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RESUMO

Os fungos encontrados no interior de espécies vegetais, denominados fungos endofiticos
apresentam um enorme potencial na producdo de novas substancias bioativas. Entre as
substancias de interesse comercial destacam-se os biossurfactantes, compostos com
propriedades tensoativas produzidos por microrganismos. Os biossurfactantes
apresentam uma ampla variedade de aplicacdes, que incluem biorremediacéo,
biodegradacdo, limpeza de reservatérios de Oleos, além de serem empregados nas
indUstrias de alimentos, farmacéutica e cosmética. Nesse sentido, o presente trabalho
avaliou a producdo de biossurfactantes em meios metabolicos de fungos isolados das
espécies amazobnicas Piper hispidum e Myrcia guianensis. Para verificar a producgdo de
biossurfactante, foram realizados testes de colapso da gota e indice de emulsificacdo
(E24). Para determinar a qualidade dos biossurfactantes produzidos foram avaliadas as
caracteristicas fisico-quimicas dos mesmos, como a diminuicdo da tensdo superficial
(TS) ao longo do cultivo e concentracdo micelar critica (CMC). Foram isolados 117
fungos de P. hispidum e 50 foram utilizados na producdo do biossurfactante. Destes,
oitos apresentaram resultados positivos no teste da gota colapsada e E4 variando entre
20 e 78%. Foram selecionados 32 cepas de enddéfitos de M. guianensis dos isolados da
micoteca do Laboratdrio de Quimica Aplicada a Tecnologia da EST/UEA, sendo que 12
apresentaram resultados positivos no teste da gota colapsada, com indices de
emulsificagdo que variaram entre 60 e 75%. A partir dos melhores resultados os fungos
foram recultivados em 1L de meio para extracdo e analises das caracteristicas fisico-
quimicas. A recuperacao dos biossurfactantes foi realizada pelo método de extragdo em
etanol a frio, sendo obtido entre 2,46 e 4,47 g/L de biossurfactantes. A diminui¢cdo da
TS e os valores de CMC foram verificados somente para 0os meios metabdlicos dos
quatro fungos que apresentaram os melhores resultados de indice de emulsificacdo:
MgRe 1.3.3; MgC 3.3.2; Ph 1l 22G e Ph 11l 23F. O meio metabdlico que apresentou a
maior diminuicdo da TS (37%) foi o do isolado de M. guianensis MgRe 1.3.3
(identificado como Colletotrichum gloeosporioides), reduzindo-a de 61,0 para 39,0
mN.m™. O menor valor de CMC foi encontrado para este mesmo endéfito, de 4,6
mg.mL™. Além desta linhagem, outras duas foram identificadas por técnicas de biologia
molecular, sendo o isolado MgC 3.3.2 identificado como Aspergillus niger e o isolado
Ph 1l 22G como Glomerella cingulata. Com base nesse resultados, foi possivel
identificar enddéfitos de P. hispidum e M. guianensis produtores de biossurfactantes, que
apresentaram caracteristicas fisico-quimicas promissoras para aplicagdo em diferentes
setores industriais.

Palavras-chaves: Biossurfactantes, Fungos endofiticos, P. hispidum, M. guianensis.



ABSTRACT

Fungi found in plant species, called endophytic fungi, present a great potential for the
production of new bioactive substances. Among substances of commercial interest are
the biosurfactants, compounds that present tensoactive properties and are produced by
microorganisms. Biosurfactants comprise a wide variety of applications, which include
bioremediation, biodegradation, cleaning of oil containers, and are also employed at the
food, pharmaceutical and cosmetic industries. Therefore, this work has evaluated the
biosurfactant production on metabolic broths of endophytic fungi isolated from Amazon
species Piper hispidum and Myrcia guianensis. In order to access the biosurfactant
production it was carried out the drop collapsed test and the determination of the
emulsification index (E,s). Biosurfactant physical-chemical properties, such as the
lowering of superficial tension (ST) and the critical micelle concentration (CMC) were
determined in order to verify its efficiency. 117 endophytic fungi were isolated from P.
hispidum and 50 were used for the production of tensoactive molecules. Of these, eight
presented positive results at the drop collapsed test and E,4 varied from 20 to 78%. It
was selected 32 M. guianensis endophytic fungi from the Laboratory of Chemistry
Applied to Technology (EST/UEA). Of these, 12 presented positive results at the drop
collapsed test and E,4 varied from 60 to 75%. Considering the best results, fungi were
cultivated in 1L media for biosurfactant extraction and physical-chemical properties
evaluation. Biosurfactant recovering was performed using cold ethanol and promoted a
2.46 to 4.47 g/L of tensoactive molecules. ST lowering and CMC values were only
verified for the metabolic broths of the four fungi that presented the best results of
emulsification index: MgRe 1.3.3; MgC 3.3.2; Ph 11 22G and Ph I11 23F. The metabolic
media that presented the greater ST lowering (37%) was the one of M. guianensis
isolate MgRe 1.3.3 (identified as Colletotrichum gloeosporioides), which reduced ST
from 61.0 to 39 mN.m™. The lowest CMC value was also found for this isolate, of 4.6
mg.mL™. Other two fungi strains were identified using molecular biology techniques.
MgC 3.3.2 was identified as Aspergillus niger and Ph 1l 22G as Glomerella cingulata.
Considering these results, it was possible to access P. hispidum and M. guianensis
endophytic fungi that produce biosurfactants which presented promising physical-
chemical properties for being used in different industrial areas.

Keywords: Biosurfactant, Endophytic fungi, P. hispidum, M. guianensis.
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1 INTRODUCAO

Os microrganismos  (fungos, bactérias, actinomicetos, entre outros)
desempenham um papel fundamental na producdo de novos produtos naturais que
podem ser utilizados na industria farmacéutica (humana e animal), alimenticia e
agricola. Os fungos encontrados no interior de espécies vegetais, denominados fungos
endofiticos ou fungos enddfitos, apresentam um enorme potencial na producdo de
substancias novas e bioativas (CHAPLA et al., 2003).

O trabalho relacionado a microrganismos endofiticos isolados de plantas
tropicais vem crescendo nas Ultimas décadas, sendo que algumas pesquisas sao restritas
a determinadas espécies do Brasil e da India, paises nos quais poucos grupos de
pesquisadores tém se empenhado na busca de novos microrganismos com propriedades
de interesse biotecnoldgico (OLIVEIRA, 2010).

Dentre as espécies tropicais, a Piper hispidum L. ou pimenta de macaco, que
ocorre naturalmente na Amazolnia, tem despertado grande interesse por parte dos
pesquisadores devido a producdo de um bleo essencial, o safrol, que apresenta uma agéo
eficaz no controle de fitopatdgenos tradicionais, como fungos e bactérias, além de
comprovada acdo analgésica e antiinflamatoria com baixos niveis de toxicidade (MAIA
et al., 1998, MONTEIRO et al., 2001; FONTES JUNIOR et al., 2002). Entretanto,
trabalhos envolvendo a microbiota endofitica existente nesta planta ainda sao
incipientes.

As plantas do género Myrcia também tém despertado o interesse de
pesquisadores, gracas a presenca de uma consideravel quantidade de compostos
biologicamente ativos em seus metabolitos secundarios, tais como flavonoides,
sesquiterpenos, monoterpenos, triterpenos e esterdides. Esses metabdlitos podem ser
encontrados nos 6leos essenciais das folhas, flores e galhos da planta (CRUZ et al.,
2002; KUSTER et al., 2003; CRUZ et al., 2004). Entre as plantas desse género, a
espéecie M. guianensis, conhecida popularmente na regido norte do Brasil por pedra-
ume-cad ou vassorinha, possui significativo potencial para dar origem a novas
substancias bioativas, sendo que poucos sdo os trabalhos relacionados especificamente a
especie em questdo, tanto do ponto de vista de sua fitoquimica, quanto de sua
bioprospec¢cdo (BANHOS, 2011).
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Desta forma, ha necessidade de desenvolver trabalhos cujo objetivo seja
investigar a microbiota endofitica de P. hispidum e M. guianensis, uma vez que existem
relatos na literatura de que microrganismos endofiticos podem gerar 0s mesmos
compostos produzidos pela planta hospedeira, havendo assim a possibilidade de
descobrir novos compostos de valor comercial interessante, além dos ja produzidos pela
propria planta (MESQUITA, 2005; FACUNDO et al., 2008).

Os surfactantes sdo moléculas anfifilicas ou anfipéticas, visto serem constituidas
de duas fracdes distintas — apolar (hidrofobica) e polar (hidrofilica). Por essa razdo, os
surfactantes possuem a capacidade de interagir com liquidos de diferentes
caracteristicas, como, por exemplo, misturas de 6leo (apolar) e agua (polar). Também
podem se posicionar na superficie do fluido formando uma pelicula ou filme, resultando
na reducdo da tensdo superficial na interface liquido/ar (ZANA, 2005). Essas
caracteristicas conferem aos surfactantes diversas possibilidades de aplicacdo para uso
domeéstico ou industrial, tais como: detergéncia, emulsificacdo, lubrificacdo, capacidade
espumante, molhabilidade, solubilizacdo e disperséo de fases (URUM e PEKDEMIR,
2004; MULLIGAN, 2005).

Os biossurfactantes de origem microbiana podem ser produzidos por
biotransformagfes de hidrocarbonetos de petréleo, bem como de matérias primas
renovaveis, e se tem dado especial atengdo aos residuos industriais, como por exemplo:
glicerol, 6leos vegetais ja utilizados em frituras, residuos de monoculturas e de
processamento vegetal, entre outros (DESAI e BANAT, 1997; MULLIGAN, 2005).
Essa busca por insumos de menor custo se faz necessaria, visto que os surfactantes
quimicos apresentam custo inferior aos biossurfactantes, sendo, por essa razdo, mais
comercializados.

Mesmo com o custo superior aos surfactantes quimicos, os biossurfactantes
possuem diversas caracteristicas e propriedades, algumas comuns a maioria dos
biossurfactantes, apresentando vantagens sobre as caracteristicas de surfactantes
convencionais, como por exemplo: atividades superficiais e interfaciais mais efetivas,
pois produzem menor tensdo superficial em menores concentrag@es; maior tolerancia a
temperatura, pH e forca idnica; elevada estabilidade térmica e de pH, podendo ser
utilizados em condigfes mais drasticas; biodegradabilidade, diferente dos surfactantes
quimicos, os biossurfactantes sdo facilmente degradaveis na agua e no solo; além de
possuirem baixa toxicidade (LIN, SHARMA e GEORGION, 1993; NITSCHKE e
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PASTORE, 2002; MUKHERJEE, DAS e SEM, 2006; JOSHI, BRARUCHA e DESAI,
2008).

As estruturas quimicas dos biossurfactantes apresentam diversas combinagdes,
principalmente aqueles produzidos por microrganismos na presenca de hidrocarbonetos
(LANG, 2002). Em sua grande maioria sdo lipidios, os quais apresentam uma estrutura
tipica de surfactante. A porcao lipofilica normalmente é um hidrocarboneto com mais
de um 4cido graxo, os quais podem ser saturados, insaturados ou conter estruturas
ciclicas. A porcdo polar do biossurfactante pode ser simples (carbonila, hidroxila) ou
uma mistura complexa de fosfato, carboidratos, aminoacidos, dentre outros (COOPER,
1986; LANG, 2002). Banat, Makkar e Camerotra (2000) classificam os biossurfactantes
em 5 grupos: glicolipidios, lipossacaridios, lipopeptidios, fosfolipidios e &cidos graxos.

Grande parte dos estudos envolvendo a producéo de biossurfactantes descreve a
obtencdo destes compostos a partir de bactérias (TURKOVSKAYA, DMITRIEVA e
MURATOVA, 1999; ARAUJO, 2002; SOUZA et al., 2006; LIMA et al., 2007; JOSHI,
BHARUCHA e DESAI, 2008; PORNSUNTHORNTAWEE et al., 2008). A producao
de biossurfactantes flngicos, entretanto, € pouco descrita na literatura, embora alguns
trabalhos venham demonstrando a possibilidade de utilizar fungos na producao destes
compostos (CASTIGLIONI, BERTOLIN e COSTA, 2009).

Sabendo do potencial sintético dos fungos, torna-se fundamental ampliar os
conhecimentos a respeito da producéo de biossurfactantes produzidos por estes versateis
organismos. Portanto, o0 objetivo deste trabalho foi estudar a producdo de
biossurfactantes fungicos, verificando o potencial de fungos endofiticos isolados de P.

hispidum e M. guianensis da Regido Amazodnica na obtengdo de moléculas tensoativas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 FAMILIA PIPERACEA

Piperaceae é uma familia de plantas dicotileddneas, que pertence a ordem
Piperales, que por sua vez, foi descrita por Paul Dietrich Giseke. E composta por 12
géneros e cerca de 3000 especies, sendo que, destes géneros, apenas cinco sao
encontrados no Brasil (ROSA e SOUZA, 2004). Desses cinco, maior destaque é¢ dado
aos géneros Piper, Piperomia e Pothomorphe, pela sua ampla distribuicéo e diversidade
(LAGO et al., 2004; FAZOLIN et al., 2007).

A familia Piperaceae é comum em diversas localidades, muitas vezes dominando
a borda ou o extrato inferior das matas. Esta familia é representada por ervas eretas ou
escandentes, subarbustos, arbustos ou pequenas arvores, terrestres ou epifitas. Possui
folhas estipuladas, alternas, opostas ou verticiladas, sésseis ou pecioladas, inteiras, de
consisténcia e formas das mais diversas, tricomas muito variados, geralmente dotadas
de glandulas translucidas e sua inflorescéncia apresenta-se em forma de espiga com as
flores (JARAMILLO e MANOS, 2001; LAGO et al., 2004; FAZOLIN et al., 2007).

As espécies da familia Piperaceae possuem importancia comercial, econémica e
medicinal. Além do interesse ornamental por sua folhagem vistosa, as plantas desta
familia sdo mundialmente importantes para 0 mercado de condimentos. Os frutos
maduros de Piper nigrum sdo a fonte da pimenta branca, enquanto os frutos imaturos da
mesma espécie origina pimenta preta (PARMAR et al., 1997). As propriedades
inseticidas de extratos da pimenta do reino (P. nigrum L.) sdo conhecidas desde 1924 e
mostraram-se toxicas para a mosca doméstica Musa domestica L. (Diptera: Muscidae),
para 0 mosquito Culex pipiens Palex (Diptera: Culicidae) e o gorgulho-do-caupi
Callosobruchos chinensis L. (Coleoptere: Bruchidea) (ESTRELA et al., 2003). Além de
apresentar importancia econdmica para 0 mercado de condimentos e atividade
inseticida, esta familia possui grande diversidade estrutural em relacdo aos seus
constituintes quimicos, contendo lignanas, flavondides, alcaldides e amidas (SILVA et
al., 2008). Muitas das espécies deste género sdo fontes ricas em compostos
biologicamente ativos, que constituem matrizes para estudos biossintéticos importantes,
principalmente para a industria de farmacos (SILVA e BASTOS, 2007).
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2.1.1 Género Piper

As plantas do género Piper séo popularmente conhecidas como pimenteiras ou
falsos-jaborandis. Este género é composto por arbustos, herbaceas, lianas ou pequenas
arvores, com folhas alternadas, simples, inteiras, geralmente assimétricas, peninérveas
ou palminérveas. O fruto é uma drupa pequena, em forma de espiga, com sementes
minusculas (JARAMILLO e MANOS, 2001).

As especies deste género encontram-se extensamente distribuidas na vegetacédo
secundaria de florestas tropicais, particularmente na Asia e na Amazdnia (MOTA,
COSTA e MAIA, 2001) e cerca de 1000 espécies estdo distribuidas nos hemisférios.
Dentre estas espécies, apenas 12% vém sendo estudadas, sendo que grande parte delas
sdo plantas pioneiras e estdo envolvidas em processos de regeneracdo e manutencao da
diversidade das matas. Como mencionado anteriormente, algumas espécies do género
Piper despertam interesse por produzirem compostos bioativos, tais como alcaldides,
flavonodides e lignoides que séo utilizados na medicina popular e também em outras
aplicacdes como, por exemplo, alimento, plantas ornamentais, especiarias, na producédo
de perfumes, inseticidas, fungicidas e bactericidas (HEGNAUER, 1990; JENSEN,
HANSEN e BOLL, 1993; THIES e KALKO, 2004; LAGO et al., 2005).

2.1.1.1 Piper hispidum

A espécie P. hispidum (Figura 1) constantemente confundida com outra espécie
do mesmo género, a Piper aduncum, ocorre na Amazonia (GAIA et al., 2004) mas
também pode ser encontrada no México, Suriname, Cuba, Sul da Flérida, Trinidad e
Tobago e Jamaica, e € muito comum na Costa Rica (FAZOLIN et al., 2005). P.
hispidum, ou pimenta de macaco, como é conhecida popularmente, possui grande
potencial para exploracdo econdmica devido a producdo de safrol. Produtos naturais de
P. hispidum tém apresentado acdo eficaz no controle de fitopatdgenos de culturas
tradicionais, além de acdo acaricida, bactericida, anti-molusco e larvicida, com a
vantagem destes produtos serem biodegradaveis (ORJALA et al., 1994; WADT et al.,
2004; BASTOS, 2004; MORANDIM et al., 2005), além de comprovada agéo
analgesica, diurética e antiinflamatoria, apresentando baixos niveis de toxicidade
(MAIA et al., 1998; MONTEIRO et al., 2001; FONTES JUNIOR et al., 2002).
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Segundo Oliveira et al. (2014), P. hispidum, além de apresentar as atividades
citadas anteriormente, possui fungos endofiticos que produzem metabdlitos secundarios
com atividade antimicrobiana frente a bactérias patogénicas. Oliveira (2010) ainda
verificou que os endofitos dessa espécie produziram enzimas hidroliticas de interesse
comercial (amilase, celulase, xilanase, lipase, pectinase e protease). Dessa forma,
confirma-se que esta espécie possui microrganismos endofiticos que podem gerar novos
compostos de valor comercial interessante, além dos ja produzidos pela propria planta
(MESQUITA, 2005; FACUNDO et al., 2008).

Fonte: prdpria (2013).

2.3 FAMILIA MYRTACEAE

Myrtaceae é uma das familias de maior riqueza de espécies nos neotrépicos,
abrangendo cerca de 10-15% do total de espécies arboreas nas florestas imidas e no
Cerrado do leste brasileiro (BARROSO, 1984). E formada por arvores ou arbustos,
raramente subarbustos, tronco geralmente com cortex esfoliante; folhas opostas ou
menos frequentemente alternas (em apenas géneros nao nativos), raramente verticiladas,
simples, estipulas vestigiais ou ausentes, margem inteira, geralmente coriaceas ou
subcoriaceas, com pontuacBes translicidas e peninérveas, geralmente com nervura
marginal coletora. A inflorescéncia e geralmente cimosa, as vezes reduzida a uma unica

flor. Apresenta em geral flores vistosas, geralmente com coloracéo branca, bissexuadas
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ou raramente unissexuadas (GRESSLER, 2005). As flores, que sdo hermafroditas e
geralmente de cor clara, apresentam estames longamente exsertos e Vistosos,
numerosos, muito raramente em numero igual ou duplo ao das pétalas. Seus frutos sdo
carnosos e tanto estes como as flores sdo procurados por diversas espécies de animais
(DURIGAN et al.,, 2005; GRESSLER, 2005). Sdo majoritariamente dispersadas por
abelhas, principalmente pelas subfamilias Meliponinae e Bombinae (Apidae) e seus
frutos dispersos principalmente por aves e macacos. A familia inclui cerca de 130
géneros e 4000 espécies, sendo encontrados na flora brasileira 23 géneros e 1000
espécies.

Os géneros mais representativos dessa familia, ou seja, aqueles com maior
namero de espécies conhecidas sdo Eugenia, Myrcia e Calyptranthes (BARROSO e
PERON, 1994; LANDRUM e KAWASAKI, 1997). Muitas espécies de Myrtaceae
brasileiras sdo conhecidas por numerosas espécies frutiferas, algumas exploradas
comercialmente. Geralmente ndo produzem madeiras valiosas, se restringindo ao
fornecimento de lenha e para a utilizagdo de pequenas pecas ou objetos de uso
tradicional local (LANDRUM e KAWASAKI, 1997; MARCHIORI e SOBRAL, 1997).

Na Amazo6nia encontram-se varias espécies da familia Myrtaceae, que séo
utilizadas na medicina popular, como Psydium guajava L. (goiabeira), cujos frutos e,
principalmente, as folhas sdo ricos em taninos, tendo o ché de suas folhas e brotos uso
muito difundido no meio popular como antidiarréico (CRUZ, 1982). Faz parte também
desta familia a Myrciaria jaboticaba (jabuticabeira), que tem seus frutos comestiveis
muito apreciados na confeccdo de licores e vinhos medicinais, sendo igualmente
empregada como antidiarréica e contra inflamagBes de garganta (CRUZ, 1982).
Também merece destaque a Eugenia uniflora (pitanga), que apresenta compostos
fendlicos com acdo antioxidante e algumas com acéo hipoglicemiante e antirreumatica,
tambem utilizadas em disturbios estomacais e como antihipertensiva (HORA, 1944).

Muitas investigacbes foram feitas acerca da espécie Myrtus communis,
pertencente a familia Myrtaceae, verificam-se resultados significativos tanto para seus
extratos como para seu Gleo essencial, inibindo o crescimento de microrganismos com
conhecida importancia médica como Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli, Bacillus subtilis e Serratia marcescens (SALVAGNINI
et al., 2008).

As espécies pertencentes especificamente ao género Myrcia possuem a
capacidade de produzir uma grande quantidade de compostos, entre eles estdo
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flavonoides, sesquiterpenos, monoterpenos, triterpenos e esterdides. Esses metabolitos
podem ser encontrados nos 6leos essenciais e extratos das folhas, flores e galhos das
plantas (CRUZ et al., 2002; KUSTER et al., 2003; CRUZ et al., 2004; LIMBERGER et
al., 2004; CRUZ et al., 2007) evidenciando a capacidade dessa familia na producéo de
diversos metabolitos secundarios (DIJIPA, DELMEE e QUETIN-LECLERCQ, 2000;
SERAFIN et al., 2007).

2.3.1 Género Myrcia

Para os metabolitos produzidos pelo género Myrcia, 0 que se sabe é que existem
diferentes compostos produzidos por diferentes espécies de mesmo género, e que fatores
como quantidade de chuvas e composicdo do solo sdo cruciais na presenca desses
compostos (LIMBERGER et al., 2004; CRUZ et al., 2007). Sabe-se também que alguns
desses compostos possuem atividades biologicas interessantes (CRUZ et al., 2003;
LIMBERGER et al., 2004; CRUZ et al., 2007). Como bom exemplo tem-se a espécie
M. myrtiflora, que teve comprovada sua atividade antimicrobiana (CRUZ et al., 2007).

Segundo Yoshikawa, Matsuda e Nishida (2002), as plantas pertencentes a este
género apresentam habilidade na producdo de novos compostos com atividades
biol6gicas como a muyrciacitrina, obtida a partir dos extratos metanolicos de M.
multiflora. Esse composto apresenta comprovada atividade hipoglicemiante.

2.3.1.1 Myrcia guianensis

A espécie M. guianensis (Figura 2), conhecida popularmente na regido norte do
Brasil por pedra-ume-cad ou vassourinha, possui potencial para a obtengdo de novas
substancias bioativas, sendo os trabalhos relacionados a espécie sdo insipientes.

Banhos et al. (2014) verificaram atividade antimicrobiana de extratos obtidos de
metabolitos secundarios de fungos endofiticos isolados de M. guianensis. Os extratos
apresentaram efeito inibitorio frente a diferentes cepas patogénicas. Os metabdlitos do
fungo endofitico Nectria haematococca apresentaram os resultados mais promissores,
inibindo o crescimento de Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Penicillium
avelani, sendo a inibicdo do crescimento fungico comparavel a observada na presenca

de cetoconazol.
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Dessa forma, a investigacdo da diversidade de fungos de hospedeiros tropicais
aponta claramente para novas perspectivas sobre o potencial que os fungos endofiticos
representam para a biotecnologia (OLIVEIRA, 2010).

Figura 2 - Myrcia guianensis.

Fonte: Paulo Schwirkowski (Flora SBS).

2.5 DIVERSIDADE DOS FUNGOS

Os fungos constituem um vasto grupo de organismos hiperdiversos, podendo ser
encontrados em todos 0s nichos ecoldgicos, como o solo, a a4gua, 0s vegetais, 0s
animais, e em diversos detritos (ALEXOPOULQOS, MIMS e BLACKWELL, 1996).

De acordo com Hawksworth (2001) o reino Fungi é considerado um reino
analogo aos insetos em termos de riqueza de espécies, estimando-se a existéncia de
aproximadamente 1,5 milhdes de fungos.

Os fungos sdo seres eucariotos, podendo ser hapléides, dipldides ou poliploides;
tém parede rigida quitinosa constituida de polimeros de amino aclcares. Sao
heterotréficos, dependendo das substancias organicas disponiveis. Desprovidos de
clorofila, sdo incapazes de produzir energia por meio da luz e do gas carbdnico. Sdo
altamente eficientes na degradacdo de uma ampla variedade de substratos e podem se
apresentar nas formas leveduriforme e hifal. Responsaveis pela producao de substancias
de interesse comercial, os fungos também representam importantes agentes
decompositores dos componentes primarios da madeira - lignina e celulose - o que
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resulta em um controle na producdo de biomassa em um ecossistema florestal
(MUELLER, BILLS e FOSTER, 2004).

Os fungos sdo encontrados em todos os ambientes, podendo infectar animais,
incluindo humanos; parasitar plantas, causando doencas e morte das arvores ou se
associar em simbiose entre as raizes de plantas leguminosas como fungos micorrizicos
arbusculares onde colaboram com a planta para a absor¢do de &gua e sais minerais,
aumentando a resisténcia da mesma ao estresse bidtico e abidtico em que esta exposta
(ALEXOPOULOS, MIMS e BLACKWELL, 1996; MUELLER, BILLS e FOSTER,
2004; GUIMARAES, 2005).

Os fungos apresentam, ainda, grande importancia econémica para as indudstrias
alimenticia, farmacéutica e para a agricultura. Com isso, os metabdlitos secundarios
sintetizados pelos mesmos sdo de grande interesse farmacoldgico, a exemplo dos
antibidticos, esteroides e inimeras outras substancias bioativas que apresentam diversas
aplicacdes biotecnoldgicas, além de serem produtores de fitohorménios e constituirem
promissores agentes de controle biologico de insetos e nematédeos (SILVA, 2009).

Apesar dos efeitos indesejaveis dos fungos serem enfatizados pela populagéo
leiga, varios sdo os beneficios que estes microrganismos oferecem: antibiéticos como a
penicilina produzida pelo fungo Penicillium notatum, as fermentacGes bioldgicas
envolvendo fungos, utilizadas pelo ser humano h& milénios na fabricacdo de pées,
queijo, bebidas fermentadas, como o vinho e a cerveja e outros produtos alimenticios
(CARLILE e WATKINSON, 1997; AZEVEDO, 2001; HAWKSWORTH, 2001;
MUELLER, BILLS e FOSTER, 2004).

De acordo com Alexopoulos, Mims e Blackwell (1996), o reino Fungi, quando
baseado em uma classificagdo monofilética, compreende os reinos Stramenopila e
Protista. Embora os individuos desses grupos ndo compartilhem um ancestral comum,
eles apresentam algumas semelhancas quanto a morfologia, a0 modo de nutricdo e a
ecologia, que os permitem ser considerados juntamente ao reino Fungi. Desse modo, 0
reino Fungi deve ser entendido como um grupo com 3 reinos e 11 filos relacionados: o
Reino Fungi com os filos Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota e Basidiomycota;
0 Reino Stramenopila com os filos Oomycota, Hyphochytriomycota e
Labyrinthulomycota e o Reino Protista com os filos Plamodiophoromycota,
Dictyosteliomycota, Acrasiomycota e Mycxomycota (HAWKSWORTH et al., 1995;
ALEXOPOULOS et al., 1996; MUELLER, BILLS e FOSTER, 2004).
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2.6 FUNGOS ENDOFITICOS

Desde a descoberta dos microrganismos endofiticos em Darnel na Alemanha, em
1904, diversos pesquisadores vém estabelecendo definicdes para o termo fungo
endofitico (STROBEL e DAISY, 2003). Um consideravel desacordo existe sobre o que
caracteriza um fungo endofitico (SAIKKONEN et al., 1998), mas conforme Strobel e
Daisy (2003) esse conceito varia em fungdo de como estes microrganismos sao isolados
e estudados.

Todas as partes de uma planta expostas ao ar, em contato com chuva ou orvalho,
como caules, folhas, flores e frutos, estdo sujeitos a infec¢do fangica, incluindo as raizes
(CARLILE e WATKINSON, 1997; CAO, YOU e ZHOU, 2002). Os fungos endofiticos
pertencem, em sua maioria, ao filo Ascomycota e ao grupo dos fungos conidiais,
existindo também, representantes dos filos Zigomycota, Chytridiomycota,
Basiodiomycota e Glomeromycota (SCHULZ et al., 1999).

O termo enddfito originalmente descrito por De Bary em 1866, refere-se a
qualquer microrganismo que vive nos tecidos de plantas, distinguindo-se dos epifiticos
que vivem na superficie. Petrini (1991) considerou microrganismos endofiticos aqueles
que colonizam o interior de tecidos aéreos das plantas em alguma fase do seu ciclo de
vida, sem lhes causar danos aparentes. Uma interpretacdo mais recente de Azevedo e
Araujo (2007) define como microrganismos endofiticos todos aqueles cultivaveis ou
ndo, que habitam o interior dos tecidos vegetais, sem causar prejuizo ao hospedeiro, e
que ndo desenvolvem estruturas externas visiveis. Essa definicdo foi ampliada por
Mendes e Azevedo (2007) dividindo os endéfitos em dois tipos, sendo: tipo I, os que
ndo produzem estruturas externas a planta; e tipo Il, os que produzem estruturas
externas a planta, como fungos micorrizicos e bactérias simbiontes fixadoras de
nitrogénio.

Os fungos endofiticos sdo um grupo diversificado de ascomicetos definidos por
sua ocorréncia assintomatica nos tecidos vegetais. Eles ocorrem em todo o territério
terrestre, nas comunidades naturais e antropicas, colonizando plantas no Artico,
Antartica, solos geotérmicos, desertos, oceanos, florestas tropicais, mangues e florestas
costeiras (ARNOLD, 2007; JALGAONWALA, MOHITE e MAHAJAN, 2011). Em
quase todas as plantas vasculares, algas marinhas, musgos e samambaias estudadas até o
momento, foram encontradas bactérias e fungos endofiticos. Normalmente, centenas de

espécies de endofitos podem ser isoladas de uma Unica planta, sendo que pelo menos
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um ¢ especifico ao hospedeiro (TAN e ZOU, 2001).

Segundo Putzke e Putzke (2002), assim como os fungos micorrizicos (simbiose
entre a raiz da planta e o micélio fangico), os fungos endofiticos de raizes podem
promover o crescimento da planta hospedeira, fato associado ao aumento da
incorporacdo de elementos minerais pela planta. No entanto, estes ultimos diferem dos
fungos micorrizicos por ndo produzirem estruturas caracteristicas como vesiculas e
arbusculos (AZEVEDO et al., 2000; PUTZKE e PUTZKE, 2002).

A colonizacdo, adaptacdo e propagacdo dos fungos endofiticos no hospedeiro
podem ser beneficiadas com a producdo de compostos que atuem na competicdo com
outros microrganismos, animais herbivoros e promogdo de crescimento vegetal. A
producdo de metabolitos secundarios depende de fatores bidticos e abioticos, e estdo
intimamente relacionadas com o momento fisioldgico do hospedeiro (AZEVEDO et al.,
2002; ZHI-LIN et al., 2007).

O fungo endofitico, ao colonizar uma planta, sintetiza inicialmente metabolitos
para competir com os fungos epifiticos, e em seguida, contra patégenos. Com isso, tem-
se a regulacdo do metabolismo do hospedeiro para uma associacdo equilibrada
(SCHULZ et al., 2002). Esses metabolitos sdo hidrolases, enzimas envolvidas no
mecanismo de resisténcia que impedem a adesdo as células do hospedeiro por
patdgenos, evitando, dessa maneira, o desvio de nutrientes da planta (TAN e ZOU,
2001; STROBEL, 2003; FIRAKOVA, STURDIKOVA e MUCKOVA, 2007).

Segundo Vieira (2008), os metabolitos secundarios sdo compostos de baixo peso
molecular, produzidos pelos microrganismos em resposta as condicdes ambientais.
Acredita-se também que esses metabdlitos ndo sejam essenciais ao crescimento do
microrganismo, mas que estejam envolvidos em processos de comunicacdo entre
microrganismo e planta hospedeira. Sd0 compostos extremamente diversos, com
bioquimica tnica (BERDY, 2005).

Estas substancias sdo comumente produzidas em resposta as adaptaces para
uma funcdo especifica na natureza (STROBEL, 2003; STROBEL, DAISY e
CASTILLO, 2005). Interagcbes ambientais, contato com diversos hospedeiros e com
outros fungos, sejam eles patogénicos ou ndo, resultam em uma enorme plasticidade
fenotipica capaz de impulsionar o processo evolutivo dos fungos endofiticos (SCHULZ
e BOYLE, 2005). A plasticidade fenotipica destes fungos é favorecida em biotopos

como as florestas chuvosas de regides tropicais. Nesses locais existem ndo somente
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diversidade biologica, mas também diversidade de substancias quimicas (AZEVEDO et
al., 2000; HAWKSWORTH, 2001; STROBEL et al., 2004).

Da mesma forma, os metabdlitos secundarios produzidos pelos fungos
endofiticos podem sofrer alteracdes quando cultivados em laboratério. Alguns fatores
tais como temperatura, composi¢cdo do meio de cultura e aeracdo, podem interferir na
quantidade e no tipo de compostos que sdo produzidos (STONE, BACON e WHITE,
2000; STROBEL et al., 2004). Em culturas puras, a producdo dos metabdlitos
secundarios ocorre durante a fase estacionaria, quando os nutrientes sdo exauridos e a
taxa de crescimento do fungo declina (CARLILE e WATKINSON, 1997;
GUIMARAES, 2006.).

O principal exemplo de metabolito secundéario produzido por fungo endofitico é
o0 taxol, cuja estrutura quimica esta apresentada na Figura 3. Este composto vem sendo
utilizado no tratamento de cancer de mama e de Utero. Sua principal fonte € a arvore
Taxus brevefolia, encontrada em pantanos e alagadigos da costa oeste norte-americana
(AZEVEDO et al., 2002).

Figura 3 - Estrutura quimica do taxol.
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Fonte: Azevedo et al. (2002).
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Os metabdlitos secundarios ja isolados de extratos de fungos endofiticos
pertencem a diversos grupos estruturais, sendo 0s principais: esteroides, xantonas,
fenois, isocumarinas, derivados perilenos, quinonas, furandionas, terpenoides,
depsipeptideos e citocalasinas (SCHULZ e BOYLE, 2005). Dentre as funcoes
biologicas de alguns desses compostos pode-se destacar as agles antibacteriana,
antiviral, antioxidante, antifungica, anti-helmintica, antitumoral, antimalérica,

antiinflamatdria, antituberculose, laxativa, antidiabética e imunossupressora, entre
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outras (STROBEL e DAISY, 2003). Alguns metabdlitos podem, ainda, serem utilizados
como controles biologicos e biorremediadores (GUO et al., 2008).

Fungos amazobnicos, incluindo endofiticos, estudados por Barbosa (2011)
apresentaram producdo de moléculas tensoativas. Alguns desses fungos cultivados na
presenca de petréleo bruto, bem como na de dleo de soja, reduziram a tensdo superficial
do meio de cultivo e demonstraram resultados promissores de indice de emulsificacao,
na presenca de querosene, indicando o grande potencial dos isolados fungicos
amazonicos para a producéo de biossurfactantes.

Sabendo do potencial sintético dos fungos referente a uma grande diversidade de
substancias de valor comercial interessante (CALVO et al., 2009), torna-se fundamental
ampliar os conhecimentos a respeito da producdo de biossurfactantes produzidos por

estes organismos.

2.7 SURFACTANTES

Os surfactantes sdo compostos anfifilicos, termo usado para denominar uma
ampla classe de moléculas que em comum apresentam em sua estrutura uma parte
hidrofilica (cabeca) e outra hidrofébica (cauda) (Figura 4). A porc¢éo hidrofilica (solavel
em &gua) ou grupo polar pode ser ibnica, ndo idnica ou anfotérica, ou seja, exibir
caracteristicas aniénicas ou cationicas dependendo das condi¢des de pH da solugdo
aquosa (Tabela 1) (MANIASSO, 2001). A porcao hidrofébica (soltvel em 6leo) ou nédo
polar é frequentemente uma cadeia de hidrocarbonetos composta de acidos graxos
saturados e insaturados (CARA, 2009).

Figura 4 - Representacdo esquematica da estrutura de um surfactante.

Regiao Regiao
hidrofilica hidrofdbica

Fonte: Cara (2009).
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Em funcdo da presenca desses dois grupos na mesma molécula, os surfactantes
tendem a se distribuir preferencialmente nas interfaces entre fases fluidas com
diferentes graus de polaridade tais como 6leo/agua e ar/dgua (BANAT, MAKKAR e
CAMEOTRA, 2000).

Tabela 1 - Exemplos de surfactantes comerciais e classificacdo quanto a porcéo
hidrofilica.

Tipo Agente Tensoativo

Brometo de cetiltrimetil amonio (CTAB)
Catibnico Brometo de dodeciltrimetil aménio (DTAB)
Cloreto de cetilpiridino (CICP)

Dodecil sulfato de sodio (SDS)
Anibnico Dihexadecil fosfato (DHF)
Bis(2-etilhexil) sulfosuccinato sédico (Aerosol OT)

Polioxietileno (9-10) p-tercotil fenol (Triton X-100)
Na&o ionico Polioxietileno (23) dodecanol (brij 35)
Polisorbatos (Incluindo Tween)

Fonte: Maniasso (2001); Hamme, Singh e Ward (2006).

A caracteristica do surfactante é responsavel pelo seu comportamento peculiar
em &gua, visto que as por¢oes hidrofobicas sdo energeticamente desfavoraveis no que
diz respeito ao contato com a agua, pois esta € polar (ZANA, 2005). Em &gua, 0s
surfactantes tendem a se alocar na superficie do sistema, na interface agua/ar: a regido
polar do surfactante se situa na dgua e a regiao apolar voltada para a interface com o ar

(Figura 5). Esse comportamento ocasiona a redugdo da tensdo superficial da agua.

Figura 5 - Representacdo da alocacao dos surfactantes na superficie de um liquido polar.
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Fonte: Zana (2005).
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No interior do liquido, as moléculas da agua interagem com as moléculas
vizinhas, em todos os sentidos, o que possibilita a aproximacdo das moléculas, por
conta das forgas de atracdo, mas a acgao das forcas repulsivas impede que duas ou mais
moléculas ocupem 0 mesmo espago a0 mesmo tempo, criando um distanciamento entre
elas (Figura 6). Por outro lado, as moléculas situadas na superficie livre do liquido
interagem apenas com as moléculas situadas lateralmente e as localizadas bem abaixo

da superficie.

Figura 6 - Esquema mostrando as forcas moleculares envolvidas na formacéo da
membrana (tenséo superficial).
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Fonte: Zana (2005).

A formagdo de uma pelicula molecular nas interfaces reduz a tensdo nessa
regido, sendo essa uma particularidade Unica dos surfactantes. Além disso, surfactantes
formam microemulsdes onde hidrocarbonetos podem se solubilizar em agua como
também a agua pode ser solubilizada em hidrocarbonetos (DESAI e BANAT, 1997,
BANAT, MAKKAR e CAMEOTRA, 2000).

2.7.1 Tensao Superficial

O fendmeno da tensdo superficial esta presente em toda parte na natureza e é de
extrema relevancia em tecnologia. E do conhecimento comum que a tenséo superficial ¢
responsavel pela forma esférica de pequenas gotas de dgua, como as gotas de orvalho,
ou pelo fato de um mosquito ou um palito horizontal sobre uma superficie de agua nédo
se afundar (FERREIRA, 2004).

Os liquidos tendem a adotar uma forma que minimize sua area de superficie em

uma tentativa de manter as moléculas com um maior nimero possivel de vizinhos
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semelhantes. As gotas de liquidos tendem a assumir a forma esférica, pois a esfera é a
forma com a menor razdo superficie/volume (HEWITT, 2002).

As forcas coesivas entre as moléculas no interior de um liquido s&o
compartilhadas com os atomos vizinhos. As moléculas presentes na superficie ndo tém
atomos vizinhos acima delas e exibem uma forca atrativa mais forte sobre suas vizinhas
mais proximas na superficie. Este aumento das forgas atrativas intermoleculares na
superficie é chamado tensdo superficial (HEWITT, 2002). Na Figura 7 € apresentado

um esquema ilustrando as forgas intermoleculares no interior e na superficie do liquido.

Figura 7 - Esquema das forcas intermoleculares no interior e na superficie do liquido.
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Fonte: Pirdllo (2006).

A adicdo de um soluto a um liquido altera a sua tensdo superficial, tornando-a
maior ou menor que a tenséo superficial do solvente puro. Quando o soluto se concentra
na interface, entdo a tensdo superficial da solucdo € menor, verificando-se o oposto
guando o soluto evita a interface (FERREIRA, 2004).

Estes comportamentos podem ser explicados com base nas interagdes
intermoleculares. Se as interacBes soluto-solvente sdo mais fortes que as soluto-fase
gasosa, entdo o soluto evita a interface e a tensdo superficial da solugdo é aumentada.
Todavia, se o soluto atrai fracamente o solvente, ou apenas interage favoravelmente
com uma parte da sua molécula, a tenséo superficial é diminuida (BEZERRA, 2012).

Entre os solutos que fazem aumentar a tenséo superficial da agua incluem-se os
sais i0nicos sollveis e os carboidratos. Os primeiros formam interagdes ion-dipolo com
a agua, enquanto o segundo, tendo muitos grupos hidroxila, formam ligagcdes de
hidrogénio com a agua (FERREIRA, 2004). Os solutos que diminuem a tensao

superficial sdo designados agentes tensoativos ou surfactantes.
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A eficacia dos surfactantes é definida através da capacidade de reduzir a tenséo
superficial, que é a medida de energia livre da superficie por unidade de area, necessaria
para trazer uma molécula do interior do liquido para a superficie (ROSEN, 1978 apud
MULLIGAN, 2005). Devido a presenca de surfactantes, menor energia é requerida para
trazer uma molécula até a superficie e a tensdo superficial é reduzida. Por exemplo, um
bom surfactante pode reduzir a tensdo superficial da adgua de 72 para 35 mN/m
(PIROLLO, 2006). De modo analogo, a presenca de surfactante pode reduzir a energia
entre dois liquidos imisciveis, denominada tensao interfacial. Por isso, a eficacia de um
surfactante costuma ser determinada por sua capacidade de reduzir a tensao superficial
ou a tensdo interfacial dos sistemas (CARA, 2009).

Um dos indices mais utilizados para avaliar a eficiéncia de um surfactante é a
concentracdo micelar critica (CMC). A CMC é a concentracdo minima de surfactante
requerida para alcancar os valores mais baixos de tensdo interfacial ou de tensao
superficial (LIN, 1996). A partir dessa concentracdo os surfactantes se associam em
estruturas como micelas, vesiculas ou lamelas e ndo ocorrerd maior reducdo na tensao
superficial ou interfacial (DESAI e BANAT, 1997; MAIER, 2003). Vale salientar que a
medida da tensdo superficial do sobrenadante é o método mais empregado para
determinar indiretamente a atividade surfactante (MATSUURA, 2004).

Observa-se na Figura 8 que os surfactantes encontram-se na forma monomérica
abaixo da concentracdo micelar critica; todavia, acima da CMC, grandes agregados
moleculares de dimensdes coloidais sdo formados. Estas micelas, assim denominadas,
sdo termicamente estaveis, facilmente reprodutiveis e sdo destruidas pela diluigdo com
4gua (MAKKAR e ROCKNE, 2003).

A reducdo da tensdo interfacial torna estes compostos adequados para vérias
aplicagdes industriais envolvendo: detergéncia, emulsificagdo, lubrificacdo, capacidade
espumante, capacidade de molhabilidade, solubilizacdo e dispersdo de fases. Muitos
surfactantes sdo sintetizados quimicamente a partir do petroleo, o que leva a um
processo de producdo ambientalmente nocivo. Além disso, muitos surfactantes
sintéticos apresentam baixa biodegradabilidade, o que limita seu uso em diversas
aplicacdes industriais e ambientais (MAKKAR E CAMEOTRA, 2002). Os surfactantes
compdem uma importante classe de compostos quimicos utilizados tanto em escala
doméstica quanto industrial (MAKKAR, CAMEOTRA e BANAT, 2011).
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Figura 8 - Esquema representativo para tensdo superficial, tenséo interfacial e
solubilidade em funcdo da concentracdo de surfactante.
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Fonte: Mulligan (2005), adaptado por Cara (2009).

Dessa forma, uma alternativa que vem ao longo dos anos sendo estudada é a
sintese dos biossurfactantes, pois estes demonstram equivalentes propriedades

emulsificantes e sdo biodegradaveis (CARA, 2009).

2.8 BIOSSURFACTANTES

De acordo com Matsuura (2004), os biossurfactantes foram descobertos na
década de 60 como compostos extracelulares anfifilicos em pesquisas de fermentacdes
de hidrocarbonetos.

Os chamados biossurfactantes sdo compostos bioldgicos (metabdlitos)
produzidos por uma grande variedade de microrganismos procariontes e eucariontes.
Assim como seus similares sintéticos, possuem em sua estrutura molecular por¢oes
hidrofilicas (polares) e hidrofébicas (apolares), sendo por isso considerados moléculas
anfipaticas que permitem a formacdo de estruturas especializadas, e apresentam diversas
funcBes naturais com diferentes aplicagfes vitais a sua acdo (MATSUURA, 2004;
SINGH et al., 2007).

Os biossurfactantes sdo produzidos principalmente durante o crescimento
aerobio ou em fase estacionaria do desenvolvimento dos microrganismos, em meios de
cultura a partir de carboidratos, hidrocarbonetos, 0leos e gorduras ou uma mistura destes
(UBEDA, 2004; PIROLLO, 2006).

A producdo de biossurfactante pode ser espontdnea ou induzida atraves da
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presenca de compostos lipidicos, por variagdes de pH, temperatura, aeracdo e agitacao
ou ainda, quando o crescimento celular é mantido sob condi¢cBes de estresse como
baixas concentragdes de nitrogénio e alteracbes nas condices Otimas de pH e
temperatura (UBEDA, 2004). Quando sdo excretados no meio de cultivo durante o
crescimento microbiano, auxiliam o transporte e transposicdo de substratos insoluveis
através da membrana celular (BOGNOLO, 1999).

Todos os biossurfactantes sdo do tipo ndo-ibnico ou anibnico. Ndo ha na
literatura registros de estruturas catidnicas, embora, algumas vezes, a presenca de
grupos de nitrogénio confira certo grau catibnico a estes metabolitos (BOGNOLO,
1999).

A producdo de biossurfactante por diversos microrganismos tem sido
amplamente estudada, apresentando uma gama de dados bastante relevantes sobre a
producdo, tipo, bem como suas propriedades (MUKHERJEE, DAS e SEN, 2006).

2.8.1 Classificagdo dos Biossurfactantes

Ao contrario dos surfactantes sintetizados quimicamente, onde sdo classificados
pela natureza do seu grupo polar, biossurfactantes sdo classificados por sua composi¢ao
quimica e também pela origem microbiana (FATHABAD, 2010).

As principais classes de biossurfactantes incluem glicolipideos, lipopeptideos,
lipoproteinas, fosfolipideos e acidos graxos, surfactantes poliméricos e surfactantes
particulados (DESAI e BANAT, 1997; KOSARIC, 1992; DUBEY e JUWARKAR,
2001; GAUTAM e TYAGI, 2006). Alguns autores preferem agrupar os biossurfactantes
de acordo com seu peso molecular conforme mostra a Tabela 2 onde as moléculas de
baixa massa molecular baixam a tensao superficial de forma mais eficiente, enquanto as
de alta massa molecular se caracterizam por formar emulsdes de sistemas 6leo/agua
mais estaveis. A massa molecular dos biossurfactantes, geralmente, situa-se entre 500 e
1500 Da e seu valor de CMC varia de 1 a 300 mg/L (RON e ROSENBERG, 2002;
BACH, BERDICHEVSKY e GUTNICK, 2003; HAMME, SINGH e WARD, 2006).
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Tabela 2 - Classificacdo dos biossurfactantes de acordo com seu peso molecular
produzidos por diferentes microrganismos.

Classe Biossurfactante Microrganismo
Ramnolipidio Pseudomonas aeruginosa, Serratia rubidea
- Arthrobacter paraffineus, Rhodococcus
Trealolipidios .
erythropolis,

Soforolipidios Candida lipolytica, Torulopsis bombicola

Celobioselipidios Ustila maydis

Baixa massa Surfactina Bacillus subtilis, B. papumilis
molecular Fosfolipidios Acinetobacter sp., Acidithiobacillus thiooxidans

Bacillus subtilis, B. papumilis, B. licheniformis,

Lipopeptidios P. syringae, P. fluorescens

Flavolipidios Flavobacterium sp.
Gramicidina Bacillus brevis
Serrawetina Serratia marcescens
Alasan Acinetobacter redioresistens
Alta massa Emulsan Acinetobacter calcoaceticus
molecular - ) )
Biodispersan Acinetobacter calcoaceticus
Liposan Candida lipolytica

Fonte: Hamme, Singh e Ward (2006).

A presenga de diferentes porcdes hidrofilicas faz com que os biossurfactantes
sejam agrupados em diferentes classes, de acordo com sua composicdo, e entre eles 0s
principais biossurfactantes estudados sdo:

Glicolipidios — Séo os biossurfactantes mais conhecidos. S&o constituidos por
carboidratos (acucares) combinados com &cidos alifaticos ou hidroxialifaticos (DESAI e
BANAT, 1997). Por vezes, a mesma espécie microbiana é capaz de produzir diferentes
tipos de glicolipidios, dependendo da fonte de carbono disponivel para seu crescimento
(DESAI e BANAT, 1997; COSTA et al., 2009). Algumas estruturas de glicolipidios sdo
apresentadas na Figura 9.

Fosfolipidios — Sdo formados por uma molécula de glicerol unida a dois acidos
graxos por meio de ligacOes éster e a um grupamento fosfato. Quando determinadas
especies de bactérias e leveduras sdo crescidas em meio com grandes concentragdes de
hidrocarbonetos, ocorre um aumento consideravel do teor de fosfolipidios dentro das
células microbianas (BOGNOLO, 1999). Beebe e Umbreit (1971) relataram a producéo
de trés diferentes fosfolipidios em meio exaurido (apds o crescimento) para
Acidithiobacillus thiooxidans tendo substrato insoluvel como fonte de energia. O

fosfolipidio encontrado em maior roporcao foi o fosfatidilglicerol (Figura 10).



Figura 9 - Glicolipidios: (a) Ramnolipideo, (b) Trehalipideo e (c) Soforolipideo.
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Figura 10 - Estrutura de um fosfatidilglicerol.

Fonte: Beebe e Umbreit, 1971.

Lipopeptideos — Sdo compostos produzidos, principalmente, por espécies do
género Bacillus. Essas moléculas apresentam propriedades tensoativas, sendo que

algumas também possuem propriedades antimicrobianas. Sdo exemplos de

lipopeptideos: viscosina, subtilisina e surfactina (Figura 11a) (DESAI e BANAT, 1997).
Poliméricos - Emulsan (Figura 11b) € o biossurfatante polimérico mais estudado.

E formado por um complexo de polissacarideos e proteinas. Acinetobacter

calcoaceticus RAG-1 produz este potente bioemulsificador (DESAI e BANAT, 1997).

Figura 11 - Estrutura dos Lipopeptideos: (a) Surfactina e (b) Emulsan.
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Fonte: Desai e Banat, 1997.
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2.8.2 AplicacGes dos Biossurfactantes

O crescente interesse nas aplicacfes de compostos tensoativos microbianos é
baseados em suas variadas propriedades funcionais, que incluem emulsificacao,
desemulsificacdo, separacdo de fases, molhabilidade, formacdo de espumas,
solubilizacdo e reducédo de viscosidade de 6leos pesados. Essas caracteristicas sdao muito
importantes na avaliacdo de seu desempenho e na selecdo de microrganismos com
potencial de producéo destes agentes (DELEU e PAQUOT, 2004).

Apesar da diversidade de composicdo quimica e de propriedades, algumas
caracteristicas sdo comuns a maioria dos biossurfactantes. Muitas dessas caracteristicas
representam vantagens sobre os surfactantes convencionais (ABU-RUWAIDA et al.,
1991; STAMPFLI e NERSTEN, 1995):

v atividade superficial e interfacial: os biossurfactantes sdo mais eficientes e

mais efetivos do que os surfactantes convencionais, pois produzem menor tensdo

superficial a menores concentracbes. A CMC dos biossurfactantes (medida de
sua eficiéncia) varia entre 1-2000 mg/L, enquanto que a tensdo interfacial

(6leo/agua) e superficial fica em torno de 1 e 30 mN/m respectivamente;

v tolerancia a temperatura, pH e forca idnica: muitos biossurfactantes podem

ser utilizados sob condicdes extremas. O lipopeptideo de Bacillus licheniformis

JF-2, por exemplo, ¢ estavel a temperaturas em torno de 75°C, por até 140, horas

e pHs entre 5 e 12. Os biossurfactantes suportam concentraces de 10% de sal,

enquanto que 2% de NaCl sdo suficientes para inativar surfactantes

convencionais;

v' biodegradabilidade: os biossurfactantes sdo facilmente degradados na agua e

no solo, o que os torna adequados para aplicagdes na biorremediacdo e

tratamento de residuos;

v’ baixa toxicidade: os biossurfactantes tém recebido maior atencdo devido a

crescente preocupacdo da populacdo com os efeitos alérgicos dos produtos

artificiais; além disso, sua baixa toxicidade permite o uso em alimentos,
cosméticos e produtos farmacéuticos.

Devido as diversas estruturas e propriedades, os biossurfactantes apresentam
aplicacdo em varios processos industriais:

a) Limpeza de reservatorio de 6leos
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Residuos e fracOes de Oleos pesados que sedimentam no fundo de tanques de
estocagem sdo altamente viscosos e podem se tornar depdsitos sélidos que ndo séo
removidos através de bombeamento convencional (NITSCHKE e PASTORE, 2002).
Um processo alternativo de limpeza € o uso de biossurfactantes que promovem a
diminuicdo na viscosidade e a formacdo de emulsbes O/A, facilitando o bombeamento
dos residuos e a recuperacao do 6leo cru ap6s quebra da emulsdo (BANAT, MAKKAR
e CAMEOTRA, 2000).

b) Biorremediacéo

O actmulo de materiais toxicos na agua e no solo representa um dos principais
problemas a ser enfrentado nos dltimos anos (KOSARIC, 2001). Do ponto de vista
ambiental, biossurfactantes sdo mais aceitaveis para o processo de remediacéo, tanto no
mar, quanto em terra (CAMEOTRA e MAKKAR, 2010). Como os biotensoativos
aumentam a interacdo superficial agua/oleo, aceleram a degradacéo de varios 6leos por
microrganismos e promovem a biorremediacdo de &guas e solos (NITSCHKE e
PASTORE, 2002).

Métodos bioldgicos se mostram mais vantajosos e mais eficientes em degradar
compostos organicos em processos aerébios e/ou anaerdbios. Entretanto, para a
degradacéo de compostos recalcitrantes, a adaptacéo das culturas de microrganismos se
faz necessaria (KOSARIC, 2001).

Outras tecnologias que usam processos fisicos e/ou quimicos sdo também
indicadas para descontaminar ambientes poluidos, todavia, o processo bioldgico de
biorremediacdo é uma alternativa ecologicamente mais adequada e eficaz para o
tratamento de ambientes contaminados com moléculas organicas de dificil degradacédo e
metais tOXicos.

c) AplicacOes terapéuticas e agentes de saude

Os biossurfactantes tém algumas aplicacGes terapéuticas. Estas incluem
aplicacdes possiveis dos ramnolipideos produzidos por P. aeruginosa entre outros
microrganismos como agentes biocidas. Makkar e Cameotra (2002) descrevem como
possiveis aplica¢fes dos biossurfactantes a formacéo de uma emulséo para o transporte
de droga ao local da infecgéo, para suplementar o surfactante pulmonar e como
adjuntores para vacinas.

A surfactina, um dos mais conhecidos biossurfactantes, possui varias aplicacdes
farmacéuticas como a inibicdo da formac&o de codgulos; formagdo de canais ibnicos em

membranas; atividade antibacteriana e antiflngica; atividade antiviral e antitumoral
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(SEYDLOVA e SVOBODOVA, 2008). O biossurfactante produzido por Rhodococcus
erythropolis inibiu o virus do herpes simples e o virus parainfluenza (BARROS et al.,
2008).

Mimee et al. (2005) isolaram um glicolipideo produzido a partir da levedura
Pseudozyma flocculosa, chamado flocculosin. O biotensoativo mostrou atividade contra
diversas leveduras patogénicas associadas a micoses humanas.

Ramnolipideos produzidos a partir de residuos de 6leo de soja apresentaram
atividade antimicrobiana contra vérias bactérias e fungos, entre eles, Bacillus cereus,
Staphylococcuos aureus, Micrococcus luteus, Mucor miehei e Neurospora crassa
(NITSCHKE et al., 2010).

Uma deficiéncia no surfactante natural pulmonar (complexo proteico
fosfolipidico) é responsavel pela morte de bebés prematuros. Biossurfactantes
produzidos por bactérias tém sido aplicados em medicamentos para esta enfermidade
(GAUTAM e TYAGI, 2006).

d) Biossurfactantes na industria de alimentos

Biossurfactantes tém sido amplamente aplicados na industria alimenticia
(NITSCHKE e COSTA, 2007). Lecitina e seus derivados, ésteres de acidos graxos
contendo glicerol, sorbitol, ou etileno glicol, derivados etoxilados de monoglicerideos
incluindo recentes oligopepitideos sintetizados, sdo usados como emulsificantes na
industria de alimentos (PROMMACHAN, 2002; GAUTAM e TYAGI, 2006). Os
biossurfactantes também sdo aplicados na panificacdo e em produtos de carne onde
influenciam nas caracteristicas reoldgicas da farinha e na emulsificacdo de gordura
(NITSCHKE e PASTORE, 2002; PROMMACHAN, 2002; GAUTAM e TYAGI,
2006).

Biossurfactantes atuam no controle da consisténcia, solubilizacdo e também na
emulsificagdo em produtos de padaria e sorveteria. Também serve como estabilizadores
de gordura e antiaderentes no cozimento de 6leos e gorduras (KOSARIC, 2001).

Uma melhoria de estabilidade de massa, textura, volume e conservacdo de
produtos de padaria também foram descritos por Van Haesendonck e Vanzeveren
(2004) através da adicdo de ramnolipideos.

e) Biossurfactantes na industria de cosméticos

As industrias de cosméticos utilizam uma larga quantidade de biossurfactantes
em uma variedade de produtos. Eles sdo usados como emulsificantes, agentes
espumantes, solubilizantes, agentes umidificantes e de limpeza. Varios produtos contém
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biossurfactantes na sua formulacdo, como por exemplo, repelentes, xampus anticaspas,
solugbes para lentes de contato, pastas de dente, cremes faciais, entre outros
(PROMMACHAN, 2002; MAKKAR e CAMEOTRA, 2002).

f) Outras aplicacdes

Outras aplicacdes destes metabdlitos incluem a propriedade emulsificante no
processamento de matérias-primas, formulagdo de herbicidas e pesticidas, para a
agricultura; no setor de mineracgdo séo utilizados no processo de separacdo dos minerais;
na industria de tintas sdo empregados por gerar uma maior dispersdo dos componentes e
aumentar as propriedades da mistura (KOSARIC, 2001). H& ainda aplicacGes na
indUstria téxtil, de papel, construcdo civil, entre outros (NITSCHKE e PASTORE,
2002).

Portanto, o estudo da producdo de biossurfactantes por fungos amazdnicos
mostra-se promissor no que diz respeito a obtencao de novas fontes dessas moléculas de

ampla aplicagéo industrial.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Selecionar fungos endofiticos de P. hispidum e M. guianensis produtores de

biossurfactantes e avaliar as caracteristicas fisico-quimicas dos tensoativos produzidos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Isolar fungos endofiticos de caule e folhas de P. hispidum;

v" Utilizar fungos endofiticos de P. hispidum e M. guianensis para a producédo
de biossurfactantes em meio liquido contendo 6leo de soja;

v" Verificar a producdo de biossurfactantes através do teste do colapso da gota e
do indice de emulsicacao (E24%);

v" Determinar as propriedades fisico-quimicas dos biossurfactantes produzidos,
como tensdo superficial e concentracdo micelar critica (CMC);

v’ Extrair o tensoativo produzido pelas linhagens fungicas mais promissoras;

v' Identificar as espécies flngicas mais promissoras.
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BIOPROSPECQAO DE MOLECULAS TENSOATIVAS EM FUNGOS
ENDOFITICOS DE Piper hispidum e Myrcia guianensis.
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Bioprospeccao de moléculas tensoativas em fungos endofiticos de Piper hispidum e

Myrcia guianensis

Silva, M. E.T*; Duvoisin Junior, S*; Albuquerque, P.M*?.
'Universidade do Estado do Amazonas — ESA;

2Universidade do Estado do Amazonas - EST.

Resumo

Os fungos encontrados no interior de espécies vegetais, denominados fungos endofiticos
apresentam um enorme potencial na producdo de novas substancias bioativas. Entre as
substancias de interesse comercial destacam-se os biossurfactantes, compostos com
propriedades tensoativas produzidos por microrganismos. Os biossurfactantes
apresentam uma ampla variedade de aplicacdes, que incluem biorremediacéo,
biodegradacdo, limpeza de reservatérios de Oleos, além de serem empregados nas
indUstrias de alimentos, farmacéutica e cosmética. Nesse sentido, o presente trabalho
avaliou a producdo de biossurfactantes em meios metabolicos de fungos isolados das
espécies amazobnicas Piper hispidum e Myrcia guianensis. Para verificar a producgéo de
biossurfactante, foram realizados testes de colapso da gota e indice de emulsificacdo
(E24). Para determinar a qualidade dos biossurfactantes produzidos foram avaliadas as
caracteristicas fisico-quimicas dos mesmos, como a diminui¢do da tensdo superficial
(TS) ao longo do cultivo e concentracdo micelar critica (CMC). Foram isolados 117
fungos de P. hispidum e 50 foram utilizados na producdo do biossurfactante. Destes,
oitos apresentaram resultados positivos no teste da gota colapsada e E,4 variando entre
20 e 78%. Foram selecionados 32 cepas de endéfitos de M. guianensis dos isolados da
micoteca do Laboratério de Quimica Aplicada a Tecnologia da EST/UEA, sendo que 12
apresentaram resultados positivos no teste da gota colapsada, com indices de
emulsificagdo que variaram entre 60 e 75%. A partir dos melhores resultados os fungos
foram recultivados em 1L de meio para extracdo e analises das caracteristicas fisico-
quimicas. A recuperacao dos biossurfactantes foi realizada pelo método de extragdo em
etanol a frio, sendo obtido entre 2,46 e 4,47 g/L de biossurfactantes. A diminuicdo da
TS e os valores de CMC foram verificados somente para os meios metabdlicos dos
quatro fungos que apresentaram os melhores resultados de indice de emulsificacdo:
MgRe 1.3.3; MgC 3.3.2; Ph 11 22G e Ph 11l 23F. O meio metabdlico que apresentou a
maior diminuicdo da TS (37%) foi o do isolado de M. guianensis MgRe 1.3.3
(identificado como Colletotrichum gloeosporioides), reduzindo-a de 61,0 para 39,0
mN.m™. O menor valor de CMC foi encontrado para este mesmo endéfito, de 4,6
mg.mL™. Além desta linhagem, outras duas foram identificadas por técnicas de biologia
molecular, sendo o isolado MgC 3.3.2 identificado como Aspergillus niger e o isolado
Ph 1l 22G como Glomerella cingulata. Com base nesse resultados, foi possivel
identificar enddéfitos de P. hispidum e M. guianensis produtores de biossurfactantes, que
apresentaram caracteristicas fisico-quimicas promissoras para aplicacdo em diferentes
setores industriais.

Palavras-chaves: Biossurfactantes, Fungos endofiticos, P. hispidum, M. guianensis.
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1 INTRODUCAO

Biossurfactantes sdo compostos com atividade tensoativa, produzidos por vérias
espécies de microrganismos. Esses compostos compreendem uma grande diversidade de
moléculas quimicamente diferentes como glicolipidios, lipossacaridios, fosfolipidios,
acidos graxos e lipidios neutros, lipopeptidios (BOGNOLO, 1999; LANG, 2002;
MAIER, 2003) e alguns polimeros (DESAI e DESAI, 1993; MAIER, 2003).

Na medida em que possuem alta atividade tensoativa, 0s biossurfactantes
apresentam importantes propriedades, como detergéncia, emulsificacdo, lubrificacéo,
capacidade espumante, capacidade molhante, solubilizacdo e dispersdo de fases
(KOSARIC, 1992; BANAT, 1995). Diversos setores demandam compostos com estas
caracteristicas, tais como: petrdleo, petroquimico, alimentos, bebidas, cosméticos,
farmacéutico, mineracdo, metalrgico, agroquimico, fertilizantes, ambiental, papel e
celulose, entre outros (KOSARIC, 1992; DESAI e BANAT, 1997, BANAT, 1995;
BANAT, MAKKAR e CAMEOTRA, 2002; MULLIGAN, 2005). Entre os biossur-
factantes mais efetivos estdo os lipopeptidios produzidos por bactérias do género
Bacillus, especialmente os produzidos pelo Bacillus subtilis (BOGNOLO, 1999).

Grande parte dos estudos envolvendo a producdo de biossurfactantes descreve a
obtencdo destes compostos a partir de bactérias (TURKOVSKAYA, DMITRIEVA e
MURATOVA, 1999; ARAUJO, 2002; SOUZA et al., 2006; LIMA et al., 2007; JOSHI,
BHARUCHA e DESAI, 2008; PORNSUNTHORNTAWEE et al., 2008). A producédo
de biossurfactantes fungicos, entretanto, € pouco descrita na literatura, embora alguns
trabalhos venham demonstrando a possibilidade de utilizar fungos na producdo destes
compostos (CASTIGLIONI, BERTOLIN e COSTA, 2009).

Alguns trabalhos relacionados a microrganismos endofiticos isolados de plantas
tropicais vém crescendo nas ultimas décadas, sendo que algumas pesquisas sao restritas
a determinadas espécies do Brasil e da India, paises nos quais poucos grupos de
pesquisadores tém se empenhado na busca de novos microrganismos com propriedades
de interesse biotecnoldgico (OLIVEIRA et al., 2014).

Dentre as espécies tropicais, a Piper hispidum L. ou pimenta de macaco, que
ocorre naturalmente na AmazOnia, tem despertado grande interesse por parte dos
pesquisadores devido a producéo de um 6leo essencial, o safrol, que apresenta uma acao
eficaz no controle de fitopatdgenos tradicionais, como fungos e bactérias, além de
comprovada acdo analgésica e antiinflamatdria com baixos niveis de toxicidade (MAIA
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et al., 1998, MONTEIRO et al., 2001; FONTES JUNIOR et al., 2002). Entretanto,
trabalhos envolvendo a microbiota endofitica existente nesta planta ainda sao
incipientes.

As plantas do género Myrcia também tém despertado o interesse de
pesquisadores, gracas a presenca de uma considerdvel quantidade de compostos
biologicamente ativos em seus metabdlitos secundarios, tais como flavondides,
sesquiterpenos, monoterpenos, triterpenos e esterdides. Esses metabolitos podem ser
encontrados nos 6leos essenciais das folhas, flores e galhos da planta (CRUZ et al.,
2002; KUSTER et al., 2003; CRUZ et al., 2004;). Banhos et al. (2014) verificaram
atividade antifangica e antibacteriana de extratos obtidos de metabdlitos secundarios de
fungos endofiticos da espécie M. guianensis. Os extratos apresentaram efeito inibitério
frente as cepas patogénicas Candida albicans, Penicillium avelani e Staphylococcus
aureus.

Sabendo do potencial sintético dos fungos torna-se fundamental ampliar os
conhecimentos a respeito da producao de biossurfactantes produzidos por estes versateis
organismos. Portanto, 0 objetivo deste trabalho foi estudar a producdo de
biossurfactantes fungicos, verificando o potencial de fungos endofiticos isolados de P.

hispidum e M. guianensis da Regido Amazodnica na obtengdo de moléculas tensoativas.

2 METODOLOGIA

2.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL E ISOLAMENTO DOS FUNGOS
ENDOFITICOS.

A coleta do material vegetal foi realizada segundo a metodologia descrita por
Araujo e colaboradores (2002). As coletas de trés espécimes de P. hispidum ocorreram
no periodo chuvoso, na estacdo experimental de hortalicas do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazodnia (INPA) que fica localizado no Km 14 da estrada AM-010.

Apbs a coleta, o material vegetal de P. hispidum foi acondicionado em sacos
plasticos identificados com local e data de coleta, e transportado sob temperatura de 4°C
para o laboratdrio de Quimica Aplicada a Tecnologia da EST-UEA, onde foi processado
num tempo maximo de 24 h apds a coleta. O material vegetal coletado foi lavado com
detergente liquido e agua corrente. Em seguida, foi feita, em cémara asséptica,
esterilizacdo superficial com &lcool 70%, tratamento com hipoclorito de sodio a 4% por
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4 minutos, novamente imersdo em alcool 70% e finalmente lavagem em agua destilada
esteril para o controle da assepsia.

As amostras de P. hispidum foram entdo cortadas em pequenos fragmentos,
inoculadas em placas de Petri contendo meio Sabouraud acrescido de amoxicilina (0,5
g/L) para evitar o crescimento de bactérias endofiticas. As placas com os fragmentos
foram incubadas sob temperatura de 28°C por 7 a 14 dias, conforme observagéo
macroscopica do crescimento dos fungos (ARAUJO et al., 2002; GUIMARAES, 2005).

Ap0s sete dias, foi determinada a taxa de colonizacdo (TC) (PETRINI, STONE e
CARROLL, 1992), onde TC = numero total de segmentos com um ou mais
isolados/total de segmentos da amostra, expressa em percentagem determinada a partir
da seguinte equacao:

nde fragmentos vegetais com crescimento fiingico

n%total de fragmentos vegetais

Os fungos endofiticos de M. guianensis que foram utilizados neste trabalho
foram isolados do material vegetal coletado por Banhos (2011) na Comunidade de S&o
Pedro, localizada no municipio de Santarém/PA, em fevereiro de 2009. Esses fungos
hoje fazem parte da micoteca do laboratério de Quimica Aplicada a Tecnologia da
Escola Superior de Tecnologia da Universidade do Estado do Amazonas (EST-UEA).

2.2 PURIFICACAO E CONSERVACAO DOS ISOLADOS

Para purificacdo dos fungos foi utilizada a técnica por esgotamento em estrias
para obtencdo das col6nias isoladas. Essa técnica consiste em fazer estrias, com auxilio
de uma alca de platina, em meio solido, onde, por esgotamento, se obtém colonias
isoladas no final das estrias. O meio utilizado para purificacdo foi 0 mesmo utilizado na
inoculacdo inicial: BDA (Batata — Dextrose - Agar) para endéfitos de M. guianensis e
SB (Sabouraud) para os de P. hispidum, permitindo assim a manutencdo das
caracteristicas de cada fungo. Em seguida, as placas foram incubadas por 1 a 2 dias a
28°C. Posteriormente, foi retirada a col6nia isolada, a qual foi inoculada no centro de
outra placa com o mesmo meio de cultura. Assim, foi possivel identificar as
caracteristicas de crescimento de cada fungo (ARAUJO et al., 2002).

Os isolados foram identificados apos a purificagdo com o nimero dos individuos

(I, 11 ou II), por um cddigo que consiste nas iniciais da planta PH (P. hispidum), o
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numero que indica a ordem de purificacdo, e uma letra representando o tecido do qual
foi retirado (F para Folha, G para galho).
Os isolados fangicos de P. hispidum, bem como os de M. guianensis, foram

armazenados conforme a metodologia de Castellani (1939) e em 6leo mineral.

2.3 IDENTIFICACAO DOS FUNGOS ENDOFITICOS

A identificacdo dos microrganismos endofiticos foi realizada através de anélises
das regides do DNA ribossomal: ITS (ALBERTO et al., 2011) apenas para as linhagens
que se apresentaram mais promissoras na producédo de biossurfactantes.

Para a extragdo do DNA gendmico foi adotado o procedimento de extracéo
conforme o protocolo do Kit de extragdo ZR Fungal/Bacterial DNA MicroPrep™.

Os produtos de amplificagdo das regides ITS 1- 4, do rDNA dos fungos
endofiticos isolados foram purificados utilizando-se o kit ExoSAP-IT® e submetidos ao
sequenciamento no sequenciador 3500 Series Genetic Analyzer da LIFE Technologies,
com oito capilares. Ap6s o sequenciamento, as amostras foram analisadas e editadas.
Para a identificacdo dos isolados, as sequéncias nucleotidicas encontradas foram
comparadas com aquelas depositadas no banco de dados NCBI (National Center for
Biotechnology Information), utilizando o programa BLAST para pesquisa das espécies
(MAGNANI et al., 2005).

2.4 MANUTENCAO DOS FUNGOS

A manutencdo dos microrganismos foi feita em meio de cultura SB para 0s
isolados de P. hispidum e BDA para os de M. guianensis. Para reativar o metabolismo
dos fungos, estes foram cultivados em placas de Petri. O meio de cultivo foi preparado
seguindo as orientacOes descritas pelo fabricante de cada meio. O mesmo foi submetido
a autoclavagem a 121°C e 1 atm durante 20 min. Passado o tempo, 0 meio esterilizado
foi levado para a camara de fluxo laminar e vertido em placas de Petri onde foram
repicados os fungos. Apos devidamente seladas, as placas foram levadas a incubadora
tipo BOD e mantidas a uma temperatura de 28°C de 3 a 5 dias, que foi tempo necessario

para o crescimento dos fungos.
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2.5 PREPARO DO INOCULO

Para a obtengdo do indculo de fungos isolados de P. hispidum, foi preparado um
meio sélido contendo &gar SB seguindo a recomendacdo descrita pelo fabricante do
meio, acrescido de 6leo de soja (0,5 ¢g/L) como fonte indutora da producdo de
biossurfactante.

Para os fungos de M. guianensis foi feito um indculo utilizando meio BDA e
6leo de soja (0,5 g/L).

Apds o crescimento dos fungos em meio soélido, foi preparada uma suspenséo de
1x10® esporos/mL (COSTA et al., 2012) dos fungos de M. guianensis a qual foi
inoculada em meio liquido, a fim de verificar a producdo de biossurfactantes.

Para os fungos de P. hispidum foram retirados fragmentos do meio SB com 6 x 6
mm de tamanho, que foram inoculados em meio liquido para observar a producao de

biossurfactantes.

2.6 CULTIVO EM MEIO LIQUIDO

O meio liquido, descrito por Jacobucci (2000), foi composto por MgSO, (0,5
g/L), Na;HPO, (3,0 ¢g/L), KH,PO, (1,0 g/L) e extrato de levedura (1,3 g/L). Apo6s
autoclavagem, 0,5 g/L de 6leo de soja foi adicionado ao meio e o mesmo foi
homogeneizado. Em seguida inoculou-se 1,0 mL da suspensdo de esporos a0 meio
liquido, para fungos de M. guianensis ou dois fragmentos contendo micélio dos fungos
de P. hispidum.

Os fungos foram cultivados em incubadora tipo shaker a 28°C sob agitacdo
constante de 170 rpm, durante 7 dias. No final do experimento, o meio metabdlico foi
filtrado para separacdo do micélio. O meio foi filtrado utilizando membrana filtrante
com auxilio de bomba a vacuo. Em seguida os meios livres de células foram utilizados
para o teste qualitativo da producdo de biossurfactantes de colapso da gota e para
determinacdo do indice de emulsificacdo (E%). Os cultivos foram realizados em

triplicata.
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2.7 TESTE DA GOTA COLAPSA

De acordo com Bodour e Miller-Maier (1998), para realizagéo deste teste 5 pL
do extrato filtrado obtido de cada meio foi inoculado separadamente em "pogos” de
placas de poliestireno com 96 micropocos (placa de ELISA) previamente preenchidos
com 1,8 pL de 6leo mineral deixado a temperatura ambiente por 24 horas. O resultado
foi determinado visualmente apds 1 minuto de rea¢do. Foram considerados positivos 0s
resultados observados nos po¢os em que houve o colapso da gota de 6leo mineral e para
0s que ndo colapsaram o resultado foi negativo. O controle positivo foi preparado
utilizando-se SDS (dodecil sulfato de s6dio) a 25% e o controle negativo foi o proprio
meio de cultivo. Antes da utilizacdo de cada placa, as mesmas foram lavadas trés vezes
cada com agua quente, etanol, e agua destilada, e em seguida foram secas para o0 uso. Os

ensaios foram realizados em triplicata.

2.8 DETERMINACAO DO INDICE DE EMULSIFICACAO

Uma mistura de 6 mL de solvente (querosene) e 4 mL de solu¢do do surfactante
sintético (controle) ou de meio de cultivo contendo biossurfactante foi misturada em
agitador tipo vortex durante 2 minutos. A atividade emulsificante foi investigada apds
24 h e o indice de emulsificacdo (E,4) foi calculado dividindo-se a medida da altura da
camada de emulsdo pela altura total da mistura, multiplicando-se por 100. Quanto maior
0 indice de emulsificacdo, maior a atividade emulsificante do surfactante avaliado
(PORNSUNTHORNTAWEE et al., 2008). Os ensaios foram realizados em triplicata.

O indice de emulsificagdo do SDS a 1% também foi determinado para fins de

comparacao.

2.9 DETERMINACAO DA TENSAO SUPERFICIAL

Os fungos que apresentaram resultados promissores nos testes de gota colapsada
e de indice de emulsificacdo foram recultivados em meio liquido como descrito no item
2.6 durante 20 dias e de 2 em 2 dias foi retirada uma amostra desses meios para
determinacéo da tensdo superficial.

As medidas de tensdo superficial foram realizadas pelo método da gota, segundo
a metodologia descrita por Teixeira Neto et al. (2009). O método da gota consiste no
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ajuste da vazao do liquido verificado para razdo de 1 gota por minuto. Em um frasco
pequeno com o auxilio de uma pipeta foram coletadas 5 gotas de agua ultrapura, as
quais foram pesadas. Em seguida foram coletadas mais 10 gotas, totalizando 15 gotas.
O peso das 5 gotas foi subtraido do das 15 gotas, resultando entdo no peso de 10 gotas.
O peso destas foi dividido por 10 e assim encontrou-se a massa de uma gota. Partindo-
se dessa massa verificou-se com o auxilio da tabela apresentada no Anexo 1, o raio da
pipeta. Tendo em vista que ha uma relacdo entre o raio da pipeta e o volume da gota,
verificado com o auxilio da tabela apresentada no Anexo 2, encontrou-se um fator de
correcdo usado no célculo da tensdo superficial. Este fator de correcdo é necessario,
visto que 40% do liquido que forma a gota permanece ligado ao tubo, neste caso, na
pipeta. Logo, a partir da equagdo apresentada abaixo, foi possivel determinar a tenséo

superficial apenas com a massa da gota.

Onde:

v = tensdo superficial;

r = raio da pipeta;

g = aceleracédo da gravidade;
f = fator de correcéo;

m;= massa da gota.

As linhagens fungicas que se mostraram mais promissoras, ou seja, aquelas que
produziram biossurfactantes com maior indice de emulsificacdo e maior diminuicdo na
tensdo superficial ao longo do tempo de cultivo foram selecionadas e cultivadas em

maior escala, com um 1L de meio, de onde foi extraida a molécula tensoativa.

2.10 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO MICELAR CRITICA (CMC)

As CMCs foram determinadas construindo-se graficos da tensdo superficial
versus diferentes concentracdes dos biossurfactantes, apds serem extraidos dos meios de
cultivo. O ponto central de inflexdo da curva ird determina a CMC (SHEPPARD e
MULLIGAN, 1987). Os resultados foram comparados com a CMC do SDS.
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2.11 EXTRACAO DO BIOSSURFACTANTE

Os compostos tensoativos foram isolados do meio de cultura livre de células
utilizando a precipitagdo com etanol como método de extracdo. Nesta técnica o caldo
livre de células foi misturado com quatro volumes de etanol a frio (1: 4 v/v) e mantido a
4°C durante 48 h. O precipitado formado foi coletado por centrifugacdo a 5000 rpm
durante 20 min e tratado com cloroférmio-metanol (2:1, v/v), a fim de remover os 6leos
residuais, e seco a 60°C, até que o peso se tornasse constante (MONTEIRO et al.,
2010).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ISOLAMENTO E PURIFICACAO DOS FUNGOS ENDOFITICOS DE P.
hispidum

Para os trés espécimes de P. hispidum, foram utilizados 25 fragmentos de cada
tecido vegetal (caule e folha). Foi obtido um total de 117 fungos endofiticos
encontrados a partir de 150 fragmentos, demonstrando a eficiéncia do método de
isolamento empregado (78% do total de fragmentos apresentaram crescimento fungico).
A taxa de colonizacdo (TC) dos tecidos vegetais por espécime estd apresentada na
Tabela 1.

De acordo com os dados representados na Tabela 1, o tecido vegetal que mais
apresentou crescimento fangico foi a folha, com TC dos individuos | e Il de 92% e
100%, respectivamente. Os individuos | e Il apresentaram TC de colonizacdo nos galhos
préxima a observada nas folhas, enquanto a TC dos galhos da espécime |1l foi mais

baixa que a das folhas.

Tabela 1 - Numero de fungos endofiticos encontrados por espécime de P. hispidum e
taxa de colonizacdo dos tecidos vegetais.

Numero de isolados Taxa de Colonizagao (%)
Amostras
Folhas Galhos Folhas Galhos
I 23 20 92 80
I 18 18 72 72
I 25 13 100 52
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Guimardes (2006) sugeriu que existem duas maneiras para disseminacao dos
fungos na planta: a transferéncia vertical quando os fungos sdo transmitidos através da
semente e a transferéncia horizontal quando as colénias flngicas sdo passadas de planta
para planta. Considerando a disseminacdo horizontal dos fungos, pode-se justificar a
obtencdo de um maior nimero de isolados fungicos nas folhas. Além disso, os tecidos
de galhos apresentam maior resisténcia frente as alteracbes no habitat natural,
oferecendo entdo um ambiente menos favoravel ao fluxo de microrganismos nesses
tecidos.

Assim que fungos comecaram a se desenvolver apresentando crescimento entre
7 e 14 dias (Figura 1), o processo de purificagdo foi realizado. Alguns dos fungos
purificados estdo apresentados na Figura 2. Os fungos purificados estdo conservados

pelo método de Castellani (1939) e estdo apresentados na Figura 3.

Figura 1 - Crescimento dos fungos endofiticos de Piper hispidum.
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Figura 3 - Fungos de Piper hispidum conservados.

3.2 TESTE DA GOTA COLAPSADA

Para esse teste foram selecionadas aleatoriamente 32 cepas dos fungos
endofiticos de M. guianensis e 50 cepas dos fungos isolados de P. hispidum. Os
resultados estdo apresentados na Tabela 2.

Conforme a Tabela 2, observa-se que das 32 cepas isoladas de M. guianensis, 12
apresentaram resultado positivo para a producdo de biossurfactantes, mostrando assim
que os fungos endofiticos de M. guianensis tém potencial para produzir moléculas
tensoativas. Dos 50 isolados de P. hispidum avaliados, 8 apresentaram producdo de
biossurfactantes no teste da gota colapsada.

Youssef et al. (2004) compararam este método de triagem com Vvarios testes para
verificar a producgdo de biossurfactantes por microrganismos. Os autores afirmam que o
teste do colapso da gota € um método rapido e confidvel para a deteccdo de
biossurfactantes.

Os dados obtidos no presente estudo comprovam os resultados de producéo
positiva de biossurfactante encontrados por Tugrul e Cansunar (2005), que utilizaram a
mesma metodologia para demonstrar a capacidade de producdo de biossurfactantes por
bactérias.



Tabela 2 - Resultados do teste da gota colapsada do meio metabolico de fungos endofiticos de Myrcia guianensis e Piper hispidum.
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N’ Linhagem CG NY Linhagem CG N’ Linhagem CG N° Linhagem CG N’ Linhagem CG
1 MgC21.2 - 18 MgC3.1.3 - 35 PhI10F - 52 Ph132F - 69 PhlllI13F -
2 MgC31l1 + 19 MgC3.3.1 - 36 PhI34F - 53 Ph139F - 70 Phl2G -
3 MgRe23.1 + 20 MgCelil.2 + 37 Phl18F - 54 Ph1135G - 71 Ph135G -
4 MgRe21l1 + 21 MgRelll - 38 Phll6F - 55 Phll 26 F - 72 PhI119F -
5 MgRel3.3 + 22 MgF 2.3.2 - 39 Phll12G - 56 Philll15F - 73 PhI25F -
6 MgC332 + 23 MgCe3.1.2 - 40 Phl44F - 57 Phll19 F + 74 Phl14G -
7 MgRel3.1 + 24 MgF3.1.1 - 41 Ph128G - 58 Ph143G + 75 PHI114G -
8 MgCe221 + 25 MgF11.2 - 42 PhIllI6F + 59 Phll22G + 76 PHI18F -
9 MgCe2.23 - 26 MgCe3.3.1 + 43 Ph139F + 60 Phill12 G + 77 PHIN12G -
10 MgRe1.3.2 - 27 MgC3.1.2 - 44 PhllI1G - 61 Ph140F - 78 PHII34F -
11 MgF1l21 - 28 MgF23.1 - 45 PhIl2G - 62 Ph 11 30 F - 79 PHIN25G -
12 MgRel.1.2 - 29 MgF123 - 46 PhI131G - 63 Ph1131G - 80 PHI21G -
13 MgRe1l.2.2 - 30 MgCel.2.2 - 47 PhlI33F - 64 Ph122G - 81 PHIT7F -
14 MgRe2.2.1 - 31 MgCe23.1 + 48 PhIllI28G + 65 Phlll 34 G - 82 PHII28F -
15 MgR3.1.3 + 32 PhlIllI31F - 49 PhIl17G - 66 Ph119G - CP SDS 25% +
16 MgC221 - 33 Phl17F - 50 PhII30F - 67 Ph113G - CN Meio de cultivo -
17 MgC3.1.2 + 34 Phlll26 F - 51 PhIll23F + 68 Ph1134G -

Mg = Myrcia guianensis; C = caule; Re = parte externa da raiz; Ce = parte externa do caule; F = folha; R = raiz; Ph = Piper hispidum;

- = ndo apresentou producdo de
biossurfactantes; + = apresentou producéo de biossurfactantes; SDS = dodecil sulfato de sddio; CP = controle positivo; CN = controle negativo; CG = colapso da gota.
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3.3 INDICE DE EMULSIFICACAO

O teste de indice de emulsificagdo € um teste qualitativo e quantitativo para
avaliar a producao de biossurfactantes. Os resultados obtidos com os meios metabdlicos
dos 32 fungos endofiticos de M. guianensis e dos 50 fungos de P. hispidum podem ser
observados na Tabela 3.

Como pode ser observado na Tabela 3, o SDS é um surfactante com elevado
poder emulsificante (Ez4= 88%), uma das razbes para ser amplamente utilizado em
diferentes industrias (FERREIRA, 2006).

Os resultados do indice de emulsificacdo dos meios metabdlicos foram
comparados com o surfactante sintético SDS. Algumas cepas se mostraram promissoras
em comparacdo ao SDS, formando emulsdes com valor de E;4 préximas do mesmo na
presenca de querosene. A cepa que mais se destacou dos isolados de M. guianensis foi a
MgC 3.3.2, isolado do caule, com 75% de indice de emulsificacdo, seguida do isolado
MgRe 1.3.3, com Ey4 = 62%.

Para os fungos de P. hispidum, alguns resultados de E24 foram préximos do
obtido com o SDS. A cepa fungica que mais se aproximou desse resultado foi a Ph Il
23 F com 78% de indice de emulsificacdo, seguida do isolado Ph Il 22G, com Ey, =
73%.

A Figura 4 representa os testes de indice de emulsificacdo que foram realizados

com os meios metabdlicos dos fungos endofiticos de P. hispidum.

Figura 4 - Teste de indice de emulsificagdo com os meios metabdlicos de endofitos de
Piper hispidum.
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Tabela 3 - Indice de emulsificacio (E,4) do meio liquido de fungos endofiticos de Myrcia guianensis e Piper hispidum apds 7 dias de cultivo.

N° Linhagem  E,% N°  Linhagem E,% N°  Linhagem E;% N°  Linhagem  Ex% N° Linhagem E,.%
1 MgC21.2 - 18 MgC3.1.3 - 35 PhlI10F - 52 PhlI32F - 69 PhlIll13F -
2 MgC3.1l1 67 19 MgC3.3.1 - 36 PhI34F - 53 PhI39F - 70 PhI2G -
3 MgRe23.1 64 20 MgCel.l?2 58 37 Phl18F - 54 PhII35G - 71 Ph135G -
4 MgRe2.l1l1 72 21 MgRell.l - 38 Phll6F - 55 Phll26F - 72 PhlI19F -
5 MgRel3.3 73 22 MgF 2.3.2 - 39 Phll12G - 56 PhlIll15F - 73 PhlI25F -
6 MgC3.3.2 75 23 MgCe3.l2 - 40 Phl44F - 57 PhII19F 50 74 Phll1l4G -
7 MgRel3.1 60 24 MgF3.1.1 - 41 Ph128G - 58 Ph143G 49 75 PHI14G -
8 MgCe221 61 25 MgF11.2 - 42 PhIllI6F 60 50 Phll22G 62 76 PHI18F -
9 MgCe2.23 - 26 MgCe3.3.1 55 43 PhI39F 20 60 PhlIll12G 51 77 PHIUII12G -
10 MgRe 1.3.2 - 27 MgC3.1.2 - 44 PhllI1G - 61 PhI40F - 78 PHII34F -
11 MgF1l121 - 28 MgF23.1 - 45 Phll2G - 62 PhIII30F - 79 PHIUI25G -
12 MgRel.1.2 - 29 MgF 123 - 46 PhI131G - 63 Phll31G - 80 PHI21G -
13 MgRel1l.2.2 - 30 MgCel.2.2 - 47 PhIII33F - 64 Phl122G - 81 PHITF -
14 MgRe2.2.1 - 31 MgCe2.3.1 58 48 PhIlI28G 60 65 Phlll34G - 82 PHII28F -
15 MgR3.1.3 61 32 PhIlI31lF - 49 PhII17G - 66 Phll9G - CP SDS 1% 88
16 MgC221 - 33 PhI17F - 50 PhII30F - 67 Phl113G - CN Meio de cultivo -
17 MgC3.1.2 62 34 PhIll26F - 51 Phlll23F 78 68 Phll34G -

Mg = Myrcia guianensis; C = caule; Re = parte externa da raiz; Ce = parte externa do caule, F = folha; R = raiz; G = galho, Ph= Piper hispidum; - = ndo apresentou produgéo
de biossurfactantes; + = apresentou producéo de biossurfactantes; SDS = dodecil sulfato de sédio; CP = controle positivo; CN = controle negativo.
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Estes resultados foram similares aos resultados obtidos por Benuto et al. (2013),
que avaliaram a producdo de biossurfactantes de 54 fungos filamentosos pelo teste
fisico-quimico de indice de emulsificacdo, sendo que seus resultados de E4 variaram
entre 50 e 80% na presenca de querosene como solvente.

Os indices de emulsificacdo apresentados na Tabela 3 resultaram em valores
bem proximos, o que pode ser explicado pela capacidade similar dos avaliados na
producdo de biossurfactantes e também pela utilizacdo da mesma fonte de carbono
como agente apolar. Entretanto, este teste foi realizado para atestar a formacdo de
emulsdes entre os biossurfactantes e o contaminante (solvente). Segundo alguns autores
0s biossurfactantes que apresentam baixa massa molecular baixam a tensdo superficial
de forma mais eficiente, enquanto as de alta massa molecular se caracterizam por
formar emulsBes de sistemas 6leo/agua mais estaveis (RON e ROSENBERG, 2002;
BACH, BERDICHEVSKY e GUTNICK, 2003; HAMME, SINGH e WARD, 2006).

3.4 DETERMINACAO DA TENSAO SUPERFICIAL

Os fungos que foram utilizados neste teste sdo 0s que apresentaram os melhores
resultados no indice de emulsificacdo: Ph 11l 23F, MgC 3.3.2 Ph 11 22G e MgRe 1.3.3,
com Ey4 = 78%, 75%, 73% e 62% respectivamente. Estes fungos foram recultivados em
meio liquido como descrito no item 2.6 durante 20 dias.

As medidas de tensdo superficial dos meios metabdlicos dos endo6fitos MgC
3.3.2, Ph 1l 22G, Ph 1l 23F e MgRe 1.3.3, ao longo do tempo de cultivo estéo
apresentadas nas Figuras 5, 6, 7 e 8, respectivamente.

Figura 5 - Variacdo da tensdo superficial do meio liquido em funcdo do tempo de
cultivo do fungo endofitico de Myrcia guianensis MgC 3.3.2.
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Figura 6 - Variacdo da tensdo superficial do meio liquido em func¢éo do tempo de
cultivo do fungo endofitico de Piper hispidum Ph Il 22G.
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Figura 7- Variacdo da tensdo superficial do meio liquido em fungdo do tempo de cultivo
do fungo endofitico de Piper hispidum PH I11 23F.
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Figura 8- Variacdo da tensdo superficial do meio liquido em fungdo do tempo de cultivo
do fungo endofitico de Myrcia guianensis MgRe 1.3.3.
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Nas Figuras 5, 6, 7 e 8 observa-se que para todos 0s meios metabdlicos houve
diminuicdo da tensdo superficial j& no segundo dia de cultivo, e que os valores minimos
foram alcancados ap6s 8 dias de cultivo. Dessa forma, pode-se inferir que com 8 dias de
crescimento em meio liquido contendo 6leo de soja, os enddfitos analisados neste
estudo apresentaram a produgdo maxima de moléculas tensoativas.

Na Tabela 4, estdo apresentados os percentuais de diminuicdo da tensédo
superficial dos meios de cultivo ap6s 8 dias de crescimento dos fungos endofiticos de

M.guianensis e P. hispidum.

Tabela 4 - Diminuicdo da tensdo superficial (TS) dos meios metabdlicos apos 8 dias de
cultivos dos fungos testados.

Funaos Endofiticos TS inicial TS apos 8 dias de Diminuicédo da
g (mN.m™) cultivo (mN.m™) TS (%)
MgC 3.3.2 61,0 40,0 35
Ph1l122G 61,5 48,0 22
Phlll 23 F 68,4 44,0 36
MgRe 1.3.3 61,0 39,0 37

Na Tabela 4 observa-se que ocorreu a diminuicdo da tensdo superficial dos
meios de cultivos dos quatro fungos testados, indicando que os fungos produziram
moléculas com propriedades tensoativas. Por outro lado, observa-se também nas
Figuras 6, 7, 8 e 9 que depois de 8 dias de cultivo ocorreu um aumento da tensao
superficial dos meios, reduzindo assim a quantidade de moléculas tensoativas no meio.
Segundo Makkar e Rockne (2003) o biossurfactante também é uma fonte de carbono e
muitas vezes mais assimilavel que a fornecida para a sua producéo, portanto o aumento
na tensdo superficial pode ser explicado pelo fato dos isolados possivelmente terem
consumido o biossurfactante por eles inicialmente sintetizado, permitindo assim a
continuidade do crescimento dos isolados e reducdo das moléculas tensoativas.

O meio metabolico do fungo MgRe 1.3.3 apresentou a maior diminui¢do da TS
ap6s 8 dias de cultivo, de 37%, reduzindo de 61,0 para 39,0 mN.m™. O meio metabélico
do fungo MgC 3.3.2 apresentou 35% de reducéo da TS, de 61,0 para 40,0 mN.m-'.
Segundo Haba et al. (2000), os microrganismos ditos bons produtores de

biossurfactantes séo capazes de reduzir a tens&o superficial a 40 mN.m™ ou menos.
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Segundo Deleu e Paquot (2004), a reducdo da tensao superficial ou interfacial €
considerada o principal pardmetro para deteccdo de um composto tensoativo em um
determinado meio.

Barbosa (2011) avaliou a TS do fungo UEA 119 durante 30 dias de cultivo na
presenca de 6leo de soja e verificou reducdo da tensdo superficial, de 78,05 mN.m™ para
50,68 mN.m™, ou seja, 35,1% de reducio, comparavel aos resultados observados no

presente estudo.
3.5 EXTRACAO DOS BIOSSURFACTANTES

Os compostos tensoativos foram extraidos do meio de cultura livre de células
dos fungos Mgc 3.3.2, MgRe 1.3.3, Ph 1ll 23F e Ph 1l 22G, utilizando a precipitacdo
com etanol como método de extracdo. Os resultados obtidos para os rendimentos dos

biossurfactantes extraidos estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Resultados de rendimento de extracdo dos biossurfactante.

N° Linhagem Rendimento (g/L)
1 Mgc 3.3.2 4,47
2 MgRe 1.3.3 4,22
3 Ph 11l 23F 2,66
4 Ph 1l 22G 2,46

Verifica-se que os rendimentos ficaram bem préximos aos observados por
Mukherjee, Das e Sen (2006), que também utilizaram o 0leo de soja como fonte de
carbono no cultivo dos fungos. Os autores obtiveram um rendimento para o0s
biossurfactantes produzidos entre 2,98 e 4,31 g/L.

Observando a Tabela 5 percebe-se que a linhagem fungica MgC 3.3.2 foi a que
promoveu o maior rendimento na extragdo dos biossurfactantes, com valor superior ao

encontrado por Mukherjee, Das e Sen (2006).
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3.6 DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGAO MICELAR CRITICA (CMC)

A adigdo de moléculas tensoativas a agua tende a saturar todas as interfaces, de
modo que a partir de uma concentracdo denominada Concentracdo Micelar Critica
(CMC) tem-se a saturacdo das superficies e, consequentemente, a formacédo de micelas.
A CMC ¢é a menor concentracdo onde ocorre a formacdo de micelas de um
biossurfactante. A micela é a um agregado de moléculas de tensoativo com melhor
estabilidade em solugédo, com as cadeias hidrofobicas agrupadas e a parte hidrofilica das
moléculas voltada para a dgua (SANTOS et al., 2007), no caso de solu¢bes aquosas. A
concentracdo micelar critica (CMC) dos biossurfactantes pode ser utilizada para
determinar sua eficiéncia. A CMC dos biossurfactantes brutos produzidos no presente
estudo, foi determinada através das medidas de tensdo superficial, para varias
concentracdes dos mesmos, obtidas atraves de dilui¢Bes sucessivas. As Figuras 9, 10, 11
e 12 apresentam os resultados de CMC obtidos no presente estudo para 0s
biossurfactantes brutos extraidos dos meios metab6licos dos fungos endofiticos MgC
3.3.2, Ph 11 22G, Ph 111 23F e MgRe 1.3.3, respectivamente.

Figura 9 - Variacdo da tensdo superficial em funcdo da concentracdo de biossurfactante
bruto produzido pelo fungo endofitico de Myrcia guianensis MgC 3.3.2.
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Figura 10 - Variacdo da tensédo superficial em funcéo da concentracdo de biossurfactante
bruto produzido pelo fungo endofitico de Piper hispidum Ph Il 22G.
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Figura 11 - Variacao da tensdo superficial em funcéo da concentracdo de biossurfactante
bruto produzido pelo fungo endofitico de Piper hispidum Ph 111 23F.
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Figura 12- Variacgdo da tensdo superficial em funcdo da concentragéo de biossurfactante
bruto produzido pelo fungo endofitico de Myrcia guianensis MgRe 1.3.3.
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Nas Figuras 9, 10, 11 e 12 observa-se que a CMC dos biossurfactantes
produzidos pelos fungos endofiticos MgC 3.3,2, Ph Il 22G, Ph Il 23F e MgRe 1.3.3
foram de 19,63 mg.mL™; 19,83 mgmL™; 1252 mgmL' e 46 mgmL™?
respectivamente.

A menor CMC dos biossurfactantes testados foi a obtida com o biossurfactante
produzido pelo fungo MgRe 1.3.3 (4,6 mg.mL™, Figura 12). Isso indica que essa é a
concentracdo de saturacdo de toda a superficie da dgua, reduzindo a TS do liquido de 74
para 65 mN.m™.

As concentra¢fes micelares criticas dos biossurfactantes obtidos neste estudo
sdo altas, quando comparadas a outros biossurfactantes reportados na literatura.
Entretanto, vale ressaltar que os resultados de CMC aqui obtidos foram calculados para
as amostras brutas dos biossurfactantes extraidos dos meios de cultivo dos fungos
endofiticos, sem nenhuma etapa de purificagéo.

Nitschke et al. (2010) determinaram a CMC de um biossurfactante
semipurificado produzido por B. subtilis LB5 e encontraram o valor de 0,033 mg.mL™.
Em outro estudo, Ciapina (2008) avaliou a CMC de biossurfactantes brutos produzidos
por Rhodococcus spp e encontrou o valor de 0,42 mg.mL™. Costa (2005) determinou a
CMC de biossurfactantes purificados produzidos por bactérias do género Bacillus e

encontrou um valor médio de 0,01 mg.mL™.
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Zhang e Miler (1992) e Monteiro (2007) relataram que a concentracdo
necessaria de biossurfactante para se atingir a CMC est4 tipicamente entre 1 e 2000
mg.L? (0,001 e 2 mgmL™) para biossurfactantes purificados. Embora o0s
biossurfactantes obtidos no presente trabalho apresentem CMC acima do que é
considerado ideal, por outro lado, os valores de indice de emulsificacdo foram muito
bons, quando comparados com o SDS, um dos surfactantes quimicos mais utilizados
nas maiorias das indUstrias que possui CMC de 82 mM, ou 2,365 mg.mL™
(MUKERJEE e MYSELS, 1971).

Ainda para fins comparativos, cabe mencionar o trabalho de Sen et al. (2005)
que avaliaram a CMC da surfactina padrdo comercial (Sigma — 98% de pureza), e
encontraram o valor de 0,013 mg.mL™. Este biossurfactante reduziu a tenséo superficial
da 4gua de 70 para aproximadamente 31 mN.m™, mostrando uma alta eficiéncia

tensoativa da substancia purificada.
3.7 IDENTIFICACAO DOS FUNGOS PRODUTORES DE BIOSSURFACTANTES

Os fungos endofiticos que se mostraram mais promissores em relacdo a
producdo de biossurfactantes foram identificados por meio de técnicas de biologia
molecular. Observa-se pela foto do gel (Figura 13) que o DNA dos quatro fungos foram
extraidos. Na sequéncia os DNAs extraidos foram submetidos a reacdo por PCR

(Polymerase Chain Reaction).

Figura 13 - Foto do gel de extracdo do DNA dos fungos endofiticos Ph 111 23F, MgRe
1.3.3, MgC 3.3.2 e Ph 1l 22G.

——

PM = Marcador de Peso Molecular
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Apds a PCR analisou-se a foto do gel (Figura 15) e observou-se que para 0 DNA
do fungo Ph 111 23F ndo ocorreu a amplificacdo das regides de interesse (regides ITS, 1
e 4). Isso pode ter acontecido pelo fato de que o protocolo para a PCR ndo esta
adequado para esse fungo, sendo necessario otimizar a metodologia, ou ainda pode ter
ocorrido a contaminacdo da amostra. Para os demais fungos foi possivel obter as regides

de interesse amplificadas, como observado na Figura 14.

Figura 14 - Foto do gel de PCR dos fungos endofiticos Ph 111 23F, MgRe 1.3.3, MgC
3.3.2e Ph 1l 22G.
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Apds o sequenciamento e comparacdo com o0 banco de dados, o fungo MgRe
1.3.3 foi identificado como Colletotrichum gloeosporioides, com 86% de identidade.
Colletotrichum gloeosporioides € uma espécie de fungo pertencente a ordem
Melanconiales, da classe Coelomycetes. Os fungos deste género, juntamente com sua
fase perfeita, sdo considerados os maiores patdgenos de plantas em todo o mundo. Os
fungos do género Colletotrichum sdo fitopatdgenos importantes nas regides tropicais e
subtropicais do mundo, causadores de uma diversidade de doengas como antracnose,
podriddo de peddnculo, varicela em manga, abacate e mamdo (BAILEY e JEGER,
1992).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Fungo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fungos
http://pt.wikipedia.org/wiki/Plantas
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A espécie C. gloeosporioides € encontrada frequentemente como endofita.
Santos et al. (2010) reportaram que esta espécie foi a isolada com maior frequéncia de
colonizacdo (27,77%) a partir da planta hospedeira Indigofera suffruticosa Mill.

Este género também vem sendo utilizado para aplicagdes biotecnoldgicas.
Cavalcante et al. (2006) cultivaram em meio solido fungos endofiticos do género
Colletotrichum e seu metabolitos foram extraidos e utilizados em bioensaios
alelopaticos frente a plantas invasoras de pastagens..

O isolado MgC 3.3.2 foi identificado como Aspergillus niger, com 93% de
identidade. O género Apergillus apresenta mais de 185 espécies encontradas nos mais
diversos habitats. O grupo é caracterizado por possuir cabecas conidiais escuras
geralmente negros com conidiéforos hialinos acinzentados e cabecas globais (ELIZEI,
2009).

O Aspergillus niger faz parte dos fungos filamentosos que constitui um grupo de
microrganismos aerobios fisiologicamente diversos. Estes fungos podem se desenvolver
em meio liquidos e sdlidos. Em seu ambiente natural sdo encontrados frequentemente
em superficies de liquidos e sélidos de tal maneira que uma grande parte de suas hifas é
aérea. E um fungo ascomiceto imperfeito (classes dos fungos mitosporicos) por possuir
coloragdo preta (niger: preto em latim), tendo uma grande variedade de cepas e
subespécies (RODRIGUES, 2006).

Esse fungo tem a capacidade de produzir diversas substancias bioativas, e é
muito utilizado para a producdo comercial de enzimas, especialmente por possuir a
capacidade de crescer em substratos de baixo custo (SANTOS, 2005; SLIVINSKI,
2007).

Segundo Kannahi e Sherley (2012), esse fungo foi capaz de produz
biossurfactantes da classe dos glicolipideos, utilizando pH (7), temperatura (45 ° C),
fonte de carbono (amido) e fonte de nitrogénio (uréia).

Esta espécie também é comumente encontrada como endofitica. Souza et al.
(2004) identificaram a espécie A. niger, bem como fungos dos géneros Colletotrichum,
e Guigniardia, entre 571 fungos endofiticos isolados de plantas toxicas da Amazodnia,
(Palicourea longiflora e Strychnos cogens).

O fungo Ph 1l 22G foi identificado como Glomerella cingulata, com 95% de
identidade. Este fungo € conhecido como um dos principais patogenos de plantas, o
mesmo apresenta na sua fase assexuada, ou imperfeita, micélio septado, ramificado e

sua coloracdo fica negra com o envelhecimento (CHAVES, 1980). Os conidios sao



67

hialinos, unicelulares, de alongados a cilindricos, eretos, sem ramificacdo e medem de
40 a 60 mm de comprimento, apresentando as extremidades redondas ou uma delas
pontiagudas. Normalmente, medem de 4,4 a 5,3 mm de raio e 0 seu perimetro varia
entre 13 a 22 mm. Geralmente apresentam, na parte central, uma area clara semelhante a
um vacuolo. Um conidio, ao germinar, pode emitir de um a quatro tubos germinativos,
sendo mais freqliente dois, os quais formam apressorios em seus apices por ocasido da
penetracdo do hospedeiro. Os conidios sdo produzidos nos acérvulos, que Sao 0S Corpos
de frutificacdo do patdégeno. Em condicdes favoraveis a doenca, o patdgeno esporula
abundantemente, formando uma massa de conidios de cor rdsea. As setas podem, as
vezes, ser encontradas mergulhadas nos tecidos do hospedeiro e quase sempre estéo
presentes quando o patégeno é cultivado em meio de cultura. Estas setas, que sdo
produzidas entre os conidi6foros ou nas margens dos acérvulos, sdo pontiagudas,
rigidas, de cor castanha e seu comprimento varia de 30 a 100 mm (CHAVES, 1980).
Oliveira (2010) isolou fungos endofiticos de P. hispidum e caracterizou
macromorfologicamente os isolados, tendo também encontrado o género Glomerella

dentre os grupos morfol6gicos caracterizados.
CONCLUSAO

A partir dos tecidos vegetais das espécies amazoOnicas P. hispidum e M.
guianensis foi possivel isolar fungos endofiticos produtores de biossurfactantes, os
quais foram extraidos do meio de cultivo e caracterizados quanto a suas propriedades
fisico-quimicas.

O isolamento dos fungos endofiticos de caule e folha de P. hispidum se mostrou
eficiente, obtendo-se 117 fungos de 125 fragmentos vegetais (78% de eficiéncia).

O dleo de soja se apresentou como uma fonte adequada para a producdo de
biossurfactantes pelos fungos endofiticos de P. hispidum e M. guianensis, sendo que 8
isolados de P. hispidum e 12 de M. guianensis apresentaram producdo de
biossurfactantes, identificados por meio dos testes de gota colapsada e indice de
emulsificagéo.

O meio metabolico do fungo endofitico MgRe 1.3.3 apresentou a maior
diminuicdo da tensdo superficial, de 61 para 30 mN.m™, com uma reducéo de 37%, e

ap6s a extracdo do biossurfactante determinou-se uma CMC de 4,6 mg.mL™.
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Os rendimentos da etapa de extracdo dos tensoativos a partir dos meios
metabdlicos dos fungos MgC 3.3.3, MgRe 1.3.3, Ph Il 23F e Ph Il 22g foram
satisfatorios, entre de 2,46 e 4,47 g/L.

Dos quatro isolados considerados promissores na producdo de moléculas
tensoativas, trés foram identificados por técnicas de biologia molecular como as
espécies Colletotrichum gloeosporioides, Aspergillus niger e Glomerella cingulata,
amplamente reportadas como fitopatdgenos e encontrados como endofitos, com grande

potencial biotecnolégico.
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Anexo 1 - Massa de uma gota de &gua que se desprende de tubos de diferentes

didmetros.
massa da gota Raio do tubo massa da gota Raio do tubo
(2) (cm) (2) (cm)
0.033450 0.09946 0.90467 0.31891
0.042347 0.13062 0.091620 0.32362
0.046901 0.14769 0.096392 0.34188
0.054678 0.17750 0.096918 0.34385
0.059700 0.19666 0.09868 0.35022
0.068026 0.23052 0.10623 0.37961
0.069869 0.23790 0.10966 0.39262
0.072682 0.23135 0.11161 0.39968
0.007753 0.26802 0.11957 0.42765
0.079680 0.27605 0.12522 0.44755
0.084270 0.29423 0.12575 0.44980
0.084880 0.29694 0.14142 0.50087
Anexo 2 - Fator de correcdo para 0 método da gota.
rv1/3 f rv1/3 f rv13 fa

0.00 (1.0000) 0.75 0.6032 1.225 0.656
0.30 0.7256 0.80 0.6000 1.25 0.652
0.35 0.7011 0.85 0.5992 1.30 0.640
0.40 0.6828 0.90 0.5998 1.35 0.623
0.45 0.6669 0.95 0.6034 1.40 0.603
0.50 0.6515 1.00 0.6098 1.45 0.583
0.55 0.6362 1.05 0.6179 1.50 0.567
0.60 0.6250 1.10 0.6280 1.55 0.551
0.65 0.6171 1.15 0.6407 1.60 0.535
0.70 0.6093 1.20 0.6535




