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RESUMO

Os fungos sé@o utilizados em processos fermentativos para obtencdo de diferentes
biocompostos. Espécies de Penicillium vém se destacando por serem fontes de
biocatalisadores e compostos antimicrobianos de interesse industrial. O objetivo desse
trabalho foi avaliar a producdo de enzimas e antimicrobianos por trés espécies de
Penicillium pertencentes ao acervo da Colecdo de Fungos da Amaz6nia, do Instituto
Lednidas e Maria Deane. A autenticacdo das culturas de P. citrinum CFAM 47, P.
oxalicum CFAM 1311 e P. purpurogenum CFAM214 foi feita com base nas
caracteristicas macro e micromorfoldgicas. A avaliacdo da sintese de amilase, celulase e
protease foi realizada em meio de cultivo solido. Os halos de degradacdo foram medidos
com régua graduada e os resultados expressos em milimetros. A atividade enzimatica foi
determinada pelo indice de atividade enzimatica (IAE). Para avaliacdo da sintese de
antimicrobianos, os fungos foram cultivados nos seguintes meios liquidos: batata
dextrose (BDL), extrato de levedura sacarose (YES), International Streptomyces Project
2 (ISP2) e Sabouraud (SB). O bioprocesso foi conduzido a 28 °C por 15 dias, em
condigdes estacionarias. Os extratos obtidos do cultivo submerso foram testados contra
leveduras (Candida albicans e Candida tropicalis), bactérias Gram-positivas
(Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus) e Gram-negativas (Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa). Penicillium purpurogenum CFAMZ214 foi o produtor
significativo de amilase (54,30 mm). As trés espécies sintetizaram proteases, sem
diferenca significativa entre os tamanhos dos halos de hidrélise. Nas condi¢6es avaliadas,
as espécies de Penicillium ndo produziram celulases. Penicillium citrinum CFAM 47
apresentou IAE (1,24) significativo para amilase. Em relacdo a atividade proteolitica, ndo
foi observada diferenca significativa entre os IAE. O extrato de P. purpurogenum
CFAM214 apresentou atividade contra C. albicans, C. tropicalis e E. feacalis. Penicillium
citrinum CFAM 47 cultivado em SB e P. oxalicum CFAM 1311 mantido em ISP2 e YES
também demostraram acédo contra C. tropicalis. Ndo foi observada atividade dos extratos
frente a E. coli e P. aeruginosa. Logo, verifica-se que as espécies de Penicillium avaliadas
demonstram ser fontes renovaveis de enzimas e compostos antimicrobianos com
potencial aplicabilidade industrial.

Palavras-Chave: Amazé6nia, Biocatalisadores, Compostos Bioativos, Fungos
Filamentosos Anamorficos.

ABSTRACT

Fungi are used in fermentative processes to obtain different biocompounds. Penicillium
species have been highlighted as sources of biocatalysts and antimicrobial compounds of
industrial interest. The objective of this work was to evaluate the production of enzymes
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and antimicrobials by three species of Penicillium belonging to the Amazon Fungi
Collection of the Leonidas and Maria Deane Institute. The authentication of P. citrinum
CFAM 47, P. oxalicum CFAM 1311 e P. purpurogenum CFAM214 cultures was done
based on macro and micromorphological characteristics. The evaluation of amylase,
cellulase and protease synthesis was performed in solid culture medium. The degradation
halos were measured with a graduated ruler and the results expressed in millimeters. The
enzymatic activity was determined by the Enzyme Activity Index (EAI). To evaluate the
synthesis of antimicrobials, the fungi were cultivated in the following liquid media: potato
dextrose (BDL), sucrose yeast extract (YES), International Streptomyces Project 2 (ISP2)
and Sabouraud (SB). The bioprocess was conducted at 28 °C for 15 days under stationary
conditions. The extracts obtained from the submerged culture were tested against yeasts
(Candida albicans and Candida tropicalis), Gram-positive bacteria (Enterococcus faecalis
and Staphylococcus aureus) and Gram-negative bacteria (Escherichia coli and
Pseudomonas aeruginosa). Penicillium purpurogenum CFAM214 was the significant
producer of amylase (54.30 mm). The three species synthesized proteases, with no
significant difference between the sizes of the hydrolysis halos. Under the conditions
evaluated, Penicillium species did not produce cellulases. Penicillium citrinum CFAM 47
showed significant EAI (1.24) for amylase. Regarding proteolytic activity, no significant
difference was observed between the EAIs. The extract of P. purpurogenum CFAM214
showed activity against C. albicans, C. tropicalis and E. feacalis. Penicillium citrinum
CFAM 47 cultivated in SB and P. oxalicum CFAM 1311 maintained in ISP2 and YES
also demonstrated action against C. tropicalis. No activity of the extracts was observed
against E. coli and P. aeruginosa. Thus, the evaluated Penicillium species show to be as
renewable sources of enzymes and antimicrobial compounds with potential industrial
applicability.

Keywords: Amazon, Biocatalysts, Bioactive Compounds, Anamorphic Filamentous
Fungi.

1 INTRODUCAO

O género Penicillium é constituido por mais de 400 espécies de fungos
microscopicos que sao encontrados no solo, na vegetacao, no ar, em produtos alimenticios
e em ambientes marinhos (YIN et al., 2017; GONCALVES et al., 2019). Na natureza,
esses microfungos possuem atuacdo significativa na decomposi¢cdo de materiais
organicos (VISAGIE et al., 2014).

Espécies de Penicillium vém sendo amplamente utilizadas em processos
biotecnoldgicos porque sdo microrganismos de ocorréncia frequente, possuem facilidade
para se adaptar e crescer em diferentes meios de cultivo, além de sintetizarem
biocompostos com aplicagfes em diferentes setores industriais (PARK et al., 2019).
Penicillium sp. também sdo usadas na producédo de biogés, vitaminas, &lcool, pigmentos,

queijos e em processos de biorremediacéo (ALI et al., 2016).
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A sintese de diferentes enzimas constitui outra importante aplicagédo
biotecnolégica desses fungos (FAUNDEZ et al., 2019). Entre os biocatalisadores de
interesse industrial sintetizados por Penicillium destacam-se amilase, celulase e protease
que sdo comumente utilizadas nas industrias de laticinios, panificacdo, bebidas,
detergentes, papel e celulose (SINGH et al., 2016). Penicillium citrinum e Penicillium
oxalicum sdo fontes naturais de celulase e proteases (ORWA et al., 2020) e, P.
purpurogenum sintetiza enzimas amiloliticas em meio de cultivo sélido (SALEEM;
EBRAHIM, 2014).

Penicillium também possui importancia historica na area de medicamentos. A
penicilina sintetizada por Penicillium notatum constituiu em um avango significativo no
tratamento de diversas doencas de origem bacteriana JAKUBCZYK; DUSSART, 2020).
O crescimento de Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Candida
albicans foi inibido por Penicillium purpurogenum MM (SHAABAN; EL-METWALLY;
LAATSCH, 2016). Penicillium verruculosum MKH7 sintetizou compostos bioativos
contra C. albicans (TALUKDAR et al., 2016) e P. citrinum apresentou atividade inibitdria
contra S. aureus, Enterococcus faecalis e Aeromonas hydrophila (KUMARI et al., 2021).

De acordo com Cavalcante, Campos e Lima (2020), microfungos isolados da
Amazonia sdo fontes promissoras de compostos bioativos de interesse industrial. Para
suprir a demanda comercial por biocatalisadores e a necessidade crescente por
antibidticos ativos contra patégenos multirresistentes, pesquisas sd0 necessarias para
encontrar novas fontes desses biocompostos. Sendo assim, este trabalho teve por objetivo
avaliar a producdo de enzimas e antimicrobianos de interesse industrial por espécies de

Penicillium isoladas do bioma amazonico.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 MICRORGANISMOS

Nesta pesquisa foram utilizados P. citrinum CFAM 47, P. oxalicum CFAM 1311
e P. purpurogenum CFAM 214, e que foram isolados de diferentes ambientes
Amazoénicos (solos e dgua de consumo). Estas espécies foram cedidas pela Colegdo de
Fungos da Amazénia (CFAM), do Instituto Lednidas e Maria Deane (ILMD), Manaus,

Amazonas, Brasil.
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2.2 AUTENTICACAO DOS MICRORGANISMOS

Das culturas preservadas em &gua destilada esterilizada, as espécies de
Penicillium foram transferidas para agar extrato de malte (MEA), em placas de Petri. Os
cultivos foram mantidos a 28 °C Apos sete dias, foi realizada a autenticacdo das espécies
com base nas caracteristicas morfologicas (PITT, 1991; SOUZA et al., 2015).

2.3 PRODUC}AO DE ENZIMAS DE INTERESSE INDUSTRIAL EM MEIO SOLIDO

Para obtencéo do indculo, as espécies de Penicillium foram subcultivadas em agar
BDA, em placas de Petri (90 mm x 15 mm), a 28 °C por oito dias. Apos este periodo,
discos miceliais (8 mm de didmetro) de cada cultivo foram inoculados na superficie de
placas de Petri contendo meios especificos para determinacdo de amilase, celulase e
protease, elaborados conforme as metodologias descritas por Teixeira et al. (2011) com
modificacdes e Kasana et al. (2008) (Tabela 1).

Tabela 1. Meios de cultura especificos para determinacdo enzimatica.
Meios de cultura nzima

Agar-amido (g/L): agar nutriente (18), amido (10) Amilase
Agar-celulase (g/L): agar (17), NaNO; (2), K,HPO, (1), MgSO, (0,5), Celulase
KCI (0,5), carboximetilcelulose (2), peptona (0,2)

Agar-leite (g/L): agar (18), leite desnatado (10), gelatina (5) Protease

A sintese de enzimas foi evidenciada pela formacao de halos translicidos ao redor
das col6nias, apds 48h de incubacdo a 28 °C. Para visualizar a acdo de celulases, foi
utilizado o corante Lugol de Gram (KASANA et al., 2008). Na avaliacdo da atividade
amilasica foi usada solucdo de iodo 2% (p/v). A atividade proteasica foi observada sem a
necessidade de substancias reveladoras (TEIXEIRA et al., 2011). Os halos foram medidos
diametralmente com auxilio de régua graduada e os resultados expressos em milimetros.
A atividade enzimatica foi determinada pelo indice de atividade enzimatica (IAE),
calculado de acordo com a equacdo 1 (HYSENI et al., 2020; PRADO et al., 2021).

didmetro do halo (mm)
Equacgdo 1. TAE=

didmetro do pogo (mm)
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2.4 FERMENTACAO SUBMERSA
2.4.1 Producdo De Compostos Antimicrobianos Em Meio Liquido

Na avaliacdo da atividade antimicrobiana por espécies de Penicillium foi utilizado
meio liquido descritos na tabela 2. Um quantitativo de 25 mL de cada meio foi distribuido

em Erlenmeyer de 25 mL, sequido de esterilizacdo a 121 °C, por 15 minutos.

Tabela 2. Composicéo dos meios de cultivo utilizados para cultivo dos fungos em meio liguido.
Meios de cultivo Composigéo (g/L)
Batata dextrose (BDL) Batata (200), dextrose((f)O), extrato de levedura
Extrato de levedura sacarose (YES) Sacarose (150), extrato de levedura (20),
Amido (10), extrato de levedura (4), glicose (10),
extrato de malte (4)
Sabouraud (SB) Glicose (20), peptona (10)

International Streptomyces Project 2 (ISP2)

2.4.2 Preparacao Do Indculo E Condigbes De Fermentacgao

Para obtencdo do in6culo, foi adicionado 1 mL de agua destilada esterilizada em
cada cultura das espécies de Penicillium, mantidas em tubos de ensaio contendo agar
BDA, por sete dias. O micélio foi desprendido com al¢a de niquel cromo, em seguida,
essa suspensdo celular foi agitada. Uma aliquota de 50 pL desta suspensdo foi inoculada
nos meios de cultivos liquidos e a fermentacdo conduzida a 28°C por 15 dias, em

condicGes estacionarias.

2.4.3 Recuperacdo Do Extrato Bruto E Extracdo Dos Compostos Antimicrobianos
Ao término do bioprocesso, 0s extratos brutos foram separados da massa micelial
por filtracdo a vacuo. Para extragdo dos compostos antimicrobianos, os extratos brutos
foram mantidos em acetato de etila por 48 horas. Apés este periodo, o solvente foi
evaporado e os extratos armazenados a 4°C para uso nos testes de avaliacdo da atividade

antimicrobiana.

2.4.4 Determinacdo Da Atividade Antimicrobiana

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana, 0s extratos orgéanicos de P.
purpurogenum, P. oxalicum e P. citrinum foram testados frente aos seguintes patdgenos
adquiridos da Cefar Diagnostica (CCCD): Staphylococcus aureus (S 007), Escherichia
coli (E 004), Pseudomonas aeruginosa (P 004), Enterococcus feacalis (E 002), Candida
albicans (CC 001) e C. tropicalis (CC 002). As bactérias foram reativadas em caldo
Mueller Hinton (MH) e as leveduras em caldo Sabouraud (SB). Em seguida, as leveduras
e as bactérias foram incubadas a 37°C por 24 horas e 48 horas, respectivamente. Nos
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testes de atividade antimicrobiana, em microplaca de 96 pocos, foram utilizadas
concentragdes finais de 2,5 x 10° UFC/mL para leveduras (CLSI, 2002) e 5 x 10° UFC/mL
para bactérias (CLSI, 2003).

Os extratos organicos foram diluidos em solucdo aquosa de Dimetilsulféxido
(DMSO) 10% (v/v) até a concentracdo final de 2 mg/mL. Itraconazol (2 mg/mL) e
Amoxicilina (2mg/mL) foram utilizados como controle negativo para as leveduras e
bactérias, respectivamente. Os ensaios foram incubados a 35 °C por 24 h. Apos esse
periodo, foi adicionado 10 pL de TTC [(2,3,5-cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio)] a 1%
(p/v) em cada poco da microplaca. Em caso positivo de acdo antimicrobiana, a coloracao
dos pocos ndo € alterada na presenca do revelador (PRADO et al., 2017; YENN et al.,
2017).

2.5 ANALISE ESTATISTICA
Os dados obtidos nesse ensaio foram analisados em ANOVA com teste de Tukey
a5 % de significancia, utilizando o programa Minitab 18.0 (MINITAB, 2017).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 AUTENTICACAO DAS ESPECIES DE PENICILLIUM

A avaliacdo das caracteristicas morfolégicas é importante nas etapas de
identificacdo e determinacdo da viabilidade de fungos. Neste sentido, a utilizacdo de
culturas puras e viaveis em bioprocessos € essencial para garantir resultados confiaveis
em estudos que avaliam o potencial biotecnoldgico desses microrganismos
(SENANAYAKE et al., 2020). As caracteristicas macro e micromorfoldgicas de P.
citrinum CFAM 47, P. oxalicum CFAM 1311 e P. purpurogenum CFAM 214 estdo
demonstradas na figura 1. Nas condi¢bes avaliadas, todas as espécies apresentaram
caracteristicas morfolégicas como cor, textura, tamanho e conidiéforo compativeis com
as descricOes de Pitt (1991), Noman et al. (2018) e Saif et al. (2020).
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Figura 1. Caracteristicas morfoldgicas de espécies de Penicillium em MEA, a 28 °C, durante sete dias.
Morfologia das colbnias: P. citrinum CFAM 47 (A), P. oxalicum CFAM 1311 (B) e P. purpurogenum
CFAM 214 (C); Morfologia microscopica: conidiéforos de P. citrinum CFAM 47 (D), P. oxalicum CFAM
1311 (E) e P. purpurogenum CFAM 214 (F).
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3.2 PRODUCAO DE ENZIMAS DE INTERESSE INDUSTRIAL

Nas condicOes avaliadas, a hidrélise amilolitica significativa foi determinada nos
cultivos de P. purpurogenum CFAM 214 que demonstrou halo de degradacgdo superior
em 35% e 53,40% quando comparado com os halos de P. citrinum CFAM 47 e P.
oxalicum CFAM 1311, respectivamente. As trés espécies sintetizaram e excretaram
proteases, ndo havendo diferenca entre os valores dos halos. Entretanto, néo foi verificada
a sintese de celulases pelas espécies de Penicillium estudadas (Tabela 3). A Figura 2
mostra os halos de degradacgéo resultantes da atividade de amilase e protease obtidos dos
cultivos de P. purpurogenum CFAM 214 e P. citrinum CFAM 47, respectivamente.
Saleem e Ebrahim (2014) observaram halos (25 mm) resultantes da presenca de amilases
produzidas por P. purpurogenum. Orwa et al. (2020) relataram halos de hidrolise (0,1 a
3mm) que evidenciaram a producdo de amilase e protease por P. oxalicum. Griebeler et
al. (2015) também constataram a sintese de enzimas proteoliticas por Penicillium sp.

Os resultados do presente estudo evidenciam que as espécies de Penicillium
oriundas da Amazonia sintetizam amilases e proteases, hidrolases utilizadas em diferentes
setores industriais, tais como, alimenticio e farmacéutico, além de terem ampla

aplicabilidade no beneficiamento do couro, papel e celulose (ALVES et al., 2014).
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Tabela 3. Producéo de enzimas por espécies de Penicillium.
Diametro do halo (mm)

Espécies de Penicillium

Amilase Celulase Protease
P. citrinum CFAM 47 35,30 + 0,20° ND 53,30+ 0,632
P. oxalicum CFAM 1311 25,30 + 0,20°¢ ND 50 £ 0,81
P. purpurogenum CFAM 214 54,30 + 0,202 ND 50 £ 0,262

ND = néo determinado. Letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente pelo método de Tukey
(p>0,05).

Figura 2. Halos de degradacdo enzimatica em meio sélido demonstrando a atividade enzimatica de P.
citrinum CFAM 47: A= atividade amilasica; B= atividade proteasica.

A atividade enzimatica das espécies de Penicillium, expressa pelo IAE, esta
demonstrada na Tabela 4. Penicillium citrinum CFAM 47 apresentou IAE (1,24)
significativo para amilase. Em relacdo & atividade proteolitica, os valores variaram de
1,33 a 1,06, ndo sendo observada diferenca significativa entre os IAE. Verma e Verma
(2018) determinaram IAE de amilase similar para Penicillium funiculosum. Shubha e
Srinivas (2017) e Sukmawati et al. (2019) relataram atividade enzimatica de 1,32 e 1,06

para P. purpurogenum e P. chrysogenum, respectivamente.

Tabela 4. indice de atividade enzimatica (IAE) de espécies de Penicillium.
indice de atividade enzimatica (IAE)

Espécies de Penicillium

Amilase Celulase Protease
P. citrinum 1,24 + 0,028 ND 1,33+0,102
P. oxalicum 1,08 + 0,03° ND 1,17 + 0,232
P. purpurogenum 1,06 + 0,00° ND 1,06 £ 0,00%

Letras iguais na mesma coluna ndo diferem estatisticamente pelo método de Tukey (p>0,05).

3.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
Nas condicGes avaliadas, foi verificado que os extratos das espécies de Penicillium

apresentaram maior acao frente as leveduras, com destaque para P. purpurogenum CFAM
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214 que apresentou atividade de 75% e 50% contra C. albicans e C. tropicalis,
respectivamente. Penicillium citrinum CFAM 47 cultivado em SB e P. oxalicum CFAM
1311 mantido em ISP2 e YES também demostraram acdo contra C. tropicalis. Em relagcdo
as bactérias Gram-positivas somente E. feacalis, foi sensivel aos extratos obtidos dos
cultivos de P. purpurogenum CFAM 214 em SB e YES. Néo foi observada atividade dos
extratos frente a E. coli e P. aeruginosa. Yenn et al. (2017) verificaram que os extratos de
P. purpurogenum ED76 nas concentracGes de 125 pg/mL e 250 pg/mL apresentaram
atividade frente a S. aureus e C. albicans, respectivamente. Miranda et al. (2019)
relataram que extrato de Penicillium sp. (31,25 mg/mL) foi ativo contra E. faecalis.
Talukdar et al. (2016) verificaram significativa atividade candicida por P. verruculosum
MKH?7 e associaram esta acdo antimicrobiana a presenca de substancias contendo anéis

de lactona e grupos carbonila no extrato analisado.

Tabela 5. Atividade antimicrobiana de espécies de Penicillium.

Espécies de

penicilli Meios de cultivo Microrganismos
enicillium
CA CT EF SA EC PA
P. citrinum BDL + - - - - _
ISP2 - - - - - ;
SB + + - - - .
YES - - - - - ;
P. oxalicum BDL + - - - - -
ISP2 + + - - - -
SB - - - - - ,
YES - + - - - -
P. purpurogenum g _ _ ) ) ) i
ISP2 + + - - - -
SB + + + - - -
YES + - + _ _ _

BDL= batata dextrose; ISP2= International Streptomyces Project 2; SB= Sabouraud; YES= extrato de
levedura sacarose; CA= Candida albicans; CT= Candida tropicalis; EF= Enterococcus faecalis; SA=
Staphylococcus aureus; EC= Escherichia coli; PA= Pseudomonas aeruginosa. += ndo houve mudanca de
cor do meio reacional; - = houve mudanca de cor do meio reacional.

A producdo de antimicrobianos por Penicillium é influenciada por diversos
parametros como tipo de bioprocesso, temperatura e a espécie (BARREIRO; MARTIN;
GARCIA-ESTRADA, 2012; ZERROUG et al., 2018). De acordo com Talukdar et al.
(2016), a sintese de compostos bioativos por espécies de Penicillium com ag&o inibitdria
contra microrganismos também ¢é influenciada pela composi¢do do meio de cultivo, com

destaque para as fontes de carbono, nitrogénio e minerais.
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4 CONCLUSAO

Penicillium citrinum CFAM 47, P. oxalicum CFAM 1311 e P. purpurogenum
CFAM 214 sintetizam amilase e protease, mas a atividade de celulase néo foi observada
em meio solido. Esses fungos sdo fontes de compostos antimicrobianos ativos contra
leveduras do género Candida, mas ndo produzem metabdlitos inibidores do crescimento
de S. aureus, E. coli e P. aeruginosa. Adicionalmente, o extrato de P. purpurogenum
CFAM 214 tem acdo contra E. faecalis. Portanto, verifica-se que as espécies de
Penicillium isoladas do bioma amazonico sao fontes promissoras de biocompostos com
potencial para uso nas inddstrias de alimentos, medicamentos, de detergente e no
beneficiamento de couro. Outras investigacdes sdo necessarias para identificar os

metabdlitos sintetizados por essas espécies de Penicillium.
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