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Introducao |

Metabdlicos naturais provenientes de plantas,
animais e microrganismos atuam como valiosos
agentes na medicina e agricultura, proporcionando
uma série de beneficios a humanidade. Os fungos
endofiticos sdo microrganismos que vivem nos
espacos intercelulares de plantas. Sdo reconhecidos
pelo seu potencial na producdo de farmacos,
toxinas, fatores de crescimento e também como
produtores de enzimas que s&o biocatalisadores
importantes para preparagdo de compostos
enantiomericamente puros.

Desta maneira, objetivou-se a prospeccao de
atividade protease nesta classe de fungos, através
de ensaios tipo “high-throughput screening” (triagem
de alto desempenho), os quais permitem analisar
uma determinada atividade enzimatica em um
grande numero de microrganismos em tempo
reduzido. Desenvolveu-se neste trabalho um método
fluorimétrico baseado no sistema calceina-cobre.

Resultados e Discussao |

A atividade protease foi detectada pelo método
fluorimétrico baseado na ulitizagdo de um sensor
ndo-fluorescente para determinacdo indireta da
atividade enzimética. Este sensor é chamado de
sistema “calceina-cobre”, onde a calceina, um
derivado da fluoresceina, forma um complexo néo-
fluorescente com o cobre. A solucdo contendo a
enzima é submetida a reagcdo com o substrato e o
sensor. O substrato para protease € Soro de
Albumina Bovino. Na presenca da enzima, ocorre a
liberagdo do aminodacido correspondente, o qual se
liga ao cobre liberando o ligante calceina, cuja
fluorescéncia é monitorada a Aex = 450 + 50 nm
(Aem =530 £ 25)1. Os ensaios foram realizados em
microplacas, utilizando uma suspenséo fungica de
1mg mL". As leituras foram obtidas ao final do
periodo de 10h de incubacdo, sob agitagdo e
temperatura de 30C. A prospeccdo da atividade
protease em 65 fungos resultou na classificacdo de
grupos de fungos com diferentes niveis de atividade
enzimatica. Considerando-se o0s resultados do
controle positivo de 179 (méaxima fluorescéncia) e
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do controle negativo de 21 (auséncia de
fluorescéncia), estabeleceu-se o critério da Tabelal:
Tabela 1. Niveis de atividade protease.

Faixa de Fluorescéncia Critério Utilizado
113-83 Alta atividade
82-52 Atividade Intermediaria
51-22 Baixa atividade
<22 N&o detectado

Segundo esta classificacdo, encontrou-se 22 fungos
com alta atividade (ALG-03, CB-4-4, CB-8-3, CB-9-
3, CB-10-3, CL-01, CL-03, CL-04, CS-01, CSY-01,
CV-03, CV-06, MC-8R, MC-5F, MCF-3-1, PA-06,
PAJ-01, PAJ-11, PR-045, RUV-01, SC-03 e XIA-01),
25 com atividade intermediaria, 2 com baixa
atividade e em 16 a atividade protease ndo foi
detectada. O expressivo numero de fungos com
atividade protease pode ser atribuido ao fato de
proteinas e peptideos serem utilizados como fontes
de nitrogénio, e requererem a presenca de
proteases para hidrolisa-los a peptideos menores ou
aminodcidos livres. Desta forma pode-se considerar
os fungos endofiticos como excelentes produtores
de proteases.

Conclusdes |

Boa porcentagem dos fungos apresentaram alguma
atividade protease (75%). Destes, um namero
significativo de 34% e 38% mostraram alta e
intermediaria atividade, respectivamente. Estes
resultados demonstram boa sensibilidade deste
método para prospeccao de atividade protease em
grande nimero de amostras. Com este ensaio foi
ampliada a perspectiva para novos estudos
enzimaticos em cole¢cdes de fungos visando a
aplicacdo destes em biocatdlise, além da
prospeccdo de outras enzimas de interesse
comercial.
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