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RESUMO

O uso do plastico teve inicio no século passado e carrega impactos relacionados a
contaminacdo ambiental extremamente relevantes, isso porque esse tipo de material vem
sendo cada vez mais utilizado ao passar dos anos. Atualmente, a abordagem mais utilizada
para retirada desse material de circulacdo é o depdsito em aterros sanitarios ou lixdes. O
uso de enzimas capazes degradar esse material destaca-se como uma estratégia sustentavel
para auxiliar na reducdo deste problema mundial de acimulo de residuos plasticos, sendo
que as cutinases se destacam com um grande potencial na hidrélise do plastico. Dentro
desse contexto, 0 objetivo desse estudo foi avaliar a viabilidade da utilizacdo de fungos
endofiticos e fitopatogénicos do género Fusarium em relacdo a producdo de cutinase. Para
isso, foram utilizados dois métodos de cultivos distintos, o solido e o submerso, contendo
diferentes fontes de carbono e micronutrientes, visando a selecdo de uma linhagem
microbiana de destaque para posterior aplicacdo do extrato enzimatico na hidrélise de
politereftalato de etileno (PET). Para ambas as técnicas de cultivo, os resultados obtidos
pelas linhagens fitopatogénicas foram superiores aos obtidos pelas linhagens endofiticas.
No cultivo submerso, uma linhagem de Fusarium oxysporum destacou-se com uma
atividade maxima de 17,2 Ul/mL apds 48 h de cultivo, porém ndo houve reprodutibilidade
para 0s experimentos realizados com esta linhagem nessa condicdo experimental. A
fermentacdo em estado solido revelou-se promissora para a producdo de cutinase na
auséncia de solucdo nutriente, influenciando positivamente 4 das 5 linhagens testadas. A
linhagem destaque para o cultivo em estado sélido utilizando-se farelo de trigo e agua
destilada foi uma de Fusarium proliferatum com uma atividade de 228 Ul/g apés 120 h de
cultivo. Quando adicionado plastico a este meio de cultivo s6lido, nas mesmas condicoes
de umidade, tempo e temperatura, houve destaque para a linhagem de Fusarium solani com
atividade de cutinase de 318 Ul/g. Os resultados indicam que as linhagens utilizadas no
presente trabalho s@o promissoras para a producao de cutinase, sendo o PET um potencial

indutor na producéo desta enzima quando utilizado no cultivo sélido.

Palavras-chave: Fitopatdgenos; Endofitos; Cutinase; PET.



ABSTRACT

The use of plastic started in the last century and has been increasingly used over the years
causing extremely relevant impacts related to environmental contamination. Nowadays, the
most widely used approach for removing this material from circulation is the waste disposal
in landfills or dumps. The use of enzymes capable of degrading this material stands out as a
sustainable strategy to help reduce this worldwide problem of plastic waste accumulation.
The aim of this study was to identify the capacity of endophytic fungi and phytopathogenic
fungi (genus Fusarium) in relation to cutinase production, in order to select a prominent
strain for application in the polyethylene terephthalate (PET) hydrolysis. For this the fungi
were cultivated in solid and submerged state, containing different carbon sources and
nutrients. For both bioprocesses, the results obtained by phytopathogenic strains were
superior to those obtained by endophytic strains. For the submerged cultivation, the strain
Fusarium oxysporum stood out reaching an enzyme activity of 17.2 IU / mL after 48 h of
cultivation, but there was no experimental reproducibility for this condition. Solid state
cultivation was promising for the production of cutinase in the absence of nutrient solution,
positive result was obtained for 4 of the 5 strains tested. The best cutinase activity obtained
using wheat bran and distilled water was for the strain Fusarium poliferatum with an
activity of 228 IU/g after 120 h of cultivation. When plastic (PET) was added to the
medium, the strain Fusarium solani stood out with the best cutinase activity reaching 318
IU / g. The results indicate that the strains used in the present work are promising for the
production of cutinase, with PET being a potential inducer in the production of this enzyme

when used in solid cultivation.

Keywords: Phytopathogen; Endophyt; Cutinase; PET.
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INTRODUCAO

O politereftalato de etileno (PET), polimero desenvolvido por Whinfield e Dickson
em 1941, se caracteriza como um dos plasticos mais produzidos atualmente (DANSO,
CHOW e STREIT, 2019). Alta resisténcia a temperatura e impacto, alta estabilidade
hidrélitica e aparéncia incolor sdo algumas das caracteristicas responsaveis pela
versatilidade do PET (SOARES, 2010; GAO et al., 2017; KOSHTI et al., 2018).

As garrafas, principal uso do PET no setor de embalagens, possuem caracteristicas
que as configuram como fator de grande preocupacdo ambiental. Estas possuem uma
durabilidade alta e uma vida 0til curta, o que confere a geragcdo de enormes quantidades de
residuos (GOMES et al. 2019). Sendo assim, ha uma preocupacgdo global em se destinar
corretamente esse material e, se possivel, reintroduzi-lo ao mercado (KOSHTI et al. 2018).

Os trés principais destinos dos residuos PET sdo: aterros/lixGes, incineracdo e
reciclagem. Dentre os trés, a reciclagem € a que se apresenta como o destino
ambientalmente correto do material, sendo que esta pode ocorrer por meio de trés processos
principais: 0 mecanico, o quimico e o biologico (KOSHTI et al., 2018).

No processo mecanico, o plastico (PET) passa por diversas etapas, sendo que a
principal ¢ a moagem, gerando diversos graus de degradacdo do polimero. Esta
caracteristica faz com que dificilmente haja homogeneidade no material obtido, o que
limita sua posterior aplicacdo (HATTI-KAUL et al., 2020; GRIGORE, 2017). No caso do
processo quimico, busca-se obter novamente os mondmeros ou oligbmeros do PET através
de reagGes como acidolise, alcodlise e glicolise. Para isso é necessaria uma infraestrutura
custosa e 0 processo em si requer muita energia, desta forma torna-se de dificil viabilidade
(DI SOUZA et al., 2008; GRIGORE, 2017; HATTI-KAUL et al., 2020).

No processo bioldgico, sdo utilizadas enzimas com capacidade de despolimerizar
PET a fim de se obter, similar ao processo quimico, os mondémeros ou oligdmeros de PET.
As vantagens deste processo sdo varias, entre elas: € um processo ambientalmente correto
pois néo libera poluentes ambientais e ocorre em condi¢Ges mais brandas de temperatura, o
que diminui o custo geral do processo (NIKOLAIVITS et al., 2017; CASTRO et al., 2018;
GARCIA 2018).

Enzimas como lipases, carboxilesterases e cutinases sdo as principais enzimas

relatadas na literatura com capacidade de despolimerizar PET. H& relevancia para as
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cutinases, visto que sdo consideradas enzimas intermediarias entre as lipases e as esterases,
sendo capazes de realizar reacbes de hidrdlise, de esterificacdo e transesterificagdo
(MUELLER, 2006; CASTRO et al.,, 2018). Tanto os fungos, como as bactérias sdo
reportados na literatura como produtores de cutinase, sendo que o género Fusarium se
destaca neste contexto (CARVALHO et al., 2000; CHEN et al., 2008; PIO e MACEDO,
2009; DUTTA e DUTTA, 2010; NYYSSOLA, 2015).

As vantagens de se despolimerizar o PET com uso de enzimas microbiolégicas sdo
extremamente relevantes na constituicdo de métodos mais ecoldgicos de despolimerizacéo
do material. (NIKOLAIVITS et al., 2017; JOO et al., 2018). Isso evidencia a importancia
da bioprospeccao de enzimas, como por exemplo, cutinases, em microrganismos.

Dentro dessa temética, o presente trabalho teve como objetivo investigar a producdo
da enzima cutinase por diferentes linhagens do género Fusarium a fim de selecionar cepas
com atividade para esta enzima e avaliar a influéncia de diferentes condicdes de cultivo

para a producdo de cutinase.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 CUTINASE
1.1.1 Estrutura e fungdo
Cutinases (EC 3.1.1.74) sdo enzimas extracelulares pertencentes a familia das
serino-esterases e a superfamilia a/p-hidrolases, especificamente, aquelas que agem em
ligacOes ester-carboxilicas. Essas proteinas apresentam em sua estrutura proteica a seguinte
triade catalitica: serina, histidina e acido aspartico, como mostrado na Figura 1 (CHEN et
al., 2013).

His208
& Aspﬂs

Ser130

His129

Trp155

Figura 1. Estrutura do sitio catalitico da cutinase isolada de Thermobifida fusca. (Extraido e
adaptado de AUSTIN et al., 2018)

Na natureza, as cutinases sdo responsaveis pela hidrélise da cutina (Figura 2), um
biopoliéster insoltvel presente na cuticula das plantas. Esse biopoliéster possui estrutura
variavel, sendo mais comum a composicdo de acidos de 16 e 18 carbonos. Além de reacdes
de hidrdlise, essas enzimas sdo capazes de catalisar reacGes reversas, tais como
esterificagdo, trans-esterificacio e amindlise (NYYSSOLA, 2015).

(8] oH
Lo R N N R e N N e g e+ L L
T I N QO - o e e

o

Figura 2. Estrutura geral da cutina. (Retirado de NYYSSOLA, 2015)
As cutinases sdo reconhecidas como enzimas intermediarias entre as lipases e as

esterases. Isso se da pois sdo capazes de hidrolisar ambos, ésteres e lipidios. Essa
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multifuncionalidade permite que realizem vérias reacOes, entre elas, hidrdlises,
esterificacBes e transesterificacGes. Visto isso, sdo passiveis de aplicacdo em areas tais
como: industria de detergentes, téxtil e biorremediacdo (CARVALHO, et al., 2000; CHEN
et al., 2008; PIO e MACEDO, 2009; DUTTA e DUTTA, 2010; NYYSSOLA, 2015.

1.1.2 Microrganismos produtores
As cutinases podem ser produzidas por bactérias, fungos e plantas. A Figura 3 mostra
algumas das diversas espécies de bactérias, fungos e planta que foram caracterizadas na

literatura por produzirem a enzima.

Streptomyces badius (FETT et al., 1992)

Streptomyces scabies (LIN e KOLATTUKUDY, 1980)
/ Bactérias Pseudomonas putida (SEBASTIAN et al., 1987)
Thermobifida fusca (CHEN et al., 2008)

Fusarium solani (LIN e KOLATTUKUDY, 1980)
—) Fusarium oxysporum (NIMCHUA et al., 2007)
Aspergillus niger (NYYSSOLA et al., 2013)
\ Humicola insolens (RONKVIST et al., 2009)

Cutinase

"
Bt Tropaeolum majus (MAITI et al., 1979)
Brassica napus (HISCOCK et al., 1994)

Figura 3. Bactérias, fungos e planta apresentados pela literatura como produtores de cutinase
(MAITI etal., 1979; LIN e KOLATTUKUDY, 1980; CHANDRA e KOLATTUKUDY, 1987;
FETT et al., 1992; HISCOCK et al., 1994; PUNNAPAYAK e ZIMMERMANN, 2007; CHEN et
al., 2008; RONKVIST et al., 2009; NYYSSOLA et al., 2013)

Dentro desse contexto, dois grupos de microrganismos sdo especialmente estudados

em relacdo a producéo de cutinase, sendo eles os fitopatogénicos e os endofiticos.

1.2.2.1 Endofiticos

Microrganismos endofiticos sdo aqueles que habitam os tecidos internos de plantas
(Figura 4), por pelo menos um periodo do seu ciclo de vida, sem causar nenhum dano
perceptivel ao hospedeiro (CHANDRA, 2012) . Evidéncias indicam que este tipo de

associacdo planta-microrganimo € importante em diversos aspectos para a planta, como por
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exemplo, na atenuacdo de doencas, no apoio ao sistema imunoldgico e tolerancia a
estresses abioticos (YAN et al., 2019). J& para o microrganismo, a planta oferece protecao e
nutrientes para sua sobrevivéncia. E valido ressaltar que o mecanismo de interagio entre o
enddfito e o hospedeiro € estabelecido de forma especifica entre ambos, envolvendo a

producdo de compostos e moléculas sinalizadoras (YAN et al., 2019).

Figura 4. Bactéria endofitica no xilema de Catharanthus roseus. (Extraido e adaptado de
FERREIRA et al., 2011)

Estudos apontam que o sucesso da relacdo entre o microrganismo e a planta
hospedeira se da por meio da producdo de metabodlitos bioativos. Neste sentido, 0s
endofiticos se destacam no contexto biotecnoldgico pela producdo desses compostos com
utilidade na area médica, téxtil, alimenticia, agricola e ambiental. Outro produto relevante
no que diz respeito aos microrganismos endofiticos sdo as enzimas por eles secretadas, por

exemplo, as celulases, amilases e pectinases (YAN et al. 2018).

1.2.2.2 Fitopatogenos

Os fitopatogenos sdo aqueles microrganismos que ao colonizarem uma planta causam
danos & mesma (Figura 5). Esses microrganismos causam doencas a planta hospedeira por
meio de diversos mecanismos. Um desses mecanismos é a producdo de compostos, como
toxinas e enzimas, que interferem no metabolismo do hospedeiro. Diante da sua capacidade
e agressividade ao colonizar o vegetal, os fitopatdgenos se tornaram alvo de exploracéo
biotecnoldgica (PASCHOLATI et al., 1998; MAGNANI, 2007).
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Figura 5. Plantacdo de tomate infectada pela murcha de Fusarium (Extraido e adaptado de LIM et
al., 2006).

Dentre os fitopatdgenos de interesse econdémico, responsaveis pelo ataque de
culturas agricolas, destacam-se os fungos filamentosos pertencentes ao género Fusarium.
Estima-se que mais de 100 culturas sdo afetadas por esse género, dentre elas Arabidopsis
thaliana (Erva estrelada), Brassica rapa (Nabo), Glycine max (Soja), Jatropha curcas
(Pinhdo-manso) e Ricinus communis (Mamona) (Chatarina and Carels 2018, van Dam et al.
2018)

O estudo dos fitopatdgenos possui duas vertentes. H& o interesse em estudar
estratégias de combate a esse tipo de microrganismo causadores de doencas em plantas, e
ao mesmo tempo, uma segunda abordagem revela o interesse em se estuda-los devido a sua
capacidade de produzir biomoléculas de valor agregado, como a producdo de enzimas para
diversas aplicacbes. Entre elas destacam-se as celulases (SHIRSATH et al., 2018),
pectinases (KIKOT et al., 2010) e cutinases (SPERANZA et al., 2011).

1.2.3 Produgéo de cutinase pelo Género Fusarium

PURDY e KOLATTUKUDY (1973), em um de seus estudos pioneiros,
investigaram a hidrolise de cutina por uma enzima extracelular denominada cutinase. Neste
estudo, foi utilizada uma linhagem de Fusarium solani pisi, conhecido por causar a
podriddo vermelha da raiz em plantas (soja e batata). As principais caracteristicas descritas
para essa enzima nesse estudo envolveram: a determinacdo do melhor substrato para
degradacédo (no caso do estudo citado, p-nitrofenilpalmitato), compostos que demostraram
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auxiliar na atividade enzimatica (Triton X-100) e pH 6timo da enzima (8,5). Outros estudos
envolvendo o mesmo grupo trouxeram contribui¢cGes importantes para esta area, entre eles
pode-se citar: PURDY e KOLATTUKUDY (1975), onde foram estudadas cutinases
especificas pertencentes a uma linhagem de Fusarium solani tendo algumas de suas
caracteristicas exploradas; KOLATTUKUDY (1985) que elucidou a fundo o papel das
cutinases no processo de infeccdo do fitopatdgeno a planta.

Outra espécie de Fusarium de bastante relevancia citado na literatura é o Fusarium
oxysporum, retratado por PIO e MACEDO (2007). Neste estudo foram testadas algumas
fontes de carbono e nitrogénio para o cultivo liquido a fim de revelar qual iria se sobressair
e aumentar a producdo de cutinase. Os resultados revelaram que as melhores condigdes
para obtencdo de niveis maiores de atividade cutinolitica (17,72 Ul/mL) foram: 30°C,
100rpm, utilizando o indutor éleo de linhaca por um periodo de 48h de cultivo.

O cultivo solido para a producdo de cutinase por Fusarium também foi explorado
por (FRAGA et al., 2012) que avaliara a influéncia de trés substratos, sendo eles: farelo de
trigo, de arroz e de soja para uma linhagem de F. oxysporum. Os resultados revelaram que a
maior atividade de cutinase (173,6 Ul/g) foi obtida utilizando-se farelo de trigo, apds 120h
de cultivo a 28,3°C.

Outro estudo envolvendo o cultivo sélido para producdo de cutinase por Fusarium
foi realizado por OLIVEIRA (2018) que avaliou a atividade cutinolitica de 4 espécies,
sendo elas: F. acuminatum, F. verticillioides, F. equiseti e F. oxysporum em dois substratos
diferentes, arroz e farelo de arroz. Os melhores resultados envolveram o uso da espécie
Fusarium verticillioides com o substrato de farelo de arroz, obtendo uma atividade de 16
Ul/g a 28°C e 10 dias de cultivo.

1.2 CULTIVOS MICROBIOLOGICOS PARA OBTENCAO DE CUTINASE

1.2.1 Cultivo submerso

O cultivo submerso pode ser definido como o cultivo de microrganismos em um
meio liquido enriquecido com nutrientes (MARTINS et al., 2011)

Alguns estudos revelam que a producdo de cutinase por cultivo submerso é viavel.
Entre eles, pode-se destacar o trabalho desenvolvido por PIO e MACEDO (2007), que
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como ja citado (Item 1.2.3), envolveu o desenvolvimento de um meio mineral acrescido de
um indutor para se melhorar a produgdo de cutinase por Fusarium oxysporum; ja
CHAUDHARI e SINGHAL (2015) utilizaram cutina provida de casca de melancia como
fonte de carbono no cultivo submerso, revelando méxima atividade de 6.77 Ul/mL também
para uma linhagem de F. oxysporum.

O estudo realizado por PIO e MACEDO (2007) relatou que o 6leo de linhaga no
cultivo submerso age como um indutor na produgcdo de cutinase. A linhaca (Linun
usitatissimun L) é uma oleaginosa rica em acidos graxos poli-insaturados (AGP’s), tais

como o dmega-3, conforme constatado por SENILA et al., 2020 (Figura 6).
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Figura 6. Comparacdo das composic¢des dos acidos graxos poli-insaturados de cinco 6leos (de
girassol, papoula, linhaca, cAnhamo e gergelim) (Extraido e adaptado de SENILA et al., 2020).

1.2.2 Cultivo sélido

O cultivo em estado sélido pode ser definido como o crescimento microbiano que
ocorre em meio solido, seja um suporte inerte ou um material insollvel, servindo como
fonte de carbono. A essas particulas solidas é acrescida uma pequena quantidade de agua, o
suficiente para o metabolismo do microrganismo (PANDEY et al., 2000; HOLKER et al.,
2004, MARTINS et al., 2011). Os fungos filamentosos possuem uma capacidade maior de
se desenvolverem neste tipo de ambiente (auséncia de agua liquida) quando comparados a
bactérias, fazendo destes microrganismos uma classe preferencial para utilizagdo na
fermentagdo em estado sélido (RAGHAVARAO et al., 2003).
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A producdo de cutinases por cultivo solido vem sendo relatada na literatura como
potencial meio eficiente para este fim, especialmente para fungos do género Fusarium
(FRAGA et al., 2012, OLIVEIRA, 2018).

Um tdpico relevante no cultivo solido ¢ a selecdo do substrato, visto que esse servira
de suporte fisico e fonte nutriente para 0 microrganismo. Este devera apresentar algumas
caracteristicas especificas para ser considerado adequado ao cultivo, como por exemplo
uma capacidade minima de absor¢do de agua para assegurar o crescimento microbiano e
suas respectivas atividades biologicas. Em determinados casos se torna necessaria a adi¢éo
de uma solucdo nutritiva, como é o caso do meio de Mandels (MANDELS e WEBER,
1969), visto que muitas vezes somente a fonte de carbono ndo é adequada para garantir o
crescimento.

Neste contexto surge uma alternativa interessante como substrato para cultivos
solidos: os residuos agroindustriais. Estes possuem caracteristicas necessarias para
manutencdo do microrganismo: oferecimento de nutrientes e suporte fisico. Além disso,
possuem um baixo valor agregado, o que pode vir a tornar o processo mais viavel
economicamente. (de CASTRO et al., 2015; OLIVEIRA, 2018).

Alguns substratos descritos como subprodutos agroindustriais, tais como o farelo de
trigo, farelo de arroz, farelo de soja foram explorados em relacdo a sua capacidade de
servirem como substrato no cultivo sélido para producdo de cutinase (FRAGA et al., 2012;
OLIVEIRA, 2018). Sendo que dentre eles, o substrato que quando utilizado influenciou
numa maior atividade cutinolitica foi o farelo de trigo (173,6 Ul/mL).

O farelo de trigo € uma mistura de diversos fragmentos advindos da camada hialina-
aleurona do gréo (Figura 7a) e constitui o principal subproduto advindo da moagem do
trigo (DI LENA et al., 1997; SILVA et al., 2003). A constituicdo do farelo de trigo (Figura
7b) € majoritariamente fibrosa e proteica, sendo que o amido, as cinzas e os lipideos
também estdo presentes. (DEROOVER et al., 2019; SHENOY e PRAKASH 2002;
HEMERY et al., 2009; ZHANG e MOORE 1997).
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Figura 7. Estrutura de um gréo de trigo (A); Constituicdo aproximada do farelo de trigo por base de
matéria seca (B) (Extraido e adaptado de DEROOVER et al., 2019; HEMERY et al., 2007).

1.2.3 Influéncia de sais no cultivo sélido para producéo de cutinase

Diversos estudos reportam a influéncia de solugbes nutrientes adicionadas ao
cultivo sélido para producdo de cutinase. (PIO e MACEDO, 2007; SPERANZA, 2010;
FRAGA et al., 2012; OLIVEIRA, 2018; de OLIVEIRA et al., 2019). Para todos os estudos
realizados, a insercdo de um meio nutriente ao cultivo resultou em niveis menores de

producgdo enzimética.

1.3 APLICACOES DA ENZIMA CUTINASE

1.3.1 Biorremediagdo: Degradacdo de PET

Dentre o0s polimeros sintéticos mais produzidos anualmente encontra-se o
politereftalato de etileno (Figura 8). O PET é um polimero termopléstico e sua alta
producdo (superior a 30 milhGes de toneladas anuais) se deve a sua principal aplicag&o:

garrafas descartaveis para bebidas carbonatadas (GOMES et al., 2019).
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Figura 8. Producdo anual global (milhdes de toneladas/ano) de polimeros sintéticos em 2016. (Extraido e
adaptado de: DANSO et al., 2019)

Os plasticos, no geral, representam cerca de 80% dos residuos encontrados em
oceanos, aterros sanitéarios e lixo municipal (KOSHTI et al., 2018). A geracao deste tipo de
residuo aumenta diariamente e atualmente € de aproximadamente 150 milhdes de toneladas
por ano (RAHIMI e GARCIA, 2017). Caracteristicas como alto peso molecular, cadeias
longas inertes e hidrofobicidade sdo alguns dos motivos pelos quais os plésticos sdo de
dificil degradacéo sob condi¢cGes ambientais naturais (LEE e LIEW, 2019). Vale ressaltar
que o PET representa uma das parcelas mais expressivas do total desses residuos (GOMES
etal., 2019).

O principal problema especialmente relacionado ao PET refere-se ao seu principal
uso: garrafas. Essas sdo duraveis, possuem boa resisténcia e transparéncia, porém possuem
uma vida util muito curta e sdo produzidas em enormes quantidades, gerando, uma
guantidade enorme de residuos (GOMES et al., 2019). Visto esta situacdo, hd uma
preocupacdo global em se destinar corretamente esses residuos para que assim possam
gerar menos impactos ambientais, e se possivel, serem reintroduzidos no mercado
(KOSHTI et al., 2018).

Atualmente, existem 3 vias principais de destino de residuos PET, que refletem

também os trés principais destinos de plasticos no geral, como mostrado na Figura 9.
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Figura 9. Principais estratégias para manejo de residuos PET. Em vermelho destaque para o0s
principais destinos desses residuos (Extraido e adaptado de KOSHTI et al., 2018).

Segundo estimativas apresentadas pela UNEP (2018) na cartilha sobre plasticos de
uso unico, cerca de 79% dos residuos plasticos produzidos até o ano de 2018 estdo em
aterros, lixdes ou no meio ambiente, 12% foram incinerados e apenas 9% foram reciclados.

Destinar esse material a aterros sanitarios, apesar de ser considerada a maneira mais
facil de se depositar residuos PET, possui diversas desvantagens. A principal e mais
preocupante é permanéncia destes no ambiente. Isso se deve a dificuldade de degradacao
sob condi¢bes muitas vezes instaveis e anaerobias oferecidas nesses locais (KOSHTI et al.,
2018).

A incineracdo, responsdvel por uma parcela intermedidria de destino desses
residuos, apesar de apresentar uma proposta de se obter energia a partir desse material,
também possui desvantagens de preocupacao global consideravel. Isso € devido a liberacdo
de dioxidos e furanos no ambiente durante 0 processo; esses compostos podem vir a
contaminar solos e aguas, afetando a saide da populacdo. (HATTI-KAUL et al., 2020).

As desvantagens apresentadas para os dois métodos mais utilizados de descarte dos
residuos PET gerou uma preocupagdo ambiental em se desenvolver métodos

ecologicamente corretos para este fim. Neste contexto destaca-se a reciclagem, que pode
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ocorrer de trés maneiras: mecanicamente, quimicamente ou biologicamente (KOSHTI et
al., 2018).

No processo mecanico, considerado 0 mais comum entre os trés, o residuo PET
passa inicialmente por uma sessdo de triagem, em seguida é moido, lavado, fusionado,
extrudado e granulado. Esse processo gera diversos graus de degradagédo do polimero, o que
limita diretamente o ndmero de reprocessamentos (HATTI-KAUL et al., 2020). Além
disso, o material reciclado por esse método assume caracteristicas heterogéneas o que
limita suas novas aplicagdes e o torna menos atrativo (GRIGORE, 2017).

Ja no processo de reciclagem quimica, os plasticos sdo reprocessados a fim de que
sua estrutura quimica seja retomada a matéria prima, para que assim sirva de insumo basico
para a producdo de novos produtos plasticos. Ou seja, a intengdo é fazer a reacdo contréria a
sintese do PET, no sentido de se obter novamente monémeros ou oligdmeros do material
(GRIGORE, 2017). Para isso alguns processos foram desenvolvidos, entre eles a hidrélise,
acidolise, alcoolise, glicdlise e amindlise (DI SOUZA et al., 2008). Porém, trata-se de um
processo que requer muita energia e de alto custo, sendo de dificil viabilidade atualmente
(HATTI-KAUL et al., 2020).

Por fim, o terceiro método de reciclagem é o bioldgico. Neste processo sao
utilizadas enzimas capazes de despolimerizar o PET e que, diferentemente dos processos
que envolvem catalisadores quimicos, ocorre em condi¢des mais brandas e sem necessidade
de equipamentos nobres (CASTRO et al., 2018; GARCIA 2018). Além da economia
financeira no processo de despolimerizacdo, 0 uso de enzimas bioldgicas torna o0 processo
mais ecoldgico, evitando o uso de substancias toxicas e ndo gerando poluentes ambientais
(JOO et al.,, 2018; NIKOLAIVITS et al., 2017). Enzimas como cutinases, lipases e
carboxilesterases se destacam por serem capazes de despolimerizar PET (DANSO et al.,
2019). Dentre as trés, as cutinases sdo as enzimas de maior destaque para esta finalidade
(MUELLER, 2006; CASTRO et al., 2018).

FURUKAWA et al. (2019) avaliaram a atividade de hidrolise de uma cutinase
isolada e modificada geneticamente de Thermobifida fusca (TfCut2) sob diferentes
surfactantes. A adicdo de surfactantes catibnicos ao meio de hidrolise apresentou os
melhores resultados, sendo que a taxa de degradacdo de PET ap6s uma reacdo de 24h

utilizando a enzima mutante, na presenca do surfactante catidnico foi de 90%. Esse
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resultado é indicado pelos autores como a taxa mais alta relatada até o momento para PET
hidrolases.

CASTRO et al. (2018) avaliaram diversas lipases e cutinases para hidrélise de PET,
sendo que a que apresentou melhor desempenho foi a cutinase isolada de Humicola
insolens em combinacdo com a lipase isolada de Candida antarctica. O uso em conjunto
dessas enzimas revelou uma liberagdo méxima de acido tereftalico (TPA), mondémero do
PET, de 59,989 umol/L (9,36 g / L). Esses resultados foram revelantes pois indicam uma
nova rota de conversdao de embalagens PET ja utilizadas a seus monémeros minimos, que

por sua vez podem ser utilizados nas proprias instalacdes industriais de PET.

1.3.2 Industria téxtil

As fibras de algoddo, componentes do tecido mais popular no mundo, sdo
processadas de diversas formas para adquirir as caracteristicas desejaveis para
comercializacdo. Entre essas etapas, a de limpeza da fibra é aquela responsavel por retirar a
cuticula hidrofébica da fibra com a finalidade de facilitar o tingimento do tecido (DEGANI
etal., 2002).

Usualmente a retirada da cuticula das fibras de algodéo é realizada através de uma
hidrélise alcalina sob altas temperaturas, despendendo altas quantidades de &gua, energia,
gerando poluentes alcalinos e danos as fibras (CHEN et al., 2013). Visto isso, despertou-se
0 interesse na busca por rotas mais ecologicas para tornar 0 processo menos agressivo ao
ambiente e ao material, sendo que uma das alternativas foi a utilizacdo de enzimas
microbioldgicas com capacidade de retirar a cuticula presente na fibra (CHEN et al., 2013;
DEGANI et al., 2002).

Neste contexto, proteases, pectinases, lipases e cutinases foram estudadas e
relatadas como potenciais canditadas para substituir a hidrélise alcalina. Resultados
promissores foram obtidos ao se utilizar cutinases combinadas a pectinases, como indicado
por AGRAWAL et al., 2008 e DEGANI et al.,, 2002. Essa combinacdo de enzimas,
resumidamente, atua da seguinte maneira: as cutinases sdo requeridas para promoverem
aberturas na camada cuticular permitindo que as pectinases internalizem a fibra e
promovam a ruptura da camada pectinosa. Além da vantagem funcional dessa combinacao

de enzimas, outro ponto que as tornam uma alternativa viavel ao processo € que as
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pectinases atuam em pH alcalino, correspondendo a uma faixa ideal para acdo das cutinases
(NYSSOLA, 2015).

Fibras sintéticas, tais como aquelas compostas por PET também sdo passiveis de
tratamento enzimatico para comercializacdo. O uso de cutinases nessas fibras promovem
um aumento da hidrofilicidade o que torna o tecido mais maleavél e confortavel para ser
utilizado (CHEN et al., 2013; NYSSOLA, 2015). NIMCHUA et al. (2007), avaliaram o
tratamento de fios de PET por duas cutinases isoladas de dois fungos do género Fusarium
(F. solani e F. oxysporum). A cutinase de F. oxysporum, mostrou-se mais eficiente em
comparacdo aquela obtida de F. Solani, ou seja, a cutinase advinda de F. Oxysporum

promoveu um aumento maior da hidrofilicidade dos fios de PET.

1.3.3 Industria de detergentes

Sua aplicacdo na industria de detergentes torna-se preferencial quando comparada a
outras lipases que desempenham a mesma funcéo devido a estabilidade das cutinases a
diversos fatores tais como: presenca de H20>, faixa de temperatura (20-50°C), pH (estaveis
em pH alcalino), presenca de outras enzimas. Outro fator que a torna interessante para este
uso é a capacidade das cutinases em remover triacilglicerdis e hidrolisar gorduras sem que
0 célcio esteja presente, diferentemente de outras lipases comerciais que usualmente sdo
empregadas nesta industria (DUTTA et al., 2009).

GARCIA et al., 2017 em seu estudo buscou avaliar o potencial de uma cutinase
(ANCUT?2) isolada de Aspergillus nidullans para aplicacdo na formulacdo de detergentes.
Além da caracterizacdo bioquimica desta enzima, indicando que esta enzima €
termoalcalina, tendo maior atividade a pH 9 e 60°C, os resultados obtidos indicam o
potencial da ANCUT2 na formulacdo de detergentes, visto sua capacidade de se manter

estavel e compatibilidade a compostos de detergentes comeciais.

1.3.4 Outras aplicagdes

As cutinases também podem ser utilizadas na idustria alimenticia, sendo
empregadas na secagem de frutas e vegetais, fornecimento de edulcorantes, conservantes e
estabilizadores (NYSSOLA, 2015). Além destas fungdes, a cutinase pode ser aplicada na

retirada de compostos indesejaveis, como por exemplo a hemicelulose do xarope de amido
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de trigo, visto que este composto prejudica o processo de obtencéo do produto final (P10 et
al., 2008).

No setor agricola as cutinases também podem vir a desempenhar fungdes
interessantes na formulacdo de inseticidas e pesticidas. Isso se deve ao fato de que sua
utilizacdo anterior ou combinada ao agente quimico do produto promove a degradacéo de
polimeros de superficie, facilitadno a penetragdo do agente e tornado-o mais eficiente,
permitindo, assim, 0 uso de menores quantidades de pesticidas ou inceticidas
(KOLATTUKUDY e POULOSE, 1996; OLIVEIRA, 2018; PIO et al., 2008).
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1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Geral
Este trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade de fungos endofiticos e
fitopatogénicos em relacdo a producdo da enzima cutinase quando cultivados em meio

liquido e s6lido, sob diferentes condi¢des e ac¢do de indutores.

1.4.2 Especificos

e Cultivar as 12 linhagens pertencentes ao género Fusarium em meio liquido na
presenca de 6leo de linhaca;

e Cultivar as 12 linhagens pertencentes ao género Fusarium em meio s6lido;

e Auvaliar a influéncia do meio nutriente utilizado no cultivo em estado sélido;

e Avaliar a influéncia da adi¢do de PET no cultivo em estado sélido;

e Utilizar o extrato enzimatico bruto para hidrolise de PET.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 ORIGEM DAS LINHAGENS E REATIVACAO

Os fungos utilizados no presente trabalho foram obtidos de trés colec¢des de culturas
microbianas do Laborat6rio de Microbiologia e Biomoléculas - LaMiB, Departamento de
Morfologia e Patologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude, UFSCar, Séo Carlos,
SP. As linhagens endofiticas selecionadas sdo oriundas de um trabalho de isolamento e
caracterizagdo de fungos endofiticos isolados de espécies vegetais encontradas em
manguezais no estado de Sdo Paulo (SEBASTIANES et al., 2013). Ja os fungos

fitopatogénicos utilizados possuem diversas origens, como mostrado na Tabela 1.

Tabela 1. Descricdo das linhagens utilizadas no presente trabalho

o Codigo de . o
Classificacao ) o Género/Espécie
identificacao
E.l Fusarium sambucinum
E.2 Fusarium clamydosporum
E.3 Fusarium sp.
i E4 Fusarium sp.
Endofiticos .
E.5 Fusarium sp.
E.6 Fusarium sp.
E.7 Fusarium sp.
E.8 Fusarium camptoceras
F.1 Fusarium solani
F.2 Fusarium oxyporum
] F.3 Fusarium proliferatum
Fitopatogenos i S
F.4 Fusarium verticillioides
F.5 Fusarium oxysporum
F.6 Fusarium oxysporum

As linhagens foram reativadas em meio de batata e dextrose (BDA) 39 g.L* durante
7 dias a 30 °C em estufa de crescimento, em seguida foram estocadas em glicerol 50% em

ultrafreezer (-80 °C) para posterior utilizacao.
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2.2 CULTIVO EM ESTADO LIQUIDO

2.2.1 Meio de cultivo

Para avaliar o potencial enzimatico das linhagens o meio de cultivo foi estabelecido
baseado no estudo realizado por PIO e MACEDO (2007), que otimizaram o meio de
cultivo submerso para producéo de cutinase por Fusarium oxysporum, sendo a composi¢ao

do meio liquido descrita na Tabela 2.

Tabela 2. Composi¢cdo do meio de cultivo liquido

Composto Concentracéao (%)
NaNOs 0,06
K2HPO4 0,06
MgSOa4 0,02
KCI 0,02
FeSO4-7H20 0,01
Oleo de linhaga 1

Os cultivos liquidos foram realizados em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo
20 mL do meio liquido (Tabela 2). Foram inoculados a cada frasco 5 circulos de
aproximadamente 8 mm da placa de cultivo de meio BDA. Este tipo de inoculagéo se fez
necessaria pois sob as condicdes de cultivo em placa as linhagens ndo esporularam. Os
frascos Erlenmeyer foram mantidos a 30 °C, 100 rpm em estufa rotativa (shaker) durante
48 he 120 h.

2.2.2 Obtencao do extrato bruto
Apds o tempo indicado de cultivo (48h e 120h) os caldos de cultivo foram filtrados
a vacuo e centrifugados durante 20 minutos a 10 °C e 8.000 rpm. O sobrenadante coletado

foi utilizado para a determinagdo da atividade enzimatica.

2.3 CULTIVO EM ESTADO SOLIDO
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2.3.1 Farelo de trigo + Meio de Mandels

O primeiro cultivo em estado sélido das linhagens foi realizado utilizando-se frascos
do tipo Erlenmeyer de 250 mL, contendo 10 g do substrato (farelo de trigo), e 15 mL do
meio nutriente como descrito por MANDELS e WEBER (1969). Novamente a cada frasco
foram inoculados 5 circulos de aproximadamente 8 mm da placa de cultivo e os frascos
foram mantidos em estufa sob temperatura constante de 32°C durante 48h e 120h. A

composic¢do do meio nutriente encontra-se na Tabela 3.

Tabela 3. Componentes do Meio de Mandels

Unidade Composto Concentracao
FeS04.7H20 10
malL MnS04.4H20 3,2
ZnS04.7H20 2,8
CoCl2.6H20 40
Uréia 4,2
(NH4)2S04 5,6
KH2PO4 4,0
g/L CaCl,.2H20 0,8
MgS04.7H20 0,6
Peptona 1,8
Extrato de Levedura 0,5

2.3.2 Extracdo e obtencao do extrato bruto no cultivo em estado sélido

Apos o tempo indicado de cultivo (48h e 120h) foram adicionados a cada frasco 50
mL de tampéo acetato 50 mM, pH 4,5 sendo homogeneizado e posteriormente agitado em
incubadora tipo shaker por 40 minutos, a 220 rpm e 32 °C. Posteriormente a mistura foi
filtrada a vacuo e centrifugada durante 20 minutos a 10 °C e 8.000 rpm. O sobrenadante foi

coletado e denominado extrato bruto de cutinase.
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2.3.3 Farelo de trigo + Agua destilada
O segundo cultivo em estado s6lido das linhagens se realizou de duas formas (1 e
2), sendo que ambas foram baseadas ao descrito por SPERANZA et al. (2011), com
devidas adaptacoes.
No primeiro caso (1), se utilizou frascos do tipo Erlenmeyer de 250 mL, contendo 10
g de farelo de trigo, e 10 mL de agua destilada. A cada frasco foram inoculados 5 circulos
de aproximadamente 8 mm da placa de cultivo e os frascos foram mantidos em estufa sob
temperatura constante de 30 °C durante 48 h e/ou 120 h.
Ja num segundo momento (2), utilizou-se frascos do tipo Erlenmeyer de 125 mL,
contendo 5¢g de farelo de trigo, e 5 mL de &gua destilada. A cada frasco foram inoculados 3
circulos de aproximadamente 8 mm da placa de cultivo e os frascos foram mantidos em

estufa sob temperatura constante de 30 °C durante 48 h e/ou 120 h.

2.3.4 Extracao e obtencgéo do extrato bruto

Apobs o tempo indicado de cultivo (48 h e 120 h) foram adicionados, aos frascos
obtidos por 1, 50 mL de agua destilada e aos frascos obtidos por 2, 25 mL de &gua
destilada. A seguir os frascos foram homogeneizados e posteriormente agitados em
incubadora tipo shaker por 40 minutos, a 220 rpm e 30°C. Posteriormente a mistura foi
filtrada a vacuo e centrifugada durante 20 minutos a 10°C e 8.000 rpm. Logo apos, 0

sobrenadante foi coletado e denominado extrato bruto de cutinase.

2.3.5 Farelo de trigo + Agua destilada + Plastico

A terceira maneira de cultivo sélido utilizada nesse trabalho seguiu as mesmas
condicdes ao descrito em 2.3.3 para a forma 2 de cultivo (Frascos do tipo Erlenmeyer de
125 mL contendo 5g de farelo de trigo, 5 mL de agua destilada para o cultivo, 30°C)
(SPERANZA et al., 2011). Porém a esses cultivos se adicionou plastico (PET) em discos de
aproximadamente 5 mm como mostrado na Figura 10 (A forma de obtencéo dos discos esta
descrita no item 2.6 deste trabalho). Variou-se a quantidade de plastico adicionada podendo
ser de 0,5 ou 1,0g. Vale se ressaltar que para adicdo nos cultivos, os discos foram

esterilizados com alcool 70% e secos na presenca de UV.
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Figura 10. Discos de PET (aproximadamente 5mm) adicionados ao cultivo sélido (Acervo pessoal
da autora).

2.3.6 Extracdo e obtencdo do extrato bruto

Apds o tempo indicado de cultivo (48h e 120h) foram adicionados aos frascos 25
mL de &gua destilada na proporcdo de 1:5. A seguir os frascos foram homogeneizados e
posteriormente agitados em incubadora tipo shaker por 40 minutos, a 220 rpm e 30 °C.
Posteriormente a mistura foi filtrada a vacuo e centrifugada durante 20 minutos a 10 °C e

8.000 rpm. Logo apos, o sobrenadante foi coletado e denominado extrato bruto de cutinase.

2.4 ANALISE DA ATIVIDADE DE CUTINASE

A atividade enzimética de todos os extratos enzimaticos obtidos foi realizada
utilizando-se um método espectrofotométrico segundo a hidrélise de p-nitrofenilbutirato (p-
NPB) (PIO E MACEDO, 2009). O substrato para essa reacdo foi preparado da seguinte
maneira: 1,74 mL de tetrahidrofurano, 0,1 mL de triton X-100; 9,8 uL de p-NPB e tampé&o
fosfato 50 mM pH 7,2 até completar o volume de 50 mL. Uma aliquota de 3,43 mL do
substrato foi adicionado a 0,07 mL da solucdo enzimatica reagindo durante 15 minutos a
temperatura ambiente contra o branco (agua destilada + substrato). Decorrido os 15
minutos a absorbancia foi determinada por espectrofotometro a 405 nm (KOLATTUKUDY
1985). Uma unidade de atividade cutinolitica (Ul) foi definida como a quantidade
enzimatica necessaria para converter um pmol de p-NPB em p-NP em um minuto sob as
condicBes especificadas. Todas as andlises de atividade enzimética foram realizadas em

triplicata.
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2.5 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS TOTAIS
As quantidades de proteinas totais de todos os cultivos foram mensuradas segundo o
método descrito por BRADFORD, 1976.

2.6 OBTENCAO DE PET
O PET utilizado neste trabalho tem sua origem em garrafas PET (500mL) engarrafadas

com &gua destilada e pertencentes a marca Nestlé semelhante ao ilustrado na Figura 11.

Figura 11. Garrafa utilizada para obtencao dos discos e material moido de PET (Acervo pessoal da
autora).
Inicialmente as garrafas foram submetidas ao recorte de discos de aproximadamente 5

mm de didmetro, como mostrado na Figura 11. Esse tipo de material foi utilizado no cultivo
solido como descrito anteriormente.

A sobra do material submetido ao recorte, ou seja, as rebarbas da garrafa, foram
reaproveitadas com a finalidade de se obter particulas menores do material. Para isso
utilizou-se um moinho pulverizador criogénico da marca Marconi, modelo MA775 como

apresentado na Figura 12.



32

Figura 12. Moinho pulverizador criogénico utilizado para obtencdo de particulas menores de PET
(Acervo pessoal da autora).

As rebarbas do material foram submetidas a dois ciclos no equipamento. Cada ciclo
totalizava sete minutos, sendo que os dois primeiros minutos eram de criogenia pelo uso de
nitrogénio liquido e os outros cinco minutos de moagem. O material final desta etapa €
apresentado na Figura 13 (A).

O material moido foi peneirado e separado em trés fragdes, como mostrado na Figura
13 (B).

Figura 13. PET moido ap6s dois ciclos no moinho criogénico. (A) Material bruto da moagem (B)
Material peneirado e separado em 3 grupos (>1mm, entre 300pum e Imm e <300um) (Acervo
pessoal da autora).

2.7 HIDROLISES ENZIMATICAS

As hidrolises enzimaticas foram realizadas segundo ao descrito por CASTRO et al.,
2018 com adaptages. Inicialmente tubos de 15 mL foram pesados com suas respectivas
tampas e sua massa foi anotada. Em seguida esses tubos foram conduzidos a uma estufa
com fluxo de ar a 60 °C para devida secagem juntamente com as amostras de plastico
obtidas ap6s a moagem. Apds 72 h, a cada tubo foi adicionado 2 mg de pléastico moido

(particulas de <1 mm a 300 um ou particulas <300 um) e novamente a massa foi anotada.
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Logo apos, se adicionou 5 mL do extrato enzimatico bruto e a mistura foi conduzida a
estufa com rotacéo 360° durante 14 dias a 37 °C e 30 rpm.

Apobs o tempo decorrido de hidrélise os tubos foram centrifugados a 8.000 rpm e
25°C por 20 minutos. O sobrenadante foi coletado e os tubos foram conduzidos a estufa
com fluxo de ar a 60 °C para secagem por um periodo de 7 dias. Ap6s este tempo 0s tubos

foram novamente pesados e a massa anotada.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 REATIVACAO DAS LINHAGENS
Das 14 linhagens selecionadas para avaliacdo em relacdo ao potencial de producao
de cutinase, 12 tiveram sucesso no processo de reativacdo como indicado na Tabela 4. A

morfologia das 12 linhagens se encontra na Figura 15.

Tabela 4. Resultado da reativagao dos fungos endofiticos e fitopatogéncios apds 7 dias de cultivo
em placa com meio BDA a 30 °C

Cddigo de

A L N
identificacio Geénero/Espécie Reativacao

Classificacéo

.1 Fusarium sambucinum

Fusarium clamydosporum

Fusarium sp.

Fusarium sp.

Endofiticos .
Fusarium sp.

Fusarium sp.

+ o+

Fusarium sp.

Fusarium camptoceras

Fusarium solani

Fusarium oxyporum

Fusarium proliferatum

Fitopatogenos Fusarium verticillioides

+ 4+ |+ |+ 4+

Fusarium oxysporum

nimimmm T mmmmmmmm
oA WN R LN GRWN

Fusarium oxysporum +

*Qs sinais de + ou — indicam se houve ou ndo crescimento em placa, sendo que quando indicado + houve

reativacdo e — quando ndo houve reativagéo.

MAROLDI et al.,, 2018 avaliou a reativacdo de 45 linhagens pertencentes ao
Laboratorio de Microbiologia e Biomoléculas, com a finalidade de obtencdo de enzimas
(hemi)celuloliticas, sendo que seus resultados indicaram um sucesso de reativacdo de 88%
das linhagens. Este valor é proximo ao obtido no presente estudo, que foi de 85,7%.

As linhagens reativadas, ilustradas na Figura 14, prosseguiram para as proximas

etapas do trabalho.
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Figura 14. Morfologia das linhagens reativadas em BDA durante 7 dias a 30 °C (Acervo pessoal da autora).
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3.2 CULTIVO SUBMERSO DAS LINHAGENS REATIVADAS
A Figura 15 mostra os resultados obtidos de atividade enzimatica e quantificacdo de
proteinas dos cultivos submersos realizados para as linhagens fitopatogéncias e endofiticas,

respectivamente, sendo que as barras claras representam os valores obtidos ap6s 48h de
cultivo e as barras escuras apos 120h.
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Figura 15. Atividade enzimatica (A), quantificacdo de proteinas (B) e atividade especifica (C) dos
cultivos das linhagens fitopatogénicas e endofiticas ap6s cultivo de 48 e 120 h em meio liquido com

6leo de linhaga a 30°C e 100 rpm.

Ao comparar as atividades obtidas entre os dois grupos de fungos, os fitopatdgenos
foram aqueles com resultados mais satisfatorios, sendo que a linhagem F.6 (Fusarium
oxysporum) apresentou a maior atividade em 48 h de cultivo, 15,4 £ 0,66 Ul/mL. Essa
atividade é proxima ao obtido por PIO e MACEDO (2007) (18,84 U/mL), também ap0s 48
h de cultivo utilizando-se 0 mesmo meio de cultura.

Segundo AZEVEDO e ARAUJO (2007) os microrganismos endofiticos costumam
adentrar as plantas por meio de aberturas naturais ou feridas. Ja os fungos fitopatogenos,
necessitam ultrapassar as barreiras da planta hospedeira para se instalarem. Dentre essas
barreiras encontra-se a cuticula, constituida de cutina. Assim, ja é esperada a producdo de
cutinase pelos fitopatégenos (DEGANI, 2015). Dentre as espécies fangicas mais bem
estudadas em relacdo a producdo dessa enzima, encontram-se o F. solani e F. oxysporum
(TOPAKAS et al., 2014; ZUMSTEIN et al., 2017). Portanto, os resultados obtidos até o
presente momento condizem com os descritos na literatura.

O trabalho de PIO e MACEDO (2007) avaliou a adicdo de diversos tipos de 0Oleo e
outros compostos, como por exemplo cutina, no meio de cultura para producgéo de cutinase

por Fusarium. Como citado houve uma atividade maior de cutinase ao se adicionar 6leo de
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linhaca ao meio, tornando a comparacdo das estruturas do substrato natural da cutinase
(cutina) e do oleo de linhaca relevantes no contexto.

Como ja citado, o 6leo de linhaga € composto majoritariamente de &cidos graxos poli-
insaturados, tais como o &cido linoleico (18:6) e linolénico (18:3) (SENILA et al., 2020). Ja
a cutina é composta principalmente por acidos graxos com 16 e 18 carbonos, como € o caso
do &cido palmitico (16:0) e oleico (18:1) (CHEN et al., 2008; ROMA, 2018). Um estudo
realizado in vitro por SULAIMAN et al. (2012) indica que uma cutinase parcialmente
similar a isolada de Thermobifida fusca, apresenta uma eficiéncia maior na catalise de
acidos graxos com cadeias menores (de 2 a 8 carbonos), mas apresenta atividade, com

menor eficiéncia, em cadeias maiores (16 e 18 carbonos).

3.3 ANALISE DE REPRODUTIBILIDADE

Apos a selecdo da linhagem F.6 (F. oxysporum), novos cultivos foram realizados sob as
mesmas condi¢Ges previamente estabelecidas (meio de cultivo com adicdo de dleo de
linhaca (Tabela 4), 48 h de cultivo, 30 °C, 100 rpm), porém ndo houve reprodutibilidade
nos experimentos. A Figura 16 apresenta o resultado de 4 cultivos conduzidos em triplicata
e experimentalmente semelhantes, porém os resultados das atividades foram divergentes.
Vale ressaltar que a concentracdo de proteinas totais em todos os cultivos se mantiveram

por volta de 0,016 mg/mL.

Atividade (UI/mL)

1 2 3 4
Replicatas

Figura 16. Comparag&o dos cultivos liquidos da linhagem F.6 (F. oxysporum) apds 48 h de cultivo,
30 °C, 100 rpm.
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A fim de se obter resultados reprodutiveis, novas condicdes de cultivo foram testadas.
Foi adicionada uma etapa de pré-cultivo para a realizagdo dos experimentos, com a
finalidade de padronizacédo da etapa inicial do processo, dessa forma todas as outras etapas
de producdo permaneceram inalteradas. Os resultados obtidos estdo apresentados na
Tabela 5.

Tabela 5. CondicGes de cultivo e resultados obtidos para a linhagem F.6 (F. oxysporum) ap6s 48h
de cultivo, 100 rpm, 30 °C.

L Composto Atividade obtida Proteinas totais
Condicgao o
adicionado (Ul/mL) (mg/mL)
] _ 0,06% Extrato de
Sem pré-cultivo 5,31+0,31 0,017+0
Levedura
Nenhum 4,76+0,26 0,009+0
Com pré-cultivo* 0,06% Extrato de
17,2040,15 0,016+0
levedura

*Q pré-cultivo foi realizado durante 24 h, 100 rpm e utilizacdo do meio basico com 6leo de
linhaca.

A atividade enzimatica obtida somente com a adi¢do do pré-cultivo foi baixa, porém
mostrou-se reprodutivel, visto que os experimentos foram conduzidos em triplicata e
repetidos duas vezes. Sendo assim, sugere-se gque a variacdo das atividades obtidas nos
cultivos indicados na Figura 16 se atribuiam a variacdo no inoculo.

Apesar da atividade obtida com a adicdo do pré-in6culo terem sido constantes, 0s
valores se mostraram inferiores aos obtidos na literatura. Sendo assim, uma outra varivel
foi analisada, a fonte de nitrogénio. O estudo realizado por PIO e MACDEDO (2007)
revelou que dentre varias fontes de nitrogénio testadas, a que revelou melhor influéncia na
producéo de cutinase foi quando o extrato de levedura foi adicionado ao meio. Na presente
etapa do trabalho a adicdo de extrato de levedura ao meio basico aumentou a atividade
obtida quando adicionado no cultivo com pré-indculo, como observado na Tabela 5,
condizendo com o que foi apresentado no trabalho de PIO e MACEDO (2007).
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Com base nesses resultados, definiu-se uma nova condicdo de trabalho para as
proximas etapas, na qual seria realizado o pré-cultivo e extrato de levedura numa

concentracédo de 0,06% seria adicionado ao meio de cultivo.

3.4 CINETICA DO CULTIVO LIQUIDO

Apos a definicdo da condicdo de cultivo, a proxima etapa do trabalho foi a anélise da
cinética da atividade da cutinase para a linhagem selecionada (F. oxysporum), cujo
resultado esta apresentado na Figura 17. A quantificacdo de proteinas totais ao longo do

cultivo ndo variou significativamente, mantendo-se entre 0,013 e 0,017 mg/mL.
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Figura 17. Perfil temporal da atividade enzimatica da linhagem de Fusarium oxysporum (F.6) com
realizacdo de pré-cultivo e adigdo de extrato de levedura (0,06%) no cultivo.

Apesar das atividades apresentarem valores abaixo do esperado (no item 3.3 foi obtido
uma atividade de 17,20 + 0,15 Ul/mL), é possivel observar que ha um pico de atividade em
72 h. SPERANZA et al. (2011) em seu estudo sobre producéo de cutinase pelo género
Fusarium, apresentou um valor maximo de atividade para esta enzima em 72 h.

Diante da variagdo nos resultados de atividade enzimatica utilizando o cultivo liquido, o
cultivo em estado solido foi também avaliado para producdo de cutinase nos proximos

experimentos.
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3.5 CULTIVOS EM ESTADO SOLIDO

Baseado em estudos reportados na literatura, selecionou-se o farelo de trigo como
substrato para o cultivo em estado solido. FRAGA (2008) apontou que o farelo de trigo foi
um substrato interessante para producdo de cutinase pelo fungo Fusarium oxysporum.
YANG et al. (2013), também adotou o farelo de trigo como fonte de carbono para producédo
de cutinase, mesmo utilizando microrganismos de outro género, obteve resultados positivos
semelhantes a FRAGA (2008).

Para esta etapa, todos os fungos reativados foram submetidos ao cultivo sdlido
utilizando farelo de trigo como substrato e em 4 condi¢6es diferentes: Utilizando meio de
Mandels como meio nutriente (M); apenas com a adi¢do de dgua destilada (Ag) e por fim
com adicdo de agua destilada e uma quantidade de 0,59 de pléstico (P0,5) ou 1,0g de
plastico (P1,0), como indicado na Figura 18.

Todas as linhagens de fungos endofiticos e a linhagem 10 fitopatogénica néo
apresentaram atividade para cutinase sob estas condicdes, portanto os resultados
apresentados na Figura 18 se resumem somente as 5 linhagens (F.1, F.2, F.3, F.5, F.6) de

fungos fitopatogénicos produtoras de cutinase.
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Figura 18. Atividade enzimatica das linhagens fitopatogénicas apds cultivo de 120 h em meio
solido com diferentes composic¢Oes de meio de cultivo e farelo de trigo como substrato.
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A concentracdo de proteinas totais para os cultivos também foi quantificada, como
indicado na Figura 19.

1,0

o
o]
|

Concentracao (mg/mL)
= &
= [=)}
| |
]

i
[§%)
1

0,0
M Ag P(0,5) P(1,0)

Meio de cultivo

Figura 19. Concentracdo de proteinas totais das linhagens fitopatogénicas apos cultivo de 120h em
meio sélido com diferentes composicdes de meio de cultivo e farelo de trigo como substrato.

As linhagens F.1, F.2, F.3, F.5, F.6 apresentaram atividade para a enzima em questéo,
sendo que houve destaque para a linhagem F.5 (Fusarium oxysporum), obtendo valor
méaximo de 136,34 Ul/g apds 120 h de cultivo com o uso do meio nutritivo de Mandels. Ja
para o cultivo utilizando-se somente farelo de trigo e &gua destilada, o destaque ocorreu
para a linhagem F.3 (F. proliferatum), com atividade proxima a 222 Ul/g. Quando
adicionado plastico (PET) ao cultivo na quantidade de 0,5 g houve destaque para a
linhagem F.6 (F. oxysporum) com uma atividade de 187 Ul/g. Por fim, ao se adicionar agua
destilada e 1,0 g de plastico o destaque ocorreu para a linhagem F.1 (F. solani), com
atividade superior a 315 Ul/g.

O estudo realizado por SPERANZA et al. (2011) reportou uma atividade de cutinase de
192 Ul/g ao utilizar farelo de trigo para o cultivo sélido para 0 microrganismo Fusarium sp.

Ja FRAGA et al. (2012) ao utilizar esta mesma fonte de carbono, obteve atividade de 183,3
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Ul/g para o microrganismo Fusarium oxysporum. Em ambos trabalhos se adicionou ao
meio somente agua destilada, como é caso do cultivo SAg indicado nas Figuras 18 e 19.

Como é possivel perceber no presente trabalho, com excecdo da linhagem F.5 (F.
oxysporum) todos os resultados de atividade foram melhorados quando houve a troca da
solucdo nutriente por adgua destilada. Esse resultado condiz com os dados encontrados na
literatura para cultivo em estado sélido para produgdo da enzima cutinase para o género
Fusarium, especificamente.

O trabalho de PIO e MACEDO (2007) avaliou a influéncia de determinados compostos
no cultivo liquido de F. oxysporum para producao de cutinase. Os resultados indicaram que
compostos tais como NaNOs (0,46 Ul/mL), NaNO2 (0,22 Ul/mL), NHsNOs (0,40 Ul/mL) e
KNOs3 (0,16 Ul/mL) quando adicionados ao meio de cultivo diminuem a atividade
cutinasica em relacdo a quando foi adicionado ao meio cutina (11.2 Ul/mL).

SPERANZA et al. (2011) avaliaram a influéncia de CaCl,, KCI, HgClz, MnCl;, CoCly,
K2HPO4, NaNOs3, FeSO4, MgSO4, ZnSOs, MNSO4, K2SO4, Na2SO4 e NaHSO3 na atividade
enzimatica da linhagem de Fusarium sp. quando cultivado em meio solido utilizando farelo
de trigo como substrato. Os resultados indicam que somente ZnSO4, MnSO4, KCI e
CoCl2 foram capazes de aumentar a atividade enzimatica quando comparado ao controle
(farelo + &gua).

J& OLIVEIRA (2018) avaliou a influéncia de uma solugdo nutriente contendo
K2HPO4, MgSO4, KCI, FeSO4-7H20 e NaCl no cultivo solido, tendo farelo de arroz como
substrato, de uma linhagem de F. verticilioides. Porém, novamente a adicdo de uma
solugdo micronutriente resultou na diminuigéo da atividade de cutinases.

O ndo aumento da atividade cutinasica no caso da linhagem F.5 (F. oxysporum) ao
se fazer a troca do meio nutriente por agua destilada indica que esta linhagem
provavelmente necessita de mais nutrientes para produzir esta enzima. SPERANZA et al.
(2011) ao avaliar a influéncia de alguns compostos adicionados ao cultivo solido na
producdo de cutinase para uma linhagem de Fusarium, observou que quatro dos 14
compostos testados poderiam aumentar a producdo de cutinase quando comparado ao
cultivo apenas com agua destilada. No caso, 0s compostos que aumentaram a atividade
foram: ZnSO4, MnSO4, KCI e CoCl2, sendo que trés destes estdo presentes no meio de

Mandels utilizado no presente trabalho. Isso indica que para a linhagem F.5 ha a
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possibilidade que haja a necessidade da presenca destes compostos para também aumentar
sua atividade de cutinase como mostrado no trabalho citado.

Em relacdo a adi¢do de PET ao cultivo, percebe-se 4 perfis distintos das linhagens
utilizadas quando comparadas ao cultivo somente com agua destilada (2), sendo eles:
aumento da atividade em ambas concentracdes de PET (F.1 — F. solani); diminuicdo da
atividade na menor concentracdo de PET e depois uma restauracdo da atividade na maior
concentragéo (F.2 — F. oxysporum); diminuicdo da atividade nas duas concentragdes (F.3 e
F.5 — F. proliferatum e F. oxysporum) e, por fim, aumento da atividade na baixa
concentracdo e diminuicdo na alta concentracdo de PET (F-6 — F. oxysporum).

CHAVES et al. (2018) propuseram um método de crescimento em placa de cepas,
bacterianas e fungicas, na presenca de PET como mostrado na Figura 20.
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2 2° geragdo
novo + 1,5% de PET de cultivo 1OVOT 13 % de PET de cultivo
el esterilizado (m/v) esterilizado (m/v)
selvagem

Figura 20. llustracdo do cultivo das linhagens em placa com meio enriquecido com PET para
induzir a expressdo de enzimas que degradem PET, como por exemplo cutinases. (Extraido e
adaptado de CHAVES et al., 2018)

A finalidade desta etapa do trabalho citado foi a obtencdo de uma cepa adaptada a
crescer em um meio contendo PET. Posteriormente essas mesmas linhagens foram
transferidas para outra placa de diametro menor, contendo apenas PET e uma solucgdo
tampdo. Em seguida, através de um novo método envolvendo fluorescéncia pode-se medir a
degradacdo do polimero. Este estudo revelou que quatro linhagens fungicas adaptadas
apresentaram uma melhora na degradacdo do PET quando submetidas a inducdo em placa,
mostrada na Figura 20, quando comparadas a sua respectiva cepa selvagem.

Apesar dos resultados obtidos por CHAVES et al. (2018) terem sidos advindos da
quantificacdo de mondmeros liberados pela degradacdo do PET e ndo da quantificacdo da
atividade enzimatica envolvida no processo, os autores indicam que o cultivo na presenga

de PET provocou a inducdo de genes relacionados a complexos enzimaticos capazes de
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apresentar uma performance superior na hidrolise do polimero, quando comparados as suas
linhagens selvagens.

No primeiro caso, ou seja, da linhagem F.1 (F. solani), percebe-se que o PET
funcionou como um indutor na producdo de cutinase, sendo que quanto maior a massa de
PET adicionada ao cultivo, maior a atividade da enzima. Esse resultado, de forma geral,
concorda com o obtido por CHAVES et al. (2018), visto que a presenca de PET no cultivo
provocou um aumento da atividade de cutinase.

SALES (2018) avaliou a influéncia de diversos compostos, entre eles PET
reciclado, adicionados ao meio de cultura sélido na producdo de enzimas lipoliticas. Os
resultados envolvendo a adi¢do de PET reciclado no cultivo indicaram que, em uma
concentracdo baixa do material, houve uma leve queda da atividade quando comparada ao
controle. J& ao se aumentar a quantidade do polimero no cultivo, a atividade enzimatica
decaiu consideravelmente. Esse perfil pode ser comparado ao obtido no presente trabalho
para as linhagens F.3 e F.5 (F. proliferatum e F. oxysporum), visto que para ambas
quantidades de PET adicionadas ao cultivo, a atividade obtida foi menor quando comparada
ao cultivo somente com a adicéo de agua destilada.

Outro composto também foi avaliado por SALES (2018), o BHET, que como ja
descrito, trata-se de um mondmero obtido através da despolimerizacdo de PET. Neste caso,
0s cultivos aos quais foram adicionados uma baixa concentracdo do material (5% m/m)
houve um aumento da atividade lipolitica. Ja a adicdo de 20% de BHET no cultivo, gerou
uma queda de mais de 50% quando comparado ao valor maximo de atividade obtida (no
cultivo com 5% do material). Esse resultado pode ser comparado ao obtido para a linhagem
F.6 (F. oxysporum), sendo que houve uma queda de aproximadamente 20% de atividade de
cutinase ao se adicionar 1,0 g de plastico no cultivo quando comparado a adi¢cdo de apenas
0,5 g de plastico.

A linhagem F.2 (F. oxysporum) do presente estudo apresentou uma leve queda na
atividade de cutinase quando adicionado ao cultivo 0,5 g de plastico e uma manutencgéo da
atividade ao se adicionar 1,0 g de PET ao cultivo, quando comparado ao cultivo “controle”
que continha apenas farelo e agua destilada. 1sso indica que a adicdo de PET ndo aumentou
a atividade da enzima em nenhuma circunstancia. Esse resultado pode ser comparado ao

obtido por PIO e MACEDO (2007) ao avaliar a influéncia de diversos compostos no meio
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de cultivo liquido para producao de cutinase. O cultivo controle deste experimento envolvia
a adicdo de cutina a um meio nutritivo (11,20 Ul/mL), observou-se que somente o oléo de
linhaga (15,2 UI/mL) quando adicionado ao meio proporcionava um aumento na atividade
da enzima. Todos 0s outros compostos, seja ha concentragdo de 0,5% ou 1%, mostraram-se

ndo efetivos ou até mesmo prejudiciais na atividade da enzima.

3.6 HIDROLISE DE PET

Nesta etapa foram analisadas a atividade enzimatica de cutinase (Figura 19) e a
atividade especifica (Figura 21) para selecdo de duas linhagens as quais tiveram seu extrato
enzimatico aplicado na hidrdlise de PET.
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Figura 21. Atividades especificas de trés cultivos solidos realizados: (Ag) Farelo de trigo + agua
destilada; (P0,5) Farelo e trigo + 0,5g de PET em discos; (P0,1) Farelo de trigo + 1,0g de PET em
discos.

Analisando os resultados de atividade de cutinase e atividade especifica o0s extratos
selecionados para a etapa de hidrolise foram da linhagem F.1 (F. solani) e os da linhagem
F.3 (F. proliferatum). Para cada extrato foram utilizados dois substratos PET, sendo que o
primeiro continha particulas menores que 1mm até 300um e o segundo, particulas menores
que 300um. Os controles foram realizados adicionando-se dgua ao invés do extrato. Os

resultados obtidos se referem ao peso seco pré e pos hidrélise como mostrados na Tabela 6.
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Tabela 6. Resultados obtidos na hidrélise de PET através da obtengdo do peso seco pré e p6s

hidrolise.
Hidrdlises

Numero | Identificacéo Amostra Peso do Peso do Peso zssé: Diferenca Desvi~o v:ﬁ:g%o

do tubo | do fungo tubo/tampa| plastico total hidrolise de peso | Padréo de peso
1 Controle Agua 6,383 0,2015 6,5845 | 6,5841 0,0004 0,006075
2 Controle Agua 6,121 0,203 6,324 6,3235 0,0005 | 0,0002 |[0,007906
3 Controle Agua 6,232 0,2014 6,4334 | 6,4322 0,0002 0,003109
4 F.1 SAg 6,3803 0,2005 6,5808 | 6,5873 | -0,0065 0.0013 -0,09877
5 F.1 SAg 6,2687 0,2003 6,469 6,4773 | -0,0083 ’ -0,1283
6 F.1 SP0,5 6,1154 0,2022 6,3176 | 6,3244 | -0,0068 0.0018 -0,10764
7 F.1 SP0,5 6,2377 0,2004 6,4381 | 6,4474 | -0,0093 ’ -0,14445
8 F.1 SP1,0 6,283 0,2024 6,4854 6,495 -0,0096 0.0014 -0,14802
9 F.1 SP1,0 6,2082 0,2011 6,4093 | 6,4169 | -0,0076 ’ -0,11858
10 F.3 SAg 6,1363 0,2052 6,3415 | 6,3514 | -0,0099 0.0008 -0,15611
11 F.3 SAg 6,1366 0,2018 6,3384 | 6,3472 | -0,0088 ’ -0,13884
12 F.3 SP0,5 6,4046 0,201 6,6056 | 6,6169 | -0,0113 0.0001 -0,17107
13 F.3 SP0,5 6,3884 0,2025 6,5909 | 6,6021 | -0,0112 ’ -0,16993
14 F.3 SP1,0 6,4191 0,1999 6,619 6,6286 | -0,0096 0.0019 -0,14504
15 F.3 SP1,0 6,1509 0,2034 6,3543 | 6,3666 | -0,0123 ’ -0,19357
21 Controle Agua 6,3702 0,1999 6,5701 | 6,5701 0 0
22 Controle Agua 6,1318 0,208 6,3398 | 6,3329 0,0069 | 0,004 |0,108836
23 Controle Agua 6,1933 0,2069 6,4002 | 6,4001 0 0
24 F.1 SAg 6,4035 0,2011 6,6046 | 6,6162 | -0,0116 0.0025 -0,17564
25 F.1 SAg 6,2978 0,2054 6,5032 | 6,5183 | -0,0151 ’ -0,23219
26 F.1 SP0,5 6,1643 0,2042 6,3685 | 6,3817 | -0,0132 0.0001 -0,20727
27 F.1 SP0,5 6,1527 0,2022 6,3549 6,368 -0,0131 ’ -0,20614
28 F.1 SP1,0 6,4186 0,2002 6,6188 | 6,6315 | -0,0127 0.0010 -0,19188
29 F.1 SP1,0 6,2717 0,2047 6,4764 | 6,4905 | -0,0141 ’ -0,21771
30 F.3 SAg 6,4642 0,2002 6,6644 6,681 -0,0166 0.0019 -0,24908
31 F.3 SAg 6,3851 0,2045 6,5896 | 6,6035 | -0,0139 ’ -0,21094
32 F.3 SP0,5 6,2449 0,201 6,4459 | 6,4612 | -0,0153 0.0007 -0,23736
33 F.3 SP0,5 6,247 0,2012 6,4482 | 6,4625 | -0,0143 ’ -0,22177
34 F.3 SP1,0 6,274 0,2041 6,4781 | 6,4919 | -0,0138 0.0015 -0,21303
35 F.3 SP1,0 6,1641 0,2022 6,3663 6,378 -0,0117 ’ -0,18378

O sombreamento cinza indica experimentos realizados com tamanho de particula inferior a 1mm até 300um e
o sombreamento verde indica experimentos realizados com tamanho de particula inferior a 300pum

A partir dos resultados obtidos na hidrolise, verificou-se que houve um aumento no

peso final dos tubos, com excec¢édo dos controles. Esse aumento de peso pode ser justificado
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pois, ao se centrifugar as amostras contendo extrato enzimatico, particulas que estavam no
extrato também formaram parte do pellet, como mostrado na Figura 22.

Figura 22. Tubos apés a hidrélise enzimética de PET (Acervo pessoal da autora).

Para que o resultado da etapa de hidrolise seja avaliado sera necessario o uso de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, apds sucessivas lavagens do pellet com solvente,
visto que em agua destilada os mondmeros de PET n&o se solubilizam, como descrito por
outros trabalhos que realizaram hidrolise de PET, entre eles: FURUKAWA et al. (2019)
que avaliou a atividade de hidrolise de uma cutinase isolada e modificada geneticamente da
bactéria Thermobifida fusca (TfCut2), sendo que o estudo aponta que a atividade desta
enzima em PET é aumentada pela adicdo de um surfactante catibnico. Esse aumento na
taxa de hidrolise resultou em uma conversdo de 90%, resultado indicado pelos autores
como a maior obtida até 0 momento.

CASTRO et al. (2018) avaliaram diversas lipases e cutinases para hidrdlise de PET,
sendo que a que apresentou melhor desempenho foi a cutinase isolada de Humicola
insolens em combinacdo com a lipase isolada de Candida antarctica. O uso em conjunto
dessas enzimas revelou uma liberagdo maxima de acido tereftalico (TPA), monémero do
PET,de 9,36 g/L.
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NIMCHUA et al. (2007) avaliaram a hidrolise de fios de PET por duas cutinases
isoladas de dois fungos do género Fusarium (F. solani e F. oxysporum). A cutinase de F.
oxysporum mostrou-se mais eficiente na liberacdo de TPA em comparacdo aquela obtida de
F. solani. Além disso, os tecidos utilizados, quando tratados pela cutinase de F. oxysporum
mostraram uma maior hidrofilicidade, resultado bastante desejavel para aplicagéo téxtil.

Para todos os trabalhos citados quantificou-se os mondémeros gerados pela
degradagio de PET, sendo eles: TPA (Acido terfetalico), BHET (Tereftalato de bis-
hidroxietila) e MHET (Monoetil-2-hidroxietiltereftalato). Assim, pretende-se também
realizar a quantificacdo por HPLC das amostras submetidas a hidrolise, como indicado a

seguir nas perspectivas futuras.
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4. CONCLUSOES

O presente trabalho investigou a produgdo da enzima cutinase por linhagens
fitopatdgenas e endofiticas do género Fusarium. As linhagens fitopatdgenas apresentaram
atividade superior aos endofiticos tanto quando cultivadas em meio liquido, quanto em
meio solido.

A linhagem F.6 (F. oxysporum) apresentou atividade da enzima equipardvel ao
reportado na literatura, com valor maximo de 17,2 Ul/mL, quando cultivada em meio
liquido, porém nao houve reprodutibilidade experimental dessa condicéo de cultivo.

No cultivo sélido, utilizando farelo de trigo como substrato, foi possivel constatar que a
adicdo de agua destilada e a retirada de solucdo nutriente aumentou a atividade enzimatica
de cutinase para a maioria dos fitopatdgenos, sendo que a atividade maxima obtida foi de
221 Ul/ g para a linhagem F.3 (F. oxysporum).

A adicdo de PET ao meio de cultivo sélido se mostrou eficiente para induzir a producao
de cutinase, sendo que o maior valor de atividade obtido foi de 318 Ul/g pela linhagem F.1
(F. solani) ao se adicionar 1,0g de PET.

Em virtude do que foi apresentado pode-se dizer que as linhagens fitopatogénicas
abordadas no presente estudo sdo promissoras para a producdo de cutinase, quando

cultivadas em meio s6lido e o PET apresentou potencial em induzir a atividade de cutinase.



5. PERSPECTIVAS FUTURAS

Quantificagdo dos mondmeros TPA, BHET e MHET por HPLC das amostras
obtidas apds a hidrolise;

Avaliacdo dos materiais antes e ap6s a hidrolise por microscopia eletronica de
varredura;

Avaliar novas condi¢des de hidrolise.

o1
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