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RESUMO

Morais, M.S.; Herculano, P.N.; Medeiros, E.V.; Moreira, K.A.; Oliveira, N.T. Produgdo do complexo celulolitico por Colletotrichum gloeosporioides
URM 7080 com entrecasca de mandioca e palma forrageira como substratos. Summa Phytopathologica, v.47, n.4, p.225-227,2021.

Objetivou-se com este trabalho otimizar a produgao de enzimas celuloliticas
por C. gloeosporioides URM 7080 isolado de lesdes foliares de Manihot
esculenta, sintomaticas de Antracnose. Utilizou-se farelo de entrecasca de
mandioca (MA) e palma forrageira triturada (PA) como substratos para
fermentagdo submersa nas concentragdes 0,5, 0,75 ¢ 1%, pH inicial 5,0,
6,0 e 7,0; agitagdes 80, 110 e 140 rpm e temperaturas de 28, 32 ¢ 36 °C em

Palavras-chave: Mamao; PMeV; virose; epidemiologia.

experimento fatorial fracionario 2° com 32 ensaios + 4 repeti¢des no ponto
central. Os melhores pardmetros para produgéo de cada enzima isolada foram:
1% de MA, 0,5% de PA, 28° C, com o pH inicial 5,0 para FPAse (Celulase
total) e pH 7,0 para CMCase (Endoglucanase); Para BG (B-glucosidase), pH
inicial 5,0 a 36° C, e concentragao de 0,5 de PA e agitagdo de 140 rpm para as
trés enzimas em conjunto.

ABSTRACT

Morais, M.S.; Herculano, P.N.; Medeiros, E.V.; Moreira, K.A.; Oliveira, N.T. Production of cellulolytic complex by Colletotrichum gloeosporioides
URM 7080 with cassava peel and forage cactus as substrates. Summa Phytopathologica, v.47,n.4, p.225-227,2021.

The aim of the present study was to optimize the production of
cellulolytic enzymes by C. gloeosporioides URM 7080 isolated from leaf
lesions in Manihot esculenta showing symptoms of anthracnose. Cassava
bran (MA) and crushed forage cactus (PA) were used as substrates for
submerged fermentation at the concentrations of 0.5%, 0.75% and 1%; initial
pH of 5.0, 6.0 and 7.0; agitation at 80, 110 and 140 rpm, and temperatures
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of 28, 32 and 36°C, in a 2° fractional factorial experiment with 32 trials
+ 4 replicates at the central point. The best parameters for the production
of each isolated enzyme were: 1% MA, 0.5% PA, 28°C, and initial pH of
5.0 for FPase (total cellulase) and pH of 7.0 for CMCase (endoglucanase);
initial pH of 5.0 at 36°C for BG (B-glucosidase), and concentration of 0.5%
PA at 140 rpm for the three enzymes together.

E constatado que fungos fitopatogénicos sdo eficientes produtores
de enzimas hidroliticas. Esse fendmeno ocorre durante os processos
de penetracdo e colonizacdo do tecido parasitado. Tém sido realizados
estudos buscando produzir e caracterizar estas enzimas, bem como
avaliar seu potencial catalitico em aplicagdes biotecnoldgicas (6).

O género Colletotrichum é considerado um dos principais agentes
etiologicos de fitopatologias, tendo em vista sua ocorréncia em diversas
espécies hospedeiras, causando podriddes em colmos, caules e frutos,
seca dos ponteiros, manchas foliares e antracnoses (2). Durante o
processo infectivo, estes fungos produzem e liberam um potente
arsenal enzimatico quando entram em contato com um substrato vegetal
insoluvel, visando reduzi-lo a metabdlitos soluveis que possam ser
absorvidos (8).

Com base nestas informagdes, o presente trabalho foi realizado
objetivando-se otimizar a produgdo das enzimas do complexo
celulolitico pelo fungo C. gloeosporioides URM 7080, utilizando
para inducdo as fontes de carbono palma forrageira triturada e farelo
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da entrecasca de mandioca.

O isolado C. gloeosporioides foi obtido a partir de caules e folhas
de mandioca sintomaticos de antracnose e depositado na colecdo da
Micoteca/URM, do Departamento de Micologia, da Universidade
Federal de Pernambuco/UFPE.

A fermentacdo submersa foi realizada em frascos de Erlenmeyers
de 250 mL, contendo 50 mL de meio composto de 2,0g: KH PO, 1,4¢:
(NHA)ZSO4, 0,3 g: MgSO4.7H20, 0,3 g: CaClz.HZO, 5,0 g: NaNO}, 1
mL: Tween: 80 e 1 mL de solugdo de micronutrientes (2,0 g: CoCL, 1,6
g MnSOA.HzO, 1.4 g ZnSO4.HZO, 0,5 g FeSO4.7H20/L), pH inicial
5,0 e de carboximetilcelulose (CMC) 1% (p/v) como tUnica fonte de
carbono e fator para indugdo. Suspensdes de 10° conidios/mL do isolado
(culturas com 8 dias de crescimento) foram inoculadas nos frascos, os
quais foram acondicionados em agitador orbital, na temperatura de 30
°C e 120 rpm durante 7 dias. O extrato enzimatico bruto foi obtido do
meio fermentado apos filtragdo e centrifugagdo a 9.000g, 4 °C durante
15 min., e seu teor de proteinas totais foi determinado empregando-se
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o método de Bradford (1).

As atividades FPAse (Celulase Total) foram determinadas de acordo
com o método de hidrolise de tiras de papel de filtro (Whatman n® 1, 50
mg, 1x6 cm) proposto por Ghose (4). Para determinagdo da CMCase
(endoglucanases), foram adicionados 0,5 mL do extrato enzimatico
em 0,5 mL de uma solu¢do de CMC a 1% (p/v) em tampao citrato (50
mM, pH 5,0). Esta solu¢do foi incubada a 50 °C por 30 min em banho
termostatizado. As hidrélises desses experimentos foram interrompidas
com adigdo de 1 mL de Acido Dinitrossalicilico (DNSA). A absorbancia
das solugdes contendo os agtcares redutores foi mensurada a 540 nm de
comprimento de ondas, por meio de espectrofotdmetro e confrontagao
da leitura optica com curva de calibragdo na qual a D-glucose foi
utilizada como padrdo. Para G, seguiu-se a metodologia proposta por
Deshpande & Eriksson (3). Para todas as enzimas, uma Unidade (U)
de atividade foi definida como a atividade enzimatica necessaria para
liberar um mmol de glucose por min.

No processo de otimizagao foram utilizados como substratos: Farelo
da entrecasca de mandioca (MA) e a palma forrageira triturada (PA)
seguindo-se um planejamento fatorial 2°: Concentragdes de substrato
0,5, 0,75 ¢ 1 % p/v; pH inicial: 5, 6 e 7; Agitagdo: 80, 110 e 140 rpm
e temperaturas: 28,32e36°C.

Para analise estatistica foi empregada a analise multivariada de um
planejamento experimental fatorial fracionario 2°, com 32 ensaios €
quatro repeti¢des no ponto central. Através dos resultados das atividades
de cada enzima (U/mL), foi avaliada a resposta de cada tratamento:
variaveis e niveis (Tabela 1) apds 96 h de fermentagdo. O processamento
dos dados foi realizado utilizando-se o software STATISTICA (Statsoft
INC, 2008).

Levando-se em consideragdo a producdo enzimatica individual, a
atividades mais elevada FPAse (3,47 U/mL) foi obtida a partir do ensaio
com pH inicial 5,0 e agitagdo de 140 rpm. O valor do pH observado
esta dentro da faixa considerada 6tima para atividade das celulases
da maioria dos fungos mesofilos (4,8-5,5) (5). Observou-se que a
concentracdo de substrato foi a minima (0,5 %) de palma triturada.
Esse valor superou as atividades atingidas por Aspergillus phoenicis
alcangadas utilizando-se de residuo de uva como substrato. Nesse
caso, Silva et al. (7), obtiveram a atividade maxima de 0,11 U/mL,
na concentra¢ao 1% de residuo fermentado. Em relagdo a CMCase,
detectou-se como maior valor observado de atividade, 1,21 U/mL para
o ensaio 15, que teve como variaveis as concentragdes de substratos
0,5% de PA e 1% de MA, agitacdo de 140 rpm e pH 7,0 4 28 °C. Quanto
aos resultados da BG, no ensaio 23 foi obtido o valor mais elevado,
0,015 U/mL. Os niveis e variaveis que influenciaram a atividade da
CMCase repetiram-se para este caso, exceto a temperatura (36 ° C) e
o pH inicial (5,0).

Em relagdo a agdo conjunta das enzimas, o componente principal
1 (Fator 1) respondeu pela explicagdo de 63,86% da variagdo dos
resultados, enquanto o componente principal 2 (Fator 2) respondeu
33,67%. Ambos apresentaram 97,53% de explicacdo da variagdo dos
resultados totais (Figura 1A). Em conformidade com isso, os dois
componentes principais resumem efetivamente a variancia amostral
total, podendo ser utilizados para o estudo do conjunto de dados.

De acordo com o componente principal 1 (fator 1), em todas as
variaveis observou-se peso positivo, havendo maiores correlagdes entre
as atividades FPAse e CMCase em contraste com as da G (ja proximo
ao eixo de interseccdo), pois quanto menor for o angulo entre os vetores,
maior ¢ a correlagdo entre as variaveis. Esse parametro implica que as
duas primeiras enzimas respondem mais efetivamente as condi¢oes de
cultivo que a lltima e confirma sua complementag@o ou agao sinérgica.
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Tabela 1. Planejamento fatorial 2° para estudo dos efeitos de varidveis
e interagdes sobre a produgdo de celulases em 96h de fermentagdo
submersa por Colletotrichum gloeosporioides URM 7080.

Ensaio PA MA A pH T Atividades U/mL

(%) (rpm) cc) FPAse CMCase BG

1 0,5 05 80 28 0,77 0,27 0,005
2 1 0,5 80 28 0,35 0,13 0,008
3 0,5 1 80 28 0,72 0,21 0,006
4 1 1 80 28 0,37 0,13 0,006
5 0,5 05 140 28 3,47 0,57 0,004
6 1 0,5 140 28 3,33 0,59 0,003
7 0,5 1 140 28 1,24 0,59 0,005
8 1 1 140 28 2,55 0,43 0,007
9 0,5 05 80 28 1,05 0,23 0,006
10 1 0,5 80 28 0,42 0,13 0,007
11 0,5 1 80 28 1,16 0,25 0,010
12 1 1 80 28 0,48 0,15 0,004
13 0,5 05 140 28 1,88 0,54 0,004
14 1 0,5 140 28 2,62 1,15 0,002
15 0,5 1 140 28 2,64 1,21 0,001
16 1 1 140 28 0,97 0,24 0,007

17 0,5 05 80
18 1 0,5 80
19 0,5 1 80
20 1 1 80
21 0,5 05 140
22 1 0,5 140
23 0,5 1 140
24 1 1 140
25 0,5 05 80
26 1 0,5 80
27 0,5 1 80
28 1 1 80
29 0,5 05 140
30 1 0,5 140
31 0,5 1 140
32 1 1 140
33 0,75 0,75 110

36 3,18 0,68 0,002
36 2,23 0,66 0,002
36 1,15 0,42 0,002
36 0,67 0,26 0,002
36 1,43 0,28 0,011
36 1,04 0,30 0,012
36 1,28 0,35 0,015
36 1,42 0,32 0,011
36 2,36 0,96 0,002
36 1,70 0,84 0,003
36 0,83 0,05 0,004
36 0,90 0,26 0,010
36 0,86 0,43 0,003
36 1,84 0,90 0,006
36 1,60 0,19 0,014
36 0,64 0,26 0,011
32 1,07 0,32 0,009
34 0,75 0,75 110 32 0,76 0,26 0,001
35 0,75 0,75 110 32 0,57 0,25 0,007
36 0,75 0,75 110 6 32 0,70 0,33 0,009
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PA: Concentragdo de Palma forrageira (% p/v); MA: concentragdo de farelo
da entrecasca da mandioca (% p/v); A:Agitagdo (rpm); T: Temperatura (°C);
U:Unidade de atividade enzimética (umols mL'min™).

Analisando a Figura 1B, que ilustra a projecdo plana multivariada
dos ensaios, observa-se a localizagdo dos ensaios 15 e 13 em pontos
mais distantes do eixo de interseccdo dos dois componentes (fatores)
no grafico de scores. Essa posi¢ao explica sua significancia estatistica
e o alcance de maiores taxas de atividades obtidas pela acdo conjunta
das trés enzimas.

Os dados deste trabalho corroboram que ha correlagdes entre as
atividades da FPAse e CMCase em contraste as da fG. As condi¢des
de agitacdo (140 rpm) em conjunto com a menor concentragdo de PA
(0,5%) como substrato, menor temperatura (28 °© C) e maior pH (7,0)
foram necessarias para indugao dessas atividades em conjunto.

Em vista dos resultados obtidos, considera-se promissor o potencial
biotecnologico do fungo e as condigdes de producao avaliadas, para
produgdo do complexo celulolitico.
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Figura 1. A: Proje¢do plana multivariada das varidveis em relagdo as atividades totais (U/mL) de FPAse (celulases totais), CMCase (endoglucanases)
e BG. Carregamento das variaveis dos Fatores principais 1 e 2 B: Projegdo plana multivariada dos ensaios para dados da atividade total de FPAse,
CMCase e BG por Colletotrichum gloeosporoides URM 7080 em fermentagdo submersa.
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