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RESUMO

Os fungos filamentosos dos géneros Aspergillus e Penicillium sdo considerados fontes
produtoras de enzimas. O género Aspergillus apresenta grande destaque atualmente, pois tém
sido utilizados na producdo de diversos produtos, sendo considerado importante
economicamente. As espécies pertencentes ao género Penicillium, por sua vez tem sido
amplamente estudada, e em muitas pesquisas aplicadas é constatado seu alto potencial
biotecnoldgico. As enzimas sdo proteinas essenciais para o sistema metabdlico de todos os
organismos Vvivos, sdo elas as responsaveis por inimeras rea¢es quimicas que ocorrem tanto
no interior das células quanto fora delas, aléem disso, possuem um papel importante na
degradacdo da matéria organica, na deterioracdo dos alimentos e na infeccdo do hospedeiro.
Ocorrem na natureza podendo ser obtidas de fontes animais, vegetais e a partir de
microrganismos. Esta Gltima é a mais utilizadas nas industrias, isso porque elas conseguem se
desenvolver em ambientes extremos, sua producdo em larga escala apresenta certa facilidade,
além disso, a aplicacdo da engenharia genética facilita ainda mais essa producdo, além de
aprimora-la. Diante disso, este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a capacidade e 0
potencial de fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium quanto a producdo de enzimas
extracelulares como amilases, celulases e proteases. Os fungos utilizados neste estudo
pertencem a Colecdo de Fungos do Laboratdrio de Micologia (Nucleo de Imunologia Bésica e
Aplicada) — NIBA / DEPAT da Universidade Federal do Maranh&o. 20 fungos do género
Aspergillus e Penicillium foram avaliados quanto a producdo de amilases, celulases e proteases.
Destes, 15 produziram amilases, 18 produziram celulases e 6 produziram proteases
apresentando potencial enzimatico (IE > 2,00). Dos isolados testado, 13 apresentaram potencial
multienzimatico, destacando-se Aspergillus fumigatus (AR04), Aspergillus fumigatus (CH24),
Aspergillus niger (SL72), Penicillium corylophilum (SL33) e Penicillium spinulosum (SLO7)
que foram capazes de produzir os trés tipos de enzimas amilases, celulases e proteases propostas
nesta pesquisa. Os microrganismos testados diferiram quanto ao potencial enzimatico mesmo
pertencendo a mesma espécie. Dentre os isolados testados a espécie Aspergillus niger
apresentou os maiores indices enzimaticos para atividade amilolitica, celulotitica e proteolitica.
Tais resultados demonstram que os fungos testados pertencentes a Colecdo de fungos da
Universidade Federal do Maranh&o apresentam potencial enzimético, podendo ser futuramente
utilizado em estudos industrias e/ou novos farmacos.

Palavras chaves: Fungos, indice enzimatico (IE), potencial multienzimatico, biotecnologia.



ABSTRACT

Enzymes are essential proteins of the metabolic system of all living organisms. They are
responsable for many chemical reactions that occur intra and extracellularly. Besides that, they
play an important role on the degradation of the organic matter, food spoilage and infection of
the host. Enzymes occur in nature and can be obtained from animal, vegetal and microrganisms.
The latter is the most utilized in industry, because they are able to survive in extreme conditions
and its production is at large scale. Moreover, the application of genetic engineering facilitates
and improve even more this production. Filamentous fungi belonging to Aspergillus and
Penicillium genera are considered producing source of enzymes. The Aspergillus genera is
greatly highlighted currently, because they have been used on the production of many products,
being considered economically important. Species belonging to Penicillium genera, in turn,
have been largely studied, and in many applied researches it is verified its high biotechnological
potential. Therefore, this study aimed to evaluate the capacity and potential of fungi from
Aspergillus and Penicillium genera for the production of extracellular enzymes such as
amylases, cellulases and proteases. The fungal isolates used belong to the Fungi Collection of
the Mycology Laboratory (Nucleus of Basic and Applied Immunology) - NIBA / DEPAT of
the Federal University of Maranh&o. 20 isolates were evaluated for the production of amylases,
cellulases and proteases. Of these, 15 produced amylases, 18 produced cellulases and 6
produced proteases having enzymatic potential (IE> 2.00). Among the fungi tested, 13 showed
multienzymatic potential, highlighting the isolates: Aspergillus fumigatus, Aspergillus
fumigatus (CH24), Aspergillus niger (SL72), Penicillium corylophilum (SL33) and Penicillium
spinulosum (SLO7) that were able to produce the three types of amylases, cellulases and
proteases. The microorganisms tested differed regarding the enzymatic potential even though
some belonged to the same species. Among the isolates tested Aspergillus niger species
presented the highest enzymatic indexes for amylolytic, cellulitetic and proteolytic activity.
These results demonstrate that these isolates belonging to the Fungi Collection of the Federal
University of Maranhdo have enzymatic potential and may be used in future studies, industries
and so on.

Key words: Fungi, enzymatic index (IE), multienzymatic potential, biotechnology.
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1 INTRODUCAO

Para a manutencdo da vida é necessario a realizagdo de inimeros processos quimicos
que ocorrem dentro das células e também fora delas, essas reacGes dependem da existéncia de
enzimas. Estas sdo substancias que atuam como catalisadores de reacGes quimicas, ditas
biocatalisadores capazes de acelerar a velocidade de reacGes metabdlicas dos seres vivos
(COELHO et al., 2008). Segundo Bornscheuer (2005) as enzimas originam-se de trés grandes
fontes, sendo elas animais, vegetais e a partir de microrganismos. A grande maioria de enzimas
utilizadas nas industrias € de origem microbiana, isso porque elas conseguem se desenvolver em
ambientes extremos, e sua producdo em larga escala apresenta certa facilidade, além disso, a
aplicacdo da engenharia genética facilita ainda mais essa producéo, além de aprimora-la (KIRK
etal., 2002; VAN BEILEN; LI, 2002; BORNSCHEUER, 2005).

As enzimas podem ser produzidas pelos géneros Aspergillus e Penicillium que séo
considerados fontes produtoras. Aspergillus é um dos géneros flngicos de maior importancia
atualmente, pois tem sido utilizado na fabricacéo de diversos produtos, sendo considerado como
fonte produtora de enzimas de consideravel importancia econdmica. As espécies pertencentes ao
género Penicillium, por sua vez tem sido amplamente estudada, e em muitas pesquisas aplicadas
é constatado seu alto potencial biotecnoldgico (PALLU, 2010).

As enzimas produzidas por fungos apresentam muitas vantagens, considerando que
a producdo de enzima é normalmente extracelular, tornando mais facil a sua recuperagdo
(GERMANQO et al., 2003). Fungos filamentosos do género Aspergillus, possuem a capacidade
de crescer em meio de cultura de baixo custo, além disso, € 0 mais promissor na producao de
biocompostos, uma vez que além de incrementar o teor protéico, este fungo pode excretar cerca
de 20 tipos diferentes de enzimas (HERNANDEZ- MARTINEZ et al., 2011). J4 as espécies de
fungos do género Penicillium possuem grande potencial para a producao de proteases e outras
enzimas (IKRAM- UL- HAQ MUKHTAR, 2007). Os fungos podem ser utilizados no
biocontrole, micoparasitismo, e seus metabolitos secundarios podem ser utilizados para avaliar
0 seu potencial de aplicacdo em diferentes processos, sejam eles industriais, quimicos,
farmacoldgicos, biorremediadores dentre outros (PALLU, 2010).

No Brasil, a grande maioria das enzimas utilizadas nas industrias sdo importadas,
esse quadro poderia ser mudado, pois, como se sabe, o Brasil dispde de uma grande
biodiversidade de microrganismos que poderiam ser utilizados (CANTO; MENEZES, 1995).
Diante disso, é visto que a producdo de enzimas, a partir de fungos é uma alternativa para as
industrias brasileiras de biotecnologia obterem enzimas de baixo custo, pois no Brasil, além da
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abundéncia de matéria organica (como bagago de cana, residuos agricolas, palha de arroz, etc.)
que compde substrato de baixo custo para as fermentacGes, hd também uma ampla diversidade
biologica (CANTO; MENEZES, 1995).

No Brasil inimeros trabalhos relacionados a selecdo de fungos produtores de
enzimas, tem sido realizado, como o trabalho de Guimaraes et al. (2006), no qual 40 isolados
fangicos foram testados quanto & producdo de enzimas microbianas. Entre estes, vinte e trés
apresentaram potencial enzimatico. As espéecies de Paecilomyces e Aspergillus phoenicis
atingiram niveis significativos na producao de amilase.

Além da producéo de enzimas, nos ultimos anos os fungos tém sido testados também
quanto ao seu potencial de biodegradacdo. Em Sdo Luis do Maranhdo, Brito (2016) pela
Universidade Federal do Maranhdo - UFMA verificou que consorcios fungicos pertencentes ao
género Aspergillus e Peniciliium isolados do Aterro da Ribeira em Sao Luis - MA, cedidos pela
colecdo de fungos da Universidade Federal do Maranhdo apresentaram potencial para a
biodegradacdo de politereftalato de etileno (pet) e polipropileno (pp). Demonstrando que as
enzimas produzidas por esses consorcios podem estar relacionadas com a biodegradacdo dos
polimeros politereftalato de etileno e polipropileno.

Diante do exposto, pode-se afirmar que, o conhecimento do conjunto de enzimas que
um microrganismo produz em um determinado substrato, permite avaliar o seu potencial
enzimatico. Além disso, a caracterizacdo das enzimas € um passo importante para que se
conhecam suas propriedades e para que seja possivel avaliar o seu potencial de aplicacdo em
diferentes processos, sejam eles industriais, quimicos, farmacoldgicos, biorremediadores ou
outros. Portanto, diante da importancia mencionada, o presente estudo tem como objetivo avaliar
0 potencial de producdo enzimatica dos fungos filamentosos pertencentes aos géneros
Aspergillus e Penicillium, os quais foram cedidos pela colecdo de fungo da Universidade Federal

do Maranhdo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a produgdo de enzimas amiloliticas, celuloliticas e proteoliticas de potencial
biotecnoldgico, a partir de fungos filamentosos dos géneros Aspergillus e Penicillium, cedidos
pela colecdo de fungos Universidade Federal do Maranhdo/ NIBA/ DEPAT.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v" Detectar os fungos potenciais produtores das enzimas amilase, celulase e protease,
dentre as cepas dos géneros Aspergillus e Penicilium cedidos pela colecdo de fungos da
Universidade Federal do Maranhéo;

v' Selecionar os fungos que apresentarem maiores atividades nos diferentes
substratos, avaliando a maior producdo de amilase, celulase e protease em diferentes fontes de
carbono;

v" Distinguir os géneros flngicos que apresentam potencial multienzimatico;

v" Confirmar o potencial de cepas de Aspergillus e Penicillium na producdo de
enzimas de interesse biotecnoldgico e sua inclusdo de mais uma alternativa na utilizacdo de

fungos para a producgdo de moléculas de interesse industrial.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ENZIMAS

Enzimas sdo compostos organicos, pertencentes ao grupo das proteinas sintetizados
no interior de células vivas, podendo atuar dentro e fora delas, exercem o importante papel de
processar e deteriorar os alimentos. O termo enzima foi introduzido pela primeira vez no ano de
1878 por Willian Kuhne (do grego en = dentro zyme = levedura) para denominar as substancias
contidas nos extratos de levedura usados em fermentacdo, até essa época acreditava-se que
enzimas atuavam apenas em células vivas, no entanto, em 1987 ap0s observacoes feitas por
Eduard Burchner foi descoberto que o extrato de levedo era capaz de fermentar o agucar até o
alcool, confirmando que as enzimas envolvidas no processo de fermentagdo continuavam ativas,
mesmo ap0Os serem retiradas das células vivas (BOBBIO & BOBBIO, 1992; BORRACINI,
2006).

Quimicamente, as enzimas sdo catalisadores biologicos, em sua maioria S&o
polimeros de cadeia longa, com amino&cidos sucessivamente unidos uns aos outros através de
ligacGes peptidicas em uma sequéncia determinada geneticamente (DUBOIS, 1980). Um
catalisador tem a funcdo de acelerar a velocidade de uma reacdo, além de apresentar grande
especificidade por seus substratos. A velocidade das reagdes enzimaticas pode sofrer alteraces
devido a diversos fatores, entres estes podemos citar temperatura, pH, concentracdo de enzima
ou substrato (LEHNINGER, 2006).

As enzimas recebem classificacdo a partir das reac@es que elas catalisam, geralmente
0 nome de uma enzima compde-se de duas partes, a primeira € o nome do substrato e a segunda
termina com “ase”, o qual indica a natureza do processo. Por exemplo, as enzimas responsaveis
por converter amilose e amilopectina (amido) em carboidratos simples, recebem o nome de
amilases e as enzimas capazes de degradar proteinas, sdo chamadas de proteases (DUBOIS,
1980).

Uma consideravel quantidade das proteinas sintetizadas no interior das células sao
enzimas, ditas proteinas intracelulares, ou citoplasmaticas, estas somente podem ser obtidas e
avaliadas a partir do rompimento da célula, no entanto, também apresentam a capacidade de
produzir enzimas que sdo excretadas para fora da célula, podendo ser encontradas no meio de
cultivo ou de propagacéo celular, onde podem ser mais facilmente isoladas e avaliadas. A grande
maioria das enzimas produzidas em escala industrial até hoje séo extracelulares, isso porque seu

isolamento em meios ou caldos nutritivos, em geral, € mais simples, apesar de se encontrem sob
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forma muito diluida nestes meios, o que pode dificultar seu isolamento tornando-o muito
dispendioso. No entanto, a maioria das enzimas naturais € intracelular, por serem continuamente
sintetizadas metabolicamente (MOREIRA, 2003).

O mecanismo celular dos animais, vegetais e dos microrganismos depende das
enzimas, estas apresentam fonte primaria nos tecidos animais (glandulas, principalmente),
tecidos vegetais (sementes, frutas, exsudacdes) e culturas de microrganismos, seja em cultivo
total, ou na extracdo de enzimas do meio de cultura de bactérias, fungos e leveduras. Em
consequéncia disso, a maioria das enzimas produzidas industrialmente possuem aplicacdes na
producdo, conservacao e modificacdo de produtos animais e vegetais (principalmente alimentos),
na fabricacdo de medicamentos (vitaminas e hormonios) e ainda na producdo de derivados de
matérias-primas animais e vegetais. Em todas as aplicacdes citadas anteriormente, observa-se
que ocorrem imitacdes tecnoldgicas do que e feito na natureza, para suprir a necessidade e a
vontade do homem (GOMES et al., 2004).

A fabricacdo de enzimas de origem animal, vegetal e microbiana tem crescido
consideravelmente nos Gltimos anos, as enzimas advindas de fonte microbiana sdo as que mais
despertam interesse comercial devido a sua grande utilizacdo na industria alimenticia, entre estas
enzimas destacam-se as proteases, as amilases e as pectinases, utilizadas em processos
industriais, e as amiloglucosidases termoestaveis, 0 uso dessas enzimas objetivam o aumento da
qualidade e produtividade dos processos de coloracdo ou reducédo da viscosidade dos produtos.
A chegada da engenharia de proteinas trouxe consigo aplicacdes significativas das enzimas de
interesse industrial, tais como as amilases e glucose-isomerase, usadas no processamento do
amido e as proteases e lipases, aplicadas em industria de detergentes (SOUZA e SOMMER,
2002).

Atualmente a tecnologia enzimatica é considerada um dos campos mais promissores
dentro das novas tecnologias para sintese de compostos de alto valor agregado. Os processos
industriais biocatalisados apresentam, além de baixo impacto ambiental, menor consumo
energético, isso porque as enzimas sao biodegradaveis e altamente especificas, o que reduz os
efeitos indesejaveis. Além disso, as enzimas podem substituir produtos quimicos, como
compostos causticos, acidos e solventes tdxicos que prejudicam o meio ambiente e causam
degradacédo de materiais (MITCHELL; BEROVIC; KRIEGER, 2000).

A maioria das enzimas utilizadas industrialmente é produzida a partir de
microrganismos, através de processos fermentativos (RAO et al., 1998). Depois dos antibiéticos,

sd0 as enzimas 0 mais importante grupo de produtos bioldgicos usados pela humanidade.
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Muiltiplos processos industriais, principalmente os voltados para a &rea de biotecnologia de
alimentos, ambiental e industrial, fazem uso das enzimas, em seus varios estagios (PANDEY et
al., 2000).

3.2 ENZIMAS MICROBIANAS

Ha milhares de anos, as enzimas tém sido exploradas de forma pratica pelo homem
(SHARMA et al., 2001). Seja diretamente a partir de manipulacdes enzimaticas brutas de origem
animal ou vegetal; ou de forma indireta, por meio do aproveitamento da atuagdo enzimatica no
crescimento microbiano sobre determinados substratos. Usar e produzir as enzimas microbianas
originarias das bactérias e fungos (filamentosos ou leveduras) que em sua maioria Sao
extracelulares, da classe das hidrolases, se constitui a maior esfera biotecnol6gica da industria.
(OLSON et al., 1994).

Inimeras variedades de microrganismos ja foram isolados da natureza e usados
industrialmente (como o Saccharomyces cerevisae), no entanto, a maioria deles apresentam
grande potencial enzimatico, que ainda precisa ser explorado. Se estima que apenas 5% dos
fungos e 2% das bactérias tenham sido identificados e avaliados como produtores de enzimas de
proveito industrial e, ainda que um ndmero relevante de linhagens tenha sido melhorado
geneticamente em laboratério, € muito provavel que a natureza abrigue linhagens com potencial
enzimatico muito maior na forma selvagem (BRAVO et al., 2000).

Entre os produtos mais importantes obtidos para a necessidade humana, estdo as
enzimas. Estas, provenientes de microrganismos, como bactérias, leveduras e, principalmente
fungos filamentosos, utilizados no setor industrial, resultam, atualmente, em uma industria
extremamente diversificada e com altos rendimentos econémicos. O processo de fermentacéo,
classicamente reconhecido, destaca-se pela producéo de bebidas alcodlicas e alcool etilico, etanol
combustivel, acidos organicos, laticinios e farmacos, incluindo os antibioticos (SOARES et al.,
2010).

Para Rolle (1998) apud Fernandes (2009), os microrganismos sao considerados fonte
enzimatica industrial primaria, estima-se que 35% sdo de origem bacteriana, 50% de fungos
filamentosos e leveduras, e somente 15% de animais ou plantas. Frequentemente as enzimas
microbianas sdo mais utilizadas que as enzimas obtidas a partir de animais e plantas, isso porque
elas apresentam expressiva variedade de atividade catalitica, producdo ndo dependente de
flutuacBes sazonais, maior rendimento, manipulacdo genética simples, e acelerado crescimento

em meio de cultura. Além disso, sdo consideradas mais estaveis que as enzimas de origem animal
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e vegetal, sendo também mais seguras e mais simples de serem trabalhadas (RAO et al.,1998;
HASAN et al., 2006).

Tendo em vista 0 contexto atual, a selecdo de novos microrganismos capazes de
produzir enzimas € considerada a maior barreira na comercializacao de novas enzimas. Contudo,
0 melhoramento das condi¢fes de cultivo, associada a selegcéo de linhagens de microrganismos
adequada, podem proporcionar o melhoramento da producdo enzimatica e a reducdo custos
(CARVALHO, 2007).

3.3 IMPORTANCIA BIOTECNOLOGICA DAS ENZIMAS

A biotecnologia € o conjunto de conhecimentos associados a qualquer aplicacédo
tecnoldgica que utiliza sistemas bioldgicos, organismos vivos ou seus derivados em técnicas que
séo utilizadas em processamentos industriais. A partir do desenvolvimento da biotecnologia foi
possivel utilizar enzimas obtidas a partir de fontes animais, vegetais e de microrganismos, esta
Gltima, apresenta maior interesse biotecnologico, por ser utilizada na producdo de detergentes,
processamento de alimentos, na industria farmacéutica e téxtil, biologia molecular e ainda terapia
médica (COELHO; NASCIMENTO, 2008).

Além dos fatores citados acima, as enzimas apresentam vantagens como: maior
facilidade de producdo em larga escala, menor custo de producao, caracteristicas fisico-quimicas
diferentes, geralmente relacionadas a fisiologia e habitat do microrganismo produtor, como por
exemplo, organismos termofilos capazes de produzir enzimas termo resistentes, possibilidade de

melhoramento genético além de representarem recurso renovavel (OLIVEIRA et al., 2006).
3.4 ENZIMAS DE IMPORTANCIA INDUSTRIAL
3.4.1 AMILASES

As enzimas apresentam uma caracteristica marcante, que é a sua especificidade, cada
substrato apresenta uma enzima especifica. O amido, por exemplo, € hidrolisado pela amilase,
estas sdo0 muito abundantes na natureza, podem ser encontradas em animais, vegetais e
microrganismos e geralmente sdo obtidas a partir de cereais, bactérias ou fungos (DUBOIS,
1980). Segundo Gupta et al (2003) e Pandey et al (2005) as amilases quebram moléculas de
amido liberando dessa forma diversos produtos, entre estes, pequenos polimeros constituidos de

unidades de glicose e dextrinas.
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Estas enzimas, biotecnologicamente, possuem grande importancia tendo aplicagdes
nas industrias de couro, papel, téxtil, de detergentes, quimica, farmacéutica, alimenticia, de
cereais, pdes, sacarificacdo do amido, liquefacdo e ainda em industrias de producdo de racéo
animal e de bebidas como cervejas e bebidas destiladas. Apesar das amilases serem provenientes
de diversas fontes, 0os microrganismos séo a fonte de maior demanda industrial. Atualmente
quantidades significativas de amilases microbianas estéo disponiveis comercialmente e possuem
aplicacdo quase completa na hidrolise do amido em industrias responsaveis por esse
processamento (MORAES, 2004).

O amido possui ampla distribui¢do na natureza, seja em tubérculos ou raizes como
de mandioca e batata, seja em sementes de cereais como arroz, milho e trigo. Este, e 0
componente de reserva mais importante na nutricdo de todas as plantas superiores (MORAES,
2004). O amido € um carboidrato composto principalmente por fragmentos de glicose unidas
umas as outras, a partir de ligagdes glicosidicas, sendo estavel em pH alcalino. Dois tipos de
polissacarideos constituem a molécula de amido: amilose e amilopectina, estes diferenciam-se
por diversas propriedades fisicas, como o tamanho molecular e a capacidade de ser soltvel em
agua (BOBBIO e BOBBIO, 1992). Segundo CONN e STUMPF (1975), a amilose é composta
por unidades de D-glucose unidas linearmente por ligacfes a-1,4. A amilopectina por sua vez e
um polissacarideo ramificado; na sua molécula, cadeias mais curtas de glucose unidas por
ligacdes a- 1,4 sdo também unidas entre si por ligacGes a-1,6.

Conforme conceituadas por Reed (1975), as amilases podem ser divididas em trés
categorias: as a-amilases, as quais catalisam as ligacfes no interior da molécula de amido
(endoamilases); as P-amilases, que hidrolisam unidades das extremidades ndo redutoras do
substrato (exoamilases); e as glucoamilases (amiloglucosidases), as quais liberam unidades de
glicose do terminal ndo-redutor das moléculas do substrato. Atualmente sdo conhecidas varias
enzimas que hidrolisam a molécula de amido em diferentes produtos, dentre essas, as a-amilases
sdo as mais importantes, a acdo combinada dessa enzima com outras enzimas amiloliticas é

fundamental para a completa hidrolise do amido.

3.4.2 CELULASES

A celulose é um biopolimero renovavel, considerado o mais abundante do globo
terrestre e 0 componente mais importante da parede celular das plantas, possui importancia
mundial como matéria-prima industrial e fonte de energia renovavel (JOSHI; MANSFIELD,
2007). Uma grande quantidade de fungos e algumas bactérias apresentam a capacidade de
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degradar celulose, essa capacidade € essencial para seu crescimento e completa producéo de
celulases (ENARI; MARKKANEN, 1977).

A composicédo da celulose é simples, consistindo de um polimero linear formado por
unidades de glicose ligadas entre si por ligagdes B-1,4 com elevado grau de polimerizacgéo e peso
molecular. As cadeias de celulose estdo dispostas em arranjos ordenados, formando microfibilas
insoluveis, estabilizadas por ligagcdes de hidrogénio entre as cadeias (IGARASHI et al., 2007).
A microfibrilas possuem regifes com elevado grau de cristalinidade, apresentando cadeias de
glicana fortemente ligadas em paralelo. Estas regiGes sdo ditas regides cristalinas. A celulose
possui também regies com menor grau de ordenacdo, chamadas de regiGes amorfas. Essas
propriedades estruturais resultam em uma elevada resisténcia a hidrélise &cida ou enzimética
(BON et al., 2008).

Na natureza a celulose é digerida exclusivamente por microrganismos distribuidos
entre o grupo das bactérias e dos fungos. A degradacdo microbiana da celulose é realizada pela
atuacdo de um complexo enzimatico, as celulases. Esse complexo celulolitico é formado por
celobiohidrolases (E.C.3.2.1.91), endo-B-1,4-glicanases (E.C.3.2.1.4), ¢ p- glicosidades
(E.C.3.2.1.21), que trabalham em sinergismo (HAICHAR et al., 2007).

Os fungos, em sua grande maioria, apresentam uma vasta producédo de celulases,
produzindo enzima-padrdo, como celulases de Thricoderma reseei, produzidas pela SIGMA-
ALDRICH, que atualmente tém sido analisadas, principalmente, quanto ao seu potencial como
aditivos na industria téxtil, industria de detergentes, e na bioconversao de biomassa agricola em
produtos de elevado custo no mercado comercial (COELHO; NASCIMENTO, 2008).

As celulases tém ainda grande importancia econémica, sendo aplicadas em uma
ampla variedade de atividades industriais, como aplica¢cdes nas industrias alimenticias, racdo
animal, téxtil, detergente e cervejarias. Outras areas incluem a industria de polpa e papel, gestao
de residuos e industria médico-farmacéutica. Sdo usadas também na fabricacdo de glicose,

proteinas unicelulares e na aquisi¢do de produtos quimicos como etanol (WISEMAN, 1985).

3.4.3 PROTEASES

Proteinas sdo consideradas também polimeros de alto peso molecular, cujas unidades
béasicas sdo os aminoacidos, ligados entre si por ligagbes peptidicas (ENZIMAS, 2009). As
proteases sdo enzimas hidroliticas responsaveis por clivar ligagdes peptidicas em proteinas. Além
disso, desempenham papel importante no metabolismo de quase todos os organismos (plantas,
animais, fungos, bactérias e virus) (VERMELHO, 2008; RAO et al, 1998).
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Encontradas em variadas fontes, as proteases recebem classificacdo segundo a sua
origem (animal, vegetal e microbiana) e a natureza do seu sitio catalitico. As proteases advindas
de fonte animal sdo representadas pelas pancreatinas, tripsinas, quimotripsinas, pepsinas e
reninas, as provenientes de fonte vegetal, por sua vez, sdo representadas pelas bromelinas,
papainas, ficinas e as queratinases. As proteases obtidas a partir de plantas e animais ndo sdo
capazes de atender toda a demanda mundial de enzimas, isso tem provocado nos ultimos anos,
uma busca cada vez maior por proteases de origem microbiana (RAO et al., 1998).

O interesse por proteases de origem microbiana surgi a partir da sua atuacdo sobre
diversos substratos especificos, que permitem que elas sejam utilizadas em variadas areas da
bioquimica e da biotecnologia (BARATA et al., 2002). Segundo Nishiwaki, Asano e Ohyama
(2009) microrganismos produzem maiores quantidades de enzimas proteoliticas se estiverem em
meio de cultura rico em nutrientes ou substratos onde esses nutrientes estejam facilmente
disponiveis. Isto causa a diminuicdo da repressdo catabdlica e ativa a sintese e a secrecdo de
exoenzimas.

Pela Otica tecnoldgica, as proteases sdo classificadas satisfatoriamente em
exopeptidases e endopeptidases, sendo as endopeptidases as mais empregadas em processamento
de alimentos, e em alguns casos sua a¢ao € complementada com exopeptidases (ENZIMAS,
2009). As proteases configuram um dos trés maiores grupos de enzimas industriais, sendo
responsaveis por grande parte da movimentacdo financeira neste setor. S80 empregadas na
producdo de medicamentos, na industria de detergentes, na industria farmacéutica e alimenticia,
em processos de biorremediacdo e ainda na recuperacdo de prata em filme de raio X (DAMHUS
etal., 2008; RAOQ et al., 1998).

3.5 FUNGOS

Os fungos constituem um grupo microbiano cosmopolita bastante diversificado, com
uma ampla variedade de morfologias, metabolismo e habitats. S&o seres aclorofilados,
eucariontes, e heterotroficos, em sua maior parte filamentosos que adquirem seu alimento por
absorcdo. Estes organismos podem ser micro ou macroscopicos propagando-se por intermédio
de esporos, e possuem como fonte de reserva, o glicogénio (GUERRERO; SILVEIRA, 2003).

Esses microrganismos sdo de extrema importancia para o funcionamento dos
ecossistemas, no entanto, embora estejam entre 0s organismos mais importantes do mundo, ainda
sdo limitadas ou incompletas as informacGes a respeito da maioria das espécies (MUELLER;
SCHMIT, 2007). Levantamentos estimativos da década de 1990 propuseram que apenas 5% da
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diversidade de fungos seria conhecida, com aproximadamente 72.000 espécies descritas na
literatura e 1.430.000 espécies permanecendo sem descrigdo. Se esta estimativa estiver correta,
os fungos constituem um dos grupos microbianos com maior numero de espécies na natureza,
aproximando-se da casa de 1,5 milhdes de espécies estimadas (HAWKSWORTH, 2001).

Tendo em vista essa grande diversidade, impactos positivos e negativos séo
conferidos aos fungos, sendo que 0s primeiros apontam os fungos como espécies que podem
servir de fonte alimenticia para o0 homem, sendo aproveitados por sua atividade metabdlica na
geracdo de enzimas com potencial de degradacdo, ou na sintese Util de seus metabolitos. Os
impactos negativos centralizam-se nas espécies que provocam biodeteriorizacdo (podriddo ou
mofos), doencgas em plantas (fitopatogénicos), ou que atuam como agentes causadores de doencas
no homem (BENNETT, 1998).

A atencdo especial dada aos fungos esta relacionada a sua capacidade de produzir
metabolitos e enzimas, incluindo pigmentos, antibioticos, acidos orgénicos e outros aditivos
alimenticios (PUNT et al., 2002). Além disso, eles sdo importantes por sua aplicacdo na industria
de alimentos sendo utilizados na producéo de vinho, destilados, cerveja; na agricultura atuando
como agentes de controle bioldgico de pragas; na panificacdo; entre muitos outros produtos Uteis,
que ainda ndo foram explorados pelo homem (MELO; AZEVEDO, 1998).

Os fungos filamentosos tém a capacidade de secretar importantes enzimas no meio
ambientes, estas podem degradar produtos como amido e celulose, no entanto, apenas 2% dos da
demanda mundial de microrganismos tem sido testado como fonte de enzimas (HASAN et al.,
2006). Entre estes microrganismos filamentosos capazes de secretar enzimas no meio ambiente
e degradar produtos, destacam-se 0s pertencentes ao género Aspergillus, que tem sido
amplamente empregados em processos biotecnoldgicos, por produzirem enzimas de importancia
significativa nas mais diversas areas (SCHUSTER et al., 2002).

Portanto, os fungos constituem um grupo de microrganismos de extrema
importancia, pois sdo essenciais no funcionamento de ecossistemas naturais, além da
possibilidade de sua exploracdo econémica (WANG; HYDE; SOYTONG, 2008).

3.6 OS GENEROS ASPERGILLUS E PENICILLIUM

O Filo Ascomycota apresenta 46 ordens e aproximadamente 6.000 géneros, entre eles
encontram-se 0s génerosAspergillus e Penicillium (DIAZ-GUERRA, 2000). Até o ano de 2011,
0s géneros Aspergillus, Penicillium e outros, estavam incluidos dentro da familia

Trichocomaceae. Todavia, com a mudanca do novo Cédigo Internacional de Nomenclatura para
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algas, fungos e plantas, esta familia, foi subdividida em: Aspergillaceae (Aspergillus,
Penicillium, Hamigera, Leiothecium, Monascus, Penicilliopsis, Phialomyces, Sclerocleista,
Warcupiella e Xeromyces), Trichocomaceae (Rasamsonia, Sagenomella, Talaromyces,
Thermomyces e Trichocoma) e Thermoascaceae (Byssochlamys / Paecilomyces e Thermoascus)
(HOUBRAKEN e SAMSON, 2011; VISAGIE et al., 2014).

A familia Aspergillaceae esta compreendida na ordem Eurotiales, classe
Eurotiomycetes e filo Ascomycota. Tanto Aspergillus como Penicillium sdo considerados os
géneros economicamente mais importantes desse filo, sendo conhecidos pelos impactos positivos
e negativos que causam sobre as atividades humanas. Algumas espécies pertencentes a familia
Aspergillaceae possuem propriedades fisioldgicas bastante diversas como, por exemplo: crescem
em baixa atividade de dgua, em baixas ou altas temperaturas, além de niveis de baixa acidez e
oxigénio (HOUBRAKEN et al., 2011). A ampla distribuicdo desses dois géneros permite que
estes sejam sempre encontrados em solos no mundo todo, sendo caracterizados como
decompositores de matéria organica e bons produtores de enzimas. (COUTINHO et al., 2012).

O género Aspergillus foi primeiramente descrito em 1729 por Micheli, em seguida
0s autores Tom e Church em 1926, publicaram a primeira monografia sobre o género, desde
entdo, as espécies pertencentes ao género Aspergillus se tornaram cada vez mais conhecidas
devido as suas caracteristicas benéficas, e por vezes prejudiciais ao homem e, este género, passou
a ser amplamente estudado. Em 1965 Rapper e Fennel fizeram uma descricdo completa sobre
esse género, onde foi reconhecido cerca de 132 espécies e 18 variedades (BENNETT, 2010). A
Gltima revisdo de Aspergillus feita por Samson e colaboradores (2014), sugere que este género
apresenta quatro subgéneros, dezenove secdes e 339 espécies. Apesar de ja ter sido bastante
estudada, a sistematica desse género constantemente sofre mudancas, devido aos recentes estudos
de filogenia molecular e quimiotaxonomicos (SAMSON et al., 2014).

Por ser bastante diverso e amplamente distribuido na natureza, este género é
considerado cosmopolita, podendo ser comumente isolados de plantas e do solo, além disso,
apresenta maior abundancia nas regides de climas tropicais e subtropicais. As espécies desse
género, em geral, sdo reconhecidas por serem patdgenas oportunistas, por deteriorar alimentos
(saprdfitos), e produzir micotoxinas (KLICH, 2002a; 1997).

Quanto a sua morfologia, esse género apresenta uma extensa variacdo na coloracao
de suas colbnias, sendo entdo esta, a principal caracteristica macroscépica utilizada para sua
classificacéo, essa coloragéo varia entre tons de verde, amarelo, cinza, marrons, preto e branco

(VARGA et al., 2004). As espécies desse género possuem uma hifa ereta proveniente da célula
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pé denominada conidio6foro, o qual se dilata originando uma forma arredondada ou eliptica,
denominada vesicula. Na area fértil da vesicula sdo formadas células conidiogénicas, métulas e
fialides responsaveis por produzir cadeias longas de esporos mitéticos, denominados conidios.
Todo este sistema e denominado aspergilli, o qual pode ser bisseriado apresentando métulas e
fialides, ou uni seriado quando possui apenas fialides provenientes da vesicula (BENNET, 2010).

Quanto a importancia econémica, 0 género Aspergillus é o que possui mais destaque,
muitas espécies sdo utilizadas na biotecnologia para a fabricacdo de uma variedade de
metabolitos, tais como: acidos organicos, antibioticos, medicamentos, e enzimas como agentes
em fermentacGes (SAMSON et al., 2014).

O género Penicillium, foi descrito pela primeira vez por Heinrich Friedrich Link em
18009, as espécies incluidas neste género sdao amplamente distribuidas por todo o mundo, podendo
ser encontradas no ar, solo, vegetacdo e até em ambientes aquaticos. A maioria das espécies do
género Penicillium e saprofita estando presentes no solo, em vegetais em decomposicdo, em
sementes e em graos (KNOB, 2009). Uma grande parte destas espécies sdo conhecidas por sua
importancia farmacoldgica, por produzirem uma variedade de metabolitos secundarios bioativos.
Apesar de sua importancia ecoldgica e farmacologica, algumas espécies podem provocar doencas
oportunistas em humanos, tais como, infeccdes no sistema nervoso central em pacientes
imunossuprimidos (NORITOMI et al., 2005). A taxonomia e classificagdo desse género sdo
feitas a partir de critérios morfoldgicos e bioquimicos (LARSEN, 2000).

O nome Penicillium é derivado da palavra Penicillus, que significa "pequeno pincel”.
Diversos trabalhos surgiram no século 19 sobre esse género, mas foi Dierckx (1901) o primeiro
pesquisador a introduzir um sistema de classificacdo secundéria, incluindo os subgéneros
Aspergilloides, Eupenicillium e Biverticillium (HOUBRAKEN e SAMSON, 2011). A
monografia “The Penicillia” escrita por Thom (1930) é considerada por muitos estudiosos uma
das mais importantes contribui¢bes para o conhecimento e classificacdo desse género. Nela, o
autor classificou de forma ordenada (a partir de caracteristicas da coldnia e ramificacdes dos
conidioforos), Penicillium em quatro subgéneros, 12 secdes e 18 subsecdes (PITT, 1979). Este
género compreende mais de 350 espécies descritas, boa parte delas habitam comumente tanto o
solo, como produtos agricolas, industrializados e alimentos em deterioracdo (FRISVAD;
SAMSON, 2004; VISAGIE et al., 2014).

A morfologia do género Penicillium caracteriza-se pela producéo de cadeias longas
de conidios, a partir de verticilos das fialides. Estas fialides apresentam pescogo curto, paredes

lisas e, geralmente, sua forma pode ser utilizada na identificagdo de espécies, podendo apresentar
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formato de garrafa, ampulhiforme (formato de ampulheta) e aciculado (formato de agulha). As
fialides podem ter sua origem diretamente de uma estipe (haste ereta de hifa), caracterizando
penicilli monoverticilado; sobre métulas, caracterizando penicilli biverticilado; ou ainda sobre
métulas, que por sua vez, originam-se de um ou mais ramos, caracterizando penicilli ter ou
poliverticilado (PITT, 2000).

Quanto a importancia econbmica, numerosas espécies do género Penicillium
apresentam um valor particular, as espécies mais conhecidas nesse aspecto sdo Penicillium
notatum, produtor do antibidtico— penicilina. Na indUstria alimenticia destacam-se o Penicillium
camemberti e Penicillium roqueforti, essas estdo associadas na producdo de determinados tipos
de queijos (CHAVEZ et al., 2006).

Desde a descoberta da penicilina, espécies de Penicillium tém sido avaliadas, e com
sucesso, quanto a producao de diversificados tipos de metabolitos secundarios ativos, incluindo
substancias antibacterianas (PETIT et al., 2009), antifingicas (NICOLETTI et al., 2007),
imunossupressores, corantes (AKILANDESWARI; PRADEEP, 2016;) e também micotoxinas
potentes (FRISVAD; SAMSON, 2004), e muitas dessas espécies, sao consideradas fontes de
novos produtos inovadores e farmacos, que foram isoladas de solo. Além disso, produzem
diversas enzimas de proveito industrial, e algumas espécies podem ser utilizadas no biocontrole
e mico parasitismo (PALLU, 2010).

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 LOCAL DE ESTUDO

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Micologia (Ndcleo de Imunologia
Bésica e Aplicada) — NIBA / DEPAT da Universidade Federal do Maranhéo.

4.2 OBTENCAO DOS MICRORGANISMOS

Os fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium foram obtidos da Colecao de fungos
da Universidade Federal do Maranhdo - UFMA. Os vinte fungos utilizados no presente estudo
foram obtidos de fontes diferentes: ar, chorume e solo. Suas especificagdes encontram-se na
Tabela 1. Foram utilizados com o objetivo de verificar a producdo das enzimas amilase, celulase
e protease. Para trabalhar com culturas jovens, foram efetuados repiques a partir dos fungos

cedidos pela Cole¢éo de Fungos da UFMA.
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4.3 IDENTIFICACAO DOS FUNGOS

Tabela 1 - Fungos da “Colegdo de fungos da UFMA” utilizados para avaliagdo do potencial enzimatico (amilase,

celulase e protease). Sdo Luis- MA, 2017.

ISOLADO GENERO ORIGEM

(UFMAJ/AR 05) Aspergillus flavus (AR) Colecdo de fungos da UFMA (AR)
(UFMAJ/CH 25) Aspergillus flavus (CHORUME) Colecdo de fungos da UFMA (CHORUME)
(UFMAJSL 75) Aspergillus flavus (SOLO) Colecdo de fungos da UFMA (SOLO)
(UFMA/ AR 04) | Aspergillus fumigatus (AR) Colecdo de fungos da UFMA (AR)
(UFMAJ/CH 24) Aspergillus fumigatus (CHORUME) | Colecdo de fungos da UFMA (CHORUME)
(UFMAJSL 74) Aspergillus fumigatus (SOLQO) Colecdo de fungos da UFMA (SOLO)
(UFMA /AR 03) | Aspergillus nidulans (AR) Colecdo de fungos da UFMA (AR)
(UFMAJ/CH 23) Aspergillus nidulans (CHORUME) Colecdo de fungos da UFMA (CHORUME)
(UFMAJSL 73) Aspergillus nidulans (SOLO) Colecdo de fungos da UFMA (SOLO)
(UFMA /AR 02) | Aspergillus niger (AR) Colecdo de fungos da UFMA (AR)
(UFMAJ/CH 22) Aspergillus niger (CHORUME) Colecdo de fungos da UFMA (CHORUME)
(UFMAJSL 72) As Aspergillus niger (SOLO) Colecdo de fungos da UFMA (SOLO)
(UFMA /AR 01) | Aspergillus terreus (AR) Colecdo de fungos da UFMA (AR)
(UFMAJ/CH 21) Aspergillus terreus (CHORUME) Colecdo de fungos da UFMA (CHORUME)
(UFMAJ/SL 71) Aspergillus terreus (SOLO) Colecdo de fungos da UFMA (SOLO)
(UFMAJSL 12) Penicillium citrinum Colecéo de fungos da UFMA (SOLO)
(UFMAJSL 33) Penicillium corylophilum Colecéo de fungos da UFMA (SOLO)
(UFMAJSL 77) Penicillium chrysogenum Colecéo de fungos da UFMA (SOLO)
(UFMAJSL 05) Penicillum decumbens Colecéo de fungos da UFMA (SOLO)
(UFMAJSL 07) Penicillium spinulosum Colecéo de fungos da UFMA (SOLO)

Fonte: COSTA, J. B.— Autora deste trabalho.

Para a confirmagdo da identidade dos fungos foi realizada a identificacdo
morfoldgica dos novos repiques dos géneros Aspergillus e Penicillium, foram analisadas as
caracteristicas macro e microscépicos das col6nias de acordo com literaturas especificas. As
espécies do género Aspergillus foram identificadas de acordo com Christensen (1982) e Klich
(2002) por sua vez, as espécies pertencentes ao género Penicillium foram identificadas de acordo
com Pitt e Hocking (1997), Pitt (1988) e Samson e Frisvad (2004).

Um total de 20 fungos foram identificados correspondendo a 2 géneros (Aspergillus
e Penicillium) e 10 espécies (Figura 1). As espécies identificadas estdo descritas na Tabela 1.
Apos a purificagdo e identificacdo as colonias foram mantidas em tubo de ensaio, contendo o
meio de cultura MA2% (extrato de malte 2%, agar 2% e 1L de agua destilada) com o objetivo de

manter a viabilidade e pureza das espécies fungicas identificadas. De acordo com a literatura o
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meio agar malte é considerado o melhor meio para verificagcdo da producdo enzimatica. Apos
esse processo foram realizados testes para a determinacdo das atividades enzimaticas.
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Figura 1 - Fungos produtores de enzimas Aspergillus flavus (A), Aspergillus fumigatus (B), Aspergillus
nidulans (C), Aspergillus niger (D), Aspergillus terreus (E) e Penicillium decumbens (F), Penicillium
spinulosum (G), Penicillium citrinum (H), Penicillium corylophilum (1), e Penicillium Chysogenum (J).
Aumento de 400x.

Fonte: Foto produzida por COSTA, J. B.— Autora deste trabalho.
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4.4 DETERMINACAO DO POTENCIAL DE PRODUCAO

Para determinar o potencial enzimatico de cada isolado foi utilizado o método
qualitativo, que consiste em cultivar os fungos em meios especificos para a producdo de cada
enzima e avaliar o halo produzido.

Para a verificagdo da producéo enzimética, os isolados fungicos foram inicialmente
cultivados em meio de cultura MA 2%, por sete dias. Posterior ao crescimento, os fungos foram
repicados para o centro das placas contendo os meios especificos para cada enzima. O ensaio foi
realizado em triplicata. As col6nias contidas em placas de Petri foram incubadas a 25°C, em
camara de germinacdo tipo BOD, com foto periodo de 12 horas por um periodo de 3 — 5 dias,
antes da revelagéo, variando de acordo com o crescimento de cada fungo.

A atividade enzimatica das amilases, celulases e proteases foi determinada a partir

da metodologia descrita por Dingle, Teid e Solomons (1953) com modificacdes.
4.4.1 TESTE ENZIMATICO PARA AMILASE

Para determinar a atividade da amilase, foi utilizado o meio de cultura Agar- Amido

composto por:

Agar—-———————"—"—-"—"—-—-—-—-——— 4%
Amido—- - - """ ——— — — — 2%
Tampao Citrato — fosfato 0.1 MpH5.0 — — — — — 500 mL

Em um recipiente de vidro, o &gar e o amido foram dissolvidos e homogeneizados
em 500 mL de tampéo citrato-fosfato, pH 5.0. Posterior a esse processo, 0 meio de cultura foi
colocado em erlenmeyer e esterilizado, em autoclave, a 120°C durante 15 minutos.

Para constatacdo da producdo de enzimas, o iodo 0,1M foi utilizado como solucao
reveladora. Esta foi aplicada sobre as placas e logo ap6s 10 minutos, os resultados positivos das
reacOes enzimaticas foram observados a partir da formacao de um halo translicido ao redor da

colonia.

4.4.2 TESTE ENZIMATICO PARA CELULASE

Para determinar a atividade da celulase, foi utilizado o meio de cultura Agar

Carboximetilcelulose (CMC) composto por:
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Agar————————————— - — - ——— 4%
Carboximetilcelulopse - - - - - - - - - - - —- - — — — — 2,0
Tampao Acetato de Sé6dio 0.IMpH50 - - ———— — — — — — 500 mL

Em um recipiente de vidro, a carboximetilcelulose (CMC) foi dissolvida em 200 mL
de tampéo acetato de Sodio 0.1M pH 5.0 em agitador magneético. Apds esse procedimento de
dissolucdo de CMC, o restante do tampéo (300 mL) e o agar foram adicionados. O meio de
cultura foi entdo homogeneizado e esterilizado a 120°C durante 15 minutos.

Para constatar a atividade celulolitica, o vermelho congo 0,1% foi utilizada como
solucdo reveladora. Os resultados positivos das reacdes enzimaticas foram observados a partir da
formacdo de um halo amarelo-claro, bem mais fraco que o meio de cultura vermelho ap6s de

adicionada solucdo reveladora.
4.4.3 TESTE ENZIMATICO PARA PROTEASE

Para constatacdo da atividade proteolitica foi utilizado o meio Agar-Gelatina-Leite,

composto por:

Agar————————— - 2,5 %
Gelatiha—- - - - - - - —-"—-——- -« —« -« -« —« — — — — — — — 1%
Leite desnatado— ————————— — — — — — — — — 1%
Tampao citrato — fosfato 0.1 MpH50 - - — —— — — — — — 400 mL

Para a producédo desse meio o procedimento foi feito em etapas:

Etapa 1: O agar foi dissolvido e homogeneizado em 400 mL de tampao citrato fosfato
0.1 M, pH 5,0, e esterilizado a 120°C, durante 15 minutos.

Etapa 2: Solucdo de leite desnatado a 10 %: 5 gramas de leite desnatado foram
dissolvidas em 50 mL de 4gua destilada. A esterilizacdo dessa solucao foi feita sob vapor fluente
(autoclave com valvulas abertas), por 30 minutos, durante dois dias consecutivos.

Etapa 3: Solugéo de gelatina a 10 %: 5 gramas de gelatina foram adicionados em 50
mL de solugdo tampao citrato-fosfato e deixado em repouso durante 3 minutos, posteriormente
a solucéo foi homogeneizada e aquecida em banho-maria para a dissolugdo completa da gelatina.

Ap0s esse processo a solucéo foi esterilizada a 120°C, durante 15minutos.
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O meio Agar-Gelatina-Leite foi obtido a partir das solucdes esterilizadas de agar,
gelatina e leite misturadas com cuidados assépticos. O volume final do meio Agar Gelatina- Leite
que foi obtido apos o procedimento, foi de 500 mL.

A atividade proteolitica foi verificada pela alteracdo quimica no meio de cultura
solido. N&o foi necesséria a utilizacdo de solucdo reveladora, pois, os resultados positivos foram
observados a partir da formagdo de um halo translicido.

4.5 INDICE ENZIMATICO

O potencial enzimético foi dado como indice enzimético (IE), obtido a partir da
relacdo do didmetro médio do halo de degradacéo pelo diametro médio da col6nia (medidos com

régua) proposto por Hankin e Anagnostakis, (1975); conforme a formula abaixo:

Didmetro do halo
" Diametro da coldnia

De acordo com Lealem e Gashe (1994) para considerar um microrganismo bom
produtor de enzimas extracelulares em meio sélido, esse microrganismo deve apresentar um
indice enzimatico maior ou igual a 2,00. Segundo Oliveira et al., (2006), os isolados fingicos
que apresentam os maiores IE nos meios de cultura, consequentemente sdo 0s que apresentam

maior atividade enzimatica extracelular.

4.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

Para verificacdo da producdo de enzimas o experimento foi realizado em um
Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC). Vinte tratamentos foram utilizados para cada
teste enzimatico (amilase, celulase e protease). Os testes foram feitos em triplicata, ou seja, com
trés repeticdes, por isolado. Apds a obtencdo dos dados, estes foram submetidos a analise de
variancia (ANAVA), sendo analisados através do programa estatistico ASSISTAT versédo 7.7,
2014 (SILVA,2014). As médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott Knott, a
5% de probabilidade.

O Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), é considerado o delineamento mais
simples dentro da estatistica. Nele as unidades experimentais sdo destinadas a cada tratamento

de uma forma inteiramente casual (sorteio).
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A Anélise de Variancia (ANOVA) é um procedimento utilizado para comparar trés
ou mais tratamentos. Visa, fundamentalmente, verificar se existe uma entre as médias e se 0s
fatores exercem influéncia em alguma variavel dependente (MILONE, 2009). Apos a verificacdo
da existéncia de, pelo menos, uma média diferente das demais, podem ser realizados alguns testes
de comparacdo de médias que demonstram quais médias sdo consideradas diferentes e qual
melhor tratamento. Entre esses testes estd o Teste Scott Knott, baseado na amplitude total
estudentizada, sendo utilizado para comparar todo e qualquer contraste entre duas médias de
tratamentos. E um teste que possibilita e facilita a aplicacdo do algoritimo de agrupamento nos
principais delineamentos (Delineamento Inteiramente Casualizado - DIC), Delineamento em
Blocos Casualizados — DBC, Delineamento em Quadrado Latino — DQL e esquemas
experimentais (COSTA NETO, 1977).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 POTENCIAL ENZIMATICO

O mercado mundial de enzimas tem crescidos nos ultimos anos, e a grande maioria
destas € produzida por microrganismos que foram selecionados da natureza (SERAFINI;
BARROS; AZEVEDO, 2001). Para produzir enzimas microbianas de interesse industrial, 0s
microrganismos precisam ser capazes de crescer em substratos de baixo custo; produzirem a
enzima em velocidade elevada, constante e em curto espaco de tempo (FELLOWS, 1994). Para
considerar um microrganismo bom produtor de enzimas extracelulares em meio sélido, Lealem
e Gashe (1994) indicaram um indice enzimatico maior ou igual a 2,0.

Tendo em vista com esse contexto, 20 isolados fungicos filamentosos de dois géneros
(Aspergillus e Penicillium) foram avaliados em condi¢fes laboratoriais como potenciais
produtores de amilases, celulases e proteases. Para avaliar o potencial de producdo de amilases

foram testados 20 isolados de fungos, cujos resultados encontram-se apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Producdo de amilases pelos géneros Aspergillus e Penicillium - Colecdo de Fungos da UFMA, avaliados
pelo indice enzimatico (IE). Sdo Luis - MA, 2017.

ISOLADO ESPECIES IE MEDIA
(UFMA / SL72) Aspergillus niger 16.83 a
(UFMA / SL74) Aspergillus fumigatus 15.02 a
(UFMA / AR04) Aspergillus fumigatus 13.95 a
(UFMA / AR05) Aspergillus flavus 12,00 b
(UFMA / SL75) Aspergillus flavus 10.75 b
(UFMA / CH25) Aspergillus flavus 9.33 b
(UFMA / AR02) Aspergillus niger 9.10 b
(UFMA /SLO7) Penicillium spinulosum 7.38 c
(UFMA / CH24) Aspergillus fumigatus 7.20 c
(UFMA / SL05) Penicillium decumbens 7.11 c
(UFMA / CH22) Aspergillus niger 7.08 c
(UFMA / AR03) Aspergillus nidulans 5.51 c
(UFMA/SL33) Penicillium corylophilum 4.76 c
(UFMA / CH21) Aspergillus terreus 3.33 d
(UFMA / CH23) Aspergillus nidulans 2.15 d
(UFMA / SL73) Aspergillus nidulans 1.75 d
(UFMA / AR01) Aspergillus terreus 1.15 d
(UFMA/SLT71) Aspergillus terreus 1.08 d
(UFMA / SL12) Penicillium citrinum 0.78 d
(UFMA / CHT7) Penicillium chrysogenum 0,00 d
**CV% 29.05

Fonte: COSTA, J. B. — Autora deste trabalho

*Meédias representadas por letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica, pelo teste de Scott Knott a 5% de

probabilidade.

** CV= Coeficiente de variacéo.

O substrato utilizado para a producdo das amilases foi o amido soltvel onde foram

vistos resultados positivos para producdo de amilases a partir dos isolados testados. De acordo

com a Tabela 2, dos 20 microrganismos testados, 75% produziram amilases, sendo verificadas

variagdes quanto ao potencial de producdo da enzima amilase. A. niger (SL72) obteve o maior
indice enzimatico, 16,83, seguido de A. fumigatus (SL74) IE= 15,02; Aspergillus flavus (ARO5)
IE= 12,00; Penicillium spinulosum (SLO7) IE= 7,38; Penicillium decumbens (SL05) IE=7,11; e

Penicillium corylophilum (SL33) IE= 4,76; entre outros. Conforme consta no gréfico abaixo.
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Gréfico 1 - Producao de amilase dos géneros Aspergillus e Penicillium — “Colecdo de Fungos da UFMA” avaliadas
a partir do indice enzimatico (IE). Séo Luis — MA, 2017.

Fonte: COSTA, J. B. — Autora deste trabalho

Todos os fungos que alcangaram indices enzimaticos (IE) > 2,00 sdo ditos potenciais
produtores de amilases, entretanto, apesar da grande maioria dos microrganismos avaliados se
revelarem 6timos produtores de enzimas, foi observado que o isolado Penicillium chrysogenum
(CH77) ndo apresentou halo de qualguer tamanho. Na figura 2, podem ser observados 0s
resultados dos testes positivos para amilases, e um negativo referente a seis dos isolados

estudados.
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Figura 2 - Teste qualitativo de producdo da enzima amilase pelos fungos: Aspergillus niger (SL72) (A), Aspergillus
fumigatus (SL74) (B), Aspergillus terreus (CH21) (C), Penicillium spinulosum (SL07) (D), Penicillium decumbens
(SLO5) (E) e Penicillium chrysogenum (CH77) (F), apds revelagdo com solucédo de iodo 0,1%.

Fonte: Foto produzida por COSTA, J. B.— Autora deste trabalho.

Observou-se que o microrganismo Aspergillus nidulans (SL73) alcangou potencial
intermediario sem atingir IE > 2,00 ficando muito proximo a esse valor, os isolados restantes
atingiram indices enzimaticos inferiores.

A espécie A. niger (SL72) obtida do solo, se destacou como a melhor produtora da
enzima amilase, apresentando um indice enzimatico (IE = 16,83). Quanto a producéo de enzimas
amiloliticas, esta, tem sido relatada como 6tima produtora de a-amilase, destacando-se também
como uma das espécies mais utilizadas para a produgéo de glucoamilases (PANDEY et al., 2005;
DAR et al., 2014). Além disso, A. niger possui grande destaque, ndo somente pela enorme
variedade de compostos que € capaz de produzir, mas tambem por ser tido como um
microrganismo GRAS (reconhecido como de uso seguro) na producao de alimentos (ABARCA
et al., 2004).
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Este fungo obteve seu primeiro destaque industrial em 1919, onde elevada producéo
de acido citrico por este microrganismo foi constatada. Porém, somente a partir de 1960 seu uso
foi expandido, tornando-se uma grande fonte de producdo de enzimas industrialmente relevantes
(SCHUSTER et al., 2002). Nos ultimos anos, diversos outros compostos de grande importancia
tém sido isolados a partir de A. niger, incluindo a aurasperona A, com atividade antioxidante
(SONG et al., 2005), o rubrofusarem B, com atividade citotoxica, o &cido tensiuico A, com
atividade antimicrobiana (HASEGAWA et al., 2007), os antifingicos ‘“yanuthones”
(PETERSEN et al., 2015), dentre outros metabdlitos (NIELSEN et al., 2009; RICHTER et al.,
2014).

Além de Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus também se revelou um excelente
produtor da enzima amilase alcancando IE=15.02, esse fungo é considerado termotolerante capaz
de produzir enzimas amiloliticas (HIZUKURI et al., 1988).

Em um estudo realizado por Gopinarth, Anbu e Hilda (2005) para verificar a
producdo de amilase, apenas 3 isolados apresentaram atividade de moderada a alta, 9
apresentaram atividade intermediaria e 22 ndo apresentaram nenhuma atividade. No entanto,
Terra (2008) ao isolar fungos de cavernas verificou que os fungos ditos potenciais produtores de
amilase representaram 12,87% dos isolados fungicos testados. Destacando que A terreus, atingiu
o maior indice enzimatico (IE =3,57), indice semelhante ao observado no presente estudo no qual
A. terreus atingiu IE =3,33.

De acordo com Terra (2008) as espécies pertencentes aos géneros Aspergillus e
Penicillium foram consideradas aspotenciais produtoras de enzimas. Esses resultados
assemelham-se aos resultados obtidos no presente trabalho, em que a maioria das espécies
pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium se revelaram potenciais produtoras da enzima
amilase. Os fungos considerados potenciais produtores de enzimas amiloliticas neste trabalho
corresponderam a 75% dos isolados testados, sendo este resultado diferente do encontrado por
Terra (2008) que corresponde a 12, 87%.

Para avaliar o potencial de producdo de celulases, 20 isolados foram testados, destes,
90% produziram celulases cujos resultados encontram-se apresentados na Tabela 3. Apenas
isolado P. chrysogenum (CH77), ndo apresentou qualquer halo de producdo enzimética, em
contrapartida o isolado Aspergillus niger (CH22) obteve producdo enzimatica elevada,
apresentando indice enzimatico, IE=7, 26.
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Tabela 3 - Producao de celulases por isolados fingicos da Cole¢do de Fungos da UFMA, avaliados pelo indice

enzimatico (IE).

ISOLADO ESPECIES IE MEDIA
(UFMA / CH22) Aspergillus niger 7.26 a
(UFMA /SL74) Aspergillus fumigatus 4.33 a
(UFMA /AROQ5) Aspergillus flavus 4.33 a
(UFMA /SL72) Aspergillus niger 4.25 a
(UFMA /AR02) Aspergillus niger 3.91 a
(UFMA /SL07) Penicillium spinulosum 3.88 a
(UFMA /SL75) Aspergillus flavus 3.77 a
(UFMA /CH25) Aspergillus flavus 3.55 a
(UFMA /CH21) Aspergillus terreus 341 a
(UFMA /AR04) Aspergillus fumigatus 3.38 a
(UFMA /AR01) Aspergillus terreus 3.33 a
(UFMA /AR03) Aspergillus nidulans 3.08 a
(UFMA /CH24) Aspergillus fumigatus 2.99 a
(UFMA /SL05) Penicillium decumbens 2.94 a
(UFMA /SL73) Aspergillus nidulans 2.88 a
(UFMA /SL33) Penicillium corylophilum 2.44 a
(UFMA /SL12) Penicillium citrinum 2.11 a
(UFMA /SL71) Aspergillus terreus 2.08 a
(UFMA /CH23) Aspergillus nidulans 1.87 a
(UFMA /CHTT) Penicillium chrysogenum 0.00 a
** CV% 34.88

Fonte: COSTA, J. B.— Autora deste trabalho

*Medias representadas por letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

** CV= Coeficiente de variacao.

Os resultados dos testes para celulases podem ser observados na figura 3, referente a
seis isolados analisados. Os resultados positivos podem ser vistos a partir da formacéo de halos
alaranjados ou amarelados ao redor da coldnia, o que indica que houve degradacdo do substrato.
O resultado negativo foi observado no isolado que néo apresentou halo de degradacéo.

Foi observado que uma grande maioria das especies foi capaz de produzir a enzima celulase,
atingido indice enzimatico igual ou superior a dois, apesar disso, pode ser visto que o Aspergillus
nidulans ndo atingiu IE > 2,00 ficando em uma classificagdo intermediaria, mas muito proxima
a esse valor, enquanto que os demais isolados se agruparam em uma producdo enzimatica

superior.

42



Figura 3 - Teste qualitativo de producdo da enzima celulase pelos fungos: A. niger (CH22.) (A), A. nidulans
(ARO03) (B), A. flavus (AR05) (C), P. spinulosum (SLQ7) (D), P. corylophilum (SL33) (E) e P. chrisogenum

(CH77) (F) apés revelacdo com solucdo de vermelho congo 0,1%.

Fonte: Foto produzida por COSTA, J. B.— Autora deste trabalho
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De acordo com os resultados apresentados na Tabela 3, pode-se observar que 0s
fungos testados apresentaram diferentes valores quanto ao potencial de producdo da enzima,
sendo que, destacaram-se os fungos A. niger (CH22) IE = 7,26; A. fumigatus (SL74) IE = 4,33;
A. flavus (ARO05) IE = 4,33; A. niger (SL72) IE = 4,25; e P. spinulosum (SLQ7) IE = 3,88. Estas
espécies se diferenciaram quanto a fonte de onde foram isolados, e por apresentarem indice
enzimatico maior ou igual a 3,0. Outras espécies também apresentaram indices enzimaticos igual
ou superior a 2,0, como vistos na tabela, indicando que também séo bons produtores da enzima
celulase.

J& o fungo P. chrysogenum, cresceu no meio de cultura especifico para celulase, mas
n&o produziu halo de degradacio. E provavel que essa auséncia da producio de halo, seja porque
este fungo produziu quantidade suficiente de enzima apenas para seu desenvolvimento.

Pereira (2012) encontrou 15 fungos produtores de celulases, dos 40 obtidos de
diferentes substratos representando 37,5% dos isolados. Destes 14 apresentam IE maior que 2,0,
onde o maior indice enzimético foi 28,3 atingido por Aspegillus sp. Em seu trabalho Fernandes
(2009) testou 24 fungos isolados de diferentes fontes para detectar producéo de celulase, desses,
seis obtiveram IE superior a 2,0, no entanto, o maior valor observado foi o atingido por
Penicillium crustosum IE=5,83. Valores proximos a este sdo encontrados no presente trabalho
em que os valores méaximos produzidos pelas espécies de Aspergillus niger e Penicillium foram
7,26 e 3,88 conforma consta na Tabela 3.

Escobar et al. (2007) testando 10 isolados provenientes de substratos vegetais quanto
a producao de celulases, observaram que oito desses isolados apresentaram atividade celulolitica
significativa, determinada a partir do indice enziméatico. Os fungos avaliados pertenciam as
espécies A. awamori, A. niger, A. flavus, A. sydowi, P. waksmanii, Eurotium chevallieree, e
Trichoderma kningii. Resultados semelhantes foram obtidos nesse trabalho, pois 0s géneros
Aspergillus e Penicillium alcancaram resultados positivos em relacdo a producéo de celulases.
Jahangeer et al. (2005) também isolaram fungos para testar sua capacidade de degradar celulose,
115 fungos de ambiente foram testados, destes 67,83% apresentaram atividade celulolitica. Os
fungos potenciais produtores de celulase pertenciam aos géneros Penicillium sp., seguido por
Aspergillus sp., Alternaria sp., Fusarium sp., Rhizopus sp e Trichoderma sp. Esses resultados
podem ser comparados aos do presente estudo, que também apresentam os géneros Aspergillus

e Penicillium como bons produtores da enzima celulase.
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Gréfico 2 - Produgdo de celulase dos géneros Aspergillus e Penicillium — “Colegédo de Fungos da UFMA”
avaliadas a partir do indice enzimatico (IE). Séo Luis -MA, 2017.

Fonte: COSTA, J. B.— Autora deste trabalho

De acordo com o gréfico 2, A. niger (CH22) apresentou o maior IE= 7,26. Segundo
Gokhale (1986) Aspergillus niger pode ser considerado, algumas vezes, superior aos outros
fungos,  reconhecidamente  bons  produtores dos complexos celuloliticos e
hemiceluloliticos.Aspergillus terreus também apresentou habilidade na producdo de celulase
tendo indice enzimatico variando entre 2,08 e 3,41, demonstrando essa espécie como boa
produtora de celulase, Gao et al., (2008) afirma que Aspergillus terreus produz diferentes tipos
de enzimas, entre estas esta a celulase.

Outra espécie que também apresentou atividade celulolitica foi Penicillium
decumbens, ainda de acordo com a tabela 3 pode ser observado que esse fungo alcancou IE=
2,94, um indice bastante significativo, o resultado encontrado neste trabalho corrobora com o
resultado obtido por Lima et al., (2013), que em seu trabalho evidenciou a formacao de halos de
degradacéo produzidos pelo Penicillium decumbens, caracterizando a atividade celulolitica dessa
espécie como muito forte.

Tendo em vistas esses resultados, e de acordo com a literatura, é notdrio que a maioria
das especies testadas para detectar atividade celulolitica pertence a classe dos Basidiomicetos
(grandes produtores) e espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium, isso porque
frequentemente apresentam como habitat, materiais lignoceluloliticos. Apesar disso, poucos

microrganismos possuem grande atividade celulolitica com IE muito elevado, a maioria
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apresenta IE semelhantes aos observados nesse trabalho no qual 90% dos fungos avaliados
apresentaram IE variando entre 2,0 e 7,0.

Para avaliar o potencial de atividade proteolitica, 20 isolados foram testados (Tabela
4), todos apresentaram capacidade de degradacdo da protease formando halos indicativos de
producdo de enzimas. No entanto, apenas os isolados Aspergillus niger (AR02), Penicillium
spinulosum(SLO7), Aspergillus fumigatus (CH24), Penicillium chrysogenum (CH77),
Aspergillus fumigatus (AR04) e Penicillium corylophilum (SL33), apresentaram IE superior a
2,0, os demais isolados fungicos formaram halos de degradacéo, porém com indice enzimatico
(IE) inferior a 2,0.

Tabela 4 - Produgdo de proteases por isolados fingicos da Colec¢éo de Fungos da UFMA, avaliados pelo indice

enzimatico (IE).

ISOLADO ESPECIES IE MEDIA
(UFMA /AR02) Aspergillus niger 3.86 a
(UFMA /SLOQ7) Penicillium spinulosum 2.94 b
(UFMA /CH24) Aspergillus fumigatus 2.52 b
(UFMA /CHT7) Penicillium chrysogenum 2.09 c
(UFMA /AR04) Aspergillus fumigatus 2.04 c
(UFMA /SL33) Penicillium corylophilum 2.03 C
(UFMA /SLT71) Aspergillus terreus 1.88 c
(UFMA /SL05) Penicillium decumbens 1.79 c
(UFMA /SL75) Aspergillus flavus 1.78 c
(UFMA /AR03) Aspergillus nidulans 1.70 c
(UFMA /AR05) Aspergillus flavus 1.67 c
(UFMA /SL74) Aspergillus fumigatus 1.62 c
(UFMA /AR02) Aspergillus niger 1.59 c
(UFMA / CH23) Aspergillus nidulans 1.58 c
(UFMA /SL73) Aspergillus nidulans 1.54 C
(UFMA /CH21) Aspergillus terreus 1.49 c
(UFMA / CH25) Aspergillus flavus 1.47 c
(UFMA /CH22) Aspergillus niger 1.38 c
(UFMA / SL12) Penicillium citrinum 1.30 c
(UFMA /ARO01) Aspergillus terreus 1.18 c
CV% 24.86

Fonte: Produzida por COSTA, J. B.- Autora do trabalho

*Médias representadas por letras iguais ndo apresentam diferenca estatistica, pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

** CV= Coeficiente de variacdo.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4, pode-se observar que 0s
isolados testados apresentaram diferencas quanto ao seu potencial de producéo enzimatica. Dos
20 isolados testados, apenas 30% apresentaram atividade enzimatica significativa para a
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producdo de enzimas proteoliticas. Os fungos Aspergillus terreus (SL71), Penicillium decumbens
(SLO5), Aspergillus flavus (SL75), Aspergillus nidulans (ARO3) e Aspergillus fumigatus (SL74)
revelaram um potencial intermediario, obtendo IE préximos a 2,00, os demais tiveram resultados
inferiores. Na figura abaixo encontram-se ilustrados os resultados dos testes efetuados para

proteases.

Figura 4 - Teste qualitativo de producdo da enzima protease pelos fungos: A. niger (AR02) (A), P. spinulosum
(SLO7) (B), A. fumigatus (CH24) (C), A. fumigatus (AR04) (D), P. chrysogenum (CH77) (E), P. corylophilum
(SL33) (F).

Fonte: Foto produzida por COSTA, J. B.— Autora deste trabalho
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Teixeira (1994) verificou que os maiores halos de producdo enziméticas foram
atingidos por A. niger na producdo de amilases e celulases, enquanto A. flavus destacou-se na
producdo deproteases. Resultados semelhantes foram encontrados no presente estudo, pois A.
niger atingiu maiores indices enzimaticos para amilase e celulase, no entanto A. flavus obteve IE
= 1,78, ndo sendo considerado significativo para sua classificagdo entre os fungos considerados
potenciais produtores de proteases. A. niger também foi o maior produtor de protease de acordo
com o presente estudo, seu potencial enzimatico atingiu IE = 3,86 esse resultado corrobora com
o trabalho de Rocha (2010) que destacou o Aspergillus niger como excelente produtor da enzima
protease, que apresentou uma atividade proteolitica superior aos resultados encontrados na
literatura.

Além do Aspergillus Niger (AR02), Aspergillus fumigatus (SLO7) também
apresentou a formacdo de halo significativo, chegando a atingir IE = 2.52. A producdo de
proteases por A. fumigatus ja foi anteriormente relatada por Reichard et. al., (1990), Larcher et.
al., (1992) e Wang et. al., (2005). De acordo com Wang et al. (2005) o A. fumigatus tem
demonstrado grande diversidade em producdo enzimatica, destacando a capacidade de secretar
diferentes classes de proteases.

As outras espécies, apesar de ndo atingirem o indice enziméatico recomendado, para
serem consideradas boas produtoras da enzima protease podem ser consideradas como espécies
que possuem potencial intermediario, pois atingiram indice enzimatico préximo a 2,00, enquanto
gue os demais se agruparam em uma producdo enzimatica superior.

Outro fungo que apresentou habilidade na producdo de enzimas proteolitica foi
Penicillium chrysogenum, apresentando IE= 2,09, sendo um indice um pouco menor que 0
encontrado pela mesma espécie por Fernandes (2009). No entanto, a diferenca ndo descarta a
existéncia de atividade proteolitica apresentada pelo Penicillium chrysogenum.

De acordo com os resultados do grafico 3 abaixo, foi visto que a grande maioria dos
microrganismos apresentaram baixa atividade proteolitica, esse resultado pode ser explicado
devido ao fato de que a producdo de protease depende da disponibilidade de carbono e de
nitrogénio no meio, ambos exercendo efeitos reguladores sobre a sintese da enzima. No entanto,
a capacidade de utilizar uma determinada fonte de carbono ou nitrogénio varia de um

microrganismo para o outro.
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Gréfico 3 - Produgdo de protease dos géneros Aspergillus e Penicillium — “Colegdo de Fungos da UFMA”
avaliadas a partir do indice enzimatico (IE). Sdo Luis - MA, 2017.

Fonte: COSTA, J. B.— Autora deste trabalho.

Espécies de Aspergillus utilizam uma ampla variedade de substratos para seu
crescimento e possuem diferentes vias bioquimicas para a sua assimilagdo (HAJJI et al., 2008).
Dessa forma, os resultados obtidos no teste qualitativo para a verificagcdo de fungos produtores
de protease também mostraram que espécies diferentes ou mesmo isolados diferentes de uma
mesma espécie podem apresentar potenciais enzimaticos diferentes. A producdo da enzima é

especifica para um isolado e ndo para uma determinada espécie (RODARTE et al., 2011).
5.2 POTENCIAL MULTIENZIMATICO DOS FUNGOS

Nas ultimas décadas o aproveitamento de recursos genéticos e bioldgicos tém
ocorrido em inUmeras areas, em especial na alimentacdo, a agricultura e medicina. Dentre 0s
recursos biolégicos mais utilizados para a aquisicdo de bioprodutos estdo inseridos 0s
microrganismos que produzem enzimas capazes de contribuir com a salide humana e 0 meio
ambiente (CARVALHO, 2008). Essa capacidade apresentada por esses microrganismos os torna
mais vantajosos, pois eles apresentam um sistema multienzimatico de facil formacéo, podendo
ser amplamente explorado em varios processos, como biocatalise e biorremediagdo, que
necessitam de diferentes enzimas para degradar residuos e outras substancias (VIEIRA, 2006).

Na Tabela 4 pode ser observado os microrganismos do presente estudo que
apesentaram potencial multienzimatico. Os fungos Aspergillus fumigatus (ARO4), Aspergillus
fumigatus (CH24), Aspergillus niger (SL72), Penicillium corylophilum (SL33), e Penicillium
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spinulosum (SLO7) apresentaram excelente potencial para a producdo das enzimas amilase
celulase e protease, com indices enzimaticos bastantes significativos variando entre 2.03 e 13.95.
As outras espécies também apresentaram habilidade multienzimatica, no entanto, produziram
apenas dois tipos de enzimas. De acordo com a tabela 5, todos os isolados produziram celulase,
a variacdo ocorreu apenas entre amilase e protease. Todas as espécies que produziram celulase
tiveram IE > 2,00. A atividade proteolitica foi a menor em relacdo a quantidade de organismos
gue conseguiram produzir protease, se comparado a quantidade de fungos que produziram outras
enzimas. Apenas 5 isolados, de acordo com a TABELA 4. Esses resultados estdo de acordo com
a afirmativa de Hankin e Agnostakis (1974) que averiguaram que determinados fungos podem
produzir uma variedade de enzimas, como proteases, amilases, DNA e RNAases, lipases,
pectinases, quitinase e uréases. Inimeros trabalhos na literatura fazem referéncia aos géneros
Aspergillus e Penicillium, principalmente Aspergillus como bons produtores de enzimas,

confirmando os resultados obtidos no presente estudo.

Tabela 5 - Isolados fangicos dos géneros Aspergillus e Penicillium que apresentaram potencial multienzimatico
com indices enzimaticos (IE > 2,00).

ISOLADO GENERO AMILASE | CELULASE | PROTEASE
(UFMA/ ARO05) Aspergillus flavus 12.00 4.33 X
(UFMA/ CH25) Aspergillus flavus 9.33 3.55 X
(UFMA/ SL75) Aspergillus flavus 10.75 3.77 X
(UFMA/ AR04) Aspergillus fumigatus 13.95 3.38 2.04
(UFMA/ CH24) Aspergillus fumigatus 7.20 2.99 2.52
(UFMA/ SL74) Aspergillus fumigatus 15.02 4.33 X
(UFMA/ AR03) Aspergillus nidulans 5.51 3.08 X
(UFMA/ AR02) Aspergillus niger 9.10 3.91 X
(UFMA/ CH22) Aspergillus niger 7.08 7.26 X
(UFMA/ SL72) Aspergillus niger 16.83 4.25 3.86
(UFMA/ SL05) Penicillium decumbens 7.11 2.94 X
(UFMA/ SL33) Penicillium corylophilum 4.76 2.44 2.03
(UFMA/ SL07) Penicillium spinulosum 7.38 3.88 2.94

Fonte: COSTA, J. B.— Autora deste trabalho

O gréfico abaixo permite visualizar os isolados que tiveram os melhores potenciais
multienzimaticos, sendo capazes de produzir as trés enzimas propostas no presente estudo,
amilase, celulase e protease. A partir do gréafico observa-se que a producao de amilase foi a maior
para os 5 isolados, seguida de celulase e protease, o isolado Aspergillus niger revelou-se o melhor
produtor multienzimatico atingindo os maiores indices enzimaticos 16,83, 4,25 e 3,86 para
amilase, celulase e protease respectivamente. O género Penicillium também apresentou bom
potencial enzimatico, sendo representado pelo P. Spinulosum que obteve elevados indices
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enzimaticos 7,38, 3,88 e 2,94 para amilase, celulase e protease respectivamente, sendo o melhor

potencial multienzimatico desse género nesse estudo.

POTENCIAL MULTIENZIMATICO
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Gréfico 4 - Espécies fangicas dos géneros Aspergillus e Penicillium que apresentaram potencial multienzimético,

com IE >2,00 produzindo amilase, celulase e protease

Fonte: COSTA, J. B.— Autora deste trabalho.

Os géneros testados nesse trabalho apresentaram elevados indices enzimaticos (IE),
principalmente o género Aspergillus, esses resultados reforcamos varios trabalhos na literatura
que citam os géneros Aspergillus e Penicillium como bons produtores de enzimas.

Além do potencial multienzimatico dos fungos estudados, foi possivel observar
também a producdo enzimatica de cada espécie pertencente ao género Aspergillus e comparar
essa producdo de acordo com o local de coleta (tabela 6).

As espécies de Aspergillus foram coletadas do antigo aterro sanitario da Ribeira- S&o
Luis — MA, este aterro foi capaz de comportar cerca de 26 mil toneladas de lixo por més em
2015, contudo no ano de 2016 sofreu interdicdo definitiva. O aterro da Ribeira funcionou por
quinze anos, e no presente ano de 2017 passa por um processo de recuperagdo ambiental que,

segundo especialistas, deve durar entre 30 a 40 anos.
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Tabela 6: comparacédo da producdo enzimatica de acordo com local de coleta.

AMILASE IE CELULASE IE |PROTEASE IE
1 |Aspergillus 16,83 |1 |Aspergillus niger | 7,26 |1 | Aspergillus |3,86
niger (SL)* (CH)** niger (AR)

2 | Aspergillus 15,02 |2 |Aspergillus 4,33 | 2 | Aspergillus |2,52

fumigatus fumigatus (SL)* fumigatus
(SL)* (CH)**
3 | Aspergillus 12,00 |3 |Aspergillus 4,33
flavus (AR) flavus (AR)
4 | Aspergillus 5,51 4| Aspergillus 341
nidulans (AR) terréus (CH)**
5 | Aspergillus 3,33 5 | Aspergillus 3,08
terreus (CH)** nidulans (AR)

Fonte: COSTA, J. B.— Autora deste trabalho

De acordo com a tabela 6, podemos observar que o Aspergillus niger se destacou na

producdo das diferentes enzimas estudadas neste trabalho, A. niger coletado do solo foi o0 melhor
produtor da enzima amilase, A. niger do Chorume se destacou na producéo de celulase enquanto
que o A. niger coletado do ar foi o0 melhor produtor da enzima protease. Esses resultados estdo
diretamente relacionados com as condi¢cGes ambientais que estes microrganismos suportam nos
diferentes locais, sobrevivendo em condicdes adversas que lhes permite facilmente ocupar areas
e garantir substratos no solo e/ou nas plantas, ar e até chorume como foi visto.
As outras espécies de Aspergillus também mostraram diferencas quanto ao seu potencial de
producdo das diferentes enzimas estudadas, de acordo com o local em que foram coletados,
Aspergillus fumigatus isolado do solo teve a melhor producdo de amilase e celulase, enquanto
que na producao de protease Aspergillus fumigatus coletado do chorume apresentou maior indice
enzimatico. A. fumigatus isolado também foi um bom produtor de enzimas, no entanto, as
espécies isoladas do solo e chorume atingiram os maiores indices enzimaticos para a producéo
de amilase, celulase e protease.

Aspergillus flavus coletado do ar apresentou melhores resultados como produtor das
enzimas amilase e celulase, no entanto, ndo apresentou indice enzimatico significativo para ser
considerado produtor da enzima protease. As espécies coletadas do solo e do chorume também
foram boas produtoras das enzimas amilase e celulase, mas também ndo atingiram indice
significativo para serem consideradas boas produtoras de protease.
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Assim como Apergillus flavus, Aspergillus nidulans coletado do ar foi o0 melhor produtor das
enzimas amilase e celulase, e nenhuma espécie apresentou producgdo de protease. A espécie de
A. nidulans coletadas do solo ndo foi capaz de produzir amilase, mas produziu celulase. Por sua
vez a espécie coletada do chorume foi capaz de produzir amilase e ndo produziu celulase.
Aspergillus terreus coletado do chorume foi o melhor produtor de amilase e celulase, e ndo
produziu protease. As demais espécies coletadas do solo ndo atingiram IE > 2,00 para serem
consideradas boas produtoras de amilase, as espécies coletadas do ar nao foram capazes de
produzir amilase, mas foram capazes de produzir celulase.

De acordo com esses resultados podemos observar que a producdo de enzimas pode
esta diretamente relacionada com o local de origem da espécie, as condi¢des as quais 0s
microrganismos estdo submetidas pode influenciar na producdo de enzimas que garantam a
sobrevivéncia desses microrganismos, seja em condi¢des favoraveis com abundancia de matéria
organica e residuos que facilitam essa producéo enzimatica, seja em condi¢des desfavoraveis que

“obrigam” esses a produzir enzimas que permitam sua sobrevivéncia.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Todos os isolados fungicos obtidos da Colecdo de Fungos da Universidade Federal
do Maranhdo, apresentaram potencial para produzir pelo menos uma enzima. As espécies
pertencentes aos géneros Aspegillus e Penicillium como: Aspergillus fumigatus, Aspergillus
niger, Penicillium corylophilum e Penicillium spinulosum, foram capazes de produzir as trés
enzimas propostas neste estudo, amilase, celulase e protease, demonstrando que possuem
potencial multienzimatico. No entanto, apesar dessas espécies se mostrarem excelentes
produtoras de enzimas, outras, porém, ndo atingiram IE >2, ndo sendo consideradas fontes
produtoras de enzimas. Dentre os isolados testados a espécie que apresentou 0s maiores indices
enzimaticos foi Aspergillus niger, tanto para atividade amilolitica, celulolitica, e proteolitica,
sendo considerados um excelente produtor de enzimas com potencial multienzimatico. Além
disso, foi observado também que o potencial enzimatico pode variar na mesma espécie e que

esses fungos testados sdo capazes de produzir enzimas de interesse biotecnologico.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

v Continuidade do presente estudo, avaliando mais fatores industrialmente importantes,
além de experimentos em biorreatores de laboratorio, teste em escala piloto e,
posteriormente, estudos de ampliacéo de escala;

v Produc¢do em maior quantidade para a industria farmacéutica, alimenticia etc.;

v’ Trabalhar com enzimas na biodegradacao para melhoramento do meio ambiente.
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