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RESUMO

Os fungos anemdfilos tem se destacado como um dos principais agentes causadores de infec¢oes
respiratérias em ambientes climatizados artificialmente, devido a sua potencialidade como produtor
de enzimas extracelulares, principalmente as proteases. O presente trabalho teve como objetivo
caracterizar morfologicamente o isolado fungico C4(27) e avaliar a sua capacidade em produzir
protease. A identificacdo do isolado fangico foi realizada através do estudo de caracteristicas macro
e microscopicas. Para determinacdo da atividade proteolitica, discos de micélio provenientes de
colénias jovens foram inoculados centralmente em placas de Petri contendo o meio agar-leite.
Avaliou-se a atividade enzimatica pela formacao de halos de degradacéo do fungo crescido no meio
especifico e determinacdo do Indice de Rela¢do Enzimatica. O isolado fungico testado mostrou
reacao positiva para producao enzimatica, apresentando indice de relacdo enzimatica superior a 2,0.
Este dado sugere que o fungo em estudo € um microrganismo promissor na producao de protease.

Palavras-chave: Fungo anemofilo, morfologia, Aspergillus, protease.

ABSTRACT

Anemophilic fungi have stood out as one of the main agents that cause respiratory infections in
artificially conditioned environments, due to their potential as a producer of extracellular enzymes,
especially proteases. The present study aimed to characterize the fungal isolate C4 (27)
morphologically and to evaluate its ability to produce protease. The identification of the fungal
isolate was carried out through the study of macro and microscopic characteristics. To determine
the proteolytic activity, mycelium discs from young colonies were inoculated centrally in Petri
dishes containing the agar-milk medium. The enzymatic activity was evaluated by the formation of
degradation halos of the fungus grown in the specific medium and determination of the Enzyme
Relationship Index. The tested fungal isolate showed a positive reaction for enzyme production,
with an enzyme ratio greater than 2.0. This data suggests that the fungus under study is a promising
microorganism in the production of protease.

Keywords: Anemophilic fungus, morphology, Aspergillus, protease.

1 INTRODUCAO

Enzimas sdo proteinas que atuam como catalisadores organicos, acelerando reacoes
quimicas, apresentando grande interesse industrial, como exemplo tém-se as proteases. Devido a
demanda cada vez maior da biotecnologia pelos catalisadores de proteinas, uma ampla faixa de

microrganismos (p.ex. fungos e bactérias) esta sendo usada para obter enzimas. No setor industrial,
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as enzimas fangicas equivalem a 60% da demanda do mercado (SOARES et al.,2010). Dentre 0s
tipos de fungos utilizados para sintetizar enzimas, os fungos filamentosos possuem a capacidade de
produzir uma ampla quantidade de biocatalisadores. Além da utilizacdo dessas enzimas sintetizadas
por fungos na érea industrial, também ha a importancia delas na &rea médica, em virtude da
viruléncia dos fungos serem associadas a producédo de protease (TOMEE et al., 1997).

Os fungos séo organismos eucariontes, uni ou multicelulares, heterétrofos por absorcéo, com
parede celular composta de quitina e a-glucano, de reproducéo sexuada ou assexuada que produzem
esporos. Aqueles cujos esporos se dispersam pelo ar sdo chamados de fungos anemdfilos
(ALEXOPOULOS et al.,1996). Dentre os diversos géneros de fungos presentes no grupo dos
anemofilos, o género Aspergillus destaca-se por possuir grande distribuicdo no ambiente e
apresentar extensa utilizacdo na biotecnologia devido a sua capacidade de produzir diversos tipos
de substancias, como exemplo as enzimas proteases (QUEIROZ; SOUZA, 2020; SANTOS et al.,
2020; que possuem ampla utilizagdo nas industrias alimenticias, de bebidas, farmacéuticas, téxteis,
entre outras.

Com o avango no conhecimento das enzimas, os fungos vém adquirindo um status de
destaque para varios tipos de industrias uma vez que existe a possibilidade de utiliza-las para
melhorar varios aspectos do produto final. (SOARES, et al., 2010, p.701).

Além da importancia industrial e comercial as enzimas proteoliticas, possuem importante
atuacao na viruléncia dos fungos do género Aspergillus, principalmente o Aspergillus fumigatus. A
protease faz com que as céelulas pulmonares descamem, diminuindo a barreira fisica e facilitando a
fixacdo e invasdo do fungo (TOMEE et al., 1997). Alguns géneros de Aspergillus tém grande
importancia na area médica por serem responsaveis por doengas graves em pacientes
imunodeprimidos (KOSMIDIS; DENNING, 2015) atuando como oportunistas, se aproveitando do
estado imunodeprimido do hospedeiro e se fixando em locais do corpo, principalmente as vias
aéreas superiores. Conforme observado por Lima et al. (2017), fungos do género Aspergillus de
aguas de consumo da populacdo apresentaram capacidade de produzir enzimas proteases.

Devido a importancia médica e biotecnoldgica das enzimas fungicas, este trabalho teve
como objetivo caracterizar morfologicamente o isolado fungico C4(27) coletado na biblioteca do

IFPE — campus Recife e avaliar a sua capacidade em produzir protease.

2 METODOLOGIA
e Local da pesquisa
Os procedimentos experimentais foram realizados no laboratério de Biologia do IFPE — Campus

Recife.
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e Amostra flingica

Utilizou-se nessa pesquisa a amostra C4(27) isolada e identificada como Aspergillus no Plano
de Atividades intitulado “Prevaléncia de fungos anemofilos na Sala de Memorial da Biblioteca do
IFPE — Campus Recife” (PIBIC 2017-2018) pertencente ao Projeto de Pesquisa “Fungos anemofilos

isolados de setores do IFPE — Campus Recife: Prevaléncia e atividade enzimatica”.

e Identificacdo do fungo

A confirmacdo do género e a identificagdo do isolado fingico ao nivel de espécie foi
realizado através do estudo de caracteristicas macroscopicas (didmetro, cor e textura da coldnia,
presenca ou auséncia de rebordo, zonagao e rugosidade) e microscopicas (hifas, conidios e esporos)
e comparacao com literaturas especializadas, tais como Singh et al (1991), Samson et al. (1996).
Para melhor visualizagdo das microestruturas, utilizou-se a técnica de microcultivo segundo
metodologia de Riddell (1950). Apos identificacdo, o isolado foi cultivado em placas de Petri

contendo meio Sabourand-Dextrose-Agar e armazenados a 4°C para posterior andlise enzimatica

e Atividade Proteolitica
A atividade proteolitica da amostra foi testada mediante a hidrélise de caseina em meio agar-
leite, conforme metodologia descrita por Sarath et al. (1989). Cada placa contendo o citado meio
foi inoculada centralmente com um disco de micélio (5 mm de didmetro) de col6nia jovem para
crescimento em regime de alternancia luminosa por 05 dias, em sala climatizada (28 £2°C). A leitura
das placas foi feita a cada 24 horas, anotando-se as medidas do didmetro do crescimento das coldnias
e do halo de degradacao do meio em dois sentidos diametralmente opostos com o auxilio de uma
régua milimetrada.
A atividade proteolitica foi determinada pelo Indice de Relagdo Enzimatica (IRE = D/d), em
que D corresponde a soma do didmetro total da colonia com o didmetro do halo de degradacdo e d

equivale ao diametro da colonia sem o halo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise das caractericas da macro e micromorfologia do isolado fungico e comparacao
com as chaves para identificacdo de espécies do género Aspergillus foi sugestiva de que a espécie
identificada € Aspergillus niger. Quanto aos aspectos macroscopicos, as coldnias apresentaram
crescimento rapido, pulverulente, inicialmente com coloragéo branca, e posteriomente ficando com
coloracdo negra. (Figura 1). De acordo com Silva et al. (2011) a coloragdo marrom-escuro € uma

caracteristica marcante nas linhagens pertencentes ao género Aspergillus Section Nigri. Eles
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afirmam ainda que a especie A. niger é amplamente utilizada em processos biotecnoldgicos e é a
Unica que tem o "status GRAS" (Geralmente Considerado Seguro) pela "Food and Drug
Administration™, embora algumas varieades sejam produtoras de micotoxinas.

A anélise microscopica do isolado fungico revelou a presenca de conidios globosos, rugosos
e negros; conidioforos com estipe de parede lisa, longo e hialino; vesiculas esféricas e hifas hialinas

ou levemente pigmentadas proximo ao apice. Fialides apoiadas em métulas marrons.

Figura 1. Aspectos macroscopicos da coldnia de Aspergillus niger em meio Sabourand-Dextrose-Agar .

Quanto a capacidade em degradar o meio especifico, o isolado apresentou reacdo positiva
para producdo de protease, evidenciado pela formacdo de um halo transltcido ao redor da coldnia
(figura 2).
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Figura 2. Crescimento de Aspergillus niger em placa contendo meio agar-leite (seta indicando o halo de degradacéo).

A anélise da atividade proteolitica foi expressa pelo indice Enzimatico (I.E), figura 3,
durante o periodo de cinco dias. Pela analise do grafico pode-se constatar que no quarto (96 h) e
quinto dia (120 h), o isolado fungico apresentou I.E maior que 2. Segundo Lealem e Gashe (1994),
microrganismos com indice enzimatico igual ou maior a dois podem ser considerados potenciais
produtores de enzimas. Maffessoni et al. (2017) também evidenciaram uma boa producdo de
protease em seus estudos com Aspergillus niger nas 120 horas inicias de incubacdo no meio caseina
leite. Segundo Santos et al. (2020), a fermentacdo em estado solido é excelente substrato para
avaliacdo enzimatica, visto que este tipo substrato demanda pouca umidade e assemelha-se ao
ambiente natural do micro-organismo.

Conforme pesquisado por Malathi (1990), nos seus trabalhos com o A. flavus, o fungo
apresentou capacidade de produzir enzimas proteoliticas. Charles et al. (2008) em sua pesquisa,
mostra que o fungo A. nidulans foi capaz de produzir enzimas proteoliticas que podem ser utilizadas
na biotecnologia. Esses dados corroboram com a capacidade de sintese enzimatica de proteases pelo

género Aspergillus.
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Figura 3. Gréafico dos valores médios de IRE ao longo do tempo de crescimento da colonia de Aspergillus niger em
meio proteolitico.
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4 CONSIDERA(;@ES FINAIS

A anélise das caracteristicas macroscopicas e microscopicas do isolado fungico anemdfilo
coletado na Biblioteca do IFPE — campus Recife, o caracteriza como pertencente a espécie
Aspergillus niger. A analise enziméatica mostrou que o fungo foi capaz de degradar a proteina e o
indice Enzimatico superior a2 o qualificam para ter uma boa performance em processo industriais,
contudo faz-se necessarios estudos adicionais para verificar a influencia de outros parametros e

determinar a condicao 6tima de producéo da enzima.
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