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RESUMO 

Fungos endofíticos são micro-organismos que habitam o interior de planta hospedeira, sem 

causar danos aparentes ou apresentar estruturas externas visíveis. Vários desses fungos são 

importantes produtores de enzimas com interesse comercial, tais como, lipases e amilases. O 

açaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) é atualmente uma das espécies de palmeiras 

economicamente mais significativas da Amazônia brasileira e vários estudos estão 

direcionando suas atividades direta ou indiretamente para o açaizeiro e seus derivados. Portanto, 

o objetivo deste trabalho foi isolar e identificar os principais fungos endofíticos presentes em 

E. oleracea, visando sua aplicação biotecnológica. Fragmentos de folhas, frutos e raízes foram 

devidamente higienizados e desinfectados para se obter os fungos endofíticos provenientes 

dessas partes do material botânico. Os fungos obtidos de E. oleracea foram cultivados em meios 

sólidos e líquidos, em diferentes faixas de temperatura e pH, e em diferentes dias. A triagem 

dos fungos endofíticos revelou os seguintes gêneros: Pestalotiopsis sp, Neocosmospora sp, 

Colletotrichum sp, Fusarium sp, Penicillium sp, Aspergillus sp, Botryosphaeria sp., com perfis 

de produção de lipase semelhantes. Para a avaliação da atividade enzimática amilolítica os 

fungos que apresentaram melhor índice enzimático foram os fungos Aspergillus sp. e o 

Penicillium sp. Diante disso, ressalta-se que o fungo endofíticos isolado de diversas partes do 

açaízeiro podem ser potenciais candidatos para a produção de enzimas de interesse comercial 

global e de extrema importância biotecnológica, em razão de que esses micro-organismos são 

produtores de compostos biologicamente ativos, com indiscutível aproveitamento na indústria 

química e farmacêutica. 

 

Palavras-chave: Enzimas; Bioprospecção; Açaí. 
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ABSTRACT 

Endophytic fungi are microorganisms that inhabit the interior of the host plant, without causing 

apparent damage or presenting visible external structures. Several of these fungi are important 

producers of enzymes of commercial interest, such as lipases and amylases. The açaí tree 

(Euterpe oleracea Mart.) is currently one of the most economically significant palm species in 

the Brazilian Amazon and several studies are directing their activities directly or indirectly to 

the açaí palm and its derivatives. Therefore, the objective of this work was to isolate and identify 

the main endophytic fungi present in E. oleracea, aiming at their biotechnological application. 

Fragments of leaves, fruits and roots were properly sanitized and disinfected to obtain 

endophytic fungi from these parts of the botanical material. The fungi obtained from E. oleracea 

were cultivated in solid and liquid media, in different temperature and pH ranges, and on 

different days. The screening of endophytic fungi revealed the following genera: Pestalotiopsis 

sp, Neocosmospora sp, Colletotrichum sp, Fusarium sp, Penicillium sp, Aspergillus sp, 

Botryosphaeria sp., with similar lipase production profiles. For the evaluation of the amyolytic 

enzymatic activity, the fungi that presented the best enzymatic index were the Aspergillus sp. 

and Penicillium sp. Therefore, it is emphasized that the endophytic fungus isolated from 

different parts of the açaí tree may be potential candidates for the production of enzymes of 

global commercial interest and of extreme biotechnological importance, because these 

microorganisms are producers of biologically active compounds, with indisputable use in the 

chemical and pharmaceutical industry. 

  

Keywords: Enzymes; Bioprospecting; Açaí. 
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INTRODUÇÃO  

Imersos à biodiversidade amazônica, a ocorrência de fungos endofíticos desempenha 

um importante papel simbiótico para as espécies, esses micro-organismos vivem em íntima 

associação com as plantas hospedeiras, colonizando os tecidos vegetais sem ocasionar danos 

ou sintomas, além de contribuir para o crescimento das espécies através da produção de 

fitorreguladores (PETRINI, 1991; ARNOLD et al., 2003; AFZAL; KHAN; SESSITSCH, 

2014). Os fungos endofíticos destacam-se pela eficiente capacidade de produção de compostos 

microbianos, e principalmente no que tange a produção enzimática. As enzimas de origem 

microbiana, em específico, os endofíticos, apresentam elevada rentabilidade, baixo custo de 

produção, estabilidade em condições extremas e susceptibilidade genética para manipulação 

industrial (MURPHY; DOOHAN; HODKINSON, 2018).  

A grande diversidade genética e a plasticidade fenotípica de micro-organismos 

existentes na natureza desempenham inúmeras funções nos mais variados processos dos 

ecossistemas, fazendo que a busca, a seleção e o melhoramento de produtos enzimáticos sejam 

inesgotáveis. É amplamente discutido que enzimas de origem microbiana despertam um grande 

interesse para vários setores industriais devido a sua grande diversidade bioquímica, a 

facilidade de manipulação genética e principalmente baixo custo de produção (ABREU et al., 

2015). Além disso, as possibilidades de aplicação das enzimas são praticamente infindáveis, 

atuando desde processos simples, como na produção de detergentes, alimentos, biorremediação, 

recuperação de petróleo, entre outros (ORLANDELLI, 2012). 

As enzimas de origem microbiana são exploradas comercialmente e utilizadas em escala 

industrial para catalisar diversos processos químicos, por serem menos dispendiosas e 

prejudiciais ao meio ambiente produtos químicos. Deste modo, a produção enzimática tornou-

se hoje um negócio amplamente rentável, com rendimento anual de bilhões de dólares 

(MONTEIRO; SILVA, 2009). Assim, é grande o interesse e a necessidade na busca por 

conhecimento técnico-econômico da relação entre linhagem de micro-organismos, meio de 

produção, processo de fermentação, métodos de recuperação e demenda de mercado. 

Nesse contexto, as enzimas secretadas por fungos endofíticos — lipases e amilases, 

despertam interesse em diferentes áreas industriais, como no desenvolvimento de insumos para 

biologia molecular; produção de bioetanol; tratamento de água residual e resíduos 

agroindustriais; processamento de bebidas, saborizantes, fabricação de detergentes e produtos 

farmacêuticos. (SRILAKSHMI et al., 2015; DABA et al., 2018; HYDE et al., 2019; RIGO et 

al., 2021). Em conjectura as usabilidades de enzimas, agregado a heterogeneidade de espécies  

de fungos endofíticos presentes da Amazônia brasileira, tem sido fonte de pesquisa e 

consequente obtenção de compostos naturais com atividade enzimática, imprescindíveis em 
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diversas áreas produtivas (CHOI et al., 2015; PIROTA et al., 2015). 

Dado ao exposto, ressalta-se a espécie Euterpe oleracea Mart. popularmente conhecida 

como açaizeiro, é uma das principais palmeiras de valor econômico da Região Norte. Dentre as 

inúmeras finalidades alimentícias, que a espécie fornece, destaca-se seu papel hospedeiro de 

uma micro diversidade de fungos endofíticos produtores de bioati12vos, como enzimas 

lipolíticas (DINIZ et al., 2020).  

À vista da importância exposta, a exploração de enzimas, produzidas por espécies de 

fungos endofíticos isolados de E. oleracea, dentre elas as lipases, têm um amplo espectro de 

aplicação, as lipases por serem enzimas hidrossolúveis, atuam em substratos insolúveis e 

catalisam a hidrólise de triglicerídeos de cadeia longa (ácidos graxos livres e glicerol) (DOS 

SANTOS et al., 2021). As lipases despertam interesses econômicos e industriais, em razão de 

sua relativa facilidade de produção; enantiosseletividade e regiosseletividade; abundância de 

micro-organismo capazes de sintetizá-las; e por serem estáveis em solventes orgânicos e não 

necessitando de cofatores (RIGOLDI et al. 2018; TEIXEIRA; MILAGRE, 2020). 

Somado a isso, há de se expor outras enzimas que também são produzidas a partir de 

espécies de fungos endofíticos isolados de E. oleracea e outras espécies vegetais as Amilases, 

um grupo de hidrolases que catalisam as ligações α-glicosídicas em amido. Ambas as enzimas, 

representam as enzimas de maior importância para a biotecnologia, devido à crescente demanda 

industrial de suas aplicações, bem como a facilidade em produção de larga escala industrial 

(KUMARI et al., 2019). São utilizadas na indústria alimentícia na produção de cervejas, geléias 

e obtenção de glucose livre para diversas aplicações. Além disso, estas enzimas são úteis na 

formulação de detergentes e nas indústrias de papel, farmacêutica, fermentação e têxtil 

(OLIVEIRA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2007). 

Dada as circunstâncias, esta pesquisa apresenta as seguintes hipóteses de nulidade: (H0) 

Os fungos endofíticos isolados de E. oleracea nativa da Amazônia brasileira são efetivos 

produtores de enzimas, como lipases e amilases.  E como hipótese alternativa (H1): Os fungos 

endofíticos de E. oleracea não são eficazes na produção de enzimas, como lipases e amilases. .  

Dessa forma, no primeiro capítulo, expõe-se uma revisão bibliográfica de caráter 

analítico, associado a descritores booleanos, articulando os fungos endofíticos; espécies E. 

oleracea Mart. evidenciando a produção de enzimas com potencial biotecnológico.  

No segundo capítulo, descreve-se Euterpe oleracea Mart (Açaizeiro) da Amazônia 

brasileira: uma nova fonte de fungos para produção de lipase, é realizado taxonomia dos fungos 

endofíticos em níveis gêneros: Pestalotiopsis sp, Neocosmospora sp, Colletotrichum sp, 

Fusarium sp, Penicillium sp, Aspergillus sp, Botryosphaeria sp, Mucor sp, Xylaria sp, 

Chaetomium sp, Trichoderma sp e Curvularia sp.; ainda sendo demonstrado os principais os 
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fungos endofíticos, produtores da enzima lipase. 

Outrossim, o terceiro capítulo, Otimização para produção de amilase por fungos 

endofíticos isolados de E. oleracea, o estudo aborda a realização do Screening dos fungos 

endofíticos, com perfis de produção de amilase, em seguimento ao estudo anterior, abrangendo 

a nível de gênero: Penicillium sp., Pestalotiopsis sp., Aspergillus sp., Botryosphaeria sp., dos 

quais foi observado na cultura a formação de halo característico que evidencia a presença das 

enzimas testadas em análise, indicando a produção de amilase. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo geral  

 

Isolar fungos endofíticos do açaizeiro (Euterpe oleracea Mart), produtores de lipases e 

amilases. 

 

Objetivos específicos 

 

- Coletar material botânico frutos, folhas e raízes de E. oleracea; 

- Isolar os principais fungos endofíticos de E. oleracea; 

- Identificar morfologicamente os principais fungos a nível de gênero e quanto ao potencial para 

atividade lipasica e amilolitica; 

- Realizar um screening em cultivo meio solido para selecionar os principais fungos produtores 

de enzimas; 

- Otimizar as condições experimentais através da aplicação de planejamento fatorial; 

- Avaliar a capacidade de produção enzimática (lipases e amilases) em meio liquido aplicando 

condições variáveis de temperatura, concentração de sais, pH e dias de fermentação. 

 

A partir dos objetivos apresentados, foi estruturadas em três capitulo, nos quais são 

abordados os seguinte conteúdos: 

⁕ Capitulo 1: Fungos Endofíticos Produtores de Enzimas Lipases e Amilases Associados 

à Espécie Euterpe oleracea Mart. da Amazônia Brasileira. 

⁕ Capitulo 2: Euterpe oleracea Mart. (Açaizeiro) from the Brazilian Amazon: A Novel 

Font of Fungi for Lipase Production. 

⁕ Capitulo 3: Otimização da produção de amilase por fungos endofíticos isolados de 

Euterpe oleracea Mart. 
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Artigo 1 

 

CAPITULO 1 - Fungos Endofíticos Produtores de Enzimas Lipases e Amilases Associados 

à Espécie Euterpe oleracea Mart. da Amazônia Brasileira 

 

Endophytic Fungi Isolated from Euterpe oleracea Mart. from the Brazilian Amazon: Promising 

Producers of Lipase and Amylase Enzymes 

 

Artigo foi submetido ao periódico Revista Virtual de Química (ONLINE) (ISSN 1984 - 

6835), qualis B2 em biotecnologia, segundo a classificação do quadriênio 2017-2020 da 

plataforma Sucupira – CAPES. 
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1.1 Abstract  

Symbiosis is caused by the invasion and colonization of plants by endophytic microorganisms 

without harming the host. As the Amazon Brazilian hosts, the greatest biodiversity in the world, 

its uniqueness in terms of temperature, humidity, different plant and animal species, and 

availability of organic matter regeneration is home to a large biodiversity of endophytic fungi, 

including the specie Euterpe oleracea mart. (Açaizeiro), belonging to the Arecaceae family, is 

a palm tree with a wide phytogeographical distribution and significant economic value. 

Endophytes not only found in Amazon palm trees are powerful producers of enzymes with 

added value in the chemical food and pharmaceutical industries, such as lipase and amylase. 

This is a systematic review of scientific articles reporting the biodiversity of endophytic fungi 

isolated from E. oleracea palms endemic to the eastern Amazon and demonstrating the potential 

and applicability of these microorganisms for enzyme production. Thus, studies of endophytic 

fungal enzyme diversity show that initial data from fungal species isolated in the genus Euterpe 

have been linked to fungal isolates in the species E. oleracea showing amylase and high 

enzymatic potential of lipase. This demonstrates the great potential and untapped enzymatic 

diversity of Amazonian endophytes.  

Keywords: Microorganism; Amazonian biodiversity; hydrolytic enzymes. 
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1.2 Introdução  

Microrganismos endofíticos de tecidos vegetais são endossimbiontes que colonizam os 

tecidos internos de uma espécie de planta sem causar danos ao hospedeiro. 1-5. O termo 

endofitico foi descrito pela primeira vez por De Bary em 1866. Dentre os microrganismos, os 

fungos representam uma gama de espécies que possuem relações simbióticas e benéficas com 

as plantas, além dos fatores bióticos e abióticos que permitem interações enzimáticas entre essas 

espécies.6-8.  

As enzimas são biocatalisadores responsáveis pela geração de novas ligações orgânicas, 

com alta especificidade molecular, regiosseletividade, estereosseletividade e 

enantiosseletividade, e participam de importantes reações químicas.9-10 Muitos gêneros de 

endófitos produzem compostos que também estão presentes em suas plantas hospedeiras.11 

Dentre as diferentes enzimas microbianas, destacam-se as proteases, celulases, tanases, fitases, 

amilases e lipases, amplamente utilizadas nas indústrias farmacéutica e biotecnológica.12-16  

O potencial de sobrevivência dessas enzimas vem de seu uso sustentável e otimização 

para processos industriais. Portanto, a busca por fungos endofíticos que possam produzir certas 

enzimas altamente ativas tornou-se um campo de pesquisa promissor sob a perspectiva da 

química verde.17-18 Importantes endófitos da Amazônia brasileira, como endofíticos presentes 

em espécies de palmeiras, entre elas Euterpe oleracea Mart., popularmente conhecida como 

açaizeiro, têm sido descritos como possuidores de alto potencial enzimático. Numerosas lipases 

fúngicas de Aspergillus sp, Penicillium sp, Rhizopus sp, Mucor sp e Geotrichum sp foram 

relatadas em vários estudos científicos e combinaram a empregabilidade industrial.19-21  

Na família Arecaceae, enzimas amplamente disseminadas foram identificadas, 

incluindo amilases produzidas pelos fungos endofíticos Penicillium e Aspergillus, 22 A Figura 

1 mostra os principais gêneros fúngicos identificados nas espécies de E. oleracea. 

Nesse sentido, uma revisão bibliográfica analítica de fungos endofíticos, produtores de 

amilases e lipases relacionados à família Arecaceae, demonstra aqueles encontrados na espécie 

E. oleracea na Amazônia brasileira 

Portanto, está revisão de literatura abrange espécies de fungos endofíticos isolados da 

espécie de palmeira E. oleracea, demonstra o potencial desta enzima para futuras pesquisas 

e aplicações biotecnológicas, e aborda a presença de fungos endofíticos na espécie examinada 

em questão. Estudos quantitativos a nível de gêneros e enzimas. 
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1.2.1 Fungos endofíticos  

 

Os fungos endofíticos são microrganismos que estão presentes no interior das plantas, 

vivendo de forma simbiótica, sem causar prejuízos ou danos aparentes.3 O termo endofíticos, 

originalmente descrito por De Bary em 1866, refere-se a quaisquer microrganismos que vive 

nos tecidos de plantas. Conceitualmente, são microrganismos que colonizam os tecidos internos 

das plantas sem causar prejuízos imediatos no hospedeiro. Embora esses microrganismos 

possam ser confundidos com patógenos, os endofíticos desempenham um papel importante para 

adaptação da planta ao meio.24-25 Alguns endofíticos produzem substâncias químicas, 

metabólitos primário e secundários.26 Às vezes, eles podem produzir compostos bioativos 

semelhantes aos seus hospedeiros, e vários "metabólitos vegetais" podem realmente ser 

produtos biossintéticos de seus fungos endofíticos, e a recombinação genética de endofíticos e 

hospedeiros durante a evolução pode explicar ambas as semelhanças fitoquímicas entre as 

substâncias. 27  

Atualmente sabe-se que os microrganismos endofíticos, contribuem para a planta em 

diversos aspectos, como defesa, competição com fitopatógenos, produção de metabólitos, 

indução de resistência sistêmica, e até mesmo crescimento vegetal por meio de regulação de 

substâncias de crescimento.28 Os fungos endofíticos pertencem principalmente ao filo 

Ascomycota, incluindo várias espécies de Dothideomycetes e Sordariomycetes. Os gêneros 

mais encontrados são Trichoderma, Fusarium, Colletotrichum, Phoma, Xylaria, Alternaria e 

Botryosphaeria. 29-30 É importante salientar que, a maioria dos endofíticos ainda não foram 

devidamente caracterizados.31-32 

 

1.2.2 Relação simbiótica entre fungos endofíticos e palmeiras amazônicas 

 

A biodiversidade na Amazônia tem sido estudada extensivamente ao longo dos anos, no 

entanto, poucos estudos têm focado nas comunidades de fungos endofíticos que colonizam a 

vegetação nativa.33 Pesquisas científicas relacionadas a diversas espécies de fungos endofíticos 

colonizadores de palmeiras amazônicas, de interesse comercial, destacando-se estudos 

envolvendo E. oleracea, E. precatoria, Attalea Kunth, Astrocaryum aculeatum, e Mauritia 

flexuosa na região amazonica.34-36  

Nesse sentido, em função indireta ao consumo humano, diversos fungos endofíticos têm 

sido relatados como agentes de proteção do ataque de insetos aos seus hospedeiros, como por 

exemplo Acremonium loli, Balansia cyper, Cladosporium sphaerosperum. 37-39 Por outro lado, 

os fungos endofíticos se destacam pela síntese de metabólitos secundários semelhantes aos 
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produzidos por espécies vegetais colonizadas e, no mesmo sentido, as propriedades bioativas 

dos fungos podem surgir de interações fúngicas com espécies vegetais. 9,40- 41 Outros fatores, 

podem influenciar no processo de interação e no metabolismo dos fungos endofíticos, tais 

como, planta hospedeira, idade da planta, localização geográfica, condições geológicas e 

ecológicas, sazonalidade, altitude e níveis de precipitação, principalmente devido a ocorrência 

fitogeográfica das palmeiras dada a extensão da região Amazônica, pode ocorrer desde as 

florestas mais densas e úmidas até os cerrados.42 

 

1.2.3 Fungos endofíticos na família Arecaceae 

 

As pesquisas com fungos endofíticos em espécies vegetais, concentram-se nas espécies 

pertencentes às regiões tropicais exemplo, os fungos endofíticos isolados das folhas Licuala 

ramsayi (Muell.), nativa da Austrália.43 Na Amazônia Brasileira, foram isolados fungos 

endofíticos dos frutos de E. oleracea, ambas pertencentes à família Arecaceae. 44 Marcos 

históricos em pesquisas acerca de fungos em palmeiras datam de períodos entre 1880 a 1920, 

os quais incluem trabalhos de micologistas como P. Hennings, H. Rehm, O. Penzing, que 

demonstram a importância desses organismos para sociedade, como os relatos iniciais de 

Ascomycota, proveniente da família Arecaceae, com 592 espécies registradas; enquanto os 

micro-organismos das famílias Hyponectriaceae e Xylariaceae são relatados com maior 

representabilidade, perfazendo 77 espécies com 13 gêneros e 76 espécies com 13 gêneros, 

respectivamente, com identificações presentes na família Arecaceae, 45 todos com ocorrências 

em palmeiras amazônicas.  

Pesquisas em palmeiras Mauritia flexuosa L. f. e Mauritiella armata Mart., encontradas 

no cerrado brasileiro, apontam 26 espécies de fungos colonizadores. O mesmo número de 

fungos foi registrado nos processos de decomposição das folhas de Euterpe edulis Mart. em 

experimentos realizados em reservas biológicas do Sudeste do Brasil.46 Logo, diferentes 

espécies da família Arecaceae, apresentaram mapeamento diversificado para fungos 

endofíticos, que em geral concentrando-se nas espécies decorrentes das regiões temperadas e 

florestas tropicais. 

 

1.2.4 Fungos endofíticos em Euterpe sp.  

 

Com relação às palmeiras amazônicas, no gênero Euterpe sp., foram identificadas 57 

espécies de fungos, evidenciando os ascomicetos e fungos conidiais. Quanto aos  descritos na 

espécie E. oleracea, foram identificadas 21 espécies de fungos, com maior evidência de Xilaria 
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cubensis Mont, Letendraeopsis palmarum.47 Na espécie Euterpe precatoria Mart os fungos 

identificados foram Colletotrichum, Guignardia, Penicillium, Ulocladium, Fusarium and 

Aspergillus sp. 48 Assim, estudos pioneiros de isolamento, foram feitos nas nervuras e/ou tecido 

foliar, entre as nervuras, ou no pecíolo, sendo possível a identificação em níveis de gêneros, de 

acordo com a Tabela 1.45,47,49 

 

Tabela 1. Gêneros de fungos identificados nas Espécies E. oleracea e E. precatória produtoras 

de enzimas lipase e amilase. 

Gênero Espécies  Enzima 

Xylaria sp1,2,47,50 Euterpe oleracea  Amilase e Lipase 

Acremonium sp48,42 Euterpe precatoria  Amilase e Lipase  

Aspergillus sp48,51 Euterpe precatoria Amilase e Lipase  

Penicillium sp48,52 Euterpe precatoria  Amilase e Lipase  

Curvularia sp48, 53,55 Euterpe oleracea  Amilase e Lipase  

Phomopsis sp48,56 Euterpe oleracea Amilase e Lipase  

Fusarium sp48,57 Euterpe precatoria  Amilase e Lipase  

Colletotrichum sp49,57 Euterpe oleracea  Amilase e Lipase  

Ulocladium sp48,57 Euterpe precatoria  Amilase e Lipase  

Guignardia sp48,57 Euterpe precatoria       Amilase e Lipase  

 

1.2.5 Fungos endofíticos produtores de enzimas 

 

O estudo de enzimas produzidas por fungos teve início no final do século XIX, quando 

Takamine 58 relatou a produção de enzimas amilolíticas pelo fungo Aspergillus oryzae. A 

seguir, apresentaremos algumas pesquisas e patentes sobre enzimas benéficas produzidas por 

fungos endofíticos como Aspergillus e Penicillium.  

A maioria das enzimas comerciais são de origem microbiana, quando utilizado o 

processo de fermentação submersa, os metabólitos produzidos, têm sido empregados no 

desenvolvimento de biossensores, os quais são amplamente utilizados na descoberta e medição 

de contaminantes. 42,60 

Os autores afirmam apenas que 80% dos fungos endofíticos produzem metabólitos 
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ativos que são influenciados por são afetados pelas condições de fermentação, mas a produção 

desses metabólitos secundários depende de uma variedade de fatores O ambiente e/ou 

interações simbióticas em que as plantas são colocadas 61. Substâncias biologicamente ativas, 

incluindo enzimas hidrolíticas ou hidroleses secretadas por fungos filamentosos62, são 

excelentes produtoras de enzimas e possibilidade de manipulação genética63; entre outras 

enzimas, ações favorecem amilases e proteases respondem por 15% e 60% das necessidades 

da indústria de enzimas, respectivamente, e dentre estas, enzimas de fungos filamentosos 

como lipase, celulase, xilanase e fitase para fins industriais64. 

 

1.2.6 Lipase produzidas por fungos endofíticos 

 

As Lipases, são enzimas pertencentes à classe das hidrolases, são responsáveis por 

catalisar reações hidrolíticas das ligações éster de triacilgliceróis em diacilgliceróis, 

monoacilgliceróis e ácidos graxos livres, estas reações de síntese podem ocorrer na ausência de 

água, sendo diretamente dependente do meio que são produzidas e tipo de substrato fornecido. 

60,65 Essas enzimas são bastante versáteis possuindo vantagens como: capacidade de atuar em 

diferentes faixas de pH (3-11), diferentes temperaturas (25, 30 e 35 oC), estabilidade frente a 

diversos solventes orgânicos, além de possuírem alta especificidade e seletividade.66 

Visto que essas enzimas vêm ganhando cada vez mais espaço no campo da pesquisa e 

desenvolvimento substanciando as vantagens ambientais de tecnologias verdes e princípios 

tecno-econômicos, substitua os catalisadores químicos tradicionais, fornecendo rendimentos 

mais altos e produtos mais seletivos67. Essas atrações levaram ao interesse industrial na 

síntese de biodiesel e biolubrificantes, Síntese de detergentes, ésteres aromáticos e 

cosméticos, entre outras aplicações.68-69A reação catalisada pelas lipases pode ser classificada 

como hidrólise,70 que se subdivide em esterificação, transesterificação, alcoólise e finalmente 

acidólise.71 

As lipases podem ser obtidas de vários organismos, todavia, os fungos endofíticos são 

um dos mais promissores para este fim, com destaque para os gêneros Penicillium sp., 

Aspergillus. fumigatus, C. guillermondi, R. oryzae, Cercospora kikuchii, Lasiodiplodia 

theobromae. 71-76 
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Figura 1. Gêneros de fungos identificados nas Espécies E. oleracea e E. precatoria produtoras 

de enzimas lipases e amilases. 77 

 

 

Fonte: Autora 
 

1.2.7 Amilase produzidas por fungos endofíticos  

 

As amilases estão dentre as mais importantes enzimas de aplicações industriais, que vem 

despertando o interesse de novos processos biotecnologias.78 Os espectros de aplicabilidades 

das amilases têm-se introduzido em áreas distintas, tais como clínica, farmacêutica, médica e 

químico-analítica. Multifuncionalidade que favorece o emprego dessa enzima, na sacarificação 

do amido e nas indústrias de alimentos, fermentação, papel e têxtil, além de serem usadas como 

aditivos em detergentes.79 O uso da amilase está se tornando mais acessível, pois é 

potencializado devido à sua presença em animais, plantas e micro-organismos, no entanto, as 

amilases produzidas por fungos endofíticos dominam a maioria dos setores industriais com um 

enorme valor biotecnológico agregado, pois substituem produtos químicos usados para a 

hidrólise do amido, 80-81 prolongam a vida de prateleira dos produtos e também facilitam a 

aquisição de subprodutos intermediários, por exemplo, amilases capazes de reduzir a 

viscosidade de sucos de frutas, otimizando o processo de clarificação.82-83 As amilases mais 

utilizadas são as alfa- amilase, beta-amilase e glicoamilase.84 

 

1.3 Conclusões  

 

Neste trabalho de revisão são descritos os fungos endofíticos presentes na espécie E. 

oleracea na Amazônia. Assinalou-se que apesar de mais de duas décadas de pesquisas, 
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principalmente por meio da produção compostos biologicamente ativos para fins terapêuticos, 

na área de produção enzimática, informações sobre contexto micro- e biotecnológico. No 

entanto, uma revisão da literatura científica indica que esses micro-organismos produzem 

enzimas, principalmente lipase e amilase. Como espécie E. oleracea cobiçado e muito 

utilizado pela indústria alimentícia. 
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2.1 Abstract 

Lipases (EC 3.1.1.3) are hydrolases that catalyze triglycerides hydrolysis in free fatty acids and 

glycerol. Among the microorganisms that produce lipolytic enzymes, the entophytic fungi stand 

out. We evaluated 32 fungi of different genera, Pestalotiopsis, Aspergillus, Trichoderma, 

Penicillium, Chaetomium, Mucor, Botryodiplodia, Xylaria, Curvularia, Neocosmospora and 

Verticillium isolated from Euterpe oleracea Mart. (Açaizeiro) from the Brazilian Amazon for 

lipase activity. The presence of lipase was evidenced by the deposition of calcium crystals. The 

endophytic Pestalotiopsis sp. (31) and Aspergillus sp. (24) with Pz 0.237 (++++) and 0.5 

(++++), respectively, were the ones that showed the highest lipolytic activity in a solid medium. 

Lipase activity was rated in liquid medium, in a different range of temperatures (°C), pH and 

time (days). The values obtained in the production of lipase by the endophytic fungi were 94% 

for Pestalotiopsis sp. (31) and 93.87% for Aspergillus sp. (24). Therefore, it is emphasized that 

the endophytic fungus isolated the E. oleracea palm may be a potential candidate to produce 

enzymes of global commercial interest. 

Keywords: Amazon fungi; hydrolases; açai; microorganisms. 
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2.2. Introduction 

Brazil has around 20% of the world’s biodiversity [1], and the Amazon is majorly 

responsible for this biodiversity, due to the high specificity of the environment, which 

contributes to a diversified species of microorganisms; however, the microorganisms present 

and their interactions with other organisms are poorly understood [2,3,4]. 

Euterpe oleracea Mart. (Arecaceae), commonly known as açaí, is a palm tree typically 

found in the Amazon region, naturally found in North Brazil, especially in the Pará, Amazonas 

and Amapá states, and which has great importance because of the economic value of its fruit 

pulp [5]. Numerous advances have been made in recent years to demonstrate the health benefits 

of açai pulp and seed from E. oleracea Mart [6]. Studies have confirmed it to be one of the most 

potent antioxidants [7] and anti-inflammatory food sources available, attributable to a class of 

flavones, as well as other polyphenols, lignans and saccharides [8]. 

Endophytic fungi are microorganisms that live inside the host plant tissues without 

causing diseases [2]. Some studies show that fungi endophytes are capable of producing a large 

number of important bioactive metabolites, for example, the taxol, an important anticancer 

drug, is produced by fungus endophytic Taxomyces andreanse, isolated from Taxus 

brevifolia bark [9]. The endophytic fungi can be also a source of different enzymes, such as, 

amylases, quietness, proteases, asparaginases, celluloses, laccase and lipases with 

biotechnological interest [10,11,12]. 

The first description of endophytic fungi from E. oleracea palm leaves, of the Amazon 

region, was performed by Rodrigues [13]. In opportunity, Rodrigues also described the 

occurrence of a new genus, such as, Letendraeopsis palmarum, and new species of the 

genus Idrella isolated from E. oleracea palm [14]. The enzymatic potential (cellulolytic and 

amylolytic) of endophytic fungi isolated from Euterpe precatoria Mart. was shown by Batista 

[15]; Recently, the extract with effect antimicrobial from endophytic fungi of E. 

precatoria against Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus 

faecalis, Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae human pathogens was examined [16]. In 

addition, endophytic fungi from E. precatoria were used as antagonistic agents 

towards Colletotrichum gloeosporioides in the control of anthracnose in açaí leaflets [17]. 

McCulloch et al. [18] reported the genome, in a single chromosome, of Lactococcus lactis strain 

AI06, isolated from the mesocarp of the açaí fruit (Euterpe oleracea) in eastern Amazonia, 

Brazil. This strain is an endophyte of the açaí palm and also a component of the microbiota of 

the edible food product. However, studies about endophytic fungi from E. oleracea are scare in 

the literature. 

Lipases (EC 3.1.1.3) are catalytic enzyme of hydrolases reaction, on the carboxylic ester 

bond and catalyze the reaction of hydrolysis esterification and interesterifications of fats with 

excellent performance [19,20]. These enzymes correspond to the third biggest selling group in 

the world [21], your applications goes from the production of detergents, degreasers [22,23], 

textile products, to paper, [10,23]. Lipase can be produced by animals, plants and 

microorganisms, the enzymes produced by the last one being more stable when compared to 

other sources [19]. 

Some studies are being carried out to explore environments that have not been studied, 

especially located in the Amazon region. Therefore, this article aims to demonstrate the 

potential enzymatic (lipolytic) activity of endophytic fungi from the fruit of Euterpe 

oleracea Mart (açaizeiro). 

 

2.3 Materials and Methods 

2.3.1. Reagents and Solvents 
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4-Nitrophenyl palmitate (99%) was obtained from Sigma-Aldrich (São Paulo, Brazil). 

Isopropanol (98%) was obtained from Synth (São Paulo, Brazil). Agar and Malt extract were 

obtained from Kasvi (São Paulo, Brazil). 

 

2.3.2 Isolation and Identification of Endophytic Fungi from the Fruits of E. oleracea Mart 
 

The botanical material (fruits and leaves) of E. oleracea was collected and given by the 

Brazilian Agriculture and Livestock Research Company (Empresa Brasileira de Pesquisa 

Agropecuaria—EMBRAPA/Amapá), from the coordinates (N 00°22′ 55″ e O 51°01′40″) 

during the period of August 2018. The fungi used in this research were isolated from their fruits, 

roots and leaves and were stocked according to [24]. All microbiologic manipulation activity 

was conducted inside the laminar flow cabinets. 

 

2.3.3 Identification and Conservation of Endophytic Fungi 
 

The morphological identification was conducted at the genus level by macro-

morphological grouping, by observing the characteristics of each individual such as its 

appearance, form, color and the consistency of its colonies. In order to visualize the 

microscopical structures, specially designed coverslips were made in microcultures, using a 

blue pigment of lactophenol (0.5%) across the surface of the coverslips. An optical microscope 

(OLYMPUS ® BX41) was used for capturing these images. The images were amplified by 200–

400× and compared to the ones found in the specialized literature [13]. Thereafter, the 

macromorphological and micromorphological analysis identified the following 

genera: Pestalotiopsis sp., Aspergillus sp., Trichoderma sp., Penicillium sp., Fusarium sp., 

Colletotrichum sp., Mucor sp., Botryodiplodia sp., Xylaria sp., Neocosmospora sp., and 

Verticillium sp. 

 

2.3.4 Determining the Enzymatic Activity 
 

The microorganisms were precisely inoculated in the center of the Petri dish (90 cm) 

and incubated in B.O.D in a regulated environment of 28 °C with a photoperiod of 12 h. The 

measurement of the colony and the halo diameter were expressed in centimeters (cm) and 

conducted once per 24 h for 5 consecutive days. All the testing was conducted in triplicate. 

 

2.3.5 Enzymatic Test for Lipase in a Solid Environment 
 

For its lipolytic activity, the fungi were cultivated in Peptone Agar (peptone, 8 g; sodium 

chloride, 4 g; calcium chloride, 0.08 g; agar, 16 g; distilled water, 800 mL and pH-6.0) Tween 

20 was sterilized separately and supplemented at 1% (v/v) in the growth medium. The 

enzymatic reaction was considered a success once the formation of calcium salt crystals and 

lauric acid produced by the enzyme was confirmed. Lipolytic activity, the value of Pz (zone of 

precipitation), was calculated by using the following equation: 

 

 
 

The Pz value of the lipolytic activity was classified into 5 categories: Pz = 1 negative 

lipasic activity (-); Pz < 0.90–0.99 weak lipasic activity (+); Pz < 0.80–0.89 = poor lipasic 
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activity (++); Pz < 0.70–0.79 = moderate lipasic activity (+++); and Pz < 0.70 = intense lipasic 

activity (++++). 

 

2.3.6. Lipase Production in a Liquid Environment 
 

After the sorting with the ones that were isolated in a solid medium, we opted to 

optimize the lipase production in a liquid environment using only the fungi Pestalotiopsis sp. 

(31) and Aspergillus sp. (24). In order to cultivate those in a liquid medium, Erlenmeyer flasks 

(250 mL) were used, containing 25 mL of growth medium with 5 mycelial discs (8 mm of 

diameter) of the fungi Pestalotiopsis sp. (31) and Aspergillus sp. (24). After cultivating them, 

those fungi were incubated for different days (3, 6 and 9 days) under different temperatures (25, 

30 and 35 °C) and different pH (5, 7 and 9) in an orbital shaker at 150 rpm. The fermented broth 

was vacuum-filtered with a filter paper of 80 g.m−2. Its biomass was vacuum-drained until its 

weight reached a constant weight in an average of about 96 h. The filtered broth devoid of cells 

was used to determine the lipolytic activity; for this end, olive oil was used as the carbon font 

and inductor of the lipase production. the medium used possessed the following composition: 

37g/L of peptone, 1.11 g/L of magnesium sulfate, 1.85 g/L of potassium phosphate, 1.85 g/L 

of sodium nitrate and 14 mL/L of olive oil. The experiments were realized in triplicate. 

 

2.3.7. Quantification of Lipolytic Activity in a Liquid Medium 
 

The lipolytic activity was measured according to the methodology described and 

adapted by Mayordomo et al. [25]. The lipolytic activity was conducted using 250 µL of a 

solution containing 200 mg Triton X-100, 50 mg of gum arabic and phosphate buffer (0.1 M) 

at pH = 7.5 for a final volume of 50 mL. Following this, 250 µL of the enzymatic broth was 

added to a 45 µL solution of palmitate of p-nitrophenol (p-NPP) diluted in isopropanol (10 mL); 

thereafter, the reaction was taken to a water bath at 40 °C at 30 min. Then, 0.5 mL of Trizma 

base 2% (m/v) was added. The quantification of the lipolytic activity was realized starting with 

the solution p-NPP that releases nitrophenol (NP), quantified by absorbance at 398 nm in a 

spectrophotometer (Perkinelmer-Lambda35). One unit of activity was defined as the amount of 

enzyme required to hydrolyze 1 µmol of p-NPP per minute under the conditions described. 

 

2.3.8. Statistical Analysis 
 
2.3.9 Experimental Design and Statistical Model 
 

In this study, a three-level and three-variable Box–Behnken factorial design was applied 

to determine the best combination of variables for determination of lipase production using 

isolated endophytic fungi. The pH of the medium, time (days) and temperature (°C), which 

were identified to have strong effects on the response in preliminary one-factor-at-a-time 

experiments, were taken as the variables tested in a 15-run experiment to determine their 

optimum levels. Independent variables were designated as x1, x2 and x3, and their level values 

are shown in Table 1. The polynomial equation used for the three variables is given below: 

 

Y = β0 + β1 × 1 + β2 × 2 + β3 × 3 + β11 × 12 + β22 × 22 + β33 × 32 + β12 × 1 × 2 + β13 

× 1 × 3 + β23 × 2 × 3 

 

where Y is the predicted response; β0 is model constant; β1, β2 and β3 are the linear 

coefficients; β11, β22 and β33 are the quadratic coefficients; β12, β13 and β23 are the 

interaction coefficients; and x1, x2 and x3 are independent variables. 
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Table 1. Three independent variables used in Box–Behnken factorial design. 

 

 
 

 

The optimal condition was determined considering the lipase production content (BD%) 

as the response. The software STATISTICA® (version 10, Statesoft—Inc., Tulsa, OK, USA, 

trial version, 2011) was used for experimental design, data analysis and determination of 

optimal conditions. ANOVA was used for the evaluation of the significance of independent 

variables’ influence and interactions. Pareto charts were applied to obtain the significance of 

the impact of tested variables on mentioned responses. 

 

 

 2.4. Results and Discussion  

 

2.4.1. Isolating and Purifying Endophytic Fungi  

 

The strains of endophytic fungi were isolated from E. oleracea by making use of 

fragments of its plant tissue (fruits, roots and leaves), Figure 1. A total of 32 fungi of different 

morphological genera were isolated, including: Pestalotiopsis sp., Aspergillus sp., Trichoderma 

sp., Penicillium sp., Fusarium sp., Colletotrichum sp., Chaetomium sp., Mucor sp., 

Botryodiplodia sp., Xylaria sp., Curvularia sp., Neocosmospora sp. and Verticillium sp. Figure 

2 shows the endophytic fungi isolated and grown in Petri dishes after the process of purifying 

their lineages. Rodrigues [14] isolated endophytic fungi from Euterpe oleracea, obtaining 21–

30% isolation rate, and Southee and Johnson [26] reported an isolation frequency of 20.3% in 

two species of palm (Sabal bermudana and Livistona chinensis). The taxon Pestalotiopsis is 

characterized by spores with pigmented median cells, divided by four eusepta (true septum), 

with 2–3 apical appendages resulting from tubular extensions of the apical cell and a central 

basal appendage [27]. However, the genus Pestalotiopsis is complex and can be difficult to 

classify at the species level, because characteristics such as fruiting structure, length and conidia 

morphology tend to vary within species and also with any change in the environment [28]. The 

colonies were characterized by having white coloration, vigorousness, cottony mycelium, 

formation of black masses of conidia and abundant sporulation. 
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Figure 1. E. oleracea palm tree (A) leaves, (B) fruits and (C) roots (D) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Fungi isolated from E. oleracea in solid medium morphological identification at the 

genus level in microculture observed by optical microscopy. (A) Aspergillus sp., (B) 

Penicillium sp., (C) Pestalotiopsis sp., Fusarium sp., (E) Aspergillus sp. and (F) Trichoderma 

sp. 
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Rodrigues [14] recorded the first occurrence of the genus Pestalotiopsis in the Amazon 

region as endophytic in açaí leaves. Additionally, the identification of Aspergillus has 

traditionally been based on morphological characterization [29]. Macromorphological 

characteristics include colony color on various culture media, colony diameter, colony reverse 

color, production of exudates and soluble pigments. The micromorphological characterization 

mainly related to the form of serialization of the conidial head, the size of the vesicle, the 

morphology of conidia and the presence of cells [30].  

The Aspergillus conidiophore is simple, usually aseptic and ends in a vesicle, where the 

phialides are inserted. Some species can produce Hülle cells or sclerotia. Many species of 

Aspergillus have teleomorphs and reproduce sexually [30].  

 

2.4.2. Screening of Lipase-Producing Endophytic Fungi  

 

The determinant factors that make the qualitative enzymatic test selection viable include 

the direct correlation between the halo size and the degradative capacity of the microorganisms. 

The Table 2 show the enzymatic activity of the isolated endophytic fungi from endophytic E. 

oleracea (açaizeiro). The results from this selection allow to foresee the enzyme production 

yields, indicating the presence of a determined substance through the detection of some specific 

activity [31]. The isolated fungi with the largest activity halo were selected for the enzymatic 

activity determination step in a liquid environment. 

 
Table 2. Enzymatic activity of the isolated endophytic fungi from E. oleracea (açaizeiro), based on 
Pz calculations. 
 

* PZ = Zone of precipitation. 

 

 

From the alignment of lipase production of endophytic fungi in Petri dishes, the isolated 

strains show the formation of calcium crystal halos around the colonies (Figure 3), indicating 

the production of lipase by these fungi. 

 

 

 

 

 

 

 

 

N◦ Genus (Codig) PZ * N◦ Genus (Codig) PZ 

1 Botryodiplodia sp. (30) ++++ 17 Aspergillus sp. (26) - 
2 Fusarium sp. (2) ++++ 18 Aspergillus sp. (11) - 
3 Penicillium sp. (5) +++ 19 Penicillium sp. (12) - 
4 Penicillium sp. (7) ++++ 20 Fusarium sp. (13) - 
5 Neocosmopora sp. (9) ++++ 21 Mucor sp. (14) - 
6 Aspergillus sp. (21) ++++ 22 Fusarium sp(15) - 
7 Aspergillus sp. (24) ++++ 23 Penicillum sp. (16) - 
8 Fusarium sp. (27) ++++ 24 Trichoderma sp. (17) ++++ 
9 Colletotrichum sp. (3) ++++ 25 Verticillium sp. (18) - 

10 Pestalotiopsis sp. (31) ++++ 26 Penicillium sp. (19) - 
11 Chaetomium sp. (35) - 27 Penicillium sp. (20) - 
12 Aspergillus sp. (1) - 28 Penicillium sp. (22) - 
13 Xylaria sp. (4) - 29 Penicillium sp. (25) - 
14 Penicillium sp. (8) - 30 Penicillium sp. (25) - 
15 Penicillium sp. (10) - 31 Aspergillus sp. (29) - 

16 Aspergillus sp. (23) - 32 Fusarium sp. (34) - 
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Figure 3. Mycelial growth of a Pestalotiopsis sp. (31) (A) and Aspergillus sp. (24) (D); 

semiquantitative test of enzyme production and the formation of crystal halos near the colony 

(B,E); morphology (C,F). 

 

Based on the enzymatic determination index (Pz) obtained, it has been shown that not 

every endophytic fungus that were analyzed in this experiment exhibited lipolytic activity; out 

of the 32 fungi species, 11 have shown a strong enzymatic activity. Among these prominent 

species are: Botryodiplodia sp. (30) with a Pz value of 0.237 (++++), Aspergillus sp. (21) with 

a Pz value of 0.5 (++++), Aspergillus sp. (24) with a Pz value of 0.5 (++++), Pestalotiopsis sp. 

(31) with a Pz value of 0.4 (++++), Neocosmospora sp. (9) with a Pz value of 0.5 (++++), 

Fusarium sp. (2) with a Pz value of 0.5 (++++), Fusarium sp. (27) with a Pz value of 0.5 (++++), 

Trichoderma sp. (17) with a Pz value of 0.5 (++++), Penicillium sp. (5) with a Pz value of 0.7 

(+++) moderate, Penicillium sp. (7) with a Pz value of 0.5 (++++), Colletotrichum sp. (3) with 

a Pz value of 0.5 (++++) and Chaetomium sp. (35) with a Pz value of 1, therefore without 

activity. The remaining 21 species were not able to be grown into a medium for lipolytic activity 

detection.  

Most of the lipase-producing fungi are isolated from industrial or domestic oily 

leftovers, which have been contaminated with grease and oil and living and dead animals 

[32,33]. From this study, it is also possible to affirm that endophytic fungi can exhibit an 

interesting lipolytic activity. The lipasic activity is frequently measured by the release of either 

fatty acids or glycerol, and the use of a solid medium with inducting substrates such as vegetable 

oil, standard triglycerides, Tween 80 and coloring agents was already described in the literature, 

aiming at the pre-selection of lipase-producing microorganisms [34]. Many of these genera 

fungi were described in the literature as potential lipase producers, such as Trichosporon, 

Botrytis, Pichia, Fusarium, Aspergillus, Mucor, Rhizopus, Penicillium, Geotrichum, Tulopsis 

and Candida [35]. 

Tarci et al. [30] isolated Aspergillus sp. DPUA 1727 from both the maize and soil and 

it studied in order to produce lipase using agro-industrial waste as an inductor. It was shown 

that agro-industrial waste can be used for this purpose mainly if it presents a higher percentage 

of fatty acid esters (>80%). 
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2.4.3. Experimental Design for Lipase with Endophytic Fungi Pestalotiopsis sp. (30) and 

Aspergillus sp. (24)  

 

The lipase production by the endophytic fungi Pestalotiopsis sp. (30) and Aspergillus 

sp. (21) from different experimental assays of the experimental planning protocol [32] 

concluded that the factorial planning Box–Behnken Design (BBD) might be the ideal tool in 

order to optimize the experimental conditions for endophytic fungi. Moreover, another 

significant advantage of using BDD instead of other techniques is the budget, due to the fact 

that it demands a smaller number of experimental executions and less time and, consequently, 

a smaller use of supplies [36].  

The values of the variables, the levels used in the experiments and the results obtained 

are shown in Table 3. The variation between the maximum and minimum values obtained was 

from 93.18 to 94% for Pestalotiopsis sp. (31) and from 93.12 to 93.87% for Aspergillus sp. 

(24), where the highest percentages represent the higher relative production of lipase by the 

endophytic fungi compared to the negative control group, with the best responses (greater 

amount of lipase) in assay 4 for Pestalotiopsis sp. (31) and Aspergillus sp. (24) (pH 5; 

temperature of 35 ◦C; and time of 6 days). The coefficients of determination of the models (R2 

) were 0.82 for the tests of the endophytic fungus Pestalotiopsis sp. and 0.86 for the Aspergillus 

sp. (24). Model proficiency is demonstrated if R2 is equal to 0.75 or greater than this value [37]. 

The values obtained for the relative production of lipase by the endophytic fungi were 

quantified from the equation Y = 0.004489*X + 0.1323 generated by the standard curve (Figure 

4).  

 

Table 3. Experimental design matrix and responses to levels and variables. 

 

 
 

Pareto charts of the standardized effects were generated that reveal the significant 

effects of the medium pH, growth time (days) and temperature (◦C), both linear and quadratic, 

with the endophytic fungi Pestalotiopsis sp. (31) and Aspergillus sp. (24), where the bar length 

represents the absolute importance of the effects estimated according to the values used in the 

tests. The vertical line represents the boundary between significant and insignificant effects 

with a 5% risk of error. The effects are significant at a 95% confidence level in the experimental 

domain studied (p < 0.05) as shown in Figure 5. 
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Figure 4. Standard curve used in the enzymatic determination lipolytic. 

 

 

 

                                                   (A)                                                                                          (B) 

 

Figure 5. Pareto chart of effects for relative lipase production (%). (A) The 

endophytic fungus Pestalotiopsis sp. (31). (B) Endophytic fungus Aspergillus sp. (24). 

 

 

As shown in Figure 5, three effects were statistically significant (p < 0.05) for relative 

lipase production with the endophytic fungus Pestalotiopsis (31) sp. For lipase activity from 

the endophytic Aspergillus sp. (24), evidently, the temperature variable (L) represents the most 

decisive factor for improving the production of lipase, and in these cases, as the values 

generated by the Pareto graph were positive (4.950 and 6.025), they show that the higher the 

temperature used in the reactions, the better. For the reaction conditions for the fungi, results 

can be observed in experiments 4, 8 and 12 of the experimental design matrix (Table 3). 

The quadratic model correlating the factors utilized in the runs for lipase production 

by endophytic fungi allows the projection of three response surface graphics for the op- 

timization of the results. The response surface graphic for the lipase production of the 
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endophytic fungi Pestalotiopsis sp. (31) (Figure 6) was generated to determine the crossing 

between two conditions and analyze its effects over the obtained results. 

 

 
(A) (B) (C) 

Figure 6. Response surface plots (3D) with the crossing of experimental conditions with 

the fungus Pestalotiopsis sp. (30): (A) the temperature (◦C) and pH of the medium; (B) 

reaction growth time (days) and pH of the medium; and (C) temperature (◦C) and reaction 

time (days). 

 

 

The lipase production in response to the temperature and pH in the reactional medium 

(Figure 6A) reveals that a better production of this enzyme can be obtained due to the 

increase in temperature (from 30 to 35 ◦C) combined with both pH 5.0 and pH 9.0. When 

crossing the growth time and the pH of the medium (Figure 6B), it is possible to observe 

that the increase in the time interval used generates a good influence on the responses, 

increasing from 3 to 9 days with pH 5.0 and 9.0. In Figure 6C, the interaction between 

temperature and growth time shows that increases in both time and temperature are 

important in the results of relative lipase production. 

Likewise, three response surface plots were obtained to optimize the experimental 

conditions for the endophytic fungus Aspergillus sp. (24) (Figure 7). Lipase production in feed 

at the temperature used and the pH of the rational medium (Figure 7A) show that the increase 

in temperature (>30 ◦C) combined with pH 5 and 9 directly influences the response. In Figure 

7B, the relationship between time, pH and reaction time shows that, for a greater production of 

lipase, it is necessary to increase the reaction days (>6.0) using pH 5 or 9. In the interaction 

between reaction and temperature (Figure 7C), the best conditions obtained were at 

temperatures of 30 and 35 ◦C, mainly in the growth time of 9 days. It is important to highlight 

that the time and pH factors in the variables used in this experimental design were not 

statistically significant, making it evident that the temperature was the most relevant factor in 

this method. 

Lipases are known for being efficient and stable catalyzers in many culture mediums 

and for acting in a diverse range of organic solvents. Many studies identified the produc- tion 

of enzymes by endophytic fungi in solids and liquids, just like the uses of those in 

transesterification reactions of many different lipidic biomasses [2,22,38]. 

In a study realized by Souza et al. 2018 [39] utilizing cotton oil as a substract, the 

Preussia africana isolated from Handroanthus impetiginosus showed lipolytic activity with5.9 

U/mL. Stemphylium lycopersicie isolated from Humiria balsamifera and Sordaria sp. isolated 

from Tocoyena bullata not only showed maximum activity for lipase production with 110 

U/mL, but they also promoted the esterification reaction for the synthesis of ethyl oleate [2]. 
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(A) (B) (C) 

 

Figure 7. Response surface plots (3D) with the crossing of experimental conditions with 

the fungus. Aspergillus sp. (24): (A) the temperature (◦C) and pH of the medium; (B) 

growth time (days) and pH of the medium; and (C) temperature (◦C) and growth time 

(days). 

 

Between the factors that influenced the enzymatic activity, the medium’s pH is among 

the most significant variables in this study. The pH has a vital role in manutention of 

metabolism of fungi, taking part in a diverse range of biological functions. In the enzymatic 

process, each enzyme shows maximum activity at specific pH values. Moreover, the 

applicability of those enzymes in the biotechnological field depends on its stability in different 

pH ranges. In this sense, several studies report that endophytic fungi are efficient producers of 

stable enzymes with variable pH (alkaline and acid), such as lipases. 

The endophytic Aspergillus sojae isolated from the plant Plectranthus amboinicus pro- 

duced stable lipases, with maximum activity at pH 6 under a temperature of 27 ◦C [40]. Rocha 

et al. (2020) [2] isolated the fungi Stemphylium lycopersici from the leaves of a Humiria 

balsamifera and noted that under a temperature of 30◦ C and pH 7 it was a great lipase producer. 

According to [41], the fungi Preussia africana isolated from Handroanthus impetiginosusi, 

when cultivated under the conditions of pH 7 and a temperature of 37 ◦C, was an excellent 

lipase producer. Additionally, [42] optimized the lipase production process by making use of 

the fungi Aspergillus niger (MTCC 872) and observed that the maximum production of this 

enzyme was correlated to the temperature of 40 ◦C and pH 6. 

The optimization of reaction conditions through experimental design has been a great 

tool for bioassays with fungi, as conducted in the production of lipase with three selected 

strains: Candida guilliermondii, Penicillium sumatrese and Aspergillus fumigatus. Enzymatic 

active were optimized through the experimental design, with excellent yield [43,44], by the 

endophytic fungus Penicillium bilaiae. Additionally, [45] applied a factorial experiment to 

optimize the production of extracellular enzymes by the endophytic fungus Alternaria 

alternata. 

 

 

2.5. Conclusions 

 

This study isolated 32 endophytic fungi from Euterpe oleracea (fruits, leaves and 
roots) from different genera. The isolated fungi of the endophytic Pestalotiopsis sp. (31) and 
Aspergillus sp. (24) were the ones that showed the highest lipolytic activity in a solid medium. 

file:///C:/Users/hugor/Downloads/TESE%20QUASE%20FINAL%20MARA.docx%23_bookmark47
file:///C:/Users/hugor/Downloads/TESE%20QUASE%20FINAL%20MARA.docx%23_bookmark11
file:///C:/Users/hugor/Downloads/TESE%20QUASE%20FINAL%20MARA.docx%23_bookmark48
file:///C:/Users/hugor/Downloads/TESE%20QUASE%20FINAL%20MARA.docx%23_bookmark49
file:///C:/Users/hugor/Downloads/TESE%20QUASE%20FINAL%20MARA.docx%23_bookmark50
file:///C:/Users/hugor/Downloads/TESE%20QUASE%20FINAL%20MARA.docx%23_bookmark51
file:///C:/Users/hugor/Downloads/TESE%20QUASE%20FINAL%20MARA.docx%23_bookmark52


44 
 
Through experimental planning, the isolated Aspergillus sp. (24) and Pestalotiopsis sp. (31) 
have shown how the variable of pH affects the lipolytic activity, with the medium containing 
pH 9 having the most significance. Therefore, this highlights that the endophytic fungi isolated 
from the palm tree E. oleracea might be potential candidates for enzyme production of global 
commercial interest. 
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3.1 Abstract 

 

Palm tree Euterpe oleracea Mart. (açaizeiro), commonly found in the Brazilian Amazon, is a 

source of livelihood for traditional populations and has proven to have great economic and 

scientific potential. From it can be isolated countless species of endophytic fungi with 

biotechnological applicability from different organs (leaves, fruits, roots, seeds), among these 

activities, the production of amylase. In the present study, 32 Euterpe oleracea endophyte 

genera were isolated, purified, and morphologically characterized and screened for enzymatic 

index (Pz) in solid medium (PDA). Based on these results, two strains with high enzymatic 

index, the fungus Aspergillus, were selected. 21 and Penicillium sp. 20 was tested in a liquid 

medium assay using a three-level factorial design (Box-Behnken) to optimize conditions and 

increase the relative production of amylase. The results of the factorial design tests showed 

that, through a combination of factors, it was possible to achieve amylase production levels 

as high as 95.28%, with optimal conditions of 30 °C, pH 5.0, and a reaction time of 3 days. 

Therefore, it can be concluded from this study that endophytic fungi isolated from acai  palm 

have great potential to produce amylases for various scientific, industrial and technical 

purposes. 

Keywords: acai berry, endophytic microorganisms, amylolytic activity, biotechnology.  
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3.2. INTRODUÇÃO 

 

A Euterpe oleracea Mart. (açaizeiro) é uma palmeira de grande interesse econômico da 

região amazônica, é uma das espécies vegetais com atividades extrativistas mais importantes 

que não é destinada à produção madeireira (Steege et al., 2013; Martinot, Pereira e Silva (2017). 

Ocorre no Brasil nos estados do Pará, Amazonas, Amapá no Maranhão no norte da América do 

Sul na Guina Francesa, Suriname, Panamá, Equador, Venezuela Trinidad e Colômbia 

(Henderson & Galeano, 1996; Henderson, 2000; Viana, 2020). O gênero Euterpe dispõe de 28 

espécies distribuídas por toda a bacia amazônica, dentre essas espécies as que ocorrem com 

maior frequência são a E. oleracea, E. precatória e E. edulis. Dentre elas, a E. oleracea é o 

enfoque do estudo (Yamaguchi, Pereira, Lamarão & Lima, 2015). A espécie ainda é usada na 

medicina tradicional em diversas aplicações, suas raízes são usadas para aliviar dores 

musculares, problemas renais e úlceras de pele e malária (Yamaguchi et al., 2015). Diversas 

espécies vegetais (se não todas) possuem fungos endofíticos, que pertencem a um grupo muito 

diversificado de micro-organismos, que vivem em uma relação simbiótica com as plantas sem 

causar-lhes danos (Kogel, Franken & Hückelhoven, 2006). Esses micro-organismos 

apresentam um grande potencial de aplicação biotecnológica e comercial por serem capazes de 

produzir enzimas hidrolíticas, dentre essas as que mais se destacam são as amilases por possuir 

diversas propriedades e aplicabilidades (Cuzzi, Link, Vilani & Onofre, 2011; Orlandelli, 

Specian, Felber & Pamphile, 2012).  

A espécies E. oleracea, poucos estudos relatados de fungos endofíticos, o primeiro 

relato Colletotrichum gloeosporioides, Phoma sp, Phomopsis sp, Xylaria orbuscula, Xylaria 

cubensis, Xylaria adscendens (Rodrigues, 1994).  

O uso de micro-organismos produtores de enzimas (macromoléculas catalisadoras de 

alta especificidade para seus substratos) tem sido cada vez mais utilizados por apresentarem 

propriedades únicas, como alta especificidade, ação rápida e biodegradabilidade, tais 

propriedades permitem que os processos industriais possam ser executados sob condições de 

reações mais brandas, com melhores rendimentos e redução na geração de resíduos (Adrio & 

Demain, 2014). Essas enzimas podem ser substitutas de várias substâncias químicas sintéticas, 

podendo contribuir para diversos processos de produção ou gerar benefícios para o meio 

ambiente, por meio da sua biodegradabilidade e por possuir menor consumo de energia 

(Wanderley, Neves & Andrade, 2011). 

As amilases produzidas especificamente por fungos endofíticos têm sido muito 

utilizadas no setor industrial, possuindo diversas aplicações, como na fabricação de detergente, 

alimentos, produtos têxteis, produtos químicos, fabricação de papel, produtos farmacêuticos, 
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combustível, bem como em análises clínicas (Di Donato, Finore, Annarita, Nicolaus & Lama, 

2019; Kumari, Sushil, Rani, Malik & Avtar, 2019). As amilases mais utilizadas industrialmente 

são as α-amilases, β-amilases e glucoamilases (Souza, Orsi, Gomes & Lunardi, 2019; Pandey, 

Webb, Fernandes & Larroche, 2006).  

A atividade de bioprospecção visa extrair valor econômico da diversidade biológica, 

através da procura por organismos, genes, enzimas, compostos bioativos, processos e partes 

provenientes de seres vivos com alto potencial econômico e que podem levar ao 

desenvolvimento de um produto (Saccaro, 2012). Diante disso, levando-se em conta a grande 

quantidade de metabólitos desenvolvidos a partir de moléculas biológicas, torna-se evidente o 

papel da bioprospecção no desenvolvimento tecnológico (Berlinck, 2012). 

Nesse contexto, o Brasil merece atenção por possuir a maior biodiversidade da Terra, 

habitando espécies existentes (Lewinsohn & Prado, 2005). Entendendo a biodiversidade como 

um patrimônio genético, diferentes direções de pesquisa buscam produtos que beneficiem 

diferentes áreas da sociedade e tenham valor econômico, como biotecnologia, agricultura, 

nutrição, indústria, biorremediação, biomonitoramento, saúde, produção de biocombustíveis e 

assim por diante (Saccarro, 2011). 

À vista da importância do exposto, o presente estudo teve como finalidade explorar 

experimentalmente a produção da enzima amilase com potencial biotecnológico provenientes 

de fungos endofíticos de E oleracea da Amazônia brasileira, utilizando a aplicação de modelos 

experimentais que visam a otimização das condições reacionais. 

 

 

3.3.  MATERIAIS E MÉTODOS  

 

3.3.1 Reagentes e solventes  

 

Tween 20®; Amido solúvel P.A; Iodeto de potassio P.A; Ácido cítrico anidro P.A; 

Carboximetilcelulose sal sódio P.A; Nitrato de sódio P.A adquirido (Synth - São Paulo). 

Acetato de sódio P.A; Cloreto de calico P.A; Cloreto de sodio P.A; Fosfato de sódio dibásico 

anidro P.A adquirido (Vetec - Rio de Janeiro). Gelatina comercial. Leite em pó desnatado. 

Malte extract; Agar de agar; Peptona adquirido (Kasvi - Paraná). 

 

3.3.2. Isolamento e identificação de fungos endofíticos da E. oleracea  

 

O material botânico (folhas, fruto e raiz) da E. oleracea foram coletados e cedidos pela 
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Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuária /EMBRAPA/Amapá, Brasil, na área de 

localização (N 00° 22ʼ 55” e O 51° 01ʼ 40ʺ) no período de agosto de 2018. Os fungos endofíticos 

utilizados neste trabalho foram isolados dos frutos, folhas e raiz armazenados conforme 

(Azevedo, Maccheroni, Pereira & Araújo, 2000; Araújo et al., 2002). 

 

3.3.3. Identificação e conservação dos fungos endofíticos  

 

A identificação morfológica conduziu-se a nível de gênero por agrupamento 

macromorfológico, da observação característica de cada indivíduo, tais como: aspecto, forma, 

coloração e consistência das colônias. Para visualização das estruturas microscópicas foram 

confeccionadas lamínulas em microcultivo, utilizando corante azul de lactofenol (blue cotton) 

de 0,1 a 0,5% sobre as lâminas de microscopia. Para a captura das imagens foi utilizado um 

microscópio óptico (OLYMPUS ® BX41), as imagens foram ampliadas de 200 a 400 vezes, e 

comparadas com as imagens de literaturas especializadas (Ellis, 1971.; Barnet, & Hunter, 

1998). Após, as análises macromorfológica e micromorfológica identificou-se os seguintes 

fungos endofíticos: Aspergillus sp, Botryodiplodia sp, Penicillium sp, Pestalotiopsis sp.  

 

3.3.4. Análise microestrutural por Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

Para análise da microestrutura, fragmentos da amostra foram montados em fitas de 

carbono e visualizadas com um microscópio eletrônico de varredura modelo HITACHI – 

TM3030PLUS, pertencente ao Laboratório de Pesquisa em Fármaco do Departamento de 

Ciências Biológicas e da Saúde – UNIFAP, em uma voltagem acelerada de 20 kv. 

 

3.3.5. Determinação da atividade enzimática 

 

Os micro-organismos foram pontualmente inoculados no centro da placa de Petri (90 

cm), e incubados em B.O.D em condições controladas à 28°C com fotoperíodo de 12 horas. As 

medições do diâmetro do halo produzido e da colônia foram expressas em centímetros (cm) e 

determinadas a cada 24h por 5 dias consecutivos. Todos os testes foram realizados em 

triplicatas.  

 

3.3.6. Teste enzimático para amilase em meio sólido 

 

Para avaliação da atividade amilolítica, os fungos foram cultivados em Ágar Tampão 
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fosfato 0,1 M (fosfato dibásico de sódio anidro-7,0 g, ácido cítrico 5,7 g, agar-14,4 g, amido-8 

g, água destilada-800 mL e pH-5,0). Após 4 dias de incubação, as placas foram reveladas com 

solução de iodo 1% em 2% de iodeto de potássio. A zona clara desenvolvida ao redor da colônia 

indica a atividade amilolítica.  

 

3.3.7. Determinação da atividade enzimática  

 

Para a cultura submersa, frascos Erlenmeyer (250 mL) contendo 50 mL de meio de 

cultura foi inoculado com 5 discos de ágar micelial (8 mm de diâmetro) de cepa fúngica. O 

meio amido foi composto por (NH4)2SO4, 7 g/L, KH2PO4 4,9 g/L, Na2HPO4 5,32 g/L, 

MgSO4 0,7 g/L extrato de levedura 14 g/L e amido solúvel 28g/L. Os experimentos foram 

realizados em triplicata e o pH inicial do meio ajustado para 5. A produção de amilase foi 

estudada nas seguintes condições: pH 5, 7 e 9; temperatura de 25, 30 e 35°C e tempo 3, 6 e 9 

dias, sob agitação de 150 rpm. Após o período de fermentação, os conteúdos dos frascos foram 

submetidos à filtração para obtenção do caldo enzimático.  

 

3.3.8. Dosagem da atividade enzimática 

 

A amilase foi quantificada através da adição de 0,5 mL de uma solução contendo 1,6% 

de amido solúvel em tampão acetato 2 M pH 4,3 e 0,5 mL do extrato enzimático em tubos de 

ensaio, que foram incubados por 15 min a 60°C. Os açúcares redutores produzidos foram 

quantificados pela técnica do ácido dinitrosalicílico (DNS), em que 2 mL desse reagente foram 

adicionados a 0,5 mL do caldo enzimático e deixado em fervura por 5 min. A leitura das 

amostras foi realizada em espectrofotômetro a 540 nm. Uma unidade de atividade enzimática 

corresponde à quantidade de enzima capaz de liberar 0,1 µg de açúcar redutor por minuto. 

 

 

 

Atividade amilolitica, ou seja, o valor de Pz foi calculado aplicando a seguinte equação: 

Pz = diâmetro da colônia / diâmetro da colônia + diâmetro do halo. 

Com base no valor de Pz, a atividade lipolítica foi classificada em 5 tipos: Pz = 1 

atividade amilolítica negativa (-); Pz < 0,90-0,99 = atividade amilolítica fraca (+); Pz < 0,80-

0,89 = atividade amilolítica pobre (++); Pz < 0,70-0,79 = atividade amilolítica moderada (+++) 
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e Pz < 0,70 = atividade amilolítica intensa (++++).  

 

 

3.4. Análise estatística 

 

3.4.1. Desenho experimental e modelo estatístico 

 

Neste estudo, um planejamento fatorial Box-Behnken de três níveis e três variáveis foi 

aplicado para determinar a melhor combinação de variáveis para determinação da produção de 

amilase usando fungos endofíticos isolados. pH do meio, tempo (dias) e temperatura (°C) que 

foram identificados como tendo fortes efeitos sobre a resposta em experimentos preliminares 

de um fator de cada vez, foram tomados como as variáveis testadas em um experimento de 15 

corridas para determinar seus níveis ótimos. As variáveis independentes foram designadas 

como x1, x2 e x3, e seus valores de níveis estão apresentados na Tabela 01. A equação 

polinomial utilizada para as três variáveis é apresentada a seguir (Equação 1): 

 

Y = β0 + β1x1 + β2x2 + β3x3 + β11x12 + β22x22 + β33x32 + β12x1x2 + β13x1x3 + β 

23x2x3 [Eq.1] 

 

Onde: Y é a resposta prevista; β0 é a constante do modelo; β1, β2 e β3 são os coeficientes 

lineares; β11, β22 e β33 são os coeficientes quadráticos; β12, β13 e β23 são os coeficientes de 

interação; e x1, x2 e x3 são variáveis independentes. 

 

Tabela 1. Três variáveis independentes utilizadas no planejamento fatorial Box-Behnken. 

 

Fator Nome Níveis 

-1 0 +1 

X1 pH 5 7 9 

X2 Tempo (dias) 3 6 9 

X3 Temperatura (°C) 25 30 35 

 

 

A condição ótima foi determinada considerando o teor de produção de amilase (%) com 

resposta. O software STATISTICA® (versão10, Statesoft – Inc., Tulsa, EUA, versão 

experimental, 2011) foi utilizado para o desempenho experimental, análise dos dados e 
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determinação das condições ótimas. A NOVA foi utilizada para avaliação da significância da 

influência e interação das variáveis independentes. Gráficos de Pareto foram aplicados para 

obter a significância do impacto das variáveis testadas nas respostas mencionadas.  

 

 

3.5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.5.1. Isolamento, identificação e seleção de fungos endofíticos 

 

As cepas de fungos endofíticos foram isoladas de E. olaracea utilizando fragmentos de 

cada tecido vegetal (folhas, raízes e frutos) conforme a Figura 1. No total, foram identificados 

32 fungos endofíticos a partir dos fragmentos coletados. Os meios para o cultivo e replicação 

dos fungos utilizados foram o BDA (Batata, Dextrose e Ágar) e o Extrato de Malte. Sendo 

assim, 32 cepas de fungos endofíticos isolados foram utilizados no screening para selecionar as 

linhagens com maior potencial para a produção de enzimas. Durante Screening, procurou-se 

isolar fungos de diferentes grupos morfológicos. Os principais gêneros de fungos endofíticos 

identificados morfologicamente foram Botryodiplodia sp (30), Penicillium sp (20, 32), 

Aspergillus sp (1, 21, 24) e Pestalotiopsis sp. (31). A Figura 2 mostra as espécies de fungos 

endofíticos isolados e cultivados em placas de Petri, após todo o processo de purificação e 

identificação morfológica das linhagens. 

Diversos estudos de isolamento e identificação de fungos endofíticos de E. oleracea da 

Amazônia brasileira já foram realizados, dentre as cepas encontradas com maior incidência 

isoladas de diferentes órgãos da palmeira podemos destacar os gêneros Xylaria, Lasiodiplodia, 

Curvularia, Letendraeopsis, Nigrospora, Colletotrichum, Fusarium, Daldinia, Idriella, 

Oxydothis, Leiosphaerella, Phomopsis, entre outros (Rodrigues, 1994), não sendo comum em 

pesquisas recentes o isolamento e identificação de fungos endofíticos do gênero Penicillium e 

Aspergillus em E. oleracea na Amazônia. 
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Figura 1. Planta da espécie Euterpe oleracea (A) frutos (B) folhas (C) raiz (D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Isolados da E. oleracea, (A) identificação morfológica a nível de gênero em microcultura 

observado por microscopia óptica: (A) Aspergillus sp (B) Penicillium sp. 

 

As linhagens de fungos endofíticos isoladas e identificadas foram testadas para 

produção enzimática amilolítica após 4 dias de incubação em meio sólido, as cepas isoladas 

apresentaram formação de halo ao redor da colônia como mostrado na Figura 3, indicando a 

produção de amilase pelos fungos. Segundo Silva (2016), a capacidade amilolítica de micro-

organismos cultivados em meio sólido, caracteriza-se pela presença de halos de degradação nas 

placas de Petri com tamanhos variados de acordo com o potencial de produção da cepa.  

 

 

A B 
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Figura 3. Crescimento micelial do fungo Penicillium sp (A) Aspergillus sp (D) e teste 

semiquantitativo de produção da enzima e formação de cristais de cálcio ao redor da colônia 

(B e E), morfologia do fungo visualizada por Microscópio Eletrônico de Varredura na 

intensidade de 800x (C e F). 
 

Com base nos índices enzimáticos calculados (Pz), observou-se que nem todos fungos 

endofíticos isolados de E. oleracea analisados neste experimento exibiram atividade 

amilolitica, das 32 espécies fúngicas, 7 cepas destacaram-se por apresentarem alta atividade 

enzimática (Tabela 2) como os fungos Botryodiplodia sp. (30) valor de Pz 0.237 (+++), 

Penicillium sp. (20, 32) valor de Pz 0.5 (++++), Aspergillus sp. (21, 24) valor de Pz 0.5 (++++), 

Pestalotiopsis sp. (31) valor de Pz 0.5 (++++), valor de Pz 1, portanto sem atividade. As 

espécies não foram capazes de crescer no meio para detecção da atividade amilolitica. Após 

esse estudo em meio sólido, duas cepas foram selecionadas para aplicação de um planejamento 

experimental (fatorial) de otimização de produção relativa de amilase em meio líquido, os 

fungos Aspergillus sp. e Penicillium sp. 

 

 

Tabela 2. Dos 7 gêneros que apresentou atividade enzimática, isolados de fungos endofíticos da E. 

oleracea (açaizeiro), baseados no cálculo Pz. Os fungos Aspergillus sp. 21 e Penicillium sp. 20 foram 

selecionados para os ensaios em meio líquido. 

 

Griffin (1994) descreve que produção de amilase por fungos filamentosos varia de 

N° Gênero (código) PZ 

1 Aspergillus (1) +++ 

2 Aspergillus (21) ++++ 

3 Aspergillus (24) ++++ 

4 Botryodiplodia (30) +++ 

5 Penicillium (20) ++++ 

6 Penicillium (32) ++++ 

7 Pestalotiopsis (31) ++++ 
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acordo com gênero e espécie. Outros autores estudaram fungos das espécies Syncephalastrum 

racemosum, Macrophomina phaseolina, Penicillium chrysogenum, Nectria haematococca, 

Metarhizium anisopliae (Fernandes, Ulhoa, Asquieri & Monteiro, 2007; Guandalini, 2007; 

Freitas, Martins & Ferreira, 2014; Saleem & Ebrahim, 2014). Embora outras espécies de fungos 

apareceram sendo estudados como alternativas de produção de αamilase, Pandey et al. (2006) 

já indicavam que as espécies Aspergillus e Rhizopus tinham mais potencial para a produção de 

enzimas amilolíticas. 

Batista, Matias, Oliveira e Albuquerque (2022) avaliaram a produção de amilase por 

fungos endofíticos Penicillium sp, Aspergillus sp, Colletotrichum sp, e Guignardia sp isolados 

de Euterpe precatória, que apresentaram alta atividade amilolítica em meio de cultura sólido e 

líquido, se mostrando promissores como fonte de amilases para aplicação em produtos com 

potencial biotecnológicos. Segundo Selvam et al. (2016), as amilases são umas das mais 

importantes enzimas em processos biotecnológicos e industriais, sendo principalmente 

produzidos por microrganismos. Dentre os fungos filamentosos com grande potencial para 

produção são citados como produtores de amilase estão os dos gêneros Aspergillus, Rhizopus e 

Trichoderma. As espécies R. oligosporus e T. reesei também são citados como produtores de 

amilase (Cavka & Jonsson, 2014). 

 

3.5.2 Planejamento experimental para produção relativa de amilase com os fungos 

endofíticos Aspergillus sp. e Penicillium sp. 

 

As duas linhagens selecionadas foram utilizadas em ensaios de planejamento fatorial 

Box-Behnken para otimizar as condições de produção relativa de amilase (%) em meio líquido, 

os fungos endofíticos Aspergillus sp e Penicillium sp. foram utilizados em diferentes ensaios 

do protocolo de planejamento experimental. Holanda et al. (2019) concluíram que o 

planejamento fatorial Box-Behnken Design (BBD) é ferramenta ideal para otimizar condições 

experimentais com fungos endofíticos. Além disso, uma significativa vantagem no uso do BBD 

em relação a outras técnicas é a economia, pois demanda um menor número de execuções 

experimentais e menos tempo e consequentemente um menor uso de insumos (Asghar, Abdul- 

Raman & Daud, 2014). 

Os valores das variáveis, os níveis utilizados nos experimentos e os resultados obtidos 

estão demostrados na Tabela 3. A variação entre os valores máximos e mínimos de produção 

relativa de amilase obtidos foram de 30,93 a 95,28 % para o fungo Aspergillus sp, e de 38,18 a 

68,32 % para o Penicillium sp, onde os maiores percentuais representam uma maior produção 

da enzima pelos fungos endofíticos em comparação ao grupo controle. Os coeficientes de 

determinação dos modelos gerados (R²) foram de 0,75 para os ensaios do fungo endofítico 
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Aspergillus sp e de 0,87 para o Penicillium sp. A proficiência do modelo é demonstrada se R² 

for igual a 0,75 ou superior a este valor (Haaland, 1989). Os valores obtidos de produção relativa 

de amilase pelos fungos endofíticos foram quantificados a partir da equação Y = 0,6559*X + 

0,1083 (R² 0,9987) gerada pela curva padrão analítica (Figura 4). 

 

Tabela 3. Matriz do planejamento experimental e respostas para os níveis e variáveis. 

 

Run 
Níveis e variáveis codificados e não codificados 

Amilase (%) 

Aspergillus sp 

(21) 

Amilase (%) 

Penicillium sp (20)  

x1 (pH) x2 (Temp.) x3 (Days) 

1 5 -1 25 -1 6 0 30,53 68,32 

2 5 -1 30 0 3 -1 95,28 61,44 

3 5 -1 30 0 9 1 76,20 54,89 

4 5 -1 35 1 6 0 64,50 48,07 

5 7 0 25 -1 3 -1 82,79 60,53 

6 7 0 25 -1 9 1 41,96 60,17 

7 7 0 35 1 3 -1 64,49 38,18 

8 7 0 35 1 9 1 57,50 44,74 

9 9 1 25 -1 6 0 33,46 61,13 

10 9 1 30 0 3 -1 84,77 52,47 

11 9 1 30 0 9 1 82,92 52,33 

12 9 1 35 1 6 0 79,18 51,35 

13 7 0 30 0 6 0 76,46 58,81 

14 7 0 30 0 6 0 74,77 52,92 

15 7 0 30 0 6 0 69,58 55,71 
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Figura 4. Curva analítica com equação da reta 

 

Planejamentos experimentais são aplicados em diversos estudos para otimizar condições 

para produção de enzimas em microrganismos endofíticos. Hu et al. (2022) desenvolveram 

condições de fermentação otimizadas para aumentar o rendimento de produção de amilase por 

bactérias endofíticas, chegando a índices ótimo de temperatura (60°C) e pH (8,0) para melhor 
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produção de amilase. Sunitha, Ramesha, Savitha e Srinivas (2012) selecionaram e avaliaram 

linhagens de fungos endofíticos isolados da planta Alpinia calcarata (Haw.) Roscoe quanto a 

atividade amilolítica, concluindo que fatores como a temperatura e pH devem ser estudados 

para melhorar a produção relativa de tal enzimas, e aplicando uma otimização experimental 

chegaram a valores ótimos de 30 °C para temperatura e 7,0 para o pH. De maneira semelhante, 

Unakal, Sadashiv, Bhairappanavar e Sindagi (2014) selecionaram o fungo endofítico 

Aspergillus spp. e otimizou condições experimentais para a produção de amilase, entre outros 

fatores, utilizando uma larga faixa de pH, com rendimento ótimo em pH 7,0, verificou-se que 

esta cepa produziu amilase com atividade enzimática de 4,17μmol min-1 mg-1 e o teor de 

proteína foi de 32,7μg/ml. 

A partir da análise estatística deste estudo foi gerado um Gráfico de Pareto dos efeitos 

padronizados que revelam os efeitos significativos do pH do meio, do tempo de reação (dias) e 

temperatura (°C) lineares e quadráticos, com os fungos endofíticos Penicillium (20) e 

Aspergillus (21), onde o comprimento da barra representa a importância absoluta dos efeitos 

estimados de acordo com os valores utilizados nos ensaios. A linha vertical representa o limite 

entre os efeitos significativos e insignificantes com 5% de risco de erro. Os efeitos são 

significativos a um nível de confiança de 95% no domínio experimental estudado (p< 0,05) 

como apresentados na Figura 5.  

De acordo com o modelo de regressão aplicado, como mostrado na Figura 5 A e B, 

verificou-se que um fator foi estatisticamente significativo (p<0,05) para produção relativa de 

relativa amilase, tanto para o fungo Aspergillus, quanto para o Penicillium. Quando utilizado o 

fungo endofítico Aspergillus o fator temperatura (Q), sendo um modelo quadrático, os melhores 

percentuais ocorreram tanto com o aumento ou diminuição da temperatura, com observados nas 

corridas 2 (95, 28% com 30 °C), corrida 5 (82,79% com 25 °C), corrida 10 (84,77% com 30 

°C) e 12 (79,18 com 35 °C), na Tabela 3 pode-se observar (Figura 5 B), nos ensaios com o 

fungo Penicillium que a temperatura (L) foi o fator que mais influenciou a produção de amilase, 

reduzindo-a, o que fica demonstrado na Tabela 3 (corridas 1, 5, 6 e 9), onde os maiores 

percentuais (68,32, 60,53, 60,17, e 61,13), foram alcançados com a menor temperatura (25 °C) 

aplicada no protocolo. Evidentemente a variável temperatura representa o fator mais 

determinante para melhoria da produção de amilase pelos fungos.  
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Figura 5. Gráfico de Pareto de efeitos para a produção relativa de amilase (%). A fungo endofitico 

Aspergillus sp; B fungo endofitico Penicillium sp. 

 

O modelo quadrático correlacionando os fatores utilizados nos experimentos na 

produção de lipase pelos fungos endofíticos permitiu projetar três gráficos de superfície de 

resposta para otimização dos resultados. O gráfico de superfície de resposta da produção de 

amilase do fungo endofíticos Aspergillus (21) (Figura 6) foi gerado para determinar o 

cruzamento de duas condições e avaliar o seu efeito sobre a resposta obtida.   

 

 

Figura 6. Gráficos de superfície de resposta (3D) com o cruzamento das condições experimentais para 

produção relativa de amilase com o fungo Aspergillus (21). A temperatura (°C) e pH do meio; B tempo 

de reação (dias) e pH do meio; e C temperatura (°C) e tempo de reação (dias). 

 

A produção relativa de amilase em função da temperatura e do pH do meio reacional 

(Figura 6 A) revela que uma melhor produção dessa enzima pode ser obtida em qualquer faixa 

de temperatura usada no protocolo (25, 30 e 35 °C) com o intervalado dos valores de pH 

utilizados. No cruzamento entre o tempo de reação e pH do meio (Figura 6 B) é possível 

observar que uma reposta positiva na produção de amilase pode ser obtida em qualquer valor 

de pH utilizado combinado com o menor tempo de reação (3 dias). Na Figura 6 C a interação 

entre temperatura e tempo da reação mostra uma alta produção de amilase com o intervalo de 

temperatura usado para qualquer tempo aplicado, em especial os maiores e menores níveis (3 e 

9 dias).  

A B C 
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Da mesma forma, três gráficos de superfície de resposta foram obtidos para otimização 

das condições experimentais para o fungo endofítico Penicillium (20) (Figura 7). A produção 

de amilase em ração da temperatura utilizada e do pH do meio racional (Figura 7 A) mostra que 

a diminuição da temperatura (<30oC) combinado com o intervalo de pH utilizado, influência 

diretamente no aumento da produção de amilase. Já na Figura 7 B a relação entre o tempo o pH 

e o tempo de reação, demostra que para uma maior produção de amilase é necessário utilizar a 

um pH < 5,0 ou > 9,0 para todo intervalo de tempo utilizado. Na interação entre tempo de reação 

e temperatura (Figura 7 C) as melhores condições obtidas foram com a redução da temperatura 

(<30°C) para toda a faixa de tempo aplicada nos ensaios.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7. Gráficos de superfície de resposta (3D) com o cruzamento das condições experimentais para 

produção relativa de amilase com o fungo Penicillium (20). A temperatura (°C) e pH do meio; B tempo 

de reação (dias) e pH do meio; e C temperatura (°C) e tempo de reação (dias). 

 

Foi possível observar através dos resultados obtidos e pelo gráfico de Pareto gerado, que 

a temperatura durante a reação para a atividade amilolítica foi o fator estatisticamente mais 

significativo (p<0,05). A temperatura exerce importante papel na hidrólise do amido por 

microrganismos, diversos estudos já destacaram a relevância desse fator, como Carvalho, 

Corrêa, Silva, Viana & Martins, (2008), que destacaram o uso de temperaturas acima de 50 °C 

para a produção máxima enzimática. Outros estudos mostram que uma maior variação de 60 a 

90°C também promovem a hidrólise de grânulos de amido, indicando a natureza termoestável 

dessa enzima (Goyal, Gupta & Soni, 2005). No entanto, este estudo mostra que é possível 

preservar a atividade amilolítica com temperaturas menores e mais seguras experimentalmente.  

Os fungos produtores de enzima amilase exercem uma função importante na diminuição 

de energia, redução de estímulo e no aceleramento de inumeráveis reações biológicas que são 

fundamentais para sustentar a vida sem transformações constantes. Essas enzimas encontram-

se bastantes divididas em todos os aspectos de organismos existentes envolvendo origem 

microbianas, vegetais e animais. 

 

A B C 
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3.5. CONCLUSÃO 

 

Os fungos endofíticos do açaizeiro (E. oleracea) apresentaram alta capacidade de 

atividade amilolítica, que através de uma triagem inicial em meio sólido foi possível selecionar 

duas linhagens que se destacaram, o Aspergillus (21) e o Penicillium (20), que obtiveram índice 

enzimático (Pz) intenso. A partir da aplicação de um planejamento fatorial Box-Behnken 

Design com três fatores (temperatura, pH e tempo de reação) e três níveis foi possível otimizar 

e potencializar a produção relativa da enzima amilase com o índice máximo de 95,28% com o 

fungo endofíticos Aspergillus (21), tendo como condições ótimas, a temperatura de 30 °C, pH 

5,0 e tempo de reação de 3 dias. Neste estudo, a produção de amilase pelos fungos isolados do 

açaizeiro parece ser muito promissora, principalmente com o uso de otimização experimental, 

sendo necessário mais estudos para aplicação biotecnológica da amilase e o provável potencial 

na produção de outras enzimas hidrolases. 
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CONSIDERAÇOES FINAIS  

 

Os fungos endofíticos do açaizeiro (E. oleracea) apresentaram alta capacidade de 

atividade amilolítica, que através de uma triagem inicial em meio sólido foi possível selecionar 

duas linhagens que se destacaram, o Aspergillus (21) e o Penicillium (20), que obtiveram índice 

enzimático (Pz) intenso.  

A partir da aplicação de um planejamento fatorial Box-Behnken Design com três fatores 

(temperatura, pH e tempo de reação) e três níveis foi possível otimizar e potencializar a 

produção relativa da enzima amilase com o índice máximo de 95, 28% com o fungo endofítico 

Aspergillus (21), tendo como condições ótimas, a temperatura de 30 °C, pH 5,0 e tempo de 

reação de 3 dias. 

Neste estudo, a produção de amilase pelos fungos isolados do açaizeiro mostra-se ser 

muito promissora, principalmente com o uso de otimização experimental, sendo necessário 

mais estudos para aplicação biotecnológica da amilase e o provável potencial na produção de 

outras enzimas hidrolases. 

Como perspectivas futura, constam avaliações e dados de Screening de fungos 

endofíticos em andamento e teste de potencialidade enzimática para outros fungos isolados da 

Euterpe oleracea Mart. e também, de premiações que os resultados – em estágios parcial e 

avançado do produto – puderam alcançar, bem como, a possibilidade de adequação, e, enfim, 

possibilidades de estudos adicionais e aprofundados que se podem realizar sobre o produto. 

 

 

 

 

 

 
 
 


