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RESUMO

Os solos séo habitat de uma diversa gama de macro e microrganismos que formam entre si uma
rede de interrelagfes capaz de permitir e assegurar a manutencao da vida neste local. Mesmo
com fatores abidticos (clima, temperatura, disponibilidade de agua e nutrientes) e bidticos que
interferem no desenvolvimento das espécies, os fungos sdo um dos grupos de microrganismos
mais adaptaveis a ambientes como este, ja que esses fatores acabam conferindo resisténcia a
esses organismos, que usam de estratégias como a producdo de metabdlitos secundarios para
poder assegurar a sua manutencdo, um exemplo disso séo as enzimas. Diante disso este trabalho
teve por objetivo avaliar a capacidade de producdo de proteases por fungos filamentosos
(Aspergillus sp., Paecilomyces sp., Penicillium sp. e Cladosporium sp.), isolados de amostras
de solo do semiarido pernambucano e caracterizar o extrato enzimatico com melhor relacéo
entre indice enzimatico (IE) e biomassa do fungo. Seis isolados foram obtidos da colecdo
microbiologica do LAPEEMI, foram submetidos a analise macroscopica, microscopica e
potencial de producdo proteolitica em meio solido Agar-Leite. Foi testada a capacidade de
producdo por meio de trés processos, sendo eles producdo em meio agar-leite (sélido), que
serviu como screening inicial para melhores produtores de peptidases. Apenas quatro isolados
com melhores IE foram testados sob producéo submersa, em meio leite desnatado fibras, com
agitacdo de 150 rpm, 37°C e producdo submersa sem agitacdo, em triplicata em ambos os
cultivos, por 6 dias. Apos este tempo as amostras foram centrifugadas para obtencao do extrato
enzimético. Como resultados observa-se que existe diferenca significativa entre 0 método de
cultivo com e sem agitacdo, para producao de biomassa e produgdo enzimatica respectivamente
para os isolados Paecilomyces sp. (0,368 e 0,602g e 80,3 e 302 U/mL), Penicillium sp. (1,756
e 2,913g; 75,7 e 177 U/mL), Aspergillus sp. (2,852 e 3,759; 91 e 292,7 U/mL). Sendo que este
altimo produziu mais biomassa e mesmo nivel enzimatico que Paecilomyces sp. que teve menor
producdo de biomassa em fermentacdo estacionada. Por isso este isolado foi selecionado para
os testes de caracterizacdo bioquimica das enzimas. O extrato enzimatico de Paecilomyces sp
foi testado quanto a classes de peptidases, temperatura 6tima, termoestabilidade e pH-6timo.
Foram utilizados inibidores para quatro classes de proteases: serino-protease, aspartato-
protease, metaloprotease, cisteino-proteases dos quais observou a inibicédo de apenas 20,3% das
proteases presentes, sendo 10% de serino-protease, e 10,3% em aspartato protease,
demonstrando que a maior parte das enzimas presentes ndo pertencem a essas classes. A
atividade enzimaética foi analisada em diferentes temperaturas (27 a 97 °C) com incremento de
5°C a cada nova temperatura, demonstrando maior atividade em 47°C. Quanto a
termoestabilidade, as proteases do extrato bruto, apds ser incubada nas temperaturas (27 °C;
37°C; 47°C a 97°C), com incrementos também de 5°C, demonstrou maior estabilidade nas
faixas de temperaturas entre 27°C e 47°C. O extrato enzimatico mostrou dois picos de atividade
proteolitica em pH distintos, sendo um em pH alcalino (pH 8,0) e 0 segundo pico, este mais
alto, em pH acido (pH 6,0). Diante dos resultados obtidos conclui-se que os fungos estudados
foram capazes de produzir proteases por fermentacdo submersa em ambas as metodologias
tendo como substrato o leite desnatado, com destaque para o cultivo estacionario, que 0 meio
leite desnatado fibras pode ser considerado um bom meio alternativo para producdo destas
enzimas e que o extrato de proteases do Paecilomyces sp. apresenta caracteristicas desejadas
para proteases industriais.

Palavras-chave: Cladosporium sp.; Paecilomyces sp.; Penicillium sp.; Aspergillus sp.,
Fermentacdo Submersa; Peptidases.



ABSTRACT

Soils are habitat for a diverse range of macro and microorganisms that form a network of
mterrelationships capable of allowing and ensuring the maintenance of life in this place. Even
with abiotic (climate, temperature, availability of nutrients and water) and biotic factors that
mterfere with the development of species, fungi are one of the groups of microorganisms most
adaptable to environments like this, since these factors end up conferring resistance to these
organisms, that use strategies such as the production of secondary metabolites to ensure their
maintenance, an example of this are enzymes. Therefore, this work aimed to evaluate the ability
of protease production by filamentous fungi (4spergillus sp., Paecilomyces sp., Penicillium sp.
and Cladosporium sp.), 1solated from soil samples from the semi-arid region of Pernambuco,
and to characterize the enzymatic extract with better relationship between enzymatic index (IE)
and fungal biomass. Six isolates were obtained from the microbiological collection at
LAPEEMI, and were submitted to macroscopic analysis, microscopic analysis, and their
potential for proteolytic production in solid Milk-Agar medium. The production capacity was
tested through three processes, being production in milk-agar medium (solid), which served as
an 1nitial screening for better peptidases producers. Only four i1solates with better EI and tested
under submerged production, in half fiber skimmed milk, with agitation of 150 rpm, 37°C and
submerged production without agitation, in triplicate in both cultures, for 6 days, after this time
the samples were centrifuged to obtain the enzymatic extract. As a result, it is observed that
there 1s a significant difference between the cultivation method with and without agitation, for
biomass production and enzymatic production respectively for Paecilomyces sp. (0.368 and
0.602¢g and 80.3 and 302 U/mL), Penicillium sp. (1.756 and 2.913g; 75.7 and 177 U/mL),
Aspergillus sp. (2.852 and 3.759; 91 and 292.7 U/ml). The latter produced more biomass and
the same enzymatic level as Paecilomyces sp. which had lower production of biomass in
stationary fermentation. So this 1solate was selected for the biochemical characterization tests
of the enzymes. The enzymatic extract of Paecilomyces sp. was tested for peptidases classes,
optimal temperature, thermostability and pH-optimal. Inhibitors for four classes of proteases
were used: serine protease, aspartate protease, metalloprotease, cysteine proteases, of which it
was observed that only 20.3% of the proteases were inhibited, 10% of which were serine
protease, and 10.3% in aspartate protease, demonstrating that most of the enzymes present do
not belong to these classes. The enzymatic activity was analyzed at different temperatures (27
to 97 °C) with an increment of 5°C at each new temperature, demonstrating greater activity at
47°C. As for thermostability, proteases from the crude extract, after being incubated at
temperatures (27°C; 37°C; 47°C to 97°C), also with increments of 5°C, demonstrated greater
stability in the temperature ranges between 27 °C and 47°C. The enzymatic extract showed two
peaks of proteolytic activity at different pH, one at alkaline pH (pH 8.0) and the second peak,
this higher one, at acidic pH (pH 6.0). In view of the results obtained, it is concluded that the
fungi studied were capable of producing proteases by submerged fermentation in both
methodologies using skimmed milk as substrate, with emphasis on stationary cultivation, that
fiber skimmed milk medium can be considered a good alternative medium for production of
these enzymes and that the extract of proteases from Paecilomyces sp. presents desired
characteristics for industrial proteases.

Keywords: Cladosporium sp.; Paecilomyces sp.; Penicillium sp.; Aspergillus sp., Submerged
Fermentation; Peptidases.
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1. INTRODUCAO

O semiarido nordestino é marcado por indices pluviométricos anuais reduzidos
(inferiores a 800 milimetros), solos arenosos e geralmente rasos, alta incidéncia de radiacdo
solar, altas taxas de evapotranspiragao e consequentemente altas temperaturas. Esses fatores em
conjunto podem interferir diretamente no desenvolvimento de microrganismos presentes nos
solos. Dentro da diversa microbiota do solo, um grupo de de organismos vem ganhando
destaque devido a sua ubiquidade, bem como a sua capacidade adaptativa, o que conferem aos
fungos algumas vantagens sobre outros seres vivos, pois adquirem resisténcia aos fatores
bioticos e abioticos do local ao qual estéo inseridos.

As espécies de fungos mais recorrentes em solos dessa regido sdo pertencentes aos
géneros: Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Fusarium, Trichoderma, Gliocladium e
Paecilomyces (KUREK et al. 1982; RATTER et al., 1997; MAIA, GILBERTONI, 2002;
SCHOENLEIN-CRUSIUS et al., 2006; GUSMAO, MAIA, 2006; JACQUES et al. 2007;
VINHAL-FREITAS et al., 2010; MAIA et al., 2015). Estudos vém demonstrando que espécies
destes géneros conseguem resistir as altas temperaturas e baixa disponibilidade de agua e
mesmo com esses fatores contra o seu desenvolvimento ainda conseguem ser importante
instrumentos dentro da biotecnologia, pois produzem uma gama de metabdlitos que podem ser
utilizados dentro de inddstrias ou na melhoria de processos industriais (BENNET, 1998; DE
OLIVEIRA, SETTE, FANTINATTI-GARBOGGINI, 2006; ORLANDELLI et al., 2012;
NASCIMENTO et al., 2014; SILVA; MALTA, 2017).

Dentro do grupo de metabdlitos produzidos por fungos podem ser citados: pigmentos,
antibidticos e as enzimas. No setor industrial, as enzimas de origem microbiana, principalmente
fangicas, vém ganhando mais notoriedade a cada ano tendo em vista a relacédo custo/beneficio,
pois sdo de baixo custo financeiro, boa produtividade, meios de cultura relativamente baratos e
os microrganismos sao de facil manipulacdo podendo ser controlados os fatores de crescimento,
bem como melhorias para otimizagéo de resultados.

A producdo de enzimas microbianas é um dos principais setores em ascensao dentro da
Biotecnologia Industrial, sendo que as proteases ocupam o primeiro lugar no mercado mundial
de enzimas microbianas aplicadas industrialmente, seguidas pelas amilases. A maior parte
das enzimas de origem microbianas vem de fungos filamentosos, devido a baixa exigéncia de
insumos e melhor relagdo custo/beneficio.

Encontrar melhores caminhos para essa producdo de metabdlitos também € de suma

importancia tanto para produtividade quanto para custo do produto final. Tanto o processo de
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producéo quanto os meios de cultura empregados contribuem para o valor final de produgéo.
Meios de culturas alternativos sdo imprescindiveis neste processo, sejam eles resultantes de
insumos agroindustriais ou alternativos como € o caso do leite desnatado para a producédo de
peptidases. Dentro do setor industrial geralmente é empregado o uso da fermentagdo que se
caracteriza como ferramenta importante na obtencdo de enzimas microbianas. Sistemas de FES
(Fermentacdo em Estado Solido) e FSm (Fermentacdo Submersa) tém sido utilizados para
producédo de proteases (SANDHY A et al., 2005; MERHEB et al., 2006; KRISHNA et al., 2009;
MERHEB-DINI et al., 2010; ROCHA, 2010; DING et al., 2012), no entanto numa escala
industrial é preferivel o uso da FSm para posterior producdo em larga escala pois a rotacao faz
com que ndo ocorra a formagdo micelial e hd uma menor producdo de biomassa.

As proteases sao exemplos de enzimas produzidas por fungos filamentosos, também
conhecidas como peptideo hidrolases ou peptidases. Essas enzimas catalisam as reacdes de
hidrélise das ligacGes peptidicas existentes nas moléculas das proteinas, originando péptidos
menores e aminoacidos livres. Estdo envolvidas em diversos processos bioldgicos tendo como
sua principal funcdo a hidrolise de proteinas e estdo envolvidas nos processos de digestao,
ativacdo de enzimas, coagulacdo do sangue e transporte de proteinas através de membrana
(KLOBITZ, 2008; RAWLINGS et al., 2010).

Importantes no campo comercial, esta classe de enzimas multifuncionais responde por
quase 60% do mercado de enzimas, sendo utilizadas frequentemente em inddstrias de
detergentes, de couro, produtos farmacéuticos, alimentos e biotecnologia (YIN et al., 2013;
SOARES DE CASTRO et al., 2014).

Considerando nichos de atuagéo e o uso de enzimas em diferentes segmentos industriais,
este trabalho teve como objetivo produzir proteases utilizando fungos filamentosos, advindos
de solos do semiarido, por meio fermentacdo submersa em agitacdo e em repouso, bem como
caracterizar e investigar seu potencial de aplicacdo industrial através da caracterizacdo

bioguimica.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Caracteristicas gerais do semiarido brasileiro

O semiarido brasileiro possui uma area equivalente a 1,03 milhdo de quildmetros
quadrados, representando 12% do territério nacional. A regido Nordeste possui 1.262
municipios distribuidos entre nove estados que tém areas caracterizadas como semiarida (ASA,
2020). Regides como estas sdo caracterizadas por ter precipitacdo pluviométrica média anual
igual ou inferior a 800 mm, indice de Aridez de Thornthwaite igual ou inferior a 0,50 e/ou
percentual diario de déficit hidrico igual ou superior a 60%, considerando todos os dias do ano
(SUDENE, 2020).

Nesse clima encontra-se como bioma a Caatinga, reservatorio de biodiversidade
resiliente e singular, ndo encontrada em nenhuma outra parte do planeta. Junto a essa
biodiversidade, existem as interrelagdes de carater simbiodtico e mutualistico entre macro e
microrganismos, as quais nos Gltimos anos tém sido amplamente estudadas tendo em vista o
conhecimento acerca da diversidade de fauna, flora e principalmente microbiana. Estas Ultimas
comumente aplicadas em processos biotecnologicos em funcdo de suas funcionalidades, as
quais sdo das mais diversas, desde aplicacdo a farmacologia, inddstria e até mesmo na
agropecudaria (NASCIMENTO et al., 2018).

Embora ainda pouco explorado do ponto de vista de prospeccdo biotecnoldgica, 0s
microrganismos do solo habitantes desse clima estéo presentes em abundéncia e diversidade,
apresentando potencialidades para a produgdo de metabdlitos de grande relevancia comercial e

industrial podendo ser elencado as enzimas, pigmentos e antimicrobianos (SILVA, 2021).

Assim como a vegetacdo local, 0s microrganismos presentes nesse sistema apresentam
adaptacOes a estresses abioticos, tais como salinidade, temperaturas elevadas, incidéncia de
radiacdo solar alta e estresse hidrico (VURUKONDA et al., 2016). Esses organismos possuem
a habilidade de tolerar essas condicdes adversas e contrastantes (BARROS et al., 2019)
inerentes ao ambiente, podendo desempenhar importante papel no fluxo de energia, na ciclagem
de matéria organica e nos ciclos biogeoquimicos (BREZA-BORUTA et al., 2016).

Dadas essas observacOes, esse ambiente vem sendo cada vez mais explorado por

pesquisadores como uma fonte para estudos que abordam a riqueza e diversidade microbiana.
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Lima et al. (2014) destacam a necessidade de desenvolvimento de pesquisas direcionadas aos
estudos das popula¢bes microbianas na caatinga, uma vez que a comparacdo de resultados se
torna uma dificuldade dada a maior concentracao de pesquisa em areas de reserva ou de biomas
diferentes. Também se destaca o potencial biotecnoldgico desses microrganismos que vivem

associados as intempéries locais (SANTOS et al., 2011).

2.2. Fungos filamentosos e biotecnologia

Os fungos filamentosos sdo microrganismos eucarioticos, composto por diversas células
unidas pelas extremidades formando uma estrutura vegetativa denominada de hifa ou filamento,
conferindo-lhes a caracteristica de seres pluricelulares. S&o heterotroficos, apresentam
dimorfismo sexual (assexuado ou sexuado) dependendo das condi¢des fisicas e disponibilidade
de subsidios para sua persisténcia no meio ambiente (PIEPENBRING et al., 2015 GARCIA-
REYES et al., 2017).

Apresentam citoesqueleto, organelas celulares e complexo mecanismo de crescimento
celular além de parede celular composta por polissacarideos (quitina e [-glicano) e
glicoproteinas (DRIOUCH et al., 2010; PREECHASUTH et al., 2015; SERRANO CARREON
et al., 2015). Devido a sua caracteristica heterotrofica os fungos filamentosos possuem a
capacidade de produzir e secretar no meio diferentes tipos de enzimas para obtencédo de fontes
de energia (LIMA, 2016). O que acaba lhes conferindo um lugar de destaque para utilizacéo
industrial e uma alta relevancia comercial por serem capazes de crescer em substratos de baixo

custo e de facil remocdo celular quando comparado com bactérias (GHIMIRE, JIN, 2017).

Através do seu metabolismo secundario os fungos filamentosos séo capazes de produzir
diversos compostos de interesse biotecnoldgico e industrial como: enzimas, pigmentos,
antibidticos, alimentos fermentados, vitaminas, metabélitos complexos, bem como a sua
utilizacdo nas industrias farmacéutica, alimenticia, téxtil, cosmética e materiais de limpeza
(DELGADO-RAMOS et al., 2014; LLORENTE et al., 2015; MOHAMMADI et al., 2015;
GARCIA-REYES et al., 2017).

O interesse da &rea biotecnoldgica quanto & producdo de enzimas fungicas vem
aumentando nos ultimos anos (SILVA, 2019). Das enzimas fungicas com maior impacto
industrial pode-se destacar glucoamilase, celulase, lipase, lacase, catalase e protease. Todavia,

diante de toda a diversidade de fungos filamentosos encontrados na natureza, apenas poucas
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espécies pertencentes aos géneros Aspergillus e Penicillium sdo explorados comercialmente
guanto ao seu potencial biotecnolégico como fonte produtora de enzima (LIMA, 2016). No
entanto, outros géneros, presentes no semiarido do Nordeste brasileiro, tém potencial de
producdo de biomoléculas de interesse biotecnolégico como espécies dos géneros:
Cladosporium, Fusarium, Trichoderma, Gliocladium e Paecilomyces, dentre outros.

2.2.1. Paecilomyces sp.

O género Paecilomyces foi descrito a primeira vez por Barnier (1907), para comportar
apenas uma espeécie, 0 Paecilomyces varitotti. No entanto, posteriormente, diversas revisoes
foram realizadas (HUGHES, 1951; BROWN E SMITH, 1957; MORRIS, 1963; ONIONS e
BARRON, 1967; DE HOOG, 1972; SAMSON, 1974; LIANG et al., 2009). De acordo com 0s
dados da base de dados Index Fungorum (www.indexfungorum.org), 145 espécies de
Paecilomyces foram relatadas em todo o mundo. Atualmente esté classificado como na Tabela

1. No entanto, a classifica¢do taxondmica deste género permanece mal definida (LI et al., 2020).

Quadro 1: Classificacdo taxondmica do género Paecilomyces.

Dominio Eukarya
Reino Fungi
Filo Ascomycota
Classe Eurotiomicetes
Ordem Eurotiales
Familia Thermoascaceae
Género Paecilomyces

Fonte: Adaptada, NCBI.

Quanto aos aspectos morfolégicos, sdo espécies fungicas com hifas hialinas,
amareladas, septadas e lisas (MOREIRA, OLIVEIRA, BORBA, 2018). As estruturas
conidiogénicas sdo constituidas por conidiéforos de ramos verticilados com forma espiralar e
irregular contendo fialides (células conidiogénicas), tais células possuem o formato oval ou
subgloboso com pescoco longo e distinto, produzindo conidios hialinos, unicelulares, claros e
em cadeias basipetais (Figura 1) (BORBA, BRITO, 2015; SINHA, CHOUDHARY, KUMARI,
2016).
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Figura 1: Estruturas citomorfoldgicas (conidios) de Paecilomyces variotii

_‘A.ﬁ L J.K

Fonte: www.ncbi.nlm.nih.gov/data-hub/taxonomy/tree/?taxon=33202

As espécies deste género sdo cosmopolitas, podendo ser encontradas no solo e em
varios outros substratos e sdo frequentemente associadas a decomposicdo de produtos
alimenticios. Embora algumas espécies de Paecilomyces tenham sido descritas como
fitopatogénicas, zoopatogénicas, entomopatogénicas e também patogénicas de humanos.
Entretanto, espécies de Paecilomyces ao longo dos anos tém mostrado grande potencial de
aplicacdo na industria, agricultura e medicina resultante da sua capacidade de produzir
metabdlitos secundarios. Além disso, varias espécies tém sido consideradas importantes
agentes de biocontrole: Paecilomyces carneus, Paecilomyces farinosus, Paecilomyces
fumosoroseus e Paecilomyces lilacinus. Esses achados sugerem que as espécies desse género
S80 um recurso microbiano de alto valor, ndo s6 pelo seu potencial de uso, mas também pela

sua capacidade de produzir varias substancias bioativas (LI et al., 2020).

2.2.2. Cladosporium sp.

O género Cladosporium foi descrito inicialmente por Link em 1816 e seu nome latino
de origem grega, quer dizer “esporos em cadeia que formam ramos” (ALONSO, 2012). Este
género pertence a familia Cladosporiaceae do filo Ascomycota (INDEX FUNGORUM, 2021).
Anteriormente, o género estava classificado dentro do filo Deuteromycota, classe
Hyphomycetes, ordem Moniliales e familia Dematiaceae (OGOREK et al., 2012) e atualmente
esta inserido classificado como no quadro 2 (INDEX FUNGORUM, 2021).
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Quadro 2: Classificacdo taxonémica do género Cladosporium.

Dominio Eukarya
Reino Fungi
Filo Ascomycota
Classe Dothideomycetes
Ordem Cladosporales
Familia Cladosporiaceae
Género Cladosporium

Fonte: Adaptada, NCBI.

Quanto a morfologia, espécies pertencentes a esse género sdo caracterizadas por
apresentarem col6nias puntiformes a efusas, de colora¢do variando do marrom-olivaceo a
cinza-olivaceo de reverso preto e consisténcia aveludada, flocosa ou de aspecto viloso
(OGOREK et al., 2012). Os conidios podem ter forma cilindrica, subcilindrica ou filiforme e
sdo geralmente macronematosos, podendo ser micronematosos em alguns casos, solitarios,
normalmente retos ou flexuosos, ramificados ou ndo, apresentando paredes continuas ou
septadas (Figura 2) (MENEZES, 2010; BENSCH, et al., 2012).

Figura 2: Estruturas citomorfologicas (conidios) de Cladosporium cladosporioides.

Fonte: Bensh et al., 2010.
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Fungos pertencentes a esse género apresentam uma grande heterogeneidade, que
possivelmente esta relacionada a definicdo imprecisa e abrangente deste género na literatura,
além da grande variabilidade morfologica apresentada pelas espécies e a ocorréncia de algumas
espécies em uma grande diversidade de substratos (BENSCH et al., 2012). Devido a sua
capacidade de crescer nos mais diversos substratos sdo considerados cosmopolitas e suas
espécies sdo relatadas como importantes agentes na decomposicao, deterioracdo e causadores
de alergias no homem e doencas em animais e plantas (BENSCH et al., 2012). Comumente
encontrados em todos os tipos de plantas, em simbiose com outros fungos e detritos, sdo
isolados frequentes do solo, alimentos, tintas e matérias organicas. Sao também frequentemente
relatados como endofitos (BROWN et al., 1998; EL-MORSY, 2000, BEZERRA et al., 2012,
2013; OLIVEIRA et al., 2014; NASCIMENTO et al., 2015).

Quanto a sua capacidade de produzir metabdlitos e biomoléculas de interesse, espécies
de Cladosporium tém sido descritas com aplicacdes potenciais em varios dominios, como
medicina, indlstria alimenticia e agricultura (AL-MATTAR, MAKKY, 2016). C.
cladosporioides foi considerado bom produtor da enzima L-asparaginase, bastante utilizada
como um agente antineoplasico no tratamento contra o cancer, e de taxol, que é outro
importante agente antitumoral (SARQUIS et al., 2004; ALl et al., 1993, ZHANG et al., 2009).
Além disso, outras espécies sao bastante relatadas como produtoras de enzimas de grande
interesse industrial como as proteases, amilases, inulinases e celulases (SOUZA-MOTTA et
al., 2003, SILVA et al., 2011).

2.2.3. Penicillium sp.

Os fungos do género Penicillium sdo classificados como pertencentes ao filo
Ascomycota, classe Eurotomycetes e ordem Eurotiales, pertencentes a familia
Trichocomanaceae (Quadro 3) (PALLU, 2010). Este género apresenta conidioforos ramificados
que sustentam as fialides, onde origina os conidios unicelulares, com estrutura esférica, eliptica
ou oval (Figura 3) (KIMATI et al., 1997). E um fungo com alta taxa de disseminac&o, sendo
considerado cosmopolita, sendo relatado seu crescimento nos mais diversos ambientes desde
plantas, solo. No solo, sua principal funcdo descrita na literatura é a decomposicéo e ciclagem
de nutrientes. Ainda pode ser considerado como patdgeno e um dos principais fungos
contaminantes dentro do setor alimenticio (SAMSON, FRISVAD, 2011).
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Quadro 3: Classificacdo taxondmica do género Penicillium.

Dominio Eukarya
Reino Fungi
Filo Ascomycota
Classe Eurotiomycetes
Ordem Eurotiales
Familia Trichocomanaceae
Género Penicillium

Fonte: Adaptada, NCBI.

Figura 3- Estruturas citomorfolégicas (conidioforos e conidios) de Penicillium echinulatum

Fonte:jornal.usp.br/ciencias/extraidas-de-fungo-substancias-tem-potencial-para-protecao-solar-e-
combate-a-larvas-e-parasitas/

Espécies de Penicillium tém uma alta diversificacdo, tanto morfolégica quanto de
metabolitos secundario, a exemplo de antibiéticos, micotoxinas, antioxidantes,
anticancerigenos, inseticidas, herbicidas, enzimas e fungicidas (SILVA et al. 2010). S&o
descritas como boas produtoras de metabolitos secundarios de varias classes de compostos
quimicos como alcaloides, diquetopiperazinas, benzodiazepinas, quinolinas, quinazolinas e
poliquetideos, conforme descrito por Kozlovsky et al. (2012) em uma excelente revisdo de

literatura sobre os metabdlitos produzidos pelos membros deste género. Também tem sido alvo



25

de varias pesquisas em biorremediacdo, em razdo do seu potencial de adsor¢do de metais
pesados e degradacéo de hidrocarbonetos (LEITAO, 2009).

O género Penicillium apresentam alto potencial de producéo de celulase (MAEDA et
al., 2013), e atuam como promotores de crescimento vegetal (KOIKE et al., 2001), na adsorc¢ao
relativa de metais pesados no solo e agua (MOREIRA,; SIQUEIRA, 2006), na solubiliza¢do de
fosfatos (BEHERA et al., 2014), e na producéo de antibioticos (ADRIO; DEMAIN, 2003; VAN
DEN BERG et al., 2008).

2.2.4. Aspergillus sp.

O género Aspergillus foi descrito pela primeira vez pelo padre italiano e biélogo Pietro
Antonio Micheli em 1729, e curiosamente foi denominado assim pela semelhanca da sua
estrutura reprodutiva assexuada (Figura 4) com o utensilio utilizado em igrejas para orvalhar
agua benta chamado “Asperges”, todavia apenas no ano de 1926 que foi publicado o primeiro
estudo cientifico de fato, em forma de monografia, publicada por Tom e Church. Raper e
Fennell dividiram as espécies considerando suas caracteristicas morfologicas em 1965,
enquanto Gams em 1982 foi responsavel por dividir o género em sec¢des (Quadro 4) (MICHELL,
1729; BENNET, 2010; GIBBONS; ROKAS, 2013).

Tabela 4: Classificagéo taxondmica do género Aspergillus.

Dominio Eukarya
Reino Fungi
Filo Ascomycota
Classe Eurotiomycetes
Ordem Eurotiales
Familia Trichocomaceae
Género Aspergillus

Fonte: Adaptada, NCBI.

Em relagdo a morfologia das espécies deste género, as coldnias apresentam uma ampla

variacdo na coloracdo com tons de verde, amarelo, cinza, marrons, preto e branco. Em relacéo
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a citologia apresenta hifas hialinas, septadas e ramificadas em angulo agudo, as quais se
diferenciam em estruturas reprodutivas, dando origem aos conidios (PARK; MEHRAD, 2009)
(Figura 4).

Figura 4: Estruturas citomorfoldgicas (conidioforos e conidios) de Aspergillus fumigatus.

Fonte:www. laborpraxis.vogel.de/schimmelpilz-aspergillus-fumigatus-so-legt-sein-gift-das-
immunsystem-lahm-a-798036/

Os fungos pertencentes a esse género tém sido utilizados em pesquisas nas mais diversas
areas do conhecimento, bem como em processos biotecnolégicos. Devido a sua alta capacidade
de produzir grandes quantidades de biomoléculas como enzimas, antimicrobianos e &cidos
organicos, esses fungos possuem potencial industrial e sdo explorados cada vez mais em varios
setores (BEHERA et al., 2014).

Por exemplo, o Aspergillus niger é um importante produtor de &cido citrico, acido
glucénico e acido oxalico, dentre outros (MAGNUSON; LASURE, 2004; JOOSTEN et al.,
2008), enquanto Aspergillus terreus é explorado na producdo de acido itaconico
(MAGNUSON; LASURE, 2004).

2.3 CondicGes para producao enzimatica

O mercado da producgéo de enzimas em escala industrial vem crescendo continuamente,

juntamente com a identificacdo e caracterizacdo bioquimica de novas enzimas produzidas a
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partir de fontes naturais, ou mesmo através do melhoramento de enzimas com a finalidade de
aprimorar o desempenho e o aumento daa expressao enzimatica (LIMA, 2016). Apesar do
processo de producdo enzimatica ja ser bem conhecido e essas serem comercializadas das mais
diversas maneiras, ainda é necessario o desenvolvimento de melhoramento de técnicas de

producdo e novas aplicacdes destas enzimas em areas inexploradas (SOUZA et al., 2015).

Independentemente do método de cultivo, seja por fermentacdo submersa ou em meio
de cultivo sélido e independente do organismo a ser utilizado, ainda existe a necessidade de
aprofundar em estudos com a finalidade de otimizagdo da producdo de enzimas. Cada
microrganismo possui uma condigdo especial para expressdo enzimatica, e a otimizacdo da
composicdo do meio de cultura contribui para diminuir os custos e aumentar a producdo das
enzimas de interesse industrial (CORREA et al., 2014).

A composicdo do meio fermentativo é o que ira determinar a producéo, portanto deve
ser composto, em geral, de macronutrientes fermentaveis (assimilaveis), representados
principalmente pelas fontes de carbono e nitrogénio, as mais significantes, além de
micronutrientes (ferro, manganés, entre outros) e fatores de crescimento, como as vitaminas
(WANDERLEY etal., 2011).

O processo de producdo enzimatica, além da eficiéncia, necessita ter baixo custo para
ser aplicado industrialmente. Com relacdo a producédo das proteases, 0 uso de meio de cultura
com fontes nutricionais alternativas tem possibilitado o bom desenvolvimento dos fungos e
amplificado a producéo das proteases (GASMALLA et al., 2013).

2.3.1. Fermentacdo em estado s6lido (FES) e fermentacdo submersa (FSm)

A fermentacdo € uma ferramenta importante na obtencdo de enzimas. Sistemas de FES
e FSm tém sido utilizados para producédo de proteases (SANDHYA et al., 2005; MERHEB et
al., 2006; KRISHNA et al., 2009; MERHEB-DINI et al., 2010; ROCHA, 2010; DING et al.,
2012; SILVA, 2019), lipases (ALVES et al., 2002; KOBLITZ; PASTORE, 2004 DAMASO et
al., 2008), pectinases (MARTIN et al., 2004, VARAVALLO et al., 2007), amilases
(TEODORO; MARTINS, 2000; ALVES et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2007), celulases
(MINUSSI et al., 1998), entre outras.
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Em geral, hé dois processos usuais de producdo de enzimas microbianas. A fermentacéo
no estado solido (FES) que corresponde ao cultivo de microrganismos sobre um substrato com
relativa auséncia de agua livre, assegurando o estado solido do cultivo e € geralmente realizado
com substratos tais como grdos, bagacos e farelo de trigo (PANDEY, 2003). O segundo
processo é a fermentagdo no estado liquido (FSm) em que o cultivo de microrganismos se da

em culturas no estado liquido e é em geral, realizada com substratos solGveis.

A escolha do tipo de fermentacdo depende da adaptacdo fisiologica do organismo.
Geralmente, em cultivo submerso a forma de crescimento de fungos filamentosos varia entre
as formas “peletizadas” e “filamentosas”, cada uma tendo suas proprias caracteristicas, que
podem afetar a taxa de producdo de enzimas por influenciar a difusividade e taxa de
transferéncia de massa (MITCHELL; LONSANE, 1992; DA SILVA et al., 2005).

Ainda podem existir variacdes dentro do método de cultivo em fermentacdo submersa
(FSm) como é o caso da presenca ou auséncia de agitacdo. Geralmente para o melhor
desempenho do processo fermentativo, a conducdo de estudos de fermentagdo é realizada sob
agitacdo, resultando na otimizacdo das condi¢des para obtencao de varios produtos, incluindo
as enzimas (SOUZA, 2015).

A otimizacao das variaveis que influenciam a obtencdo de bioprodutos por processo
fermentativo permite que em curto periodo de tempo sejam avaliadas combinagdes de cultivos,
como: nutrientes (tipo e concentracdo), pH, temperatura, inoculo, etc (PAMBOUKIAN, 2003;
SOUZA, 2015).

Em se tratando de estudos sobre cinética do processo fermentativo, diferentes
componentes envolvidos no sistema de cultivo sdo avaliados em funcdo do tempo de
fermentacdo. Esses componentes consistem na biomassa, nos produtos do metabolismo e nos
substratos que compdem o meio de cultura. Os valores experimentais da concentracdo desses
componentes em func¢do do tempo permitem a construcdo de curvas de ajustes para producao
em larga escala. Esses graficos resultantes das curvas de ajuste representam o ponto de partida
para a descri¢do quantitativa de uma fermentacao; por exemplo, permitem estabelecer a duracédo
do processo baseando-se no instante em que as concentracfes da biomassa e do produto

apresentam valores maximos.

2.3.2. Leite como meio alternativo
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O meio de cultura utilizado para o cultivo de microrganismos produtores de proteases
deve conter uma fonte carbono, uma fonte de nutriente e alguns fatores necessarios para o
desenvolvimento do organismo. O leite desnatado tem se mostrado uma fonte nutricional

protéica vantajosa, alternativa e relativamente barata (GIONGO, 2006).

E composto de gua (87,3%) e sélidos totais (12,7%), dos quais, aproximadamente 3,5%
sdo de proteina totais, que corresponde a 80% de caseina e 20% de proteinas do soro do leite,
que sdo B-lactoglobulina, a-lactaloumina e outras em concentragdes menores, com diversas
atividades bioldgicas (MOHANTY, 2016).

Além da constituicdo proteica, as proteinas presentes no leite agem como fonte de de
micronutrientes, como por exemplo, o célcio e fosforo, além de aminoéacidos e algumas
moléculas imunolégicas (imunoglobulinas e lactoferrina) (LIVNEY, 2010). Essas propriedades

demonstram a potencialidade desse substrato para a producao de proteases.

O leite desnatado Molico® fibras apresenta em sua composigdo: leite parcialmente
desnatado, fibra solvel (polidextrose), soro de leite, minerais (Carbonato de Célcio, Carbonato
de Magnésio), vitaminas (vitamina C, B3, B5, B1, B6, A, B7, D e B12), emulsificante lecitina
de soja, acidulante acido citrico e regulador de acidez hidroxido de potassio (NESTLE, 2022).
Todos esses compostos em associacdo tém se mostrado uma fonte nutricional com bons niveis

da relacdo custo beneficio para a producdo de proteases por fungos.

O uso de leite como fonte alternativa ja foi relatado em diversos trabalhos ao longo
destes ultimos anos. Todos eles demonstram o leite como meio indutor vantajosos e uma fonte
alternativa com potencialidade para uso em bioprocessos, pois suas caracteristicas nutricionais
e fisico-quimicas favorecem tanto o crescimento microbiano, como a producéo de bioprodutos
de interesse biotecnologico, a exemplo das proteases (GIONGO, 2006; SOUZA, 2015;
PEREIRA, 2017; SILVA, 2019; NASCIMENTO et al. 2021).

2.4. Importancia, aplicagéo e classificagdo das proteases

As proteases também conhecidas como peptidases sdo proteinas pertencentes a classes
das hidrolases responsaveis pela lise de outras proteinas. Em outras palavras, sdo enzimas que

catalisam a reacdo quimica de hidrolise de ligacdes peptidicas da sequéncia de aminoacidos,
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resultando em uma estrutura peptidica de menor tamanho e aminoacidos livres (Figura 5) (RAO
et al., 1998; MURI, 2014; SOUZA et al., 2015; PATEL, 2017).

Figura 5: Hidrolise de uma ligacdo peptidica.
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Fonte: Souza, 2015b.

Essas enzimas podem ser divididas de acordo com sua acéo nas ligacdes peptidicas, em
dois grandes grupos. As exopeptidases (EC 3.4.11. até EC 3.4.19.) sdo responsaveis pela
clivagem sequencial nas extremidades dos aminoécidos a partir do grupamento amino ou
carboxilico, sendo este grupo subdividido em aminopeptidases (com atuacdo no N-terminal da
cadeia polipeptidica), carboxipeptidases (com atuacdo no C-terminal da cadeia polipeptidica),
dipeptidases (substratos dipeptidicos) e dipeptidil e tripeptidil-peptidases (responsaveis por
catalisarem a clivagem N-terminal de dois ou trés peptideos de uma cadeia polipeptidica). Ja as
endopeptidases (EC 3.4.21. até EC 3.4.99.) sdo responsaveis pela catalise iniciada dentro de
uma cadeia de polipeptideos sendo subdivididas de acordo com o0 mecanismo catalitico (grupo
funcional no sitio ativo da enzima), em serina-, aspartato-, cisteina-, metaloproteases-,
glutamato-, e treonina-proteases (Figura 6) (ESPOSITO e AZEVEDO, 2010; CASTRO et al.,
2011; YIKE, 2011).

Figura 6: Classificacdo das proteases com base na estrutura quimica do seu sitio ativo.
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Fonte: Adaptada, Ceuleers et al., 2016

Nas serino-peptidases, a serina cumpre o papel de nucleofilo na reacéo e a triade €
composta ainda por acido aspértico e histidina. Como exemplos dessa classe tem-se a
quimotripsina, tripsina, elastase, calicreina, subtilisina e entre outras (CHAUD et al., 2007;
PATEL, 2017). Cisteino-peptidases tém o aminoacido cisteina na triade que age como
nucledfilo, que é auxiliado por &cido aspartico e histidina. Exemplos dessa classe tem-se a
papaina, bromelina, ficina, catepsina, actinidina e entre outras (FERREIRA et al., 2010).
Aspartato-peptidases apresentam dois aminodcidos &cido aspartico e uma histidina na
composicdo da triade no sitio ativo. Como exemplo tem-se a penicilopepsina e renina
(ALBUQUERQUE et al., 2014). Metalopeptidases apresentam em sua triade acido glutamico
com triptofano ou histidina, além de ion metalico zinco. Exemplo desta classe pode-se citar a
carboxipeptidase A e a termolisina (BATISTA et al., 2017). Glutamato-peptidases, que tem
como exemplo a scytalidocarboxil peptidase B (FUJIINAGA et al., 2004). Treonina peptidases
sdo amplamente responsaveis pela manutencao do proteassoma, que € um grande componente
da maioria das células e quebra proteinas indesejadas ou danificadas (ALBUQUERQUE et al.,
2014).

Outro carater determinante para classificacdo de proteases € de acordo com o seu pH
6timo, podendo ser classificadas em acidas, alcalinas ou neutras e variando de acordo com seu
mecanismo de acdo. , sendo agrupadas em cinco principais classes: as metaloproteases (~200),
as serino proteases (~180), as cisteino proteases (~160), treonina proteases (~30) e as proteases
do &cido aspartico ou aspartico proteases (~25), sendo as demais proteases, pertencentes a
grupos com mecanismos cataliticos desconhecidos (DRAG; SALVESEN, 2010; YIKE, 2011).
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No que diz respeito a importancia bioldgica, as proteases desempenham uma serie de
processos fisioldgicos por meio do controle da sintese e degradacdo de proteinas, catalisando a
hidrolise de aminoacidos especificos dentro de polipeptideos (RAO et al., 1998; FARO, 2008;
MORYA et al., 2012). Pode-se dizer que estdo amplamente distribuidas na natureza e que estdo
associadas a importantes processos biolédgicos tais como: a digestdo proteica, coagulagdo

sanguinea e morte celular.

As proteases realizam uma infinidade de funcGes, atuando desde a reciclagem de
proteinas intracelulares para a digestdo de nutrientes até a amplificagdo em cascata do sistema
imunoldgico, atuando ainda na ativagédo do sistema complemento, na patogénese, na apoptose,
na resposta imune e no metabolismo secundario, dentre outras fungdes (Bl et al., 2011; LI et
al., 2013).

Em termos gerais, as proteases pertencem ao grupo mais importante de enzimas
industriais com diversas aplicag6es no campo comercial (Figura 7). 1sso acontece devido a sua
grande especificidade na acdo hidrolitica, que possui uma extensa aplicacdo em diferentes
setores como na industria de alimentos, detergente, couro, produtos farmacéuticos, seda,
digestdo de residuos, bem como na propria elucidacdo estrutural das proteinas devido a sua
capacidade de sintese de proteinas (RAO et al., 1998; JOHNVESLY; NAIK, 2001; GUPTA,;
BEG; ABIDI et al., 2011; SAVITHA et al., 2011; SOUZA, 2015; LORENZ, 2022).

Figura 7: AplicacOes das proteases nos diversos setores.
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Fonte: Adaptado, Li et al., 2013.

A empresa americana especialista em consultoria e pesquisa de mercado, Grand View
Research, publicou um relatério em 2019 no qual estimou-se que o mercado mundial de
enzimas atingiu 8,4 bilh6es em 2020, e com previsao para até 2027 de US$ 14,9 bilhdes. As
enzimas proteoliticas possuem vérias aplicacfes tanto comercial quanto industrial, estando
entre os trés maiores grupos de enzimas industriais alcancando o percentual de 60% do mercado
industrial sendo comercializadas em todo o mundo e alcancando maior aplicabilidade na
industria de laticinio e detergentes (Figura 8) (SOUZA et al., 2015).

Figura 8: Representagdo da utilizacdo de enzimas por diversas indUstrias até 2019 e a previsdo

para os anos 2020 a 2027.
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l U.S. industrial enzymes market size, by application, 2016 - 2027 (USD Billion)
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Fonte: Adaptado, Grand View Research, 2019.

No entanto as proteases utilizadas pelas inddstrias estdo presentes nos mais diversos
setores, como no alimenticio, téxtil e farmacéutico, além de cosmético e nos produtos de
limpeza em geral (CHAUD et al., 2007; ORLANDELLI et al., 2012; SOUZA et al., 2015;
WANDERLEY et al., 2016).

No setor alimenticio sdo empregadas no amaciamento de carnes, estabilizacdo de vinhos
e cervejas, clareamento de sucos, fabricagdo e amaciamento do couro, como agentes hidroliticos
na coagulacao do leite e na maturacdo do queijo, em indudstrias de panificacdo (SOUZA et al.,
2015).

Na producdo de materiais de limpeza estdo presentes na fabricacéo de detergentes sendo
um dos componentes essenciais empregados na remocao de residuos de alimentos, sangue e
secrecOes corporais, além de compor reagentes de lavagem de lentes de contato e dentaduras
(RAO et al., 1998; KHAN, 2013; VELOORVALAPPIL et al., 2013).

Estdo presentes na fabricacdo papéis, celulose, seda, téxteis, industrias farmacéuticas,
industrias de revestimento anti-incrustantes, processos de biorremediacdo, e podem ser
utilizadas também na recuperacdo da prata de peliculas fotograficas, além de poder atuar na
sintese de peptideos em meios organicos e no processamento de proteinas (SILVA et al., 2009;
RAI; MUKHERJEE, 2009; LIMA et al., 2011; ANBU, 2013; GOHEL; SINGH, 2013).

Proteases podem ser obtidas das mais diversas fontes, desde plantas, animais e

microrganismos (bactérias e fungos). Nas plantas, geralmente essas enzimas encontram-se no
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latex ou nas sementes (CHE et al., 2021). JA em animais podem ser encontradas dentro do seu
organismo ou no caso de animais peconhentos elas estdo presentes em suas peconhas
(NASCIMENTO, 2021). A producdo de proteases por microrganismos é bem diferente das
demais, a producdo acontece a partir de biotransformacdes realizadas durante o bioprocesso,
geralmente sdo enzimas extracelulares e sdo obtidas no meio de cultivo em que estd o
microrganismo. Comparando as trés fontes de proteases, a microbiana se torna a mais
interessante por ser mais vantajosa tanto por apresentar uma producao rapida e numerosa,
quanto por ter um baixo custo (HARISH; UPPULURI, 2018; TAVANO et al., 2018; RAZZAQ
etal., 2019).

Devido a essas caracteristicas 0 uso de enzimas e principalmente proteases produzidas
por microrganismos vem ganhando destaque dentro do setor industrial e alcangcando dimensdes
extraordinarias (NASCIMENTO et al., 2021). Enzimas fangicas sdo comumente utilizadas na
industria devido a varias razdes técnicas incluindo a possibilidade de obter enzimas em uma
elevada concentracdo no meio de fermentacéo e oferecem uma vantagem distinta sobre enzimas
bacterianas em termos de facilitacdo do processamento (HAJJI et al., 2010; SOUZA, 2015).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar a capacidade de producdo por fungos filamentosos (Aspergillus sp.,
Paecilomyces sp., Penicillium sp. e Cladosporium sp.), isolados de amostras de solo do

semiarido pernambucano e caracterizar o extrato enzimatico com melhor relacdo entre indice
enzimatico e biomassa do fungo.

3.2 Objetivos especificos

<

Avaliar a atividade proteolitica dos isolados em meio agar-leite;

v Comparar a producdo de proteases em fermentacdo submersa na presenca e na auséncia
de agitacdo;

<

Extrair enzimas proteoliticas produzidas pelos isolados;
v Do fungo com melhor relacéo entre indice enzimatico e biomassa, caracterizar o extrato

de proteases quanto a classe, temperatura 6tima, termoestabilidade, e pH-6timo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Microrganismos utilizados

Os seis fungos analisados neste estudo foram isolados do solo da Unidade de
Conservacdo Parque Estadual Mata da Pimenteira, municipio de Serra Talhada-PE, nos anos
2018-2019 e encontram-se depositados na colecdo microbiolégica do LAPEEMI/UAST
(Laboratdrio de Pesquisa, Ensino e Extensdo em Microbiologia da Unidade Académica de Serra
Talhada) (Tabela 1).

Tabela 1: Codigo de cadastro, classificacdo e origem dos isolados utilizados neste estudo e depositados
no LAPEEMI/UAST.

Cddigo de Cadastro Identificagdo dos Classificacéo
SisGen isolados Taxondémica
AB578AB A4 Penicillium sp.
AB4E687 A7 Cladosporium sp.
AB9882F A9 Paecilomyces sp.
A36E5B0 D7 Penicillium sp.
A3E1ECD D9 Penicillium sp.
A5CAF81 13 Aspergillus sp.

Fonte: Autora, 2022.

4.2 Meio de cultura para manutencao e caracterizacdo macro e microscopica

Foi utilizado o meio de cultura 4gar-Sabouraud-dextrose (2 %) composto por 10 g de
peptona de carne, 40 g dextrose, 15 g de agar e 1000 mL de agua destilada, e o pH de 5,6. Para
manutencdo dos fungos, as amostras foram repicadas em tubos de ensaio contendo meio agar-
Sabouraud-dextrose, e mantidas em temperatura ambiente durante 15 dias e em seguida, sob
refrigeracdo a 4°C.

Para caracterizacdo macro e microscopica foi utilizada a metodologia descrita por Lopes
et al. (2008), adaptada para avaliacdo microscopica. Inéculo da cultura fangica foi transferido
para placas de Petri contendo meio agar-Sabouraud-dextrose e cobertos com laminulas
previamente flambadas. As placas foram mantidas em temperatura ambiente e as laminulas com

micélio aderido foram retiradas sucessivamente, nos periodos de 48, 72, 96 e 120 horas apés o
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inicio do experimento, colocadas invertidas sobre uma Iamina estéril, coradas com lactofenol e
analisadas ao microscopio Optico. Para avaliacdo macroscépica dos isolados, um disco do
micélio foi inoculado no centro da placa de Petri contendo o meio de cultura 4gar-Sabouraud-
dextrose 2 %. Em seguida, a placa foi mantida em temperatura ambiente. As observagdes foram
feitas durante 12 dias para caracterizacdo do aspecto macroscopico da coldnia e comprovacéao

da pureza da cultura (Figura 9).

Figura 9: Esquematizacdo da metodologia descrita por Lopes et al. (2008).
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Fonte: Autora, 2022.
4.3 Producao de proteases em meio solido
Foi utilizado o meio-agar-leite preparado com 50 g de leite Molico desnatado Nestlé®,
15 g de 4gar, 1000 mL de agua destilada e pH 6,8 (Tabala 2). O meio foi autoclavado durante

15 minutos a 120°C e em seguida, distribuido em placas de Petri.

Tabela 2: Composicdo meio de cultura solido agar-leite.

Agar-Leite
50 g de leite Molico
15 g de agar

1000 mL de leite desnatado
Fonte: Autora, 2022.




39

O in6culo do fungo foi colocado no centro da placa de Petri sobre o meio de cultura
agar-leite. O experimento foi realizado em triplicata e avaliado no periodo de 12 dias. Foi
avaliado a capacidade de degradacdo da caseina do leite em p6 pelo fungo, Unica fonte de
nitrogénio adicionada ao meio. A degradacao foi avaliada macroscopicamente pela formacéo
do halo de degradacéo transparente ao redor da col6nia.

Para determinacdo do indice enzimatico (IE), foi utilizada a metodologia descrita por
Hankin e Anagnostakis (1975), em que a atividade da espécie avaliada decorre da razdo entre
o diametro da colbnia (&c) e o didmetro da coldnia, acrescido da zona de precipitagdo do halo
(@h). A partir do IE, a atividade enzimatica (Pz) pode ser classificada como Equacao 1:

Equacao 1: Determinacéo de indice enzimético.

didmetro da colénia (dc)

IE =
diametro da colonia (@c) + zona de precipitagio do halo (@h)

A) negativa (IE = 1, Pz = classe 1);
B) positiva (0,64 = IE < 1, Pz = classe 2);
C) fortemente positiva (IE < 0,64, Pz = classe 3).

4.4 Producao enzimatica em fermentacdo submersa

4.4.1. Produgéo de conidios

Os fungos foram inoculados em meio de cultura &gar-Sabouraud-dextrose para
conidiogénese (esporulacdo). Em seguida, as placas foram deixadas em temperatura ambiente
(28°C % 2°C), por um periodo de 10 a 15 dias. Apos esse periodo, os conidios foram coletados,
raspando-se a superficie do meio de cultura e transferindo-a para tubos de centrifuga (50 mL)
para o preparo da suspensdo contendo uma solugdo com agua destilada + tween 80 a 0,01 %.
Em seguida, foi estimada a concentracao dos conidios em camaras de Neubauer (Figura 10) e

as suspensdes foram padronizadas em 1 x 107 conidios/mL.
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Figura 10: Preparo das suspensdes de conidios em Cémara de Neubauer para determinar a
concentracdo antes da inoculacdo. (A) Preenchimento da cAmera com a amostra a ser analisada.
(B) Visualizacdo de cada quadrante em um dos lados da Camara. (C ) Sentido da contagem.
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Fonte: Diego César (2018).

4.4.2 Producao enzimatica em fermentacéo submersa

O experimento foi realizado em frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL de
leite Molico ® liquido (5%) (Figura 11), diluido em &gua destilada. Os frascos foram
autoclavados a 1 atm e 120°C por 20 minutos. Cada frasco foi inoculado com 0,5 mL da
suspenséo de conidios (1x107 conidios/mL) e incubado a 36 + 1 °C durante 6 dias e 150 rpm
para o cultivo em agitacdo (Figura 12), foram utilizados os mesmos parametros para o cultivo
estatico com excecdo da agitacdo (Figura 13). Ambos os ensaios foram realizados com trés
repeticbes. Apds o cultivo por 6 dias, o conteudo do crescimento fingico e o sobrenadante
foram centrifugados por 30 minutos a 3000 rpm para separagdo da biomassa do sobrenadante,

que foi considerado o extrato enzimatico e utilizado para as determinacfes posteriores.
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Enquanto o precipitado solido foi levado a estufa a 82°C durante sete dias, sendo realizada a

pesagem todos os dias durante este tempo para determinagdo da biomassa.

Figura 11: Composicao nutricional do leite Molico® Fibras.

/ INFORMACAO NUTRICIONAL
Porcao de 25 g (2 colheres de sopa)***

Quantidade por porcgo %VD(¥)
Valor energético Bkeal=391kl 5%
Carboidratos 11g,dos quais: 4%
Aclicares™*** Mg 4

Proteinas 6,0¢ 8%
Gorduras totais 259 5%
Gorduras saturadas 179 8%
Gorduras trans 0g i

Fibra alimentar 25¢ 10%

Sodio 102 mg 4%

*%o Valores Didrios de eferéncia com base em uma dieta de 2.000 keal ou
8,400 kJ.Seus valores diarios podem ser maores ou menores dependendo de suas

*k%

necessidades energgticas. **VD ndo estabelecido. *** Quantidade suficiente para
opreparo de 200ml, **** Agticares naturalment presentes nas materias-primas.

Fonte: https://www.nestle.com.br

Figura 12: Cultivo estacionario dos isolados Paecilomyces sp. (A9), Cladosporium sp. (A7),
Penicillium sp. (D7) e Aspergillus sp. (13), em meio liquido a base de leite.
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Fonte: Autora, 2022.

Figura 13: Cultivo em agitacdo dos isolados Paecilomyces sp (A9)., Cladosporium sp. (A7),
Penicillium sp. (D7) e Aspergillus sp. (I3) em meio liquido a base de leite.

Fonte: Autora, 2022.

4.4.3 Andlise da atividade enzimatica

A atividade de proteases foi realizada conforme a metodologia proposta por Charney e
Tomarelli (1947) com a utilizacdo de azocaseina 1 %. Foi adicionado 50 pL do substrato
(azocaseina 10 mg/mL) em 30 pL do extrato enzimatico. A mistura reacional foi incubada a 37
°C por 60 minutos. A reagdo foi interrompida adicionando 240 pL de 4cido tricloacético (TCA)
10 %, por 15 minutos. Apos a centrifugacdo a 10.000 rpm por 5 minutos, foi adicionado 130

uL de NaOH 1,0 M ao volume de 70 puL do sobrenadante. Essa mistura foi colocada em placas
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de 96 pocgos para a realizagao da leitura de absorbancia da amostra, realizada no comprimento
de onda de 450 nm em leitor de microplaca (Mindray, MR96A Figura 14). Tomou-se como
definicdo que uma unidade de atividade enzimatica a quantidade da enzima requerida para
produzir um aumento de absorbancia em 0,001 a 450 nm por min, nas condic¢des incubacdo do
teste (GIONGO, 2006). Todas as analises de atividade enzimatica foram realizadas em

triplicata.

Figura 14: Leitor de microplaca

Fonte: Autora, 2022

4.5 Caracterizagdo das proteases

Essa etapa iniciou-se com o teste de inibi¢cdo com os compostos fluoreto de fenil-metil-
sulfonil (PMSF, inibidor de serino-peptidases), pepstatina (inibidor de aspartato-peptidases),
bestatina (inibidor de metalopeptidases), e E-64 (inibidor de cisteino-peptidases) . Todos estes
foram dissolvidos em DMSO devido ao carater hidrofobico destas moléculas. O ensaio foi
realizado com a adig¢do de 10 pL da solucdo dos inibidores a 10 mM em DMSO, em 20 pL do
extrato enzimatico, seguido de incubagdo em temperatura ambiente por 15 min. Ap6s o tempo
de reacdo, foi realizado o teste de atividade enzimatica conforme descrito no item 4.4.3.

Além dos ensaios com inibidores, foram realizados ensaios com o substrato especifico
para tripsina benzoil-arginina-p-nitroanilida (BApNA) a 4mM dissolvido em DMSO. No
ensaio, 30uL do extrato enzimatico foi incubado com 30uL do substrato e 140uL de tampao
0,1M Tris-HCI pH 8,0 a 25°C. A leitura a 450nm foi realizada no leitor de microplacas nos

tempos 0 e 10min, utilizando a tripsina suina como controle positivo e tampdo como controle
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negativo em substituicdo ao extrato enzimatico. Uma unidade de atividade enzimética de
tripsina foi definida como a mudanca de 0,001 na absorbancia a 405nm.

Para o teste de temperatura 6tima, a atividade enzimatica foi realizada na faixa de
temperatura de 27 a 97 °C, com incrementos de 5 °C.

Para termoestabilidade, antes da realizacdo da atividade enzimatica como descrito no
item 4.4.3, 0 extrato enzimatico foi incubado na temperatura teste (27 a 97°C com incrementos
variaveis entre os pontos) por 30 minutos. O extrato foi entdo mantido em temperatura ambiente
por 15 minutos para estabilizacdo da temperatura e s6 entdo a atividade foi determinada como
no item 4.4.3.

Para determinagdo do pH-6timo, solucdes de azocaseina 1% foram preparadas em dois
sistemas tampéo: fosfato, para pH entre 5,0 e 7,5, e Tris-HCI, para pH entre 7,0 € 9,0. O

procedimento para determinacédo da atividade foi realizado como descrito no item 4.4.3.

4.6 Analise estatistica

Os dados foram testados para distribuicdo normal através do teste de Kolmogorov-
Smirnov. Foram utilizados os testes paramétricos teste T (para duas amostras) e ANOVA (para
multiplas amostras), e 0s testes ndo paramétricos teste Welch (para duas amostras) e Kruskal -
Wallis (para maltiplas amostras) para os resultados que seguiram uma distribuicdo normal e
diferente da normal, respectivamente. Para todos os testes, foi adotado um a=0,05, e os testes

foram realizados no programa R verséo 4.2.1.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo dos isolados fungicos coletados de solos do semiarido

pernambucano

Os isolados utilizados neste trabalho advém de solo da Unidade de Conservagdo Parque
Estadual Mata da Pimenteira, localizada em Serra Talhada, sertdo de Pernambuco, durante 0s
anos de 2018 e 2019, nos periodos de estiagem e chuvoso. Os solos do semiarido apresentam
condicBes climaticas estressantes para os microrganismos devido a alta incidéncia de radiacao
solar, baixa disponibilidade de &gua bem como de nutrientes. No entanto, apresentam uma taxa
de diversidade relativamente alta como mostrado por Leitdo (2018), Silva (2018) e Souza
(2019) nos seus trabalhos na mesma unidade de conservagéo.

Os isolados coletados foram identificados de acordo com suas morfologias em seis

espécies conforme descritos na (Tabela 3).

Tabela 3: Classificacdo dos isolados.

Identificac&o dos isolados Classificagdo Taxonémica
Ad Penicillium sp.
A7 Cladosporium sp.
A9 Paecilomyces sp.
D7 Penicillium sp.
D9 Penicillium sp.
13 Aspergillus sp.

Fonte: Autora, 2022.

As colonias de Penicillium sp. apresentaram um crescimento rapido, entretanto como
foram identificadas trés espécies desse género cada uma tinha suas particularidades
macroscapicas, 0 que sugere espécies diferentes desse género. Enquanto o isolado A4 tem uma
coloracgdo acinzentada com bordas esbranquicadas e textura aveludada (Figura 15). As coldnias
de D7 apresentavam coloracdo acinzentada, com textura aveludada arenosa e produziam um
pigmento de cor rosea (Figura 18-B). Ja o isolado D9 apresentou coldnia enegrecida com arcos
esbranquigados ao longo da coldnia, no verso da placa pode-se observar as bordas de coloragédo

rosea bem como a pigmentacdo do meio de cultura (Figura 19). Microscopicamente todas elas
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apresentam hifas cenociticas e ramificadas, com cadeias de conidios longas dispostos nos
conidioforos, caracteristicas presentes em fungos pertencentes a este género.

As colbnias de Aspergillus sp. apresentaram um rapido crescimento em comparagao
com os demais isolados, devido a sua capacidade de esporulagéo. Elas tinham cor verde-liméo
e textura arenosa. Microscopicamente as hifas septadas e ramificadas, com fialides formadas
em cima de vesiculas inchadas no final de um conidiéforo longo (Figura 20).

Os isolados Cladosporium sp e Paecilomyces sp foram 0s que apresentaram o
crescimento mais lento. As col6nias de Cladosporium sp macroscopicamente apresentaram
uma colbnia Unica, de coloracdo verde e cinza com delimitac6es alternadas entre essas cores,
no verso da placa observa-se um aspecto enegrecido da coldnia, com textura aveludada.
Microscopicamente o género apresenta conidiéforos que possuem forma cilindrica, flexuosos,
ramificados, apresentando paredes septadas (Figura 16). Ja as coldnias de Paecilomyces sp
apresentavam coloracdo acinzentada com bordas brancas e textura aveludada.
Microscopicamente possui conidiéforo ramificado no topo com fialides longas, dispostos em
cadeia (Figura 17).

Figura 15: Aspectos macroscopico frente (A) macroscopico verso (B) e microscépico (C), apos
72h, em objetiva de 40x, de Penicillium sp. (isolado A4) em &gar- Sabouraud-dextrose. O

Fonte: Autora, 2022.

Figura 16: Aspectos macroscopico frente (A), macroscopico verso (B) e microscopico (C),
apos 120h, em objetiva de 40x, de Cladosporium sp. (isolado A7) em agar-Sabouraud-dextrose.
O circulo em vermelho especifica os esporos pertencentes a esse género.



Fonte: Autora, 2022.

Figura 17: Aspectos macroscopico frente (A) e macroscopico verso (B) e microscopico (C),

apos 72h, em objetiva de 40x, de Paecilomyces sp. (isolado A9) em agar-Sabouraud-dextrose.O

circulo em vermelho especifica as estruturas reprodutivas pertencentes a esse género.
_—— . Y

Fonte: Autora, 2022.

Figura 18: Aspectos macroscopico frente (A), macroscopico verso (B) e microscopico (C),
apos 72h, em objetiva de 40x, de Penicillum sp. (isolado D7) em agar-Sabouraud-dextrose. O
circulo em vermelho especifica as estruturas reprodutivas pertencentes a esse género.

\ B W

\’.‘,..\‘% } ™

Fonte: Autora, 2022.

Figura 19: Aspectos macroscopico frente (A), macroscéopico verso (B) e microscépico (C),
apos 120h, em objetiva de 40x, de Penicillum sp. (isolado D9) em agar-Sabouraud-dextrose. O
circulo em vermelho especifica as estruturas reprodutivas pertencentes a esse género.
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Fonte: Autora, 2022.

Figura 20: Aspectos macroscopico frente (A), macroscopico verso (B) e microscépico (C),
apos 72h, em objetiva de 40x, de Aspergillus sp. (isolado 13) em agar-Sabouraud-dextrose. O
circulo em vermelho especifica as estruturas reprodutivas pertencentes a esse género.

Fonte: Autora, 2022.

Nos trabalhos desenvolvidos por Leitdo (2018), Silva (2018) e Freires (2019) acerca da
bioprospeccdo de fungos no semiarido pernambucano notou-se uma maior ocorréncia de
Aspergillus sp., Penicilium sp., Fusarium sp., Paecilomyces sp. e Cladosporium sp., mostrando
a predominéncia desses géneros além de se destacarem como potenciais produtores de enzimas

como demonstrado por Freires, 2019.

Recentemente uma nova espécie fungica foi descrita na Unidade de Conservacao Parque
Estadual Mata da Pimenteira sendo denominada de Aspergillus serratalhadensis (OLIVEIRA

et al., 2018), reforcando como as espécies desse género estdo presentes nos solos do semiarido.

De acordo com Maia et al. (2015), a diversidade fungica brasileira e representada por
5.719 espécies, distribuidas em 1.246 géneros e 102 ordens. O bioma Caatinga teve 999
espécies de fungos registradas, demonstrando uma diversidade pouco explorada quando se
considera a riqueza fangica de endofitos, fungos do solo e de plantas em decomposicdo por



49

exemplo (BEZERRA et al. 2013; CRUZ et al. 2013% BARBOSA et al .2016; FIUZA et al.
2017; LEAO-FERREIRA et al. 2017; GUSMAO et al. 2017). A Caatinga é a Gnica grande
regido ecoldgica do Brasil que ndo é compartilhada com nenhum outro pais. Por muito tempo,
a biodiversidade desta regido de clima semiarido foi subestimada, o que resultou na diminuicéo
do financiamento a pesquisa quando comparado a outras ecorregides brasileiras (SANTOS et

al. 2011), sendo este trabalho importante para contribuir nessa elucidacao.

Corroborando com os resultados obtidos com essa pesquisa, Tsang et al. 2018 diz que
ascomicetos filamentosos sdo caracterizados por serem fenotipicamente diversos, englobando
espécies importantes para 0 meio ambiente e para diversos setores da economia, como
biotecnologia, setor alimenticio e medicinal, causando impactos sociais significativos. Além
disso, espécies pertencentes a esses géneros sao ubiquas e podem ser encontradas em diversos
substratos, como solo, vegetacdo, agua, ar e até mesmo ambientes com condigdes extremas
como € o caso do semiarido (VISAGIE et al. 2014a; YILMAZ et al. 2014; CHEN et al. 2016;
BARBOSA et al. 2016; 2018; DIAO et al. 2018).

5.2 Determinacdo do potencial de producédo enzimética em estado sélido dos isolados

fangicos

Os seis isolados classificados foram submetidos ao teste de positividade de atividade
proteoliticas em meio diferencial agar-leite e todos demonstraram resultados satisfatorios
conforme descrito na (Tabela 4). No entanto, apenas as espécies (Cladosporium sp. (A7),
Paecilomyces sp. (A9), Penicillium sp. (D7) e Aspergillus sp. (13)), que apresentaram

crescimento e producao satisfatérios, em relacdo ao tempo passaram para 0s testes seguintes.

Tabela 4: indice (IE) e atividade enzimética (Pz) de proteases em meio sélido agar-leite.

Classificagdo Taxondmica indice enzimatico (IE) Atividade enzimatica (Pz)
Penicillium sp. 0,71 2
Cladosporium sp. 0,76 2
Paecilomyces sp. 0,86 2
Penicillium sp. 0,86 2
Penicillium sp. 0,8 2

Aspergillus sp. 0,96 2
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Fonte: Autora, 2022.

Todos os isolados fungicos testados Cladosporium sp, Paecilomyces sp., Penicillium
sp. e Aspergillus sp. demonstraram atividade enzimadtica proteolitica no meio de cultura &gar-
leite, pois apresentam um indice enzimatico (IE) intermediario bem como uma atividade
enzimatica (Pz) positiva de classe 2, mostrando que esses fungos secretam proteases.

Dentre os isolados analisados, Penicillium sp. (A4) apresentou um IE de 0,71 e Pz de 2,
mas seu crescimento radial no meio de cultura testado foi lento quando comparado ao meio de
manutencdo (agar-Sabouraud-dextrose), apresentou um halo de 0,17. J& os outros isolados
também classificados como pertencentes ao género Penicillium (D7 e D9) apresentaram IE de
0,86 e 0,80, com halos de 0,1 e 0,3, respectivamente, ambos também com Pz de 2, mas tinham
0 crescimento mais rapido no meio indutor. Esse resultado positivo para atividade proteolitica
ja era esperado, pois varios estudos demonstram que espécies desse género sdo bons produtores
de biomoléculas e metabdlitos secundarios (ROUSSEAU, 1984; PITT, et al. 2000; SILVA et
al. 2004; FRISVAD et al. 2004; SILVA; LINS, 2008; ARAUJO et al. 2010, PALLU, 2010;
RODARTE et al., 2011).

Cladosporium sp. apresentou um IE de 0,76 com Pz de classe dois, com destaque para
o maior halo de degradacdo dentre os isolados testados neste trabalho com 1,0, sendo
considerado também um bom produtor. Ja& o Paecilomyces sp. teve um IE de 0,86 com o
segundo maior halo de degradagé&o entre os isolados com 0,43. O isolado Aspergillus sp. teve o
melhor crescimento em placa, com diametro da colnia 7,73 e halo de 0,3, pois esporulou muito,
e para que acontega o crescimento neste meio de cultura o fungo tem que lancar enzimas, nesse
caso proteases, no meio para degradar a caseina presente no leite para poder se desenvolver, o
que demonstra que essa espécie é bem adaptada a esse meio minimo e pode ser considerado um
bom produtor.

O meio indutivo de produgéo de protease forneceu como nutriente a caseina. A caseina
€ uma macromolécula de natureza proteica presente no leite. A reacdo bioquimica de hidrolise
da caseina, pela acdo de enzimas, produzem peptonas, polipeptidios, dipeptideos e aminoacidos
livres, que sdo assimilados pelas células para producdo de energia (GEISSELER; HORWATH,
2008). Este processo de hidrélise enzimatica s6 é possivel pela presenca de enzimas
extracelulares produzidas pelas colbnias. A degradacdo destas enzimas existentes no meio de
cultivo € comprovada pelo aparecimento de um halo de degradacdo nas bordas da coldnia
(Figura 21-B).
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Figura 21: Atividade enzimatica positiva de protease de Cladosporium sp. (A7) frente da placa
demonstrando as dimensdes da colbnia (A) e verso da colénia com seu respectivo halo de
degradacéo (B).

Fonte: Autora, 2022.

Os géneros Aspergillus e Penicillium sdo considerados 0s mais importantes
economicamente. Pertencem a familia Aspergillaceae, sendo importantes produtores de varios
metabolitos e enzimas de importancia biotecnolégica como celulases, amilases e proteases
(HOUBRAKEN et al., 2014).

Esses sdo classificados como GRAS (Geralmente Reconhecidos Como Seguros) devido
a sua baixa toxicidade. Além disso, sdo produtores de uma gama de substancias bioativas e
podem ser utilizados para producao de enzimas hidroliticas como as proteases (VARGA et al.,
2007; FERNANDES, 2009). Com o mesmo objetivo de testar potencial enzimatico, Belo
(2013) também observou a predominancia de Aspergillus em degradar protease.

Dentre 0s microrganismos que produzem enzimas que exercem papel importante em
processos industriais com alto valor econdémico agregado ou ambientalmente desejado,
destacam-se 0s géneros ou espécies Kluyveromyces, Penicillium, Aspergillus, Cladosporium,
Bacillus, Pseudomonas, Pandoraea, Aspergillus niger, Burkholderia, Escherichia coli,
Serratia, Gliocladium, Pleurotus, Auricularia, Ganoderma, Lentinus, Actinomadura,
Aspergillus terréus, Auricularia mixotricha (BRAVO et al., 2000; GERMANO et al., 2003;
PINHEIRO, 2006; GIONGO, 2006; NASCIMENTO; MARTINS, 2006; MARTINS, 2007,
RODRIGUES 2008; SILVA et al., 2009; CRUZ, 2011; PALSANIYA, 2012; SACCO, 2013;
NEVES, 2014; SILVA, 2015; SILVEIRA, 2015; LISBOA, 2015; LIMA, 2016; SANTOS,
2016; SACCO, 2017).

Fungos isolados do ar, &gua, solo ou de outros ecossistemas podem possuir
caracteristicas biotecnoldgicas importantes, sendo que 7% destes correspondem aos fungos
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filamentosos do género Paecilomyces (SOBRAL et al.,, 2017). Estudos envolvendo
Paecilomyces sp. vem avangando com o passar dos anos, e hoje € descrito como um fungo de
importancia na obtencdo de enzimas, como as proteases (FAN et al., 2012), xilanases, celulase
(BALA; SINGH, 2018), tanases, fitases, quitinases, amilases e pectinases (LAGUNA et al.,
2015). Além disso, sua aplicacdo foi descrita no biocontrole de nematdides, como fungo
entomopatogénico (LI et al., 2018) e na degradacdo de plasticos biodegradaveis (ACHARYA,
CHAUDHARY, 2012).

5.3 Producéo enzimética por fermentacdo submersa

Apesar de todos os seis isolados testados em meio diferencial &gar-leite terem
apresentado bons indices enzimaticos para os parametros adotados nesta pesquisa, apenas 0s
que cresceram e produziram quantidades notaveis de peptidases seguiram para 0s testes em
fermentagdo submersa (FSm) com a presenca e auséncia de agitacdo, sendo testados nesta etapa
apenas quatro isolados: Cladosporium sp., Paecilomyces sp., Penicillium sp. (D7) e Aspergillus
sp. (Figura 22-23).

Figura 22: Comparacdo visual do crescimento de Cladosporium sp. (A7) e Paecilomyces sp.
(A9) em (FSm) em estado agitado (A) e estacionario (B).
A - - :

Fonte: Autora, 2022.

Figura 23: Comparacéo visual do crescimento de Penicillium sp. (D7) e Aspergillus sp. (13)
em FSm em estado agitado (A) e estacionario (B).
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Os testes realizados em FSm com variacao entre agitacdo e estacionario demonstrou que
os isolados testados neste trabalho tiveram melhor crescimento em bancada, ou seja, sem a
presenca da agitacéo, tanto para a producdo de biomassa (Figura 24) quanto para a producéo de
peptidases (Figura 25).

Os fungos filamentosos em sua maioria sdo Eucapicos (ALEXOPOULOS et al. 1996).
Se refere a caracteristica do micélio ou parte vegetativa. Entdo a parte vegetativa se diferencia
para formar a parte reprodutiva. As estruturas reprodutivas surgem apenas em uma parte das
estruturas somaticas, sendo a parte restante estruturas somaticas O cultivo em suspensao
mantido em shaker devido a rotacdo pode ocasionar a quebra das hifas e impedir esa cadeia de
desenvolvimento reprodutivo, dificultando assim o processo de reproducdo. Essa condigédo
bioldgica pode justificar o melhor desempenho e formacdo de biomassa pelo do fungo no
cultivo estéatico.

Figura 24: Biomassa produzida pelos isolados no estado estacionario (vermelho) e sob agitagédo
(azul). Letras minusculas representam comparagdo entre os isolados no estado estacionario e
letras maiusculas entre os isolados em agitacdo. Letras diferentes representam meédias
estatisticamente diferentes entre si. Os simbolos = e # representam médias iguais e diferentes,
respectivamente, na comparagdo do estado estacionario e em agitacdo numa mesma linhagem.
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Fonte: Autora, 2022

Todas as amostras foram analisadas pelo teste T-student. Os grupos controle e
Cladosporium sp. ndo tiveram diferenca significativa quanto a biomassa produzida. Quando
comparados 0s processos de bancada Cladosporium sp. teve uma média de 0,585¢ e agitacdo
com 0,830g, estatisticamente ndo foi observada diferenca significativa no cultivo de
Cladosporium sp. nas condi¢des testadas (p=0,505). O controle e este isolado ndo tiveram
diferenca estatistica entre si.

Entretanto as espécies de Paecilomyces sp., Penicillium sp. e Aspergillus sp. pertencem
a classes diferentes quando comparado ao estado de cultivo. Aspergillus sp. foi o isolado que
mais produziu biomassa, com média de 2,852g e 3,759¢g, seguido por Penicillium sp.
independente do cultivo, com os valores médios de 1,756g e 2,913g, Paecilomyces sp. com
0,368g e 0,602g, respectivamente em estado agitado e estacionario. Observou-se que 0S
isolados Paecilomyces sp. (p=0,047), Penicillium sp. (p=0,035) e Aspergillus sp. (p=0,032)
produzem mais biomassa quando cultivados em repouso. Em agitacdo ou estacionado, as
linhagens apresentam diferenca estatistica entre si em relacdo a producéo de biomassa (p<0,001
ANOVA). Em repouso, somente o Paecilomyces sp. foi maior do que o Cladosporium sp,
enquanto que em agitacdo os Paecilomyces sp. e Cladosporium sp. produziram a mesma

biomassa (ANOVA seguida do teste post-hoc de Tukey).
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Figura 25: Atividade enzimatica dos extratos enziméticos dos isolados cultivados em estado
estacionario (vermelho) e sob agitacdo (azul). Letras mindsculas  representam
comparacdo entre os isolados no estado estacionario e letras maidsculas entre os isolados em
agitacdo. Letras diferentes representam médias estatisticamente diferentes entre si. Os simbolos
= e # representam médias iguais e diferentes, respectivamente, na comparacdo do estado
estacionario e em agitacdo numa mesma linhagem.

Fonte: Autora, 2022.

Quando analisada a atividade enzimatica em funcdo do método de cultivo na presenca
ou auséncia de agitacdo os isolados Paecilomyces sp., apresentaram médias de 80,3 U/mL e
302 U/mL, e Aspergillus sp. teve valores de 203 U/mL e 292,6 U/mL, apresentaram diferenca
estatistica significativa quando comparado cultivo em agitacdo e estacionario. Com esses
resultados, observou-se que ambos produziram mais proteases em estado estacionario.

Estatisticamente ndo foi observada diferenca significativa para producao enzimatica de
Cladosporium sp. nas condicdes testadas, apds teste T (p=0,062). Em estado estacionario os
isolados Paecilomyces sp. (p=0,001), Penicillium sp. (p=0,003) e Aspergillus sp. (p=0,014)

produziram mais peptidases.

Figura 26: Relagéo entre biomassa e atividade enzimatica dos isolados cultivados em estado
estacionéario (vermelho) e agitacdo (azul). Letras minasculas representam comparagao entre 0s
isolados no estado estacionario e letras mailsculas entre os isolados em agitacdo. Letras
diferentes representam médias estatisticamente diferentes entre si. Os simbolos = e #
representam medias iguais e diferentes, respectivamente, na comparacao do estado estacionario
e em agitacdo numa mesma linhagem.
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Fonte: Autora, 2022.

Quando analisada a relacdo atividade a biomassa nos dois cultivos, todos os isolados e
0 controle apresentaram diferenca significativa entre si e em relagdo aos demais. Em linhas
gerais, o Aspergillus sp. produziu mais enzima em contrapartida também foi o isolado que mais
produziu biomassa, resultando em uma relagédo entre producdo enzimatica por biomassa menor.
Cladosporium sp. produziu menos enzima, no entanto produziu menos biomassa ainda, o que
resulta numa relacdo producdo enzimatica por biomassa maior do que a observada para o
Aspergillus. Isto foi observado de forma mais intensa para o Paecilomyces sp., resultando na
maior relacdo atividade enzimatica por biomassa.

Partindo destes resultados h& dois caminhos a serem seguidos. Se o interesse for
unicamente a enzima, e se a separacao da biomassa ndo for um problema na linha de producéo,
o melhor fungo seria Aspergillus sp. Outras moléculas que tenham boa correlagdo com a
biomassa e que sejam de interesse, podem justificar o uso de fungos com menor relacdo de
producéo de enzima por biomassa. Entretanto, se o interesse for a enzima e que tenha limitacéo
de separacéo, o Cladosporium sp. e o Paecilomyces sp. podem ser alternativas melhores. Como
0 interesse deste estudo foi a producéo de peptidases apenas o isolado Paecilomyces sp, no
cultivo estacionario, passou para as etapas seguintes de caracterizacdo enzimatica, ja que este
produz a mesma quantidade enzimatica com menor producao de biomassa.

Prakasham et al. (2006) concordam que as caracteristicas de producéo variam, em geral,

de microrganismo para microrganismo, bem como o método de cultivo. A partir dos dados de
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caracterizagdo completa do individuo isolado é feito uma avaliacdo do potencial de produgéo
comercial. Merheb-Dini et al. (2010) completam afirmando que o tempo de producéo
normalmente ocorre de 2 a 8 dias.

Em seu trabalho sobre producdo de proteases produzidas por fungos isolados de solos,
Azevedo et al. (2018) testaram 200 isolados, entretanto somente 11 isolados destacaram-se
produzindo atividades proteoliticas maiores que 50 Ul/mL com destaque para os isolados
Fusarium INPA 6 e Aspergillus INPA 154 que produziram, atividades de 97 e 54 Ul/mL, esses
resultados embora bem abaixo que os resultados obtidos nesta pesquisa corroboram com o
potencial de isolados fingicos de solos para producgdo de enzimas.

A producdo de proteases por Paecilomyces spp. é estudada com frequéncia (FAN et al.,
2012; SHARMA et al., 2014) e dados acima do observado neste estudo mas ainda sim
semelhantes foram observados (85,3 U/mL), ap6s producdo por fermentacdo submersa em
agitacdo (SHARMA et al., 2014). Além disso, a produgdo enzimatica pode ser diferenciada
dependendo das espécies de Paecilomyces sp. Por exemplo, segundo Orlandelli et al. (2012), a
espécie P. variotii ndo é considerada um bom produtor de proteases, lipases e amilases,
enguanto a utilizada neste estudo produziu a enzima protease com boa atividade especifica.

P. variotii isolado do solo foi descrito como produtor de protease com atividade
enzimatica de 82,5 U/mL, acima do observado neste estudo (80,3 U/mL), com a fermentagéo
submersa em agitacdao, entretanto os autores utilizaram condigdes diferentes de produgdo como
pH 7,5, temperatura 37 °C e tempo de atividade enzimatica de 10 minutos (BINH et al., 2019).
Em outro estudo foi descrita a producdo de protease por espéecies desse mesmo género, porém
com atividade enzimética abaixo da observada neste estudo (53 U/mL), neste caso foram
utilizadas como condigdes de producdo pH 4,5, temperatura de 30 °C, com duracgdo de 5 dias
(DEORE et al., 2013).

As condicBes de crescimento influenciam fortemente na producdo de enzimas por
fungos. Entre os fatores convencionalmente investigados para a producéo de enzimas em escala
laboratorial destacam-se fatores nutricionais como a definicdo das fontes de carbono e
nitrogénio e, ainda, fatores fisico-quimicos como: pH inicial, agitacdo orbital e tamanho do
inoculo (DE SOUZA et al., 2015).

5.4 Caracterizagdo Bioguimica de proteases

Os inibidores especificos de quatro (serino-, aspartato-, metalo- e cisteino-peptidases)

das seis classes de peptidases existentes foram testadas neste trabalho para caracterizar a classe
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enzimética do extrato enzimético (Figura 27). Infelizmente ndo obtivemos sucesso para
determinar com mais exatiddo a qual classe enzimatica pertenciam as proteases produzidas por
Paecilomyces sp. em meio leite.

O estudo demonstrou que as proteases do fungo Paecilomyces sp. séo inibidas cerca de
10% pelos inibidores PMSF e por pestatina, apontando para a presenca de serino- e aspartato-
peptidases, respectivamente.. O isolado Paecilomyces sp. também foi testado com um substrato
especifico de tripsinas (BApNA) e apresentou atividade enzimatica. No entanto, a atividade foi
muito baixa (7,3 £ 0,6 U/mL) comparada a tripsina suina (120 £+ 3,8 U/mL), o que reforca a
presenca de alguma serino-proteases neste extrato. Os inibidores bestatina e E-64 ndo foram
capazes de inibir as proteases Paecilomyces sp., apontando para auséncia de metalo- e cisteino-

peptidases (Figura 27).

Figura 27: Inibicdo da atividade proteolitica do extrato de Paecilomyces sp. por inibidores
especificos. Letras diferentes representam médias estatisticamente diferentes entre si.

Fonte: Autora, 2022.
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As proteases alcalinas, como a serino-protease sdo as mais produzidas, elucidadas e
aplicadas industrialmente, por ser mais abundantes nos microrganismos, isso € comprovado
pelos diversos trabalhos existentes que demonstram a producdo destas enzimas por fungos
filamentosos (AGUILAR, DE CASTRO; SATO, 2019). Mas ha um estudo que demonstra forte
inibicdo por pepstatina, em enzimas &cidas oriundas de diversos fungos, incluindo a espécie
Paecilomyces variotii (TAKAHASHI; CHANG, 1976). A pepstatina é um inibidor altamente
seletivo de proteases acidas, aspartil peptidase (NASCIMENTO, 2008). Tal achado sugere mais
estudos para a confirmacdo quanto a classe de protease produzida, ja que ndo sendo uma serino-
protease, as aplicacdes podem ser altamente diversificadas, sendo voltadas principalmente para
a industria farmacéutica (SHAMSI; PARVEEN; FATIMA, 2016).

Outro ponto a ser discutido é infinidade de proteases produzidas e que ainda nao
puderam ser totalmente classificadas quanto a sua classe pelo fato de ainda nédo existirem
inibidores especificos, como por exemplo a classe de glutamato-peptidases, ndo sendo possivel
a classificagdo usando a metodologia empregada neste estudo. Jensen et al. (2010) fez a
identificacdo e caracterizacao de uma protease da classe glutamica da bactéria termoacidofilica
Alicyclo bacillus sp., a partir da identidade da sequéncia de aminoacidos entre pepGl e
peptidases glutdmicas fungicas conhecidas modelagem de homologia.

O parametro de temperatura 6tima corresponde a temperatura ideal de trabalho para que
aquela protease apresente maior atividade bem como que a atividade seja mantida nestas
condigdes. Estudos acerca da temperatura 6tima de enzimas séo de extrema importancia para a
caracterizacdo bioquimica, pois estes fatores sdo responsaveis pelas informacges de velocidade
de reacdes, ja que em temperaturas abaixo desta faixa desfavorecem a ligagdo do substrato com
seu sitio ativo, e 0 inverso, ou seja, temperaturas altas provocam a desnaturacdo das enzimas
(DANIEL; DANSON, 2013).

O extrato enziméatico de Paecilomyces sp. demonstrou que as peptidases presentes
apresentam uma faixa de temperatura 6tima variando entre 47 e 57°C (Figura 28), nesta faixa
foi onde o nivel de atividade enzimética foi maior, e a partir da temperatura de 62°C as
peptidases perdem cerca de 65% de sua atividade, decaindo a cada novo aumento consecutivo.
Demonstrando que o calor favorece a desnaturagéo proteica pela desestabilizacdo das interacdes

e ligacdes entre as moléculas.

Figura 28: Atividade enzimética em funcdo da temperatura do extrato enzimatico deste de
temperatura 6tima para producdo de peptidases por Paecilomyces sp. Letras diferentes
representam médias estatisticamente diferentes entre si.
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Fonte: Autora, 2022.

A termoestabilidade aponta que o extrato enzimatico testado apresenta estabilidade até
47 °C (Figura 29), ja que a partir de 52 °C as peptidases ja perderam cerca de 40% da sua
atividade e ao chegar 62°C tem apenas 10% da sua capacidade enzimatica, atingindo um plato
em temperaturas acima dessa faixa de temperatura. Entretanto, ndo foi observada atividade
enzimatica zero mesmo a 97°C. Nesta temperatura ainda foi observada cerca de 10% da
atividade observada na temperatura de 42 °C. Embora incomum nesta temperatura, é possivel
que existam proteases termoestaveis no extrato enzimatico, algo que seria interessante para

processos que requeiram temperaturas mais elevadas.

Figura 29: Atividade residual do extrato de Paecilomyces sp. apds incubacgdo nas temperaturas
teste. Letras diferentes representam médias estatisticamente diferentes entre si.
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Fonte: Autora, 2022

A determinacdo de pH-6timo também é um critério importante nos estudos de
caracterizagdo enzimatica, pois mudangas neste fator também alteram a estrutura tridimensional
das enzimas. O estudo das propriedades das proteases, tais como especificidade ao substrato,
as condicOes 6timas de pH e cataliticas dos perfis de temperatura e estabilidade, pode ser
utilizados para prever a aplicacdo bem-sucedida da enzima para industrias ou processos
(CASTRO; SATO, 2013; SOARES de CASTRO et al. 2014).

Para o teste de pH-6timo observam-se dois picos, sendo um em pH em torno de 6,0, em
tampéao-fosfato, e outro em pH 8,0 em tampéao Tris-HCI o que reforca o fato de se ter mais de

uma classe de proteases no extrato enzimético de Paecilomyces sp. (Figura 30).

Figura 30: Atividade proteolitica do extrato de Paecilomyces sp. em funcdo do pH.
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Fonte: Autora, 2022.

Quando compara-se as caracteristicas bioquimicas das enzimas produzidas com a
literatura observa-se uma grande diversidade de proteases produzidas por fungos filamentosos
e bactérias. Chandrasekaran e Sathiyabama (2014), investigaram as caracteristicas das enzimas
de Alternaria solani e observaram resultados similares aos apresentados no presente trabalho.
Indcio et al. (2015) discutem sobre a grande diversidade de classes de proteases, pH e
temperaturas de trabalho de enzimas produzidas por basidiomicetos. C e R (2015) observaram
a producéo de serino proteases alcalinas (pH 6timo 9 e temperatura étima de 60-C) pela bactéria
Bacillus lichniformis.

As proteases possuem diferentes aplicacdes de acordo com as suas caracteristicas
bioguimicas, principalmente em relacdo as suas caracteristicas de pH e temperatura 6tima de
atividade enzimatica. Por exemplo, proteases alcalinas sdo utilizadas na formulacdo de
detergentes (GHAREIB et al., 2014), proteases neutras e acidas sao utilizadas em formulacdes
farmacéuticas, amaciantes e na clarificacdo de cervejas e etc.

Em seu trabalho sobre producdo e caracterizacdo de proteases produzidas por
basidiomicetos Brito et al. (2019) demonstraram resultados semelhantes aos encontrados neste
trabalho uma vez que as proteases apresentaram as seguintes caracteristicas bioguimicas: pH
otimo (6,0), temperatura 6tima (50 °C), estabilidade na faixa de pH (5,0-6,0) e temperatura (30-
50 °C). Em contrapartida a esses resultados em estudo realizado com isolados de solo, Azevedo

et al. (2018) apresenta que os fungos filamentosos testados apresentaram caracterizagao
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bioquimica de pH 6timo na faixa de 8,0 e temperatura 6tima a 50°C afirmando assim a

capacidade de fungos produzirem proteases das mais diversas classes de ph e temperatura

otima.

CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados obtidos nesta pesquisa, conclui-se que:

Todos os isolados (Cladosporium sp., Paecilomyces sp., Penicillium sp., Aspergillus
sp.) testados podem ser considerados bons produtores de proteases de acordo com 0s
critérios empregados na presente pesquisa, sendo que o Aspergillus sp. apresentou maior
atividade enzimatica e maior producdo de biomassa e o isolado Paecilomyces sp.
apresentou maior relacdo atividade enzimética por unidade de biomassa;

Para estas espécies, o processo de fermentacdo submersa estacionario, utilizando o meio
minimo leite desnatado fibras foi mais eficiente para obtencdo de quantidades maiores
de enzimas comparado a fermentacdo sob agitacao;

O extrato de proteases de Paecilomyces sp. apresentou atividade 6tima na temperatura
entre 42 a 57 °C, com termoestabilidade até 42 °C. O extrato contém ao menos serino-
e aspartato-proteases (cerca de 20% da atividade total), além de 80% de outras classes

de proteases, com pH 6timo na faixa acida (pH 6,0) e alcalina (pH 8,0).
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pernambucano - producio e caracterizacio bioquimica”. Edital UFPB 062021 - Produtitividade em
Pesquisa.

. Projeto "Otimizacio de produciio de proteases obtidas de solo do Semidrido". Edital: EDITAL
FAPESQ N” 092021 Demanda Universal.

3. Projeto "Purificaciio e caracterizacio de proteases obtidas de Penicillium sp isolado de solo da regiio

do Semidrido” - Edital PIBIC/UFPB - 2022/2023.
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(Assinado digitalmente em 20/09/2022 13:05)
IAN PORTO GURGEL DO AMARAL
PROFESSOR DO MAGISTERIO SUPERIOR
Matricula: 2016711

Para verificar a autenticidade deste documento entre em hitps:/sipac.ufpb_be/documentos’ informando seu nlimero: 9,
ano: 2022, documento (espécie): DECLARACAQ, data de emissio: 2009/2022 ¢ o cddigo de verificagio:
a2edd66b8h
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