético 5% para protease ¢ vermelho
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congo para celulase mostraram zonas claras indicando a agdo enzimatica (Tabela 1), com média de 9,33 mm e
8,33 mm, respectivamente.

A partir desse resultado o endéfito foi submetido a crescimento em diferentes fontes de carbono, para se
estimar qualitativamente a produg@o de proteases e celulases em meio suplementado a 0,5% com farelo de trigo,
farelo de arroz, farinha de soja e com a jungdo de farelo de trigo e farelo de arroz, farelo de trigo e farinha de soja,
farelo de arroz e farinha de soja, e por fim, também foi avaliada a producdo enzimdtica com a juncao dos trés
substratos.

Tabela 1. Atividade enzimatica para protease e celulase em diferentes meios

Substratos Halos (mm) Halos (mm)
Protease Celulase
Farelo de Arroz 7,404 7,53¢
Farelo de Trigo 9,13b¢ 7,86
Farinha de Soja 8,065 8,26
Trigo + Arroz 7,60 8,46
Arroz + Soja 6,534 7,86
Trigo + Soja 8,130 8,93%
Arroz+Soja+Trigo 8,200 8,73
Gelatina 9,33 -
Carboximetilcelulase - 8,330
Controle 18,862 26,407
Erro padrao* +0,34 +0,26

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente.

Ap6s o crescimento do fungo em meio liquido e realizagdo de cup plate as aferi¢des resultaram na formagao
de halos de degradagdo com média variando de 6,53 mm em meio contendo farelo de arroz e farinha de soja ¢ 9,13
mm para suplementagdo com farelo de trigo para protease, enquanto que para celulase as médias ficaram entre
7,53 mm no meio suplementado com farelo de arroz a 8,93 mm em meio contendo farelo de trigo e farinha de soja
(Tabela 1).

Os extratos enzimaticos do fungo endofitico suplementados com os substratos ao serem avaliados quanto
a produgdo de celulase em espectrofotdmetro resultaram numa produgdo enzimatica de 0,25 pumol.min!. de
endoglucanase quando a fonte de carbono utilizada foi o CMC, contudo quando o mesmo foi substituido por farelo

de trigo e farinha de soja a produgdo foi de 0,14 umol.min™! (Tabela 2).
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Tabela 2. Avalia¢do em espectrofotdmetro da producdo enzimatica de celulase

Substratos UI pmol.min!
Carboximetilcelulase 0,25%
Trigo + Soja 0,14*
Erro padrao* +0,03

*M¢édias e erro padrao obtidos a partir de ensaios realizados em triplicatas.

DISCUSSAO

A interag@o planta hospedeira e fungo endofitico resulta em uma produgdo enzimatica espe(nﬁca. No
decorrer do processo parasitirio, os fungos endofiticos agem sobre fitopatogenos pela acio de enzimas
degradativas da parede celular, como proteases, quitinases ¢ lipases (RATNAWEERA; SILVA, 2017; DINIZ et
al., 2020).

A utilizacdo de residuos agroindustriais ricos em proteinas para o meio de produgdo de proteases ¢ uma
pratica que resulta do aumento da producéo desta enzima quando micro-organismos sdo estimulados a excreta-las
no meio para obter carbono ou nitrogénio a partir da hidrolise de proteinas (SCHUSTER et al., 2019). As proteases
representam um dos maiores grupos de enzimas industriais capazes de hidrolisar a ligacdo peptidica em uma
molécula de proteina.

No estudo de enzimas a degradagdo de halo enzimatico realizado em meio sélido permite um screening
rapido e simples de diversos fungos para presenga ou a auséncia de enzimas especificas uteis na selecdo de isolados
com elevados niveis de polissacarideos (MONTEIRO et al., 2020).

Nas condicdes estabelecidas para esse experimento foi possivel detectar o halo de degradag@o enzimatica
produzido pelo extrato bruto do fungo D. helianthi, ¢ por meio das analises estatisticas verificar diferenca nas
médias da atividade enzimatica entre os substratos utilizados. O residuo que apresentou percentual mais
significativo para a protease foi o farelo de trigo com média bem proxima do valor encontrado para o substrato
gelatina frequentemente utilizado.

Kuzhalvaymani et al., (2019) isolaram o fungo endofitico Warcupiella spinulosa da floresta de mangue
situada em Pichavaram, TamilNadu, India e estudaram a produgio de protease utilizando como substratos carogo
de algodao, bagaco de cana-de-agucar, palha de arroz, farelo de arroz, farelo de trigo, ¢ a mistura de todos os
substratos com penas, além disso, ajustaram aos substratos, fontes de nitrogénio, ions metalicos ¢ a influéncia de
parametros fisicos, como tempo de incubagdo, tamanho do in6culo, pH e temperatura, através de fermentagdo em
estado solido. Os resultados mostraram que as condigdes 6timas para a producéo de um nivel muito alto de protease
foram verificadas no 7° dia de incubagdo (10.833 U.mL™"), tendo como substrato mais adequado o bagago de cana
(10.616 U.mL™"), tamanho do inoculo 3% (13.216 U.mL""), extrato de carne bovina como fonte de nitrogénio (1%)
(10.216 U.mL"), concentragdo de ions metalicos como Fe>SOs (0,1%) (14.083 U.mL"), em pH 7,0 € em
temperatura ambiente.

Fungos endofiticos isolados de plantas medicinais e aromaticas (horteld e manjericdo) coletados do Horto
Florestal de Mamanguape-PB, Nordeste do Brasil foram avaliados quanto suas atividades proteoliticas e
amiloliticas. Neste estudo, dos 47 fungos isolados 21 apresentaram atividade proteolitica, com predominéncia do
género Colletotrichum. O maior indice enzimatico, tanto nas atividades proteoliticas como amiloliticas foi
verificado na espécie Guignardia bidwellii (SOUZA et al., 2019).
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Alberto et al., (2016) estudando fungos endofiticos isolados das plantas Luehea divaricata (Martius et
Zuccarini), Trichilia elegans A. Juss, Sapindus saponaria e Saccharum spp. analisaram a filogenia desses isolados
e avaliaram semi-quantitativamente a capacidade de producdo enzimatica. O resultado da analise filogenética
revelou a presenga de endofiticos dos géneros Diaporthe, Saccharicola, Bipolaris ¢ Phoma nas plantas estudadas.
Quanto a avaliagdo das propriedades enzimaticas dos fungos isolados, 64% exibiram atividade de protease,
aproximadamente 93% de celulase, 62% de amilase ¢ 50% de pectinase. Os isolados que se destacaram quanto a
produgdo de protease, com a formagao de halos de degradagdo, medindo em torno de 20 mm, foram G17 de L.
divaricata, 2-68 de T. elegans, e Ss52, Ss01B e Ss31 de S. saponaria, sendo que com excegdo dos isolados Ss52
e Ss31 que ndo foram identificados, os demais pertencem ao género Diaporthe. Isso indica que, assim como
observado em nosso estudo, fungos do género Diaporthe possuem uma excelente capacidade de producdo
enzimatica.

Distribuido mundialmente, o género Diaporthe compreende cerca de 800 espécies, com uma grande
variedade de plantas hospedeiras. Os micro-organismos deste género podem apresentar-se como patogénicos,
saprofiticos e endofiticos (GOMES et al., 2013; SANTOS et al., 2016). Endofitos do género Diaporthe sio
normalmente isolados de diversas plantas, tais como Mikania glomerata (POLONIO et al., 2015), Sapindus
saponaria (GARCIA et al., 2012), Vitis labrusca (FELBER et al., 2016), Eichhornia azurea (ALMEIDA et al.,
2015) inclusive a partir de culturas agricolas de grande interesse econdmico (RIBEIRO et al., 2018; SANTOS et
al., 2019). No estudo realizado por Rhoden et al., (2012) observou-se uma abundancia de 84,3% de fungos
endofiticos do género Diaporthe em folhas de Trichilia elegans, sendo também encontrado predominante e em
folhas e raizes de Vellozia gigantean (FERREIRA et al., 2017).

A produgdo de endoglucanases por micro-organismos empregando subprodutos agroindustriais como
matéria prima, em especial bagaco de cana e farelo de trigo vem sendo pesquisados a tempos (SANTOS et al.,
2015; OLIVEIRA et al., 2016; FERREIRA et al., 2018, SANTOS; ORLANDELLI, 2019).

No presente estudo na aferi¢cdo de celulase o melhor resultado foi observado na jung@o dos substratos farelo
de trigo e farinha de soja, resultado este, melhor do que o encontrado para o substrato CMC normalmente
empregado para indugdo da produgdo de celulase. Em relagdo aos valores de absorbancia obtidos em
espectrofotometro dos extratos produzidos pelo fungo nos meios suplementados com CMC, com farelo de trigo e
farinha de soja, ndo confirmam os resultados encontrados no experimento em cup plate, visto que as médias ndo
diferiram estatisticamente, além disso, a média encontrada para a producdo de celulase no substrato contendo
residuos foi menor do que o valor descrito para o substrato contendo CMC.

Ribeiro et al., (2018) isolaram e identificaram fungos endofiticos de folhas da planta ornamental
Pachystachys lutea e avaliaram a atividade antagonista e a produgdo enzimatica de celulase pelos fungos
endofiticos. A analise de taxonomia molecular revelou que 78% dos fungos submetidos a identificagdo pertencem
ao género Diaporthe. Os resultados para o teste de produgéo de celulase mostraram diferengas significativas entre
o controle e os isolados de Diaporthe avaliados. Os resultados revelaram que os fungos endofiticos identificados
como PLO1 (Diaporthe anacardii), PL67 (Diaporthe sp.) e PLO3 (Diaporthe sp.) apresentaram halos com médias
de 15,02 mm, 12,89 mm e 11,18 mm respectivamente, para o substrato CMC. No caso da analise
espectrofotométrica da producdo de celulase, os resultados obtidos ndo apresentaram diferengas significativas,
variando de 1,06 e 1,60 umol.min"'de endoglucanase.

Endofiticos do género Diaporthe sp isolados de Sapindus saponaria, apds o crescimento em meio liquido
foram testados quanto a producido de celulase, amilase e pectinase. Os ensaios enzimaticos revelaram que as cepas
SS08, SS65 e SS93 apresentaram halo de 15,53 mm para o substrato CMC e na analise espectrofotométrica a cepa
SS08 produziu 1,51 pmol.min"! de celulose (SANTOS et al., 2019).
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Os fungos endofiticos utilizam a enzima celulase para penetrar os tecidos da planta hospedeira, bem como,
para a competi¢do com outros micro-organismos patogénicos (FAN et al., 2016; SUDHA et al., 2016; RIBEIRO
et al., 2018). A celulase ¢ de grande interesse para aplicagdo industrial, por se tratar da terceira enzima mais
utilizada, seguida de proteases e amilases (BAJAJ; MAHAJAN, 2019). A maioria dos trabalhos referentes a
produgédo de celulases utilizaram como organismos modelos fungos filamentosos, tais como Trichoderma reesei,
Aspergillus niger, Aspergillus nidulans, e Neurospora crassa (RIBEIRO et al., 2018). Em processos industriais as
celulases comerciais empregadas para a bioconversdo sdo produzidas a partir de fungos como Trichoderma,
Aspergillus, Penicillium, Phanerochaete etc, sendo os mutantes derivados de Trichoderma reseei € Aspergillus sp
os mais predominantes (BAJAJ; MAHAJAN, 2019; GOUKANAPALLE et al., 2020).

Felber et al., (2019) avaliaram a produgao de celulases por fungos endofiticos isolados das cultivares de
videira Bordo e Concord (Vitis labrusca) pelo processo de fermentagdo submersa e, utilizando residuos
agroindustriais como substratos alternativos (cascas de amendoim e serragem). Na pesquisa realizada pelos autores,
os resultados indicaram que oito micro-organismos foram capazes de produzir celulases em meio com CMC, com
as médias dos halos variando de 10,84+0.02 a 15,5+0.07 mm. A maior atividade enzimatica neste substrato foi de
3.52+0.98 pmol.min"!, obtida pelo fungo Diaporthe sp. (KM362392). Quando substituido o substrato indutor por
cascas de amendoim e serragem este fungo apresentou a formagao de halos de degradagdo com média de 14.5+0.01
mm e 14,7+0.03 mm; e com atividade de endoglucanase de 2.93+0.23 umol.min’'e 3.26:+0.38 pmol.min’!
respectivamente. Os resultados mostram que os fungos endofiticos isolados de V. labrusca, podem ser considerados
fontes promissoras na produgdo de celulases, inclusive com o uso de substratos alternativos.

O emprego de residuos industriais (dgua residuaria de lavagem de destilaria e palha de arroz) como
substratos alternativos para a produg@o de enzimas (celulase e xilanase) pelo fungo Aspergillus heteromorphus foi
investigado por Bajar et al., (2020). Dentre os resultados obtidos verificou-se que as atividades de exoglucanase,
xilanase e endoglucanase em condi¢des otimizadas e ideais foram de 6,3 IU.mL"!, 11,6 IU.mL"'e 8,1 I[U.mL"},
respectivamente. Estes resultados confirmam que o emprego de residuos agroindustriais como substrato para a

produgdo de enzimas microbianas pode ser uma alternativa econdmica e ecologicamente correta.

CONCLUSAO

Os resultados indicam que o fungo endofitico D. helianthi apresenta potencial enzimatico para a produgao
de proteases e celulases. A adi¢do de residuos agroindustrias tais como, farelo de trigo, ou a jung@o de farelo de
trigo e farinha de soja ao meio de cultura, propiciaram um resultado em cup plate préximo ou superior ao valor
encontrado para o meio frequentemente utilizado, tendo como fonte de carbono CMC ou a gelatina, indicando que
a utilizacdo desses residuos na produ¢ao enzimatica supriu as necessidades do fungo sem o uso de qualquer outro
indutor. Contudo, investigagdes adicionais devem ser realizadas otimizando fatores como temperatura, pH e
concentragdo dos substratos no cultivo submerso, visando aumentar a producio dessas enzimas. A prospeccao do
fungo endofitico D. helianthi para a deteccao enzimatica utilizando substratos alternativos nao ¢ apenas promissora,

mas também vislumbra a possibilidade de se tornar uma alternativa para aplica¢do industrial.
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