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Dra. Maria Helena Alves abordando aspectos importantes sobre os fungos, organismos
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ecossistema, potencial biotecnoldgico e caracteristicas bioquimicas e fisiologicas, entre outras.

As pesquisas abordam estudos realizados com fungos isolados do ar, devido a
importancia destes microrganismos na qualidade do ar dos ambientes fechados e fungos
isolados do solo, “habitat” extremamente rico e complexo, o qual induz os espécimes a
expressarem suas “capacidades” enzimaticas, considerando sua “funcdo” de decompositores
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Capitulo 1

Analise dos fungos filamentosos ocorrentes no

ar em setores internos e climatizados de uma

universidade do estado do Piaui, Brasil

RESUMO

Propagulos fingicos existentes no ar de
ambientes internos podem servir como um
alerta a saude, devido ao aumento populacional
de pessoas com problemas respiratorios e
sistema imunologico debilitado. Este estudo
objetivou analisar os fungos filamentosos
presentes no ar em trés setores internos e
climatizados de uma universidade do
estado do Piaui, Brasil. Os setores
analisados foram: Laboratorio de Botanica
(Setor 1), Herbario (Setor 2) e Biblioteca
(Setor 3), nos quais foram realizadas trés
coletas em Novembro/2017, Fevereiro/2018
e Maio/2018, considerando o método da
técnica de exposicdo de placas abertas
contendo meio de cultura especifico, Agar
Rosa de Bengala. O isolamento para a
identificacdo dos fungos foi realizado em
meio Agar Extrato de Malte (MEA) ¢ para a
identificacdo considerou-se as referéncias
classicas. Como resultado, observou-se o
desenvolvimento de 234  Unidades
Formadoras de Coldnias-UFCs, onde o
Setor 2 apresentou um percentual maior de
colonias. Destas foram identificados 10
géneros compreendendo 17 taxons, dentre
os quais, Aspergillus P. Micheli e Cladosporium
Link demonstraram maior representatividade,
41% e 11%, respectivamente. Quanto a
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comunidade fingica por coleta, observou-
se que as de numero 2 e 3 apresentaram
similaridade, assim como os setores 1 ¢ 2.
O presente estudo torna-se um alerta as
pessoas que possuem, frequentemente,
problemas respiratorios e/ou sistema
imunoldégico debilitado e que ocupam
setores como os analisados nesse trabalho,
isso devido ao isolamento de fungos como
Aspergillus fumigatus e Aspergillus flavus,
espécies  altamente  oportunistas. A
higienizacao dos utensilios como moveis,
ar condicionado e limpeza de interiores,
em ambientes fechados, sdo os métodos
mais simples e eficazes para o controle de
propagulos fungicos. Graficos, tabelas e
dendrogramas sdo apresentados para
melhor exposi¢ao dos resultados.

PALAVRAS-CHAVE: Fungos

anemofilos; Aspergillus; Cladosporium.
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1. INTRODUCAO

Os fungos sdo organismos indispensaveis na natureza onde desempenham varias
funcdes além da ciclagem de carbono e nitrogénio. Considerando as diversas formas
estruturais, modo de vida e reprodugdo, estimam-se em cerca de 2.2 a 3.8 milhdes de
espécies de fungos (HAWKSWORTH; LUCKING, 2017). O emprego dos fungos tem se
estendido a varios setores, como industria, agricultura e farmacia. No entanto, mesmo que
muitos desses microrganismos apresentem beneficios ao homem, alguns fungos apresentam
a capacidade de infectar o corpo humano, causando desde uma leve irritagdo na pele, devido
ao contato com metabodlitos secundarios, até uma micose generalizada, isso por conta da
propagacdo de estruturas fingicas no organismo (TORTORA et al., 2017)

Na micologia médica, menciona-se, artificialmente, as designagdes fungos
patogénicos e fungos oportunistas, estando esta classificacdo relacionada com a capacidade
imunologica do individuo (MERKHOFER; KLEIN, 2020). O ser humano, a todo momento,
encontra-se exposto a fungos que podem causar doengas, isso porque o ar ¢ um dos meios de
dispersao de propagulos fingicos, principalmente os esporos. Assim, os propagulos fungicos
que estdo suspensos no ar, dos denominados fungos anemofilos, apresentam riscos para as
pessoas com problemas alérgicos e patologias respiratdrias, principalmente em pessoas
imunodeficientes (BONGOMIM et al., 2017; MERKHOFER; KLEIN, 2020). Em 2019,
Barnes aponta que mais de 5% da populacdo em geral, incluindo individuos atdpicos e nao
atopicos, possuem sensibilizacdo a fungos.

Aspergillus P. Micheli, Alternaria Nees, Cladosporium Link e Penicillium Link sdo géneros
que tém sido apresentados como os fungos de maior risco a humanos (CHAUDHURI et al., 2019).
Por exemplo, Aspergillus fumigatus Fresen. € um fungo que tem o solo como substrato primario, mas
que se adaptou em ambientes hostis, adquirindo a capacidade de resistir aos mecanismos de defesa do
corpo humano. Também ¢ considerado o fungo anemofilo de maior potencial patogénico sendo a
aspergillose um grande problema de satde no decorrer dos anos (LATGE; CHAMILOS, 2020).

O perfil de fungos anemoéfilos tem sido estudado em ambientes externos, onde sao
explorados dados meteorologicos e de dispersao dos propagulos fungicos (ODEBODE et al.
2020), bem como a analise microbiologica do ar, em ambientes hospitalares, devido a maior
sensibilizacdo dos pacientes internados (PEREIRA; CRUZ; ALVES, 2020). Por conta do
aumento de pessoas com problemas respiratorios e imunocomprometidos, os fungos sdo
apresentados como grandes agentes de infeccoes (MADHWAL et al., 2020). A analise de
fungos anemofilos em ambientes internos de estudo de ampla frequéncia, como escolas e

universidades (FU et al., 2020; ZONI et al., 2020), também tém sido realizada.
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No Brasil, Sobral et al. (2017) isolaram e identificaram fungos do ar de setores da
Universidade Federal de Pernambuco e estudo semelhante, no Centro Vocacional
Tecnoldgico (CVT) de Taud, Estado do Ceara, foi realizado por Moura et al. (2013) e,
também na Universidade Estadual do Ceard, por Pantoja et al. (2007). Para o estado do
Piaui, fungos anemofilos foram isolados por Mobin ¢ Solmito (2006) em um hospital de
Teresina e, mais recentemente, em Parnaiba, norte do estado, Pereira, Cruz e Alves (2020)
avaliaram a micobiota fingica do ar de trés setores de uma instituicdo publica de saude.

Diante do exposto, este estudo objetivou avaliar os fungos da aeromicrobiota de trés
setores climatizados da Universidade Federal do Delta do Parnaiba, situada no Norte do Piaui,

Brasil.
2. MATERIAL E METODOS

A verificagdo da presenca de fungos anemofilos teve, como area de estudo, trés
setores climatizados da Universidade Federal do Delta do Parnaiba (UFDPAR): Laboratorio
de Botanica, Herbario e Biblioteca, classificados neste manuscrito, como Setor 1, Setor 2 e
Setor 3, respectivamente. Em cada setor foram realizadas trés coletas durante os meses de
Novembro/2017, Fevereiro/2018 ¢ Maio/2018. Sendo fevereiro e maio os meses do periodo
chuvoso, com menor e maior ocorréncia de chuvas, respectivamente, € novembro, més nao
chuvoso.

Para a coleta dos propagulos fungicos foi adotado a metodologia classica abordada
por Lacaz (1998), onde as placas de Petri, contendo o meio de cultura Agar Rosa de Bengala
(RBA), foram expostas durante 15 minutos a uma altura de 1,5 metros do chao. Em seguida,
as placas foram fechadas e vedadas com parafilme e/ou papel filme e levadas para o
Laboratorio de Micologia da UFDPar, sendo incubadas sob temperatura (28 + 2°C) e
luminosidade ambientes. A observagdo do desenvolvimento das culturas fiingicas se deu a cada 24
horas durante cinco dias. O isolamento e armazenamento das colonias para a identificacdo foi
realizado em meio de cultura Agar Extrato de Malte (MEA). Cada coleta foi carreada em triplicata.

A identificacdo das Unidades Formadoras de Colénia (UFCs) foi
verificada tomando por base as caracteristicas macro e micromorfologicas dos
fungos por comparacdo com o auxilio da literatura especializada. Quanto as
caracteristicas macromorfoldgicas, analisou-se tamanho, forma, textura e cor do verso
e reverso das UFCs nos meios de cultivo Agar Czapek (CZA), Agar Extrato de Malte (MEA)
e Agar Sabouraud (SA), sob incubagdo de temperatura (280 +2°C ) e luminosidade

ambientes e estudados apos 5 ou 7 dias de inoculo.
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A anélise micromorfolédgica, seguiu-se a técnica de Ridell (1950), conhecida como
cultura em laminas, para a melhor observagdo das microestruturas vegetativas e reprodutivas
dos microrganismos, tendo o auxilio de um microscopio de luz Leica DM2000 focando nas
objetivas de 40X, 80X e 100X. Azul de lactofenol foi usado para evidenciar as
microestruturas fungicas. Para a identificacdo e comparacao dos taxons, foram adotadas as
referéncias propostas por Pereira, Cruz e Alves (2020), Bensch et al. (2018), Tan et al.
(2018), Yilmaz et al. (2014), Houbraken et al. (2011), Kimura et al. (2009), Zheng et al.
(2007), Klich e Pitt (1988), Gams et al. (1984) e Ellis (1971).

Andlises de estatistica descritiva quantitativa como média e desvio padrdo, bem como
a comparacao de médias (ANOVA) pelo teste de Tukey (p = 0,05), foram realizadas com o
auxilio do programa estatistico BioEstat (5.3). A frequéncia de ocorréncia (FO) dos taxons
foi estimada de acordo com a equagdo FO = Ji/k, onde Ji ¢ o nimero de amostras nas quais o
taxon 1 ocorreu ¢ K = numero total de amostras. De acordo com esta equacgao, cada tdxon foi
classificado como: muito frequente (> 10%), frequente (5-10%), pouco frequente (1-5%), ou
rara (< 1%) (HYDE; SARMA, 2001). A abundancia relativa (AR) de cada tadxon foi
calculada aplicando-se a equacdao AR = (Ni/N) x 100, onde Ni = numero de Unidade
Formadora de Colonia (UFC) do taxon i ¢ N = nimero total de UFC. A comparacao das
comunidades fungicas entre os locais e meses de coleta foi analisado através do indice de
similaridade (ANOSIM) qualitativa de Jaccard (1908) e quantitativa de Bray-Curtis (1957),
sendo a matriz de similaridade representada graficamente através da ordenagdo ndo métrica

por escalonamento multidimensional (MDS), usando o programa bioestatistico Past (4.02).
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das 234 UFCs foram identificados 17 tdxons distribuidos entre 10 géneros:
Aspergillus P. Micheli, Cladosporium Link, Curvularia Boedijn, Engyodontium de Hoog,
Nigrospora Zimm, Paecilomyces Bainier, Penicillium Link, Rhizomucor Lucet & Costantin,
Rhizopus Ehrenb e Talaromyces C.R. Benj.) eumnao esporulado, como demonstraatabela 1.

Dentre as 234 UFCs, somando as trés coletas, foi verificado que o setor 2 apresentou
maior numero de UFCs (141), seguido pelo Setor 1 e Setor 3, contabilizando com o fungo
nao esporulado, com 63 e 30 UFCs, respectivamente. As médias do numero de UFCs
apresentadas por setores e coletas ndo apresentaram diferencas significativas, segundo o teste
de Tukey, onde o valor de p= 0,55, foi maior que 0,05, valor minimo necessario para

diferenga significativa, como demonstra a tabela 1.
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Com relacdo aos isolados, Penicillium citrinum apresentou maior abundancia (AR=
44,8%), apresentando 105 UFCs, sendo considerada como muito frequente (FO = 40,0%).
Engyodontium sp. (AR= 19,6%) e Aspergillus flavus (AR= 6,8%) estiveram posicionados
como segundo e terceiro taxons de maior abundancia, respectivamente, considerados muito
frequente (FO= 37,0%) (Tabela 1). Engyodontium sp. apresentou 46 UFCs e Aspergillus
flavus, 16 UFCs, enquanto os demais tdxons apresentaram AR igual ou menor que 5,5%.
Juntamente com os taxons acima citados, Aspegillus foetidus, A. fumigatus, Cladosporium
cladosporioidis, C. Herbarum, Paecilomyces variotii, Rhizomucor pusillus e Talaromyces
purpurogenus foram considerados muito frequentes. Aspergillus oryzae foi o inico taxon
classificado como frequente e Aspergillus japonicus var. japonicus, Aspergillus sp. 1,
Aspergillus sp. 2, Curvularia brachyspora, Nigrospora sphaerica € Rhizopus arrhizus var.
tonkinensis foram considerados pouco frequentes. Nenhum tdxon foi considerado raro neste
estudo. Entre as 234 UFCs, duas colonias apresentaram fungos ndo esporulados (Tabela 1).

A presenca de fungos no ar ¢ algo comum ja que através do ar ocorre a dispersao mais
comum dos propagulos fingicos entre um substrato e outro. A ocorréncia de doencgas
causadas por esses propagulos esta intrinsicamente relacionada com o quadro clinico das
pessoas (MERKHOFER; KLEIN, 2020). Neste estudo, o nimero de UFCs nao apresentou
diferenca significativa entre os setores e coletas, todavia, como apresentado na tabela 1,
alguns taxons apresentaram maior ocorréncia em uma determinada coleta. Mori et al. (2019)
demonstraram que a sazonalidade ¢ um fator que influencia na concentracao de fungos no ar,
fazendo com que a ocorréncia das espécies apresente diferenca entre os meses.

No decorrer da identificacdo taxonOmica, foi possivel realizar a andlise da
morfocultura de Aspergillus foetidus Thom & Rapen, A. japonicus Saito var. japonicus, A.
oryzae (Ahlb.) Cohn, Curvularia brachyspora Boedijin, Aspergillus sp.1, Aspergillus sp. 2,
Nigrospora sphaerica (Sacc.) E.W. Mason, Paecilomyces variotii Bainier, Talaromyces
purpurogenus (Stoll) Samson, Yilmaz, Frisvad & Seifert e Penicillium citrinum Thom em
diferentes meios de cultivo, como apresentado na figura 1, servindo como base para a
identificagdo, visto que, diferencas como tamanho, textura e colora¢do das colonias foram observadas.

A comparagdo morfocultural de fungos em diferentes meios de cultivo, como
realizada com alguns taxons neste estudo, ¢ apresentada em estudos como de Ferrati et al.
(2018) e Visagie et al. (2014) na forma de identificacdo de taxons.

Dentre os géneros estudados, Aspergillus apresentou maior frequéncia, 41% com sete
taxons e Cladosporium 11%, com dois taxons. Os demais géneros apresentaram um taxon

com percentual de 6% para cada, como pode ser verificado na figura 2.
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Figura 1 - Macromorfologia das culturas dos fungos isolados do ar.
1. Aspergillus foetidus 2. A. japonicus var. japonicus 3. A. oryzae 4. Curvularia brachyspora 5. Rhizopus

arrhizus var. tonkinensis 6. Cladosporium cladosporioidis 7. Aspergillus sp. 2 8. Nigrospora sphaerica 9.
Paecilomyces variotii 10. Cladosporium herbarum 11. Engyodontium sp. 12. Rhizomucor pusillus 13.
Talaromyces purpurogenus 14. Penicillium citrinum 15. Aspergillus sp.1 16. Aspergillus fumigatus 17.
Aspergillus flavus.
Fonte: Os autores

Rhizomucor
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Talaromyces
6%

Rhizopus
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Aspergillus

41%
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Curvularia

Engyodontium
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6% Cladosporium

11%

Figura 2 - Porcentagem dos géneros observados nos trés setores da UFDPar
em relacdo ao numero de taxons.

O estudo realizado por Sobral et al. (2017), que isolaram de setores da Universidade
Federal de Pernambuco fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium, Talaromyces,
Curvularia e Paecilomyces, sendo Aspergillus o de maior representacdo de espécies (50%),
corrobora com os dados aqui apresentados. Adicionalmente, Pantoja et al. (2007) isolaram 18

géneros de fungos do ar de setores da Universidade Estadual do Ceara, entre eles: Aspergillus,
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Cladosporium, Curvularia e Rhizopus, sendo Aspergillus o grupo de maior representatividade
(78%), assim como no presente manuscrito. Moura et al. (2013) reportam oito espécies
isoladas do Centro Vocacional Tecnoldgico de Taud — Ceara. Entre estas estdo contempladas
Aspergillus flavus e Cladosporium cladosporioides, também isoladas neste trabalho.
Aspergillus e Cladosporium foram os grupos mais representativos na analise de fungos do ar
em uma universidade de Parma (ZONI et al., 2020), assim como no estudo microbiologico do
ar em jardins de infancia na Eslovénia (REJC et al., 2019) e na andlise microbiologica do ar
realizada por Fu et al. (2020) em escolas de ensino médio de Johor Bahru, Malasia, desta
forma, corroborando com este estudo pela representatividade dos dois géneros.

Quanto as coletas, o indice de similaridade de Jaccard foi maior (38,4%) entre as
coletas 2 e 3. O indice de similaridade de Bray-Curtis demonstrou resultado semelhante, com
indice de 24,1% (Figura 3-4). Segundo a anélise de Jaccard, a similaridade da microflora
anemofila foi maior entre os Setores 1 e 2 (54,5%). Adicionalmente, as comunidades de
fungos entre estes setores apresentaram maior similaridade (16,7%), conforme a andlise de

Bray-Curtis (Figura 5-6).
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Mesmo sendo a andlise de similaridade um teste estatistico bastante utilizado em
estudos envolvendo microrganismos, ndo existem estudos de microbiota fingica anemofila
usando estes testes para interpretacao de dados sendo, provavelmente, este seja o primeiro
trabalho sobre fungos anemofilos a comparar a composicao de espécies fungicas por analise
de similaridade. Acredita-se que os setores 1 e 2 apresentaram maior similaridade entre as
populacdes fungicas devido ao transporte sucessivo de materiais estudados no Laboratorio de
Botanica e Herbario, relacdo esta que ndo ocorre entre estes setores e a Biblioteca (Setor 3).
Dentre os géneros estudados, Aspergillus produzem metabolitos secundarios toxicos ao
homem assim ressaltado por Bongomin et al. (2017) que estimam existir mundialmente cerca
de 11 milhdes de pessoas com doenca respiratéria relacionada. Este grupo de fungos ¢
representado por Aspergillus fumigatus, estando relacionado a morte por doenga infecciosa
entre pessoas imunodeficientes. A aspergilose ocorre através da inalacao dos conidios destes
fungos dispersos no ar de ambientes internos e externos (LATGE; CHAMILOS, 2019). Apés
Aspergillus fumigatus, A. flavus ¢ o maior agente etiologico de aspergilose invasiva
apresentando alta ocorréncia em paises tropicais (RUDRAMURTHY et al., 2019). Os demais
taxons de Aspergillus isolados neste estudo, ndo possuem incidéncias patoldgicas.

Quanto a incidéncia de doencas relacionadas a Penicillium citrinum, fungo de maior
ocorréncia neste estudo, pode-se mencionar tdo somente o caso de pneumonia fatal reportado
por Mok et al. (1997) em uma mulher com sistema imunoldégico debilitado. Enquanto
Engyodontium possui espécies patdgenas a humano, tendo registro etioldgico causando
ceratite micotica mencionado para a India (THAMKE et al., 2015).

O taxon Cladosporium cladosporioides foi apresentado como agente etiologico de
infeccdo pulmonar em uma mulher imunocomprometida, tornando-se um alerta para pessoas
que possuem o sistema imunoldgico critico (CASTRO et al. 2013). Grava et al. (2016)
reportaram um caso de pneumonia hemorragica pontuando a importancia patologica de C.
cladosporioides em relacdo ao trato respiratorio. Além do mais, esta espécie juntamente com
C. herbarum tem sido relacionado a doencgas respiratdrias cronicas e ja foram isoladas do seio
nasal de pessoas com rinossinusites (MURR et al., 2012; KNUTSEN et al., 2012).

Curvularia brachyspora, Nigrospora sphaerica e Talaromyces purpurogenus sao
consideradas patogenas oportunistas, podendo causar infeccdes graves em pessoas
imunocomprometidas, como portadores do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV) e
diabéticos (MOTSWALEDI; PILLAY, 2018; KISS et al., 2020). Espécies de Paecilomyces
causam, raramente, infeccoes em humanos, sendo P. variotii a espécie patdgena mais comum
estando associada a doengas infecciosas, como peritonite, pneumonia, osteomielite,

endoftalmite e fungemia (MARQUES et al., 2019).

Cruz & Alves Fungos anemofilos 13



Rhizomucor pusillus e Rhizopus arrhizus var. tonkinensis sdo agentes patoldgicos de
mucoromicose, infeccdo causada por fungos da ordem Mucorales Fr.. Ha relatos de R.
arrhizus causando Infec¢des rino-Orbito-cerebral, pulmonares e disseminadas. A
predominancia dos casos de mucoromicoses por R. arrhizus se d4 em pacientes com sistema
imunologico critico (WALTHER et al., 2019). Enquanto Rhizomucor pusillus tem sido
relatado como agente etioldgico de infecgdes cerebrais em pessoas sob tratamento oncoldgico
(CHEN et al., 2019; FEHR et al., 2020).

Quanto a similaridade entre as coletas, pode estar relacionada a fatores sazonais que

possivelmente foram mais semelhantes.

4. CONCLUSAO

Espécies de fungos com histdrico patoldgico, como Aspergillus flavus e Aspergillus
fumigatus, foram isoladas de setores internos climatizados de uma universidade do Estado do
Piaui, confirmando a hipdtese previamente estabelecida. Desta forma, sugere-se um maior
perfil de higiene nestes setores, como dos equipamentos de ar condicionados, para evitar ou
amenizar ao maximo possivel a propagagao destes propagulos fungicos. Posteriores estudos
sobre a qualidade do ar para investigar o nimero de UFC/10® faz-se necessario para maior

analise do risco bioldgico.
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Capitulo 2

Efeito da temperatura e pH na deteccao de

amilases e celulases por taxons de Aspergillus

isolados do ar

RESUMO

Os fungos anemofilos tém sido poucos

explorados  biotecnologicamente.  No
entanto, muitos desses fungos, como
Aspergillus, apresentam caracteristicas

fisiologicas que os tornam promissores
para estudos de producdo de enzimas como
amilases e celulases, que apresentam
grande  importancia  industrial  para
producdo de um grande nUmero de
produtos relevantes ao homem. A
otimizagdo destas enzimas ¢ essencial para
a producao das mesmas em grande escala.
Com isso, o objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito do pH e temperatura na
deteccdo de amilases e celulases por
Aspergillus isolados do ar. A coleta dos
propagulos fungicos se deu em setores da
Universidade Federal do Delta do
Parnaiba, Parnaiba, Piaui, através do
método de exposicdo de placas abertas
contento meio de cultivo Agar Martin. Os
espécimes foram isolados e identificados
por taxonomia classica. Os testes
enzimaticos foram realizados em meio de
cultura especifico: amido para amilases e
carboximetilcelulose para inducao de
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celulases. O experimento foi carreado em
triplicata, sendo as amostras inoculadas em
meio de cultivo de diferentes faixas de pH
(entre 5.0 e 9.0) e incubadas sob as
temperaturas de 28°C, 33°C, 38°C e 42°C.
Apos 120 horas de incubagdo, a atividade
enzimatica foi determinada e expressado o
didmetro do halo formado em cm. Seis taxons
foram estudados: Aspergillus carbonarius, A.
flavus, A. foetidus, A. fumigatus, A. japonicus
var. japonicus € A. oryzae. Todas os taxons
apresentaram deteccdo de amilases ¢
celulases. Os diferentes valores de pH e
temperatura  influenciaram na  deteccdo
enzimatica dos isolados testados. Desta
forma, o presente estudo apresenta o potencial
biotecnoldgico de fungos anemofilos do
género Aspergillus quanto a deteccao
enzimatica de amilases e celulases, como
também a importancia dos parametros de pH ¢
temperatura na andlise qualitativa destas
enzimas.

PALAVRAS-CHAVE: Enzimas;
Metabolitos.

Fungos;
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1. INTRODUCAO

Fungos anemofilos sdo aqueles cuja dispersdo ocorre através do ar atmosférico. Estes
fungos estao expostos a condi¢des hostis, como alteragdao de temperatura e umidade, escassez
de nutrientes e radiacao ultravioleta (UV). Com isso, esses microrganismos apresentam
mecanismos metabodlicos apropriados e adaptados para diminuir os efeitos adversos do
ambiente e garantir a sobrevivéncia sob condicdes adversas. Estudos, como os de Tanaka et
al. (2019), vem apresentando perspectiva promissora para bioprospeccao destes fungos anemofilos.

Dentre os fungos anemofilos, o género Aspergillus Micheli ¢ o taxon de maior
representatividade conforme os autores Chaudhuri et al. (2019) e Fu et al. (2020). Taxons
deste género t€m sido estudados quanto ao seu potencial biotecnologico para a produgao de
compostos quimicos, como antibioticos (PRADO et al,, 2017) e proteinas (ASRAST;
GIRMA, 2018). Sobral et al. (2017) apontam que espécies de Aspergillus isolados do ar
possuem capacidade para produzir enzimas extracelulares.

As enzimas sdo bastante aplicadas biotecnologicamente na producdo de diversos
produtos, como alimentos, remédios, roupas, cosméticos, detergentes e papel, bem como na
industria téxtil e quimica (ORLANDELI et al., 2012; AVENDANO et al., 2016). Conforme
novos dados reportados pelo Global Market Insights Inc., o mercado de enzimas industriais
ultrapassara um movimento de USD 9.5 bilhdes até o ano de 2024 (AAL et al., 2019).
Diante da diversidade de enzimas existentes, tem-se aquelas que clivam ligagdes quimicas
através da agua, constituindo a classe das hidrolases, sendo o caso das amilases e celulases.

As amilases possuem por fung¢do a catalise da hidrélise do amido produzindo dextrina
e polimeros de glicose (GUPTA et al., 2003). Estas enzimas sdao usadas pelos fungos para
quebra do amido, que ¢ uma grande molécula formada por amilose ¢ amilopectina. A
clivagem dessa molécula libera carbono necessario para a nutricdo do fungo (PEIXOTO et
al., 2003). Condi¢des, como pH, temperatura, tempo de incubacao e crescimento celular, sdo
fatores determinantes na deteccdo de amilases por fungos (ARAST; GIRMA, 2018).

No que diz respeito as celulases, estas catalisam a hidrolise da celulose. Por meio das
celulases ocorre a liberagdo de hexoses e pentoses. Estas enzimas nao conseguem
individualmente hidrolisar a celulose de maneira eficiente, assim necessitando da a¢do conjunta
de varias outras enzimas. As celulases fungicas t€ém sido as mais estudadas e exploradas
biotecnologicamente quanto a aplicagdo industrial (ESPOSITO; AZEVEDO, 2010).

As enzimas sdo produzidas pelos fungos em meio controlado, por meio da
fermentacdo, onde o microrganismo ¢ inoculado em um biorreator que possui o nutriente

adequado. Para essa producdo ¢ necessario observar as condicdes fisico-quimicas,
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bioquimicas e operacionais. A sintese de enzimas extracelulares por fungos pode ocorrer em
processo submerso, semi-solido e de superficie. Neste Ultimo, as células crescem na
superficie do meio de cultura (AL-MAQTARI; AL-ANSI; MAHDI, 2019).

O cultivo de microrganismos em estado sélido torna-se mais viavel por apresentar
baixo custo (BARRIOS-GONZALEZ, 2012; EL-BAKRI et al., 2015). A temperatura ¢ pH
sao parametros importantes a serem avaliados para uma melhor producao de enzimas
(SHAH et al., 2014). Com isso, experimentos tém sido desenvolvidos com fermentagdo em
estado solido sob diferentes temperaturas e diferentes faixas de pH, com o intuito de
estabelecer parametros 6timos para producao de enzimas com potencial biotecnoldgico
(PATEL; PATEL; SHAH, 2014; BHAVSAR et al. 2015; ABDULLAH et al., 2018).

Diante do exposto, o presente estudo teve por objetivo caracterizar espécimes de
Aspergillus isolados do ar quanto a deteccao de amilases e celulases, bem como avaliar os

efeitos do pH e temperatura na producdo dessas enzimas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Isolamento e identificacdo dos fungos

Os propagulos fungicos foram isolados do ar de setores fechados e climatizados da
Universidade Federal do Delta do Parnaiba (UFDPar), Campus Ministro Reis Velloso
(CMRV), situada na cidade de Parnaiba, Piaui, através do método Settle plate de acordo com
a metodologia de Lacaz et al. (2002), com algumas modificacdes. As placas de Petri
contendo meio de cultivo Agar Martin (MARTIN, 1950) foram expostas por 10 minutos a
uma altura de um metro do chao.

Ap6s a exposicao das placas, as mesmas foram fechadas, vedadas com filme de PVC
e mantidas em luminosidade e temperatura (25°C+£2°C) ambientes para observacao do
desenvolvimento dos fungos, sendo a observacdo realizada no decorrer de cinco dias de
incubagdo. Os fungos isolados foram incubados em meio Agar Extrato de Malte (MEA)
(PITT; HOCKING, 1997) e/ou Agar Batata Dextrose (BDA) (LACAZ et al. 2002).

A identificagdo dos espécimes foi realizada por comparagdo morfologica e
morfocultural dos isolados com a literatura especializada seguindo Lacaz et al. (2002), Klich
e Pitt (1988) e Ellis (1971). Os isolados fingicos estdo armazenados no Laboratorio de

Micologia da Universidade Federal do Delta do Parnaiba — CMRV.

2.2. Triagem para producdo de enzimas e efeito da temperatura e pH
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Com o objetivo de evitar a variabilidade genética e obter uma cultura pura, foi
realizado o cultivo monosporico dos espécimes selecionados usando o protocolo de Santos et
al. (2009). A partir da cultura monosporica foi obtido a suspensao de esporos, da qual uma
aliquota foi removida para camara de Newbauer a fim de observar a contagem dos esporos
sob microscopio Optico, resultando em suspensdao de 106 esporos/mL, conforme a
metodologia adotada por Alves et al. (2002).

Para deteccdo de amilases usou-se a metodologia proposta por Hankin e
Anagnostakis (1975), com modificacdo, utilizando como substrato 0,2% de amido solivel
(Merck). Seguindo o método de Dingle et al. (1953), para a detec¢ao de celulases usou-se
Carboximetilcelulose como substrato especifico. Adotando a metodologia utilizada por
Alves et al. (2002), 15 mL do substrato foi vertido na placa de Petri e, apds solidificado, foi
realizado “pocinho” central de Smm de didmetro no qual foi adicionado 50 puL da suspensdo
de esporos 10°.

Para a revelacdo dos halos de amilases e celulases foi usado uma solucdo de iodo a
5%(m/v) (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975) e vermelho congo a 5% (m/v) (DINGLE et
al., 1953), respectivamente. A deteccao de enzimas foi analisada através do diametro do halo
de degradacdo a partir do verso da placa de Petri e representado em centimetro. Todos os
testes foram realizados em triplicata. A medicdo dos halos ocorreu com 120 horas.

Cinco valores de pH (5.0, 6.0, 7.0, 8.0 e 9.0) foram testados. Para a manipulacdo do
pH dos substratos usou-se NaOH (20%) e HCl (10%) (CHANDRASEKARAN;
KUMARESAN; MANAVALAN, 2015). Enquanto para a otimizacdo de temperatura,
trabalhou-se com estufa bacteriologica a temperatura de: 28°C, 33°C, 38°C e 42°C. Todos os

testes seguiram-se em triplicata.

2.3. Analises estatisticas

Para observar diferencas nos valores médios foi utilizado ANOVA de duas vias e
comparacao de médias pelo teste de Tukey (p = 0,05), com o pacote estatistico SPSS (versao

7.0). Valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente significativo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como resultado foram verificados seis taxons: Aspergillus carbonarius (Bainier)

Thom, A. flavus Lank, A. foetidus Thom & Raper, 4. fumigatus Fresen, A. japonicus Sait.
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var. japonicus e A. oryzae (Ahlburg) Cohn. Todas os taxons isolados apresentaram formagao
de halo por amilases e celulases. As diferencas das condi¢gdes de pH e temperatura
influenciaram no tamanho do halo de degradacao enzimatica produzida pelos estudados.

Para a deteccdo de amilases por 4. carbonarius, a ANOVA de duas vias demonstrou
que ocorreu efeito da temperatura no didmetro do halo [F (3,40) = 50,801; p < 0,001] e pH
[F (4,40) = 32,142; p < 0,001], como também houve efeito da interagdo entre temperatura e
pH [F (12,40) = 3,13; p < 0,005] na deteccao de amilases. O post-hoc de Tukey demonstrou
que nao ocorreu diferenca significativa entre o tamanho dos halos sob temperaturas 28°C e
33°C, e 38°C e 42°C. Além disso, as médias no pH 5.0 diferem de todos outros valores de pH
e neste o maior halo, medindo 3.2 cm, foi desenvolvido. Desta forma, o melhor pardmetro
para deteccao de amilases por A. carbonarius consistiu em pH 5.0 e temperaturas 38°C ou
42°C (Figura 1).
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Figura 1 - Didmetro médio do halo (cm) da atividade de Amilases por

Aspergillus carbonarius.
Letras maitisculas iguais ndo diferem significativamente em relagcdo ao pH de acordo com

Tukey (p < 0,05). Letras mintsculas ndo diferem significativamente em relacdo a
temperatura segundo o teste de Tukey (p <0,05). Barras de erros: 95% Cl.

Quanto aos testes para deteccdo de celulases, foi observado que houve efeito da
temperatura [F (3,40) = 19,438; p < 0,001] e pH [F (4,40) = 11,285; p < 0,001] no didmetro
do halo, como também ocorreu efeito da interacao entre temperatura e pH [F (12,40) =
12,522; p < 0,001] na detec¢ao de celulases por A. carbonarius. No entanto, ndo ocorreu

diferenga significativa entre a deteccdo enzimatica nas temperaturas 28°C e 38°C. Além
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disso, as médias dos halos formados no pH 8.0 diferiram de todas as médias dos halos
formados nos demais valores de pH. Os parametros 6timos de deteccao de celulases por A.
carbonarius foi sob as condigdes de temperatura 28°C e pH 8.0, onde detectou-se halo de 3.2

cm (Figura 2).
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Figura 2 - Diametro médio do halo (cm) da atividade de Celulases por

Aspergillus carbonarius.
Letras maiusculas iguais ndo diferem significativamente em relagdo ao pH de acordo

com Tukey (p < 0,05). Letras minusculas ndo diferem significativamente em relacdo a
temperatura segundo o teste de Tukey (p < 0,05).

Os testes com Aspergillus flavus demonstraram que houve efeito da temperatura [F
(3,40) =271,727; p < 0,001] e pH [F (4,40) = 50,344; p < 0,001] no didmetro do halo, como
também existiu efeito da interacdo entre temperatura e pH [F (12,40) = 71,361; p <0,001] na
deteccao de amilases por A. flavus. As médias dos halos apresentaram diferenca significativa
entre todas as temperaturas e também entre todos os valores de pH. Os maiores halos foram
sob 38°C em pH 5.0 € 9.0 medindo 5.2 cm. Assim sendo os parametros 6timos para deteccao
de amilases por A. flavus em meio de cultura solido (Figura 3). Os dados apresentaram que
houve efeito da temperatura [F (3,40) = 64,759; p < 0,001] e pH [F (4,40) = 37,401; p <
0,001] no diametro do halo, como também existe efeito da interacdo entre temperatura e pH
[F (12,40) = 17,115; p < 0,001] na producao de celulases por A. flavus. Nao houve diferencga
significativa entre as temperaturas 28°C, 33°C e 38°C. Além disso, ndo houve diferenca
significativa entre os pH 5.0 € 6.0, ¢ 6.0 ¢ 7.0. O maior halo (3.0 cm) foi formado em pH 8.0
sob temperatura de 33°C e 38°C, assim sendo os parametros otimos para producao de

celulases por este isolado de A4. flavus (Figura 4).
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Figura 3 - Diametro médio do halo (cm) da atividade de Amilases por
Aspergillus flavus.

Letras maiuasculas iguais ndo diferem significativamente em relagdo ao pH de acordo
com Tukey (p < 0,05). Letras minusculas ndo diferem significativamente em rela¢ao a
temperatura segundo o teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 4 - Didmetro médio do halo (cm) da atividade de Celulases por
Aspergillus flavus.

Letras maiusculas iguais ndo diferem significativamente em relacdo ao pH de acordo
com Tukey (p < 0,05). Letras minusculas ndo diferem significativamente em relagao a
temperatura segundo o teste de Tukey (p < 0,05).
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As médias dos halos mostram que ocorreu efeito da temperatura [F (3,40) = 46,121; p
<0,001] e pH [F (4,40) = 12,322; p < 0,001] como também existiu efeito da interagdo entre
temperatura e pH [F (12,40) = 36,756; p < 0,005] na producao de amilases por A. foetidus.
Além do mais, houve diferenca significativa entre as médias dos halos sob 28°C e todas as
demais temperaturas. As médias dos halos nao diferem entre pH 6.0, pH 8.0 e pH 9.0, entre
pH 6.0, pH 7.0 e pH 9.0 e entre pH 5.0 e pH 7.0. O maior halo apresentado foi de 5.2 cm em
pH 5.0 e temperatura igual a 33°C. Tendo por base as analises estatisticas, os pardmetros
otimos para deteccdo de amilases por A. foetidus ¢ a temperatura de 33°C tanto em pH 5.0
como em pH 7.0 (Figura 5). Quanto a detec¢do de celulases, os resultados apresentaram
efeito da temperatura [F (3,40) = 14,912; p < 0,001] e pH [F (4,40) = 18,407; p < 0,001] no
diametro do halo, como também existiu efeito da interacao entre temperatura e pH [F (12,40)
= 8,780; p < 0,001] na producao de celulases por A. foetidus. O post-hoc de Tukey
demonstrou que ocorreu diferenca significativa entre as médias dos halos formados sob 42°C
e todas as outras temperaturas. Além disso, ndo houve diferenga significativa entre estas
médias nos valores de pH 7.0, 8.0 € 9.0. O maior halo (5.0 cm) foi observado em pH 5.0 sob
38°C. Desta forma, sendo os parametros 6timos para deteccdo de celulases por este isolado
de A. foetidus (Figura 6).
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Figura 5 - Diametro médio do halo (cm) da atividade de Amilases por
Aspergillus foetidus.

Letras maiusculas iguais ndo diferem significativamente em relagdo ao pH de acordo
com Tukey (p < 0,05). Letras minusculas nao diferem significativamente em relacao a
temperatura segundo o teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 6 - Didmetro médio do halo (cm) da atividade de Celulases por
Aspergillus foetidus.

Letras maiusculas iguais nao diferem significativamente em relagdo ao pH de acordo
com Tukey (p < 0,05). Letras minusculas nao diferem significativamente em relacdo a

temperatura segundo o teste de Tukey (p < 0,05).

De acordo com as médias dos didmetros de halo ocorreu efeito da temperatura [F
(3,40) = 228,439; p < 0,001] e pH [F (4,40) = 9,060; p < 0,001] e da interacdo entre
temperatura e pH [F (12,40) = 26,840; p < 0,001] na detec¢ao de amilases por A. fumigatus.
Em contraste, ndo existiu diferenca significativa entre as temperaturas 33°C e 42°C. As
médias dos halos formados em pH 5.0 e 9.0 diferem das demais nos outros valores de pH. O
maior halo de amilases mediu 8.0 cm de diametro sob 38°C e em pH 6.0, 7.0 ¢ 8.0, desta
forma, sendo os parametros Otimos para a producao enzimatica (Figura 7). A deteccdo de
celulases por A. fumigatus foi influenciada pela temperatura [F (3,40) = 34,083; p < 0,001],
pH [F (4,40) = 21,150; p < 0,001] e pela a interacdo entre temperatura e pH [F (12,40) =
44,856; p < 0,001]. Nao demonstrou diferenca significativa entre os halos formados nas
temperaturas 33°C e 42°C. Além disso, as médias no pH 8.0 diferiram de todas nos demais
valores de pH. O maior halo de celulases formado por A. fumigatus teve um diametro de 6.9
cm em pH 8.0 e 33°C, sendo estes os melhores parametros na detec¢ao de celulases por este
isolado (Figura 8).

Quanto a otimizagdo para detec¢do enzimatica de amilases por A. japonicus var.
japonicus, houve efeito da temperatura [F (3,40) = 46,593; p < 0,001] e pH [F (4,40) =
12,695; p < 0,001] no diametro do halo, como também ocorreu efeito da interacdo entre
temperatura ¢ pH [F (12,40) = 15,089; p < 0,001]. O post-hoc de Tukey mostrou que nao

existiu diferenca significativa entre o tamanho dos halos em temperaturas de 28°C e 38°C, ¢
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que nao demonstrou diferencas significativas entre os halos em pH 5.0, 6.0 e 7.0.
Considerando a interacdo entre temperatura e pH, observa-se diferencas entre as médias em
28°C e pH 7.0, e 28°C em pH 9.0. Considerando a analise estatistica, 28°C e 38°C sao
temperaturas Otimas para detec¢do de amilases por A. japonicus var. japonicus em pH 5.0,
6.0 e 7.0. O maior halo de amilases por este isolado apresentou didmetro de 5.3 cm sob 38°C
e pH 5.0 (Figura 9).

A mudanca de temperatura mostrou efeito [F (3,40) = 82,164; p < 0,001], assim
como o pH [F (4,40) = 31,396; p < 0,001], no didametro do halo de celulases por A. japonicus
var. japonicus, como também verificou-se efeito da interagdo entre temperatura e pH [F
(12,40) = 11,982; p < 0,001]. Na comparagdo entre temperaturas, ndo existiu diferenca
significativa entre 28°C e 38°C, e 33°C e 42°C. Além disso, ndo existem diferencas
significativas entre os pH 5.0 ¢ 9.0, 6.0 e 7.0. O maior halo apresentou 2.4 cm de didmetro
em 38°C; pH 5.0, ndo apresentando diferencas significativas com aqueles em 38°C; pH 9.0 e
28°C em pH 5.0 e 9.0, assim sendo os parametros para maior degradacao do substrato por

celulases pelo isolado de A. japonicus var. japonicus (Figura 10).
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Figura 7 - Diametro médio do halo (cm) da atividade de Amilases por
Aspergillus fumigatus.

Letras maiusculas iguais ndo diferem significativamente em relagdo ao pH de acordo
com Tukey (p < 0,05). Letras mintisculas ndo diferem significativamente em relagdo a
temperatura segundo o teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 8 - Didmetro médio do halo (cm) da atividade de Celulases por
Aspergillus fumigatus.

Letras maiusculas iguais ndo diferem significativamente em relacdo ao pH de acordo
com Tukey (p < 0,05). Letras minusculas ndo diferem significativamente em relagdo a
temperatura segundo o teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 9 - Diametro médio do halo (cm) da atividade de Amilases por
Aspergillus japonicus var japonicus.

Letras maiusculas iguais ndo diferem significativamente em relacdo ao pH de acordo
com Tukey (p < 0,05). Letras minusculas ndo diferem significativamente em relagdo a
temperatura segundo o teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 10 - Diametro médio do halo (cm) da atividade de Celulases por
Aspergillus japonicus var. japonicus.

Letras maiusculas iguais ndo diferem significativamente em relacdo ao pH de acordo
com Tukey (p < 0,05). Letras minusculas ndo diferem significativamente em relagdo a
temperatura segundo o teste de Tukey (p < 0,05).

De acordo com a analise estatistica, foi demonstrado efeito da temperatura [F (3,40) =
19,382; p < 0,001] e pH [F (4,40) = 142,434; p < 0,001] no didmetro do halo, como também
ocorreu efeito da interacdo entre temperatura e pH [F (12,40) = 77,327; p < 0,001] na detecgao
de amilases por A. oryzae. Somente as médias dos halos formados sob 33°C apresentaram
diferenca significativa entre as demais nas outras temperaturas. Além do mais, ndo existiu
diferenca significativa entre as médias em pH 5.0 e 8.0, e entre 6.0 ¢ 7.0. O maior halo mediu
5.2 cm de didmetro em 33°C e pH 7.0 e ndo diferiu com o halo (5.0 cm) em pH 6.0, sendo
assim os melhores parametros quanto a detec¢do de amilases por 4. oryzae (Figura11).

Quanto a producdo de celulases por 4. oryzae, a Anova de duas vias demonstrou
efeito da temperatura [F (3,40) = 27,087; p < 0,001] e pH [F (4,40) = 44,496; p < 0,001] no
diametro do halo, como também efeito da interagdo entre temperatura ¢ pH [F (12,40) =
31,874; p < 0,001]. Entre as médias dos halos nas temperaturas 28°C e 33°C nao houve
diferenga significativa. Além disso, as médias no pH 5.0 e 8.0 diferiram das demais nos
outros valores de pH. O maior halo mediu 8,0 cm de didmetro em temperatura de 38°C e pH
8.0, sendo os valores de temperatura e pH 6timos para producao de celulases por A. oryzae

em meio solido especifico (Figura 12).
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Figura 11 - Diametro médio do halo (cm) da atividade de Amilases por
Aspergillus oryzae.

Letras maiutsculas iguais ndo diferem significativamente em relagdo ao pH de acordo
com Tukey (p < 0,05). Letras minusculas nao diferem significativamente em relacdo a
temperatura segundo o teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 12 - Didmetro médio do halo (cm) da atividade de Celulases por
Aspergillus oryzae.

Letras maiuasculas iguais ndo diferem significativamente em relagdo ao pH de acordo
com Tukey (p < 0,05). Letras minusculas nio diferem significativamente em relacao a
temperatura segundo o teste de Tukey (p < 0,05).

Sobral et al. (2017), ao analisarem a deteccdo enzimatica de Aspergillus flavus, A.

Jjaponicus, A. parasiticus e A. sydowii isolados do ar, constataram a producao de amilases por
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todos os isolados, excecdo feita a A. japonicus. O pH dos meios de cultivo e temperatura de
incubacdo das amostras nao foram apresentados no trabalho, mas considerando que as
metodologias classicas para deteccdo enzimatica consistem em meios de cultivo com pH 6.0
— 7.0 e temperaturas de incubacao das amostras igual a 30°C - 35°C, o isolado de A4. flavus
deste estudo, nas condicdes recém mencionadas, apresentou maior producdao de amilases em
comparacdo com o isolado explorado por Sobral et al. (2017) que relataram halo por
amilases de 6.0 mm. A deteccdo de amilases pelo isolado de Aspergillus japonicus ndo foi
detectada sob as condicdes de pH 8.0 e temperaturas de 28°C e pH 9.0 e 28°C e 30°C,
condigdes estas que, provavelmente, ndo foram utilizadas na analise enzimatica de A.
Japonicus por Sobral et al. (2017). Desta forma, o isolado utilizado neste estudo se sobressai
quanto a deteccdo de amilases em meio de cultivo solido especifico.

Ao avaliarem a producdo de amilases e celulases por cinco amostras de Aspergillus
endofiticos, Tavares et al. (2012) detectaram a producdo destas enzimas por todos os isolados
inoculados em meio de cultivo solido e mantidos sob temperatura de 25°C. A menor temperatura
usada neste trabalho foi 28°C e, de forma geral, o tamanho dos halos foram menores que aqueles
desenvolvidos em maiores temperaturas. Os halos por amilases e celulases formados pelos
isolados explorados por Tavares et al. (2012) variaram entre 2.0 cm — 3.0 cm e 2.6 cm — 3.5 cm,
respectivamente. Enquanto que os isolados aqui analisados apresentaram halos por amilases e
celulases variando entre 0,1 cm — 5,1 cm e 0,1 cm — 2.0 cm, respectivamente. Comparando os
resultados aqui apresentados com os de Tavares et al. (2012), a producao de amilases foi maior
no presente estudo onde a temperatura de incubagao foi maior. Por outro lado, halos por celulases
foram menores nestas condi¢oes de temperatura (>28°C).

Fonseca et al. (2017), analisaram a producdo de amilases em diferentes condicdes de
pH e temperatura por amostras de Aspergillus isolados do solo. O isolado de A4. flavus,
diferente do isolado explorado neste trabalho, ndo apresentou produ¢do em nenhuma
condicdo de pH e temperatura. Na avaliacao de Fonseca et al. (2017), 4. tamarii (UCP 1261)
apresentou maior halo por amilases em pH 6.0 sob temperatura de 37°C. A temperatura
usada no presente estudo mais proxima de 37°C foi 38°C e nesta, A. carbonarius, A. flavus,
A. fumigatus e A. japonicus formaram os maiores halos por amilases. Aspergillus (UCP
1392) formou maior halo em pH 6.0 e 7.0 a 45°C. A maior temperatura aqui usada foi de
42°C e somente A. carbonarius formou maior halo de amilases nesta. Além do mais, estes
dados corroboram com esta pesquisa visto que 4. fumigatus, A. japonicus var. japonicus € A.
oryzae formaram maiores halos por amilases em pH 6.0, e 4. foetidus, A. fumigatus, A.
Jjaponicus var. japonicus e A. oryzae em pH 7.0. O isolado de A. niger (UCP 1382), avaliado

por Fonseca et al. (2017) apresentou maior halo em pH 7.0 sob temperatura de 28°C. Nesta
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temperatura, entre os fungos explorados no presente estudo, somente A. japonicus var.
Jjaponicus formou maior halo por amilases.

Outros estudos como os de Akula e Golla (2018) e Arast e Girma (2018) tém
ressaltados que pH e temperatura sdo parametros que influenciam a produ¢do de amilases e
celulases por fungos do género Aspergillus, assim contribuindo com os resultados aqui
relatados. Shah et al. (2014) salientam que a produgdo de enzimas corresponde de forma
proporcional ao crescimento do fungo.

Segundo Chalfoun e Batista (2003), Aspergillus se desenvolve bem sob as
temperaturas 25°C, 37°C e 42°C. Com isso, € comum taxons deste género apresentarem
maior producdo enzimatica em alguma destas temperaturas ou em temperaturas proximas a
estas, como os dados apresentados neste manuscrito. Cinco dos seis isolados avaliados
quanto a deteccao de celulases apresentaram maior producdo em pH alcalino, estes dados
diferem daqueles de Castro e Junior (2010) e Alves et al. (2020) que apresentaram maior
atividade celulolitica de Aspergillus sp. em substratos com pH entre 4.0 e 5.0.

A otimizagdo da producdo de enzimas hidroliticas, como amilases e celulases por
Aspergillus tem sido bastante avaliada em fermentacdo submersa, sendo poucos os estudos

voltados para andlise qualitativa como se caracteriza este estudo.

4.CONCLUSAO

A interacao dos parametros de temperatura e pH influenciaram na formagao do halo
de amilases e celulases por fungos do género Aspergillus em meio de cultura sélida
especifica. Este estudo aponta que a ndo producdo ou baixa producdo de amilases e
celulases, em analise qualitativa, por espécies de Aspergillus podem estar relacionadas, nao
somente a espécie e isolado, mas também ao valor de pH e temperatura utilizados que nao
favoreceram a produgdo enzimatica pelo fungo. Adicionalmente, triagem da atividade
enzimatica com isolados do ar demonstrou que os mesmos apresentam, de forma geral, a
mesma producdo de amilases e celulases que os fungos de solo e endofiticos, demonstrando

assim a propriedade biotecnoldgica dos fungos anemofilos.
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Capitulo 3

Atividade amilolitica de Aspergillus

(Eurotiales, Aspergillaceae) isolado do solo no

Norte do Piaui

RESUMO

O solo constitui um dos principais
habitats dos fungos do género Aspergillus.
Os mesmos apresentam uma importante
funcdo no solo sobre a decomposicao da
matéria organica utilizando amilases para a
degradacao dos substratos amiloliticos. As
amilases estdo entre as principais enzimas
aplicadas na industria farmaceéutica, téxtil e
producao de alimentos. Assim, o objetivo
deste estudo foi isolar e identificar espécies
de Aspergillus ocorrentes no solo do
"Distrito Irrigado Tabuleiros Litoraneos do
Piaui"-DITALPI, situado na cidade de
Parnaiba, Norte do Piaui, bem como
caracterizar os isolados quanto a deteccao
da producdo de amilases. Para a
identificacdo dos fungos seguiu-se a
taxonomia clédssica. Para deteccdo da
producao de amilases pelos isolados, usou-
se meio de cultivo solido com adi¢ao de
amido, como substrato indutor e na
revelacao do halo enzimatico, expresso em
centimetro, foi utilizada uma solucdo de
10do. Os resultados revelaram 57 isolados
distribuidos em 10 espécies: Aspergillus

Cruz, Freitas & Alves

Mateus Oliveira da Cruz
Maria de Fatima Dutra Freitas
Maria Helena Alves

aculeatus, A. carneus, A. flavus, A. fumigatus,
A. niger, A. parasiticus, A. tamarii, A. terreus,
A. tubingensis e A. ustus. Os isolados de A.
carneus e A. flavus apresentaram o0s maiores
halos (12,0 cm), seguido de A. parasiticus e A.
terreus, com halos de 11,0 cm de diametro. 4.
fumigatus, A. tubigensis e A. ustus nao
apresentaram formacao de halo por amilases
nestes testes. Desta forma, o presente estudo
contribui para o conhecimento da diversidade
de fungos do estado do Piaui, apresentando a
comunidade cientifica a ocorréncia de dez
espécies de Aspergillus, além de sete espécies
de fungos filamentosos promissoras para
futuros estudos de caracter quantitativo
quanto a producao de amilases extracelulares.

PALAVRAS-CHAVE: Biodiversidade
fingica; enzimas; fungos do solo.
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1. INTRODUCAO

A ordem Eurotiales compreende um grande grupo de organismos que acomoda
fungos filamentosos de Ascomycotina (CASTELLANO; BEEVER; TRAPPE, 2012). Dentre
os géneros mais conhecidos da citada ordem, ressalta-se Aspergillus o qual tem sido
acrescentado um numero significativo de espécies. Thom e Raper (1945) apresentaram 89
espécies de Aspergillus e, posteriormente, Raper e Fennel (1965) relataram 150 espécies. Em
2014, Samson et al. consideraram que Aspergillus compreendia 339 espécies. Ja nos ultimos
seis anos, ocorreu um acréscimo de 32% sobre aquele nimero, culminando em um total de
446 espécies no grupo (HOUBRAKEN et al., 2020).

Aspergillus possui um sistema de classificacdo infragenérico de longa tradigdo,
composto por seis subgéneros: Aspergillus, Circumdati, Cremei, Fumigati, Nidulantis e
Polypaecilum, estes compreendem 27 seccdes e 75 séries (HOUBRAKEN et al., 2020). Na
ultima década, mudangas na nomenclatura aconteceram principalmente devido a descricao
de novas espécies e identificacdo de forma incerta. Estes foram fatores, juntos ou de forma
isolada, levaram a uma taxonomia inadequada de Aspergillus (HOUBRAKEN; VRIES;
SAMSON, 2014). Identificar, descrever e publicar a diversidade deste grupo tem sido um
desafio, devido a necessidade de elucidar a variagdo infraespecifica (VISAGIE;
HOUBRAKEN, 2020).

Aspergillus spp. sao consideradas cosmopolitas, podendo ser encontradas no solo
(SUN et al., 2020), sedimento marinho (TABOONPONG et al., 2014), agua (HUBKA et al.,
2013), ar (PYRRI et al., 2020), vegetais (NISA et al., 2020), excrementos (MELO et al.,
2020) e alimentos em gerais (HAMED; AL-WASIFY; SELIM, 2017).

Representantes de Aspergillus tém sido comumente isolados do solo em varias partes
do mundo (KLICH; PITT, 1988; SAMSOM et al., 2007; HUBKA et al., 2013; HUBKA et
al., 2014; BARBOSA et al., 2020; SUN et al., 2020). Membros deste género isolados do solo
apresentam diferenca nos padrdes de biogeografia, onde sec¢des de Aspergillus, Nidulantis,
Flavipedes e Circumdati ocorrem com maior frequéncia em solo desértico. Para Klich
(2002), adiciona-se uma maior frequéncia destes microrganismos em latitudes subtropicais
entre 26 e 35 graus.

No contexto da diversidade de Aspergillus spp. no solo da floresta tropical seca
brasileira (Caatinga), 58 espécies tém sido isoladas, com distribuicao entre os estados de
Alagoas, Bahia, Maranhdo, Paraiba e Pernambuco (BARBOSA et al., 2020). O maior
numero de estudos voltados a diversidade de Aspergillus no solo brasileiro concentra-se no

estado de Pernambuco, onde Oliveira et al. (2013) isolaram e identificaram 18 espécies de
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Aspergillus do solo em area de semidrido. Também Cruz et al. (2013 e 2017) identificaram
nestes dois estudos, respectivamente, 23 e 22 espécies de Aspergillus isoladas do solo no
Parque Nacional do Catimbau, Pernambuco. Ja em areas de Sergipe e Alagoas, Cavalcanti et
al. (2006) isolaram e identificaram 18 espécies de Aspergillus do solo da regido Xingo. Ja
para o estado do Piaui, ndo ha registro deste género isolado do solo (MAIA et al., 2015;
BARBOSA et al., 2020).

O género Aspergillus acomoda espécies de importancia ambiental, biotecnologica,
econdmica ¢ médica que apresentam impactos, tanto positivo quanto negativo ao homem
(TSANG et al., 2018). Aspergillus oryzae ¢ a espécie mais usada para fermentacao de
alimentos, como arroz e soja, enquanto que Aspergillus niger é responsavel por 99%, a nivel
global, de todo o 4cido citrico usado industrialmente (PARK et al., 2017). Por outro lado,
espécies de Aspergillus, tal como A. flavus € considerada, dentre do grupo, sendo de muita
toxigenicidade, tendo grande relevancia nas contaminac¢des de alimentos pela producio de
micotoxinas fortemente prejudiciais ao homem e animais (COSTA et al., 2020). Doencas
infecciosas humanas em pessoas atopicas e imunocomprometidas sdo causadas por fungos
deste género, principalmente por A. fumigatus (LATGE; CHAMILOS, 2020).

A importancia biotecnoldgica de Aspergillus spp. se deve a produgdao de compostos
de aplicacao industrial, por exemplo os complexos enzimaticos. Esses fungos sdo conhecidos
por produzirem enzimas do tipo amilases, catalases, celulases, pectinases, xilanases e
inulinases (PARK et al.,, 2017). As amilases sdo enzimas abundantemente aplicadas a
producao de produtos farmacéuticos, quimicos, de alimentos, bebidas e derivados téxteis
(MOJSOV et al., 2018).

Segundo o relatorio divulgado pela BBC Research & Consulting, em 2019, o
mercado global de enzimas movimentou cerca de 5,5 bilhdes de dolares em 2018 e espera-se
alcancar um movimento de 7,0 bilhdes de doélares até 2023. A selecio de novos
microrganismos produtores de enzimas de valor industrial, como as amilases, ¢ um dos
maiores entraves a comercializacdo de novas enzimas (GRIEBELER et al., 2015). Nesse
contexto, o Brasil apresenta-se como um pais consistente de possibilidades imensuraveis por
apresentar uma ampla diversidade de microrganimos (ORLANDELLI et al., 2012).

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi isolar e identificar espécies de
Aspergillus ocorrentes no solo do "Distrito Irrigado Tabuleiros Litordneos do Piaui-
DITALPI", situado na cidade de Parnaiba, Norte do Piaui, bem como caracterizar os isolados

quanto a deteccao da producao de amilases.

Cruz, Freitas & Alves Amilases por Aspergillus spp. [N




2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido em areas preservadas do DITALPI (03°01°49,91”’S e
41°46°17,09”0), localizado no municipio de Parnaiba, Norte do Piaui (Figura 1). A
vegetacao preservada nesta area ¢ de transicao entre Cerrado e Caatinga (SANTOS, 2010),

onde o clima consiste do tipo Tropical Chuvoso, com precipitagio média anual de

aproximadamente 1.000 mm (CEPRO, 2013).
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Amostras do solo foram coletadas nos meses de Marco e Abril de 2013, em quatro
pontos aleatorios. O solo foi perfurado a 10 cm de profundidade e retirado uma amostra com
a utilizacdo de uma espatula previamente esterilizada em alcool 70°GL. Em seguida, as
amostras foram acondicionadas em sacos plasticos para transporte.

No laboratorio de Botanica da Universidade Federal do Piaui/Campus Ministro Reis
Velloso, Parnaiba, executou-se o método de placa de solo segundo Warcup (1950), sendo 1g
de solo distribuido em placa de Petri esterilizada e vertido o meio de cultivo Agar Martin
(MARTIN, 1950), ainda quente, por volta de 40°C, sobre o solo na placa de Petri. As placas
foram incubadas sob luminosidade e temperatura (284+2°C) ambientes. O acompanhamento

do desenvolvimento dos fungos ocorreu de dois a sete dias. O isolamento e manutencao
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fungica foram realizados em meio Agar Batata Dextrose (BDA) (LACAZ et al., 2002).

As identificacoes foram efetuadas levando em consideracdo as observagoes
macroscopicas tendo por parametro a cor, didmetro e altura da colonia, presenga ou auséncia
de estruturas especializadas bem como os esclerocitos. Para a analise microscopica tomou-se
por base a observacdo do comprimento, largura e textura dos conidi6foros, comprimento e
textura das métulas e fidlides, didmetro, forma e textura dos conidios. As caracteristicas dos
isolados foram comparadas seguindo a literatura especializada, tais como Klich e Pitt (1988),
Raper e Fennel (1977), Klich (2002), Samson et al. (2004) e Samson et al. (2007).

Para o armazenamento dos fungos, estes foram inoculados em tubos de vidro de penicilina
contendo o meio de cultivo BDA e, ap6s desenvolvimento das colonias, estas foram submersas em
6leo mineral e mantidas sob refrigeracdo no Laboratorio de Micologia da Universidade Federal do
Piaui/CMRYV, atual Universidade Federal do Delta do Parnaiba (UFDPar).

A caracterizacdo enzimatica no que se refere a deteccido da producdo de amilases na
cultura monosporica dos isolados seguiu Santos (2009), com modificagdes. Inicialmente foi
feita uma suspensdo de esporos contendo 2 ml de solugdo que foi homogeneizada e
distribuida com auxilio da al¢a de Drigalski sobre a superficie do meio de cultura BDA em
placa de Petri ¢ mantida a temperatura (28+2°C) e luminosidade ambientes.

Apo6s 24 horas de incubagdo e germinagao dos esporos, estes foram observados ao
microscopio estereoscopio (lupa) e realizada a remocdo de um unico esporo, utilizando uma
agulha para transferi-lo a uma outra placa de Petri contendo o meio de cultivo BDA. Com o
desenvolvimento da cultura monosporica foi vertida agua destilada estéril em sua superficie
e realizado a lavagem com pérolas de vidro para obtencdo da suspensdo de esporos, a qual
foi pipetada para um tubo de ensaio, também estéril. Aliquota desta foi transferida para
camara de Neubauer ¢ realizada a contagem dos esporos, sendo obtida uma suspensao de 10°
mL de esporos.

Como substrato inductor da producdo de amilases foi utilizado 0,2% de amido
solavel (Merck) e 1,0% de agar por 1000 mL, tendo por base a metodologia de Hanking e
Anagnostakis (1975). Em placa de Petri de 12 cm de didmetro, contendo 15 mL de meio de
cultivo sdlido, perfurou-se no centro e removeu-se um disco de 5 mm em didmetro, sendo o
mesmo preenchido com 50 pL de suspensdo de 10° esporos. Apods realizado o indculo, as
placas foram incubadas sob temperatura (25+2°C) e luminosidade ambientes. O experimento
foi carreado em triplicata.

No periodo de 120 horas de incubagao, foi vertida sobre a superficie da colonia na
placa de Petri a solucdo de iodo para revelacdo do halo de degradacdo por amilases. A

medicao do halo de degradacao foi efetuada com uso de uma régua milimetrada e a atividade
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amilolitica expressada em centimetro.
Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao teste de

Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o programa ASSISTAT 7.7 beta.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos foram 57 isolados de Aspergillus distribuidos em dez espécies
(Tabela 1). Aspergillus niger Tieghem e Aspergillus flavus Link (Figura 2) foram os mais

abundantes, com 10 e 8 isolados, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1. Espécies de Aspergillus isoladas do solo do Distrito Irrigado
Tabuleiros Litoraneos do Piaui-DITALP

Taxons N¢delIsolados
Aspergillus aculeatus Lizuka 1953 6
A. carneus (Tieghem) Bloc hwitz 1933 4
A. flavus Link 1809 8
A. fumigatus Fresenius 1863 7
A. niger Tieghem 1867 10
A. parasiticus Speare 1912 5
A. tamarii Kita 1913 5
A. terreus Thom 1918 5
A. tubingensis Mosseray 1934 R
A. ustus (Bainier) Thom & Church 1926 3

Fonte: Os autores

Aspergillus  niger (subgénero Circumdati, sec¢do Nigri) ¢ caracterizada,
principalmente por seus conidios negros de forma equinulada e vesicula bisseriada, descrito
por Klich (2002) e Simdes, Santos e Lima (2013). Esta espécie tem sido isolada do solo no
Maranhao, Pernambuco, Bahia ¢ Alagoas (BARBOSA et al., 2020). A distribui¢do de A.
niger no Brasil também esta atribuida aos estados do Amazonas, Pard, Rio de Janeiro e Sao

Paulo, isolados de folhedo ou solo (PEFNNING; GUSMAO, 2015).
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Figura 2. Aspergillus em meio de cultivo BDA.
A-  Aspergillus niger, B- Aspergillus flavus. Coldnias com sete dias de crescimento.
Fonte: Os autores

Biotecnologicamente, Aspergillus niger apresenta grande importancia na ciéncia, sendo
explorado ha mais de 100 anos, com 7.897 publicagdes no PubMed entre 1978 ¢ 2017. Esta
espécie produz alta concentracdo de acido citrico, bastante utilizado para producao de alimentos e
bebidas. Além de ampla diversidade de proteinas e metabdlitos secundarios, também se destaca
por apresentar seu genoma sequenciado em 2007, sendo manipulado com ferramentas de edi¢cdo
da nova era genética, como a CRISPR/Cas (CAIRNS; NAI; MEYER, 2018).

Aspergillus flavus, subgénero Circumdati, sec¢ao Flavi, ¢ caracterizada, entre outras
caracteristicas, por seus conidios verde-amarelo, lisos, vesicula bisseriada e produgdo de
esclerocitos largos e escuros, segundo descricdo de Klich (2002) e Frisvad et al. (2019).
Aspergillus flavus tem sido isolada do solo no Maranhdo, Alagoas, Bahia e Pernambuco
(BARBOSA et al., 2020). Pefnning e Gusmao (2015) reportam a ocorréncia de A. flavus
para o Amazonas, Espirito Santo, Minas Gerais, Para, Rio de Janeiro e Sdo Paulo, isolados
de solo ou folhedo.

Estudos tém demonstrado Aspergillus flavus como um fungo saprofito oportunista, sendo
a segunda espécie do género de maior potencial patogénico a humanos (HEDAYAT et al., 2007)
e como produtor de aflatoxinas e acido ciclopiazonico, substancias de efeito toxico aditivo ou
sinérgico a humanos (GONCALEZ et al., 2013). Aspergillus flavus tem sido explorada
biotecnologicamente em aplicagdes no desenvolvimento de drogas farmacéuticas, culturas
resistentes nas atividades de agricultura e como biocombustiveis, sendo também relevante a
producdo de enzimas hidroliticas de aplicacdo industrial (CLEVELAND et al., 2009).

Fungos do género Aspergilllus sao comumente isolados do solo e normalmente

dominantes em ntimeros de isolados. Aspergillus ja fora isolado do solo de cultivo agricola de
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Citrus por Prade et al. (2007); girassol, por Souza-Motta et al. (2003); uva-do-japao, por Prade
et al. (2006) e; catatiba e mata nativa, por Morgana et al. (2013). Adicionalmente, o presente
estudo relata o isolamento desse grupo de fungo do solo em geral em area preservada.

Cavalcanti et al. (2006), ao estudarem a diversidade de fungos do solo na regido de
Xingo, Nordeste do Brasil, isolaram 1.230 UFCs de 96 fungos filamentosos. O maior
numero de isolados (518) correspondeu ao género Aspergillus, segundo género melhor
representado, apresentando 18 espécies. Coincidindo com o presente estudo, aqueles autores
também isolaram A. aculeatus, A. carneus, A. flavus, A. fumigatus, A. niger, A. tamarii, A.
terreus e A. ustus, estando 4. niger entre as espécies mais abundantes nesse trabalho.

O dados de Borges et al. (2011) também convergem com o presente estudo, quando
apresentam a prevaléncia de Aspergillus ao realizarem 11 coletas de amostras de solo em
Santa Catarina e isolarem 363 UFCs de Aspergillus, representando um percentual de
27,92%. Os citados autores ressaltam que espécies de Aspergillus persistiram no solo
avaliado por todas as estacdes do ano.

Cruz et al. (2013), em estudo sobre a diversidade de fungos filamentosos em area da
Caatinga, coletaram seis amostras de solo do Parque Nacional do Catimbau resultando em
4.711 isolados fingicos representados por 18 géneros distribuidos em 66 espécies, onde
Aspergillus foi o maior género quanto ao numero de isolados (3.731) e segundo maior
género em representacdo, 23 espécies. Ainda corroborando com os dados aqui apresentados,
excecdo feita a 4. tubigensis, os citados autores isolaram todas as espécies relatadas nesta
pesquisa, sendo A4. flavus o de maior abundancia de isolados.

Ainda em 4rea do Parque Nacional do Catimbau, Cruz et al. (2017) realizaram coleta
de 12 amostras do solo obtendo um total de 4.488 UFCs, representadas por 15 géneros e 48
espécies. Aspergillus apresentou o maior numero de UFCs (2.437) e foi o segundo maior
género em representacdo, com 22 espécies. Aqueles autores, isolaram todas as espécies
apresentadas neste estudo, excecdo feita a A. tubingensis. Ainda, diferentemente do
resultados deste estudo, A. niger e A. flavus nao estiveram entre as espécies com maior
numero de isolados naquele. Estas observacdes coincidem com os resultados obtidos em
relacdo ao niamero de isolados de Aspergillus e sua comum ocorréncia no solo do DITALPI.

Segundo Klich e Pitt (1988), Aspergillus aculeatus, A. parasiticus, A. tamarii, A.
terreus e A. ustus sdo predominantemente de solos. Aspergillus fumigatus e A. terreus podem
ser encontradas em diversos substratos, tais como solo, planta, semente e outros. Todas as
espécies citadas, exceto 4. tubingensis, t€ém sido isoladas de solo no Nordeste, entretanto nao
ocorre catalogagdo para o estado do Piaui (BARBOSA et al., 2020). Aspergillus tubingensis

ndo esta inserida na plataforma Flora do Brasil (2020), mas estudos apresentam o seu
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isolamento a partir de amostras de café no Brasil (FERRACIN et al., 2009). Este estudo ¢ o
primeiro a reportar A. tubingensis no solo do nordeste brasileiro. Quanto a deteccdo de
producao de amilases pelos isolados, dentre as dez espécies testadas sete testaram positivo
para amilases. Aspergillus carneus e Aspergillus flavus apresentaram os maiores halos por
amilases, com diametro de 12,0 cm, seguido de A. parasiticus e A. terreus, com didmetro de

11,0 cm (Tabela 2).

Tabela 2. Indice Enzimatico (IE) de Aspergillus spp. isolados de solo do Distrito Irrigado
Tabuleiros Litoraneos do Piaui-DITALPI

Taxons Didmetro do halo por
amilases (em centimetro)

Aspergillus aculeatus Lizuka 1953 103 c

A. carneus (Tieghem) Blochwitz 1933 120a

A. flavus Link 1809 12,0b

A. fumigatus Fresenius 1863 0,00 e

A. niger Tieghem 1867 80d

A. parasiticus Speare 1912 11,0 bc

A. tamarii Kita 1913 103 c

A. terreus Thom 1918 11,0 be

A. tubingensis Mosseray 1934 0,00e

A. ustus (Bainier) Thom & Church 1926 0,00 e

Legenda: Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna nao diferem significativamente entre si pelo
teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: Os autores

Atividade amilolitica por fungos filamentosos em meio de cultura solido em
substrato especifico ¢ detectada pela formacao de halo translucido ao redor da colonia, como
pode ser observado na deteccdo de amilases por Aspergillus carneus na Figura 3. A solucio
de 10odo em contato ao amido torna o substrato de cor arroxeada, o transliucido indica a

degradacdo do amido por amilases (PEREIRA, 2012).
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Figura 3. Halo por amilases de Aspergillus
carneus.

Os resultados obtidos da atividade amilolitica assemelham-se com os resultados de
Saleem e Ebrahim (2014), que detectaram atividade nas espécies, Aspergillus carneus (1,7
cm), A. flavus (3,3 cm), A. niger (3,6 cm) e A. terreus (2,2 cm), isoladas de sementes
leguminosas, com respectivo diametro do halo enzimatico. Todas as espécies citadas pelos
autores apresentaram menor halo enzimatico do que os isolados analisados neste estudo.
Mukunda, Onkarappa e Prashith (2012) também detectaram a producdo de amilases por A.
flavus, A. niger, A. terreus, isolados do solo, assim como Fifendy et al. (2019), por A. niger
isolado de arroz.

Adeniran e Abiose (2009) apresentam halo de degrada¢do por amido em meio de
cultivo sélido por isolados de A4. flavus (2,04 cm; 2,21 cm) e A. niger (2,14 cm). Os
diametros dos halos apresentados pelos fungos deste estudo foram maiores. Silva et al.
(2011) também reportaram atividade amilolitica por A. flavus e A. niger, estando A. flavus
entre os de maior indice enzimatico. Guimaraes et al. (2006) isolaram, do solo ou material
em decomposi¢ao no estado de Sao Paulo, Aspergillus flavus e Aspergillus niger, relatando a
producdo de amilases somente por A. flavus. Fernandes (2009) também detectaram amilases
por A. flavus e A. tamarii, isolados de amendoim e café, respectivamente. Fonseca et al.
(2017), isolaram Aspergillus flavus, Aspergillus niger e Aspergillus tamarii do solo da
Caatinga, prosseguindo-os a analise de producao amilolitica em meio de cultivo s6lido, com
resultados de menor producao de amilases que os registrados neste trabalho.

Na analise qualitativa por Gopinath, Anbu e Hilda (2005), Aspergillus flavus, A.
fumigatus, A. niger e A. terreus nao apresentaram producdo de amilases, semelhante aos

resultados para 4. fumigatus neste estudo. Pereira (2012) também nao detectou amilases por
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A. fumigatus, no entanto, Adeniran e Abiose (2009) demonstraram a producdo de amilases
por A. fumigatus em analise qualitativa, assim como Mukunda, Onkarappa e Prashith (2012),
Ratnasri et al. (2014) e, Saleem e Ebrahim (2014). Diferente da presente analise, Aspergillus
ustus apresentou-se como produtor de amilases por Saleem e Ebrahim (2014) e Fifendy et al.
(2019). As espécies A. aculeatus e A. niger apresentaram halo de degradacao por amilases no
estudo de Khokhar, Mukhtar e Mushtaq (2011).

Aspergillus parasiticus tem sido reportada como produtora de amilases na analise
quantitativa de Aratjo et al. (2019) e na avaliagdo qualitativa realizada por Sobral et al.
(2017), corroborando, de forma efetiva, com o resultado positivo da producdo de amilases
por A. parasiticus neste estudo. Quanto aos isolados de A. fumigatus, A. tubingensis e A.
ustus, que nao apresentaram atividade amilolitica nesta avaliacdo, Griffin (1994) elucida que
a producao de amilases por fungos filamentosos varia de acordo com os isolados, além da

temperatura e do substrato onde estd inserida a espécie.

4. CONCLUSAO

Espécies de Aspergillus foram isoladas do solo no estado do Piaui pela primeira vez,
através deste estudo. Adicionalmente, este contribui com informagdes sobre o potencial
amilolitico de membros deste género. Ao mesmo tempo, destaca também a producdo de
amilases em analise qualitativa, apontando a necessidade de posteriores analises

quantitativas.
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Capitulo 4

Analise enzimatica de Rhizopus Ehrenb.
(Mucorales, Mucoraceae) isolado de solo em

Parnaiba, Piaui

RESUMO

Microrganismos, como fungos do género
Rhizopus, habitam o solo atuando na
decomposicdo de matéria morta, sendo as
enzimas mediadoras na decomposicao e
degradacdo de substratos especificos. As
mesmas enzimas, por sua vez, podem ser
aplicadas biotecnologicamente na produgao
de alimentos, bebidas, roupas, cosméticos e
produtos farmacéuticos. Dessa forma, esta
pesquisa objetivou a identificagdo e
triagem de espécies de Rhizopus isoladas
do solo de uma area da cidade de Parnaiba,
Piaui, para deteccao das enzimas: amilases,
lipases e proteases. A area de coleta situa-
se no Distrito Irrigado Tabuleiros
Litoraneos do Piaui (DITALPI), onde o
solo foi coletado seguindo métodos
classicos de analise do solo. O meio de
cultura, Agar Martin, foi vertido sobre o
solo em placas de Petri para o
desenvolvimento das coldnias e posterior
isolamento. A identificacdo dos isolados
seguiu-se a taxonomia classica e
molecular. Para a andlise qualitativa da
deteccao de enzimas foi adotado o meio
solido com substrato especifico. Os
resultados revelaram seis isolados de
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Rhizopus, os quais apresentaram diferencas
morfologicas. No entanto, a identificagdao por
analise molecular demonstrou que os seis
isolados corresponderam a Rhizopus arrhizus
var. arrhizus, taxon com ocorréncia no Brasil
somente para Sdo Paulo e Pernambuco. Todos
os isolados de Rhizopus arrhizus var. arrhizus
apresentaram halo de degradacao por
amilases, lipases e proteases, sendo seus
maiores halos de 8.1 mm, 8.1 mm e 8.6 mm,
respectivamente. Com este estudo, registra-se
a primeira ocorréncia de Rhizopus arrhizus
var. arrhizus para o Estado do Piaui
apresentando isolados promissores quanto a
producdo de enzimas de alto wvalor
biotecnoldgico.

PALAVRAS-CHAVE: biodiversidade
fingica; biotecnologia; fungos do solo.
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1. INTRODUCAO

O solo ¢ um dos principais habitats de microrganismos, incluindo os fungos que o
ocupam e contribuem para a manutencdo dos ecossistemas através da ciclagem de nutrientes
(CAVALCANTI et al., 2006). Entre os fungos isolados do solo encontram-se Rhizopus
Ehrenb. (Mucorales, Mucoraceae), género que acomoda 13 taxons (WIJAYAWARDENE et
al., 2020), caracterizado morfologicamente por seus esporangios apofisados, rizoides opostos
ao esporangioforo e esporangiosporos ornamentados, além de outras caracteristicas de
Mucorales. Rhizopus € ressaltado como sendo de importancia econdmica pos-colheita em
morango ¢ batata por causar doencas, bem como a relevada importancia médica devido a
propriedade patégena a humanos causando mucoromicoses (BENNY et al., 2016).

Rhizopus arrhizus foi descrito por Fischer em 1892, no entanto, Scholer (1970),
baseado na semelhanca morfologica, tornou R. arrhizus sindbnimo de Rhizopus oryzae Went
& Prinsen Geerl. Como a descricao de R. arrhizus possuia poucas informacdes de forma
resumida, sem figuras, a maioria dos autores deram preferéncia a R. oryzae (WALTHER;
WAGNER; KURZALI, 2019). Em 1985, Ellis designou um isolado ex-nedtipo legitimando R.
arrhizus. Por ser R. arrhizus a denominacdo mais antiga, esta possui prioridade e,
consequentemente, R. oryzae tornou-se sindnimo de R. arrhizus (DOLATABADI et al., 2014).

Os trabalhos de Kockova-Kratochvilova e Palkoska (1958), Schipper (1984) e
Schipper e Stalpers (1984) apresentam a classificagdo do género Rhizopus por taxonomia
classica baseando-se em caracteristicas morfoldgicas, como crescimento das coldnias,
tamanho dos esporangios e ramificacdo dos rizoides. Schipper e Stalpers (1984) organizaram
Rhizopus em trés grupos: R. microsporus, R. oryzae e R. stolonifer. O estudo filogenético
molecular realizado por Abe et al. (2006) consolida a organizagio deste género nos trés grupos.

Zheng et al. (2007) reconhecem trés variedades em R. arrhizus: var. arrhizus, var.
delemar e var. fonkinensis. A var. tonkinensis nao foi suportada pelo estudo molecular de
Dolatabadi et al. (2014). Rhizopus arrhizus var. delemar se diferencia de R. arrhizus var.
arrhizus morfologicamente e, principalmente, pela dilatacdo no esporangioforo, bastante
comum na metade superior ou logo abaixo da hipofise, e esporangiosporos variando em
forma e tamanho (ZHENG et al., 2007). O termo variedade é empregado na classificacao
para diferenciar individuos que se diferenciam dentro da espécie (ABE; ASANO; SONE, 2010).

Estudos filogenéticos moleculares separam as variedades de Rhizopus arrhizus em
dois clados, R. arrhizus var. arrhizus e R. arrhizus var. delemar. A auséncia do gene lactase
desidrogenase A em R. arrhizus var. delemar ¢ um dos fatores que fundamentam esta

separacdao. Porém, a formacao de zigosporos entre individuos dessas variedades, falta de
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diferenga na ecologia, epidemiologia e distribuicdo geografica levam a continuidade das
duas variedades em R. arrhizus (WALTHER; WAGNER; KURZALI, 2019). Outros estudos,
como de Gryganskyi et al. (2018) adotam a classificagdo com os clados R. arrhizus e R.
delemar. Tomando por base o estudo taxondmico de Mucorales realizado por Walther,
Wagner e Kurzai (2019), foi adotado R. arrhizus var. arrhizus neste estudo.

Estudos sobre a classificacdo especifica do género Rhizopus apresentam
contradi¢oes. Em 2007, Zheng et al., considerando os aspectos morfologicos e a sistematica
molecular, sinonimizaram e excluiram taxons culminando dez espécies e sete variedades no
género Rhizopus. Em estudo posterior, Dolatabadi et al. (2014), baseados em analise
molecular, morfologica e fisioldgica, tornaram sinonimia todas as variedades de R.
microsporus apresentadas por Abe et al. (2006) e Zheng et al. (2007). Apesar de ser um
género de ampla distribuicdo e prevaléncia, a evolu¢dao das espécies de Rhizopus ainda ¢
pouco esclarecida (GRYGANSKYT et al., 2018).

Para o Brasil sdo conhecidas quatro espécies (Rhizopus arrhizus A. Fisch., Rhizopus
homothallicus Hesselt. & J.J. Ellis, Rhizopus microsporus Tiegh, Rhizopus stolonifer
(Ehrenb.) Vuill) e duas variedades (Rhizopus arrhizus A. Fisch. var. arrhizus, Rhizopus
arrhizus var. delemar (Wehmer & Hanzawa) J.J. Ellis) isoladas de excremento (SOUZA et
al., 2017), solo, folhedo (SANTIAGO, 2015) ou morango (LOPES et al., 2010). No Estado
do Piaui ndo ha registros de ocorréncia de tdxons do género Rhizopus (SANTIAGO, 2015).

Os fungos, como fonte para a producdo de enzimas com fins biotecnoldgicos,
possuem preferéncia sobre as plantas e os animais devido a facilidade e economia do
processo (RAVEENDRAN et al., 2018). Alguns estudos tém analisado a producdo de
enzimas de interesse biotecnologico, como amilases, proteases (BENABDA et al., 2019) e
lipases (ZHAO et al., 2019) por isolados de Rhizopus. Diante da grande importancia
biotecnoldgica das enzimas, Silva et al. (2017) ressaltam que a busca por microrganismos
com potencial para a produgdo destas proteinas torna-se necessaria.

As enzimas amilases, lipases e proteases apresentam grande aplicagdo industrial,
sendo utilizadas para a producdo de alimentos laticinios e bebidas (suco, vinho, cerveja),
além de serem utilizadas no processo de panificacdo, producdo de racdo e de detergentes.
Também tém sido aplicadas na industria farmacéutica, téxtil, papel e em processos de
recuperacao ambiental (ORLANDELI et al., 2012; GUERRAND et al., 2017; RAZZAQ et al., 2019).

Amilases sdo enzimas que degradam a molécula de amido através da clivagem das
ligacdes a-glicosidicas, sendo classificadas em a-amilase, B-amilase e amiloglucosidase
(SILVA et al., 2017). J& as lipases sdo enzimas que aceleram a hidrolise de triglicerideos

(GUERRAND, 2017). Enquanto as enzimas proteases sao aquelas dotadas da capacidade de
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quebrar ligacdes peptidicas degradando proteinas (SOUZA et al., 2015) e sdo classificadas
de acordo com a posicao dos peptideos que sofrem agdo proteolitica, tipo do sitio ativo e pH
de atividade (PIRES; FONSECA; SERUDO, 2019).

Dessa forma, esta pesquisa objetivou a identificacdo e triagem de espécies de
Rhizopus isoladas do solo de uma area da cidade de Parnaiba, Piaui, para detec¢do das

enzimas: amilases, lipases e proteases.

2. METODOLOGIA

2.1. Coleta e isolamento

A éarea de estudo estd localizada no Distrito Irrigado Tabuleiros Litoraneos do Piaui
(DITALPI), na cidade de Parnaiba, Estado do Piaui, (3°01°49.91’S 41°46°17.09”0) (Figura 1). A
area possui solo do tipo latossolo amarelo, argissolo vermelho amarelo e neossolo quartzarénico
(SANTOS et al., 2013). Os sistemas de irrigacdo utilizados no perimetro da area sdo: micro-
aspersao (47,35%), gotejamento (34,05%) e pivo-central (18,60%) (DENOCS, 1998).

As amostras de solo foram coletadas em pontos aleatorios, tanto nas areas
preservadas como de plantio de acerola e coco. Trés Amostras de solo foram retiradas da
superficie do solo e também a profundidade de 20 cm durante os periodos chuvosos (janeiro
a marco) de 2013. O solo foi coletado com auxilio de espatula/colher previamente
esterilizada em alcool 70° GL e armazenado em sacos plasticos etiquetados contendo os
dados de coleta, como superficie ou a 20 cm do solo, data e local de coleta. Apds
procedimentos de coleta, as amostras de solo foram transportadas para o laboratorio de
Botanica do Campus Ministro Reis Velloso, Parnaiba, da Universidade Federal do Piaui
(UFPI), atual Universidade Federal do Delta do Parnaiba (UFDPar).

No laboratdrio, as amostras do solo foram homogeneizadas e distribuidas em placas
de Petri seguindo o método placa de solo de Warcup (1950), sendo carreado em triplicata.
Seguindo este método, 1g do solo foi depositado em placa de Petri esterilizada e vertido 15
mL do meio de cultura Agar Martin (MARTIN, 1950) para cada placa.

O crescimento das coldnias foi acompanhado por 72 horas a temperatura de 28+2°C ¢
luminosidade ambientes. O isolamento e posterior purificacdo dos isolados, fragmentos das
colonias de Rhizopus, foram transferidos separadamente para o meio Agar Extrato de Malte
(MEA) contido em placa de Petri e, apés confirmada pureza, armazenado em tubos de ensaio

contendo Agar Batata Dextrose (BDA) (LACAZ et al., 2002) para posterior identificagio.
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Figura 1 - Mapa de localizag@o da area de coleta do solo.
Fonte: Os autores

2.2. Identificagdo morfolégica dos isolados

A identificacdo classica dos isolados foi realizada em culturas com cinco dias de
desenvolvimento em MEA, sob temperatura (28+2°C) e Iluminosidade ambientes.
Caracteristicas macromorfolégicas, como tamanho, cor e textura das colonias foram
analisadas. Na analise micromorfologica, como forma, coloracdo e tamanho das
microestruturas de esporangidforos, esporangios e esporangiosporos foram observados com
auxilio de um microscopio de luz Leica DM2000 usando objetiva de 40X, 80X e 100X. Azul
de lactofenol foi usado em algumas observagdes para evidéncia das microestruturas. Os
espécimes foram identificados seguindo as chaves de identificacdo e informacdes contidas
na literatura pertinente ao género Rhizopus, como: Kockova-Kratochvilovd e Palkoska
(1958), Schipper (1984) e Zheng et al. (2007).

2.3. Identificagdo molecular dos isolados
2.3.1. Extracdo do DNA, amplificacdo e sequenciamento

A extracdo do DNA foi realizada a partir da transferéncia de fragmentos de micélio

de culturas puras para microtubos de 2 ml, acrescentado 0,5 g de pérolas de vidro para
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trituracdo do micélio, por meio de agitagdo em alta velocidade, em vortex. Apos a trituragdo
do micélio, o DNA foi extraido seguindo a metodologia de Goes-Neto et al. (2005). A regido
ITS do rDNA foi amplificado utilizando os iniciadores ITS1 e ITS4 (SANTIAGO et al.,
2013). Os resultantes amplificados foram purificados com PureLink — PCR Purification Kit
(Invitrogen). As amostras foram enviadas para a Universidade Estadual de Sao Paulo
(UNESP), Campus de Rio Claro, para o sequenciamento. As sequéncias foram alinhadas no
CLUSTALX (LARKIN et al.,, 2007), editadas no software BioEdit (HALL, 1999) e

comparadas com dados depositados no CBS Database (Fungal Biodiversity Centre).

2.4. Caracterizacdo enzimatica

Para a determinagdo do potencial enzimatico dos isolados em estudo, utilizou-se o
método qualitativo que consiste em cultivar os fungos em meio sélido especifico para a
producao da enzima e mensuragdo do halo quando formado.

As amostras fungicas foram inoculadas em placas de Petri contendo BDA (LACAZ
et al., 2002) para realizagdo do cultivo monosporico, segundo metodologia proposta por
Santos (2009). Apos a obtencdo da cultura monospdrica, o micélio foi lavado com agua
destilada esterilizada e a suspensao assepticamente depositada em tubo de ensaio. Aliquota
dessa suspensdo foi removida para contagem em cadmara de Newbauer sob microscopio
Optico obtendo-se uma suspensdo de 10° esporos/mL.

Para a verificagdo enzimatica, uma aliquota da solucao de esporos (50 ul) foi
transferida para pocos de aproximadamente 5 mm nas placas contendo meios especificos
para deteccao das atividades enzimaticas tendo por base a metodologia abordada por Alves et al.
(2002). As amostras foram armazenadas sob temperatura (28+2°C) e luminosidade ambientes.

O substrato especifico para deteccdo de amilases, lipases e proteases foi 0,2% de
amido soluvel (Merck), Tween 80 e 0,4% de gelatina-leite, respectivamente (HANKING;
ANAGNOSTAKIS, 1975). A revelacao do halo de amilases ocorreu com solugdo de lugol a
5% (m/v) vertido sobre a cultura. O halo de lipases e proteases sdo revelados sem o uso de
solucdo. Com o auxilio de uma régua milimetrada, o didmetro dos halos foi mensurado em
colonias com 4 dias de desenvolvimento. Cada experimento foi carreado em triplicata.

Analise estatistica foi realizada usando o software Past (4.02).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como resultado foram obtidos seis isolados do género Rhizopus presentes no solo de
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areas do Distrito Irrigado Tabuleiros Litordneos do Piaui (DITALPI). Os isolados foram
previamente nomeados de 01-06 e apresentaram caracteristicas morfoldgicas diferentes
entre si. O isolado 04 apresentou esporangidéforos mais curtos € o isolado 03 esporangi6foros
mais longos. Nos isolados 02 e 05 foram verificados esporangidforos de maior e menor
didmetro de largura, respectivamente. Enquanto os isolados 01 e 06 revelaram caracteristicas
semelhante e consideradas dentro do padrdo apresentado pelo taxon.

A descri¢do dos esporangioforos variaram quanto ao padrdo bifurcado e isolado, mas
a coloragdao marrom e presenca de dilatacao no esporangidforo foram caracteristicas de todos
os isolados. Os esporangiosporos pouco variaram entre os isolados, medindo (5,0 — 6,0 um X
3,0 — 3,5 um), sendo ovoides e de parede estriada. Apenas o isolado 02 apresentou
esporangio obovoide, os demais esporangios, globosos. Quanto ao tamanho, os esporangios
pouco variaram, medindo 51-146 x 51-106 um. A parede dos esporangios também diferiu
entre os isolados, sendo que os isolados 02 e 04 apresentaram parede lisa e os demais parede

espinulada (Quadro 1).
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Quadro 1. Caracteristicas morfologicas de Rhizopus isolado do solo de areas do Distrito
Irrigado Tabuleiros Litoraneos do Piaui.
Fonte: autores.
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Diante das diferencas morfologicas demonstradas pelos isolados em suas
caracteristicas, considerou-se necessaria a analise molecular dos mesmos, sendo revelado
similaridade de 100% entre os isolados analisados (Figura 2) e, quando comparados com
sequéncias moleculares em bancos de dados publicos, o CBS Database (Fungal Biodiversity

Centre) indicou similaridade com Rhizopus arrhizus Fisch. var. arrhizus.
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Figura 2. Sequéncias das amostras 01 — 06, com 100% de similaridade entre si.
Fonte: autores.

Na descrigdo morfologica apresentada por Kratochvilova e Palkoska (1958) de forma
resumida, Rhizopus arrhizus apresenta esporangiéforo com mais de 150 um de comprimento
e esporangiosporos com 5-7 um de diametro, assim como os isolados identificados neste
estudo. Além do mais, os isolados 01-06, assemelham-se com a descricdo apresentada na
Monografia de Rhizopus por Zhen et al. (2007), que descrevem R. arrhizus var. arrhizus com
esporangioforo medindo (117-)293-950(-1740) um em comprimento e (7-)9-18(-23) um
diam. em largura, apresentando coloragdo marrom; esporangio globoso a subgloboso
medindo (47-)71-176(-224)um diam; esporangiosporos ovoides, estriados medindo (4-)
5-8(-9) x (3,5)4-7 (-8) um.

Isolados de um mesmo taxon de fungo podem variar morfologicamente dificultando
a identifica¢do por taxonomia cldssica, assim como apresentado neste trabalho. Com isso, a
analise molecular ¢ uma contribui¢cdo para esta taxonomia, sendo bastante usada nos estudos
sobre aspectos taxonomicos de fungos filamentosos, como do género Rhizopus
(GRYGANSKYTI et al., 2018).

Rhizopus arrihzus var. arrihzus esta entre os tdxons com maior nimero de isolados
identificados segundo bancos de dados, como Westerdijk Fungal Biodiversity Institute,
GenBank e PubMed (GRYGANSKYT et al., 2018). No Brasil, este taxon tem sido isolado de
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folhedo (SCHOENLEIN-CRUSIUS; MILANEZ, 1997), solo (SANTIAGO; SANTOS;
MAIA, 2013) e excremento (SOUZA et al., 2017). No que se refere a distribui¢do geografica
para o Brasil, o referido taxon apresenta ocorréncia somente para Sao Paulo (Sudeste) e
Pernambuco (Nordeste) (SANTIAGO, 2015).

Quanto a caracterizagdo enzimatica, tabela 1, todos os isolados apresentaram halo de
degradacao por amilases, lipases e proteases. Os maiores halos de amilases foram
apresentados pelos isolados 03 (8.1 mm diam.), 06 (7.9 mm diam.) e 04 (7.4 mm diam.).
Alguns dos resultados para amilases diferenciaram entre si estatisticamente. Os maiores
halos de degradagdo por proteases foram apresentados pelos isolados 01, 04 (8.1 mm diam.)
e 03 (8.0 mm didm.). Os resultados para proteases também ndo apresentaram diferenca
segundo o teste Tukey. Quanto a deteccao da producdo de lipases, os isolados 03, 04 ¢ 06
apresentaram os maiores halos (8.6 mm didam., 8.2 mm didm. e 7.8 mm diam.,

respectivamente).

Tabela 1 - Caracterizacdo enzimatica do halo em milimetro (mm) de Rhizopus arrhizus

TAXON ISOLADO ATIVIDADE ENZIMATICA
AMILASES PROTEASES LIPASES

Rhizopus 1 5.0b 81la 6.6 be
arrhizus var. 2 7.3a 78a 55 ¢
arhizus 3 81la 80a 86a

4 7.6a 81la 2a

5 6.6 ab 7.0a 58c

6 79a 74a 7.8 ab

Foi aplicado o Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. As médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si.

Fonte: autores.

No estudo sobre producdo de enzimas extracelular por Rhizopus e Mucor, de
Thompson e Eribo (1984), o isolado de R. arrhizus ndo apresentou halo de degradagdo por
amilases e proteases, diferindo dos isolados aqui testados que formaram halo por estas
enzimas. O isolado de Thompson e Eribo (1984) apresentou producdo de lipases com halo
menor (1-2,5 mm) que os formados pelos isolados deste estudo, sendo considerada baixa
producao pelos mesmos autores.

A andlise qualitativa sobre a producdo de enzimas, que corresponde a deteccdo da
formacdo de halo enzimdtico, ¢ pouco explorada. No entanto, a andlise qualitativa ¢
primordial para a selecdo de produtores de enzimas promissores para consequente analise
quantitativa. Estudos quantitativos sobre bioprospeccdo de Rhizopus utilizando residuos

industriais e alternancia entre fonte de carbono tem apresentado a producdo de amilases
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(FREITAS et al., 2014), lipases (KOTOGAN et al., 2014) ¢ proteases (KUMAR et al., 2005).

Fungos do género Rhizopus sao pouco explorados com relacdo a deteccao de enzimas
extracelulares. No entanto, a facilidade de manipulagdo desses fungos e o rapido
desenvolvimento dos mesmos sdo aspectos promissores para maior exploragdo dos mesmos

quanto a producdo de enzimas de interesse biotecnologico.

4. CONCLUSAO

Um taxon de Mucorales ja conhecido para a ciéncia, Rhizopus arrhizus var. arrhizus,
¢ registrado pela primeira vez para o estado do Piaui, contribuindo para o conhecimento da
diversidade de fungos para o estado, assim como para o Brasil. A formacdo de halo de
degradacao por amilases, lipases e proteases produzida por R. arrhizus var. arrhizus vem
contribuir para o conhecimento do potencial biotecnoldgico de fungos filamentosos.
Enquanto a andlise qualitativa da deteccdo de enzimas por R. arrhizus var. arrhizus
demonstrou que os isolados sdo promissores para que haja posteriores estudos quantitativos e

de purificacdo enzimatica.
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Capitulo 5

Caracterizacio enzimatica de taxons de
Mucoromycota e Mortierellomycota

(Mucoromyceta) isolados do solo no Piaui

RESUMO

O solo ¢ o principal reservatorio da
biodiversidade, sendo um dos habitats de
fungos do Mucoromycota ¢ Mortierellomycota
(Sub-reino Mucoromyceta), taxons basais que
apresentam  grande  importancia  como
decompositores e na aplicagdo biotecnoldgica
onde o homem ¢ beneficiado pela ampla
aplicacdo dos microrganismos desses grupos
na producdo de varios produtos. Entre as
substancias excretadas pelos fungos durante
seu metabolismo, tem-se as enzimas
amilases, lipases e proteases, enzimas essas
de grande relevancia no uso industrial. O
objetivo deste estudo foi isolar e identificar
fungos de Mucoromycota ¢ Mortierellomycota
do solo em areas da regido Norte do Piaui,
bem como realizar a caracterizacdao
enzimatica quanto a producdo de amilases,
lipases e proteases. Amostras do solo foram
coletadas e o isolamento dos fungos
realizado de acordo com a metodologia
classica em microbiologia do solo. Para a
identificacdo dos isolados foi adotado a
taxonomia classica e posteriormente realizado
a andlise qualitativa da producdo de
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enzimas. Como resultado, foram identificados
Lichtheimia ramosa, Cunninghamella
echinulata, Rhizopus arrhizus, Mucor plumbeus,
Syncephalastrum racemosum, Mortierella sp. 1 e
Mortierella sp. 2. Dentre os sete tdxons, cinco
ao nivel especifico foram submetidos a
detec¢do enzimatica e todos sinalizaram
positivos para a produ¢do de ao menos duas
enzimas. O isolado de R. arrhizus apresentou
halo de degradacdo para amido, lipidio e
proteina, sendo os mesmos maiores que 0s
formados pelos demais. O presente estudo
corrobora  com o conhecimento da
diversidade de fungos no estado do Piaui,
apresentando cinco tdxons promissores para
aplicacdo industrial. Entretanto, se faz
necessario estudos posteriores para maior
exploracdo enzimadtica destes fungos.

PALAVRAS-CHAVE: Biotecnologia de
fungos; Fungos zigosporicos; Microbiologia
do solo.
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1. INTRODUCAO

O solo, principal reservatorio da diversidade bioldgica na biosfera, ¢ um sistema
heterogéneo, complexo e dindmico, tendo os microrganismos a sua fragdo viva
desempenhando processos essenciais a sua manutencao e funcionalidade. Tais caracteristicas
do solo o proporciona a formac¢ao de micro-habitats que variam em funcdo das propriedades
quimicas, fisicas e da disponibilidade de nutrientes. A formagdo destes micro-habitats esta
intrinsicamente relacionada a agregados do solo que consiste em um complexo de areia,
argila, silte e matéria organica que favorece suporte fisico de aderéncia aos microrganismos
(CARDOSO; ANDREOTE, 2016).

Entre os microrganismos disponiveis no solo encontram-se os fungos, fundamentais
na decomposi¢do de matéria organica e ciclagem de nutrientes (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006). A micobiota do solo ¢ amplamente representada pelos filos Deuteromycota,
Mucoromycota ¢ Mortierellomycota, sendo que os dois ultimos fazem parte do Sub-reino
Mucoromyceta Tedersoo et al., os quais sdo caracterizados pela formacdo de zigosporos
produzidos na reproducdo sexuada por conjugacdo gametangial e por apresentarem
esporangio, esporangiolo, esporangiosporos e clamidosporos, estruturas especializadas na
reproducdo assexuada. Estes fungos apresentam hifas irregularmente septadas e hifas
especializadas, como rizoides e estoloes, que atuam na absorcao de nutrientes e dispersao de
estruturas reprodutivas, respectivamente (KIRK et al., 2008).

Mucoromycota acomoda Mucorales Fries, a mais diversa ordem de Mucoromyceta,
constituida de 55 géneros (WIJAYAWARDENE et al., 2020). Os géneros Absidia Tieghem,
Lichtheimia Vuillemin, Mucor Fresen, Rhizopus Ehrenberg e Syncephalastrum J. Schroter
sdo os mais comuns em estudos sobre Mucoromycota (LIMA; SANTIAGO; SOUZA-
MOTTA, 2015; LIMA et al., 2018). Representantes de Mucorales, em sua maioria, sao
considerados saprofitos, mas também podem ser parasitas de outros fungos, patdogenos de
plantas e causadores de doencas infecciosas a humanos, as mucoromicoses (HOFFMANN et al., 2013).

Em Mortierellomycota tem-se Mortierellales Cavalier-Smith, ordem que apresenta
Mortierella Coemans, taxon tipo € o mais conhecido deste filo. Representado atualmente por
112 espécies descritas (WIJAYAWARDENE et al.,, 2020), sendo caracterizado por
apresentar esporangioforo simples ou de ramificagdo variada, com esporangio em sua parte
terminal podendo acompanhar uma vesicula na base. Os esporangios sao globosos com um
unico esporangiosporo ou multiplos. Representantes deste género sdo frequentemente
isolados do solo (NGUYEN et al., 2019).

No Brasil, alguns estudos tém sido realizados a fim de se conhecer a diversidade de
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Mucoromycota isolados a partir de amostras do solo da Reserva Ecologica de Dois Irmaos.
Como Mortierellales era acomodada em Mucoromycotina (HIBBETT et al., 2007), tais
estudos consideram taxons de Mortierella.

Fungos da ordem Mucorales e Mortierellales t€ém sido explorados quanto a produgado
de compostos aplicados biotecnologicamente (ESPOSITO; AZEVEDO, 2010). Mucor
circinelloides Tieghem e Mucor hiemalis Wehmer sdo apresentadas como produtoras de
biossurfactantes, substdncias de grande aplicacdo comercial (MARQUES et al., 2019;
FERREIRA et al., 2020). Enquanto Lichtheimia hyalospora (Saito) Kerst. Hoffman, Walther
& K. Voigt e Mucor subtilissimus Oudemans tém sido promissoras na producdao de
quitosana, polimeros aplicados em diversas areas (SOUZA et al., 2020). Mortierella alliacea
Linnemann ¢ mencionada como produtora de glucosidase, importante enzima que degrada
polissacarideos (TANAKA et al., 2002). Outras espécies tém sido exploradas também na
producdo de antimicrobianos, lipidios, enzimas e na fermentagcdo de alimentos (BENTO et
al., 2009; HUANG et al., 2016; SATARI; KARIMI, 2017).

Entre as enzimas produzidas por fungos tem-se as amilases, lipases, proteases, dentre
outras. As amilases sdo enzimas especializadas em quebrar amido formando dextrina e
glicose (GUPTA et al., 2003). Lipases sdo enzimas que atuam na hidrolise de triacilglicerois
liberando acidos graxos e glicerol (GUERRAND, 2017). Ja as proteases, também
denominadas enzimas proteoliticas, degradam proteinas quebrando ligacdes peptidicas
(SOUZA et al., 2015). Tais enzimas apresentam grande aplicacdo biotecnoldgica na
producao de medicamentos, papel, bebidas, alimentos, racdo animal, produtos quimicos,
biodiesel e detergentes. Adicionalmente, possuem aplicacdo na industria téxtil e no
tratamento de efluentes (SINGH et al., 2016).

Estudos tém apresentado os fungos de Mucoromycota e Mortierellomycota como
promissores para producdo das citadas enzimas. Assim, o consecutivo estudo realizando a
triagem de microrganismos para producdo de enzimas ¢ fundamental para o delineamento de
isolados fingicos com maior potencial biotecnoldgico (ESPOSITO; AZEVEDO, 2010).

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi isolar e identificar fungos de
Mucoromycota e Mortierellomycota do solo em areas da regido Norte do Piaui, bem como

realizar a caracterizagdo enzimatica quanto a producdo de amilases, lipases e proteases.

2. METODOLOGIA

Amostras de solo foram coletadas durante o periodo de Outubro de 2012 a Maio de
2013 em area de Mangue, no Municipio de Luiz Correia, PI (2°53°45.32”’S 41°40.20° 717°0),
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na Embrapa Meio Norte/UEP de Parnaiba (3°04'49 S 41°46°50" O) e em areas do Distrito
Irrigado Tabuleiros Litoraneos do Piaui - DITALPI (3°01°49.91”°S 41°46°17.09”°0) (Figura
1). As coletas foram efetuadas com o auxilio de espatula/colher previamente esterilizada em
alcool (70° GL) e as amostras acondicionadas em sacos plasticos para transporte.

Em laboratério, 0.1g de solo foi depositada em placas de Petri esterilizadas e sobre a
mesma foi vertido o meio de cultivo Agar Martin pré-aquecido, segundo método adotado por
Warcup (1950). As placas foram armazenadas sob luminosidade e temperatura (28+2°C)
ambientes. Apos 48 horas de armazenamento, o desenvolvimento das culturas fingicas
foram acompanhados e, quando desenvolvidas, transferidas para o meio de cultura Agar
Batata Dextrose (BDA) segundo metodologia empregada por Lacaz et al. (2002).

A identificacdo dos isolados foi realizada em culturas com cinco dias de
desenvolvimento em Agar Batata Dextrose sob luminosidade e temperatura (28+2°C)
ambientes. Caracteristicas macromorfoldgicas, como cor, textura das colonias e tamanho
foram analisadas. Na andlise micromorfologica, como forma, coloragdo e tamanho dos
esporangioforos, esporangios e esporangiosporos foram observados com auxilio de um
microscopio de luz. Para melhor visualizagdo das microestruturas usou-se azul de lactofenol.
Apds o levantamento das caracteristicas, estas foram comparadas com as da literatura
especializada, como: Hesseltine e Ellis (1964), Trufem e Viriato (1985), Schipper (1978,
1984), Schipper e Stalpers (1983, 1984), Zheng e Chen (2001) e Alves et al. (2002a), dentre outras.
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Figura 1. Locais de coleta das amostras de solo.
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A caracterizagdo enzimadtica foi realizada de forma qualitativa, que consiste da
observacao de halos enzimaticos formados ao redor das coldnias em meio de cultivo solido
especifico.

Amostras fangicas foram inoculadas em placas de Petri contendo Agar Batata
Dextrose para obtencao de cultura monospoérica. O micélio esporulado desta cultura foi
lavado com agua destilada esterilizada e a suspensdo de esporos depositada em tubo de
ensaio. A contagem dos esporos foi realizada com o auxilio da cdmara de Newbauer sob
microscOpio dptico e a suspensdo de 10° esporos/mL obtida.

Os meios de cultivo solido especifico para deteccdo de amilases, lipases e proteases
foram 0,2% de amido soluvel (Merck), Tween 80 e 0,4% de gelatina-leite, respectivamente, de
acordo com Hanking e Anagnostakis (1975). No meio de cultivo em placas de Petri medindo
12 cm em diametro, foi realizado uma perfuracao central de cinco milimetros, onde foram
depositados 50 plL. da suspensdo 107 esporos/mL. As amostras foram incubadas sob
luminosidade e temperatura (284+2°C) ambientes. Todas as analises foram carreadas em
triplicata. Apds 96 horas de incubagao, a presencga de halos ao redor das colonias foi observado
e, quando presentes, mensurados com auxilio de uma régua milimetrada. Para revelagdo do
halo de degradacgdo por amilases, foi vertido uma solucao de lugol a 5% (m/v) sobre a cultura.

Os halos formados por lipases e proteases foram visualizados sem o uso de solucao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das amostras de solo coletadas, foram identificados sete taxons de
Mucoromyceta. Destes, cinco pertencentes a ordem Mucorales, Mucoromycota, como segue:
Lichtheimia ramosa (Zopf) Vuill. (Embrapa Meio Norte), Cunninghamella echinulata
(Thaxter) Thaxter, Rhizopus arrhizus A. Fisch, Mucor plumbeus Bonord e Syncephalastrum
racemosum Cohn (Tabuleiros Litoraneos) e dois taxons, da ordem Mortierellales,
Mortierellomycota, identificados ao nivel de género, denominados de Mortierella sp. 1 e
Mortierella sp. 2 (Mangue).

Cunninghamella echinulata foi previamente isolada do solo por Schoenlein-Crusius
et al. (1996) assim como no presente estudo. Schoenlein-Crusius e Milanez (1997) isolaram
sete espécies de Mucorales do solo da Mata atlantica da reserva bioldgica do Alto da Serra
de Paranapiacaba, Santo André. Entre as espécies isoladas pelos citados autores, somente
Syncephalastrum racemosum foi ocorrente no presente trabalho. Schoenlein-Crusius et al.
(2006) também isolaram, a partir de amostras do solo de Cubatdo - Sdo Paulo, um Unico

taxon em colaboragdo a este estudo, a espécie C. echinulata. Cavalcanti et al. (2006), ao
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estudarem fungos filamentosos do solo da regido Xing0, isolaram apenas Lichtheimia
ramosa em comum aos fungos identificados neste estudo.

Syncephalastrum racemosum foi isolado do solo de mineracao de cobre por Santiago
e Souza-Motta (2006), adicionalmente, por Oliveira et al. (2013), em estudos sobre a
diversidade de fungos filamentosos no solo do Parque Nacional do Vale do Catimbau,
Pernambuco. Rhizopus arrhizus tem sido isolado de solo contaminado com metais toxicos no
estado de Sao Paulo (SOUZA; SCHOENLEIN-CRUSIUS; OLIVEIRA, 2008).

No estudo dos Mucorales no solo do semiarido de Pernambuco desenvolvido por
Santiago, Santos e Maia (2013), 19 taxons foram catalogados entre os quais, em
concordancia com o presente trabalho, esteve presente Cunninghamella echinulata, Rhizopus
arrizus € Syncephalastrum racemosum. Lima, Santiago e Souza-Motta (2015) mencionaram
C. echinulata, L. ramosa, R. arrhizus ¢ S. racemosum isolados de solo do Parque Nacional
do Catimbau, Pernambuco, corroborando com a ocorréncia destas espécies neste trabalho.
As espécies Rhizopus arrhizus e Syncephalastrum racemosum tém sido apresentadas como
ocorrentes no solo de Mata Atlantica (LIMA et al., 2018). Enquanto Mucor plumbeus nao
tem sido reportado nos trabalhos apresentados, no entanto, esta espécie tem sido catalogada
para os estados de Pernambuco, Minas Gerais ¢ Sao Paulo, isolados do solo de dominio
fitogeografico, Mata Atlantica (SANTIAGO, 2015).

Corroborando com o isolamento de Mortierella neste estudo, espécies deste género
foram isoladas do solo no estado de Pernambuco por Upadhyay (1965) e Upadhyay (1970).
Adicionalmente, Schoenlein-Crusius et al. (1996) isolaram Mortierella sp. de solo no estado
de Sao Paulo.

Dentre os isolados, cinco ao nivel especifico foram submetidos a caracterizagao
enzimatica quanto a detec¢do da producao de amilases, lipases e proteases. Todos os
isolados testados apresentaram halo de degradacdo por amilases, sendo que os halos
formados por Rhizopus arrhizus e Lichtheimia ramosa foram os de maior didmetro medindo
7.0 e 6.4 cm, respectivamente. Os mesmos fungos apresentaram os maiores halos de
degradacdo por lipases, com didmetros de 8.0 e 7.3 cm, respectivamente. Quanto a detec¢ao
da producdo de proteases, R. arrhizus também apresentou maior halo, medindo 8.0 cm em
diametro, seguido de Cunninghamella echinulata e Mucor plumbeus que demonstraram
halos de 4.5 cm (Tabela 1).

O isolado de Rhizopus arrhizus usado nesta caracterizacdo enzimatica apresentou
maior potencial para producao das enzimas testadas. Tal isolado diferencia-se daquele usado
por Thompson e Eribo (1984), que apresentou halo por lipases medindo 1.0 — 2.5 mm e nio

apresentou formagdo de halo por amilases e proteases. Todos os isolados de Mucorales
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testaram positivo na deteccdo enzimatica deste estudo, apresentando halos enzimadticos

maiores que os isolados de Mucorales testados por Thompson e Eribo (1984).

Tabela 1 - Caracterizagdo enzimatica do halo em centimetro (cm) de Mucoromycota
isolado de solo de areas do Piaui.

TAXON ATIVIDADE ENZIMATICA
AMILASES LIPASES PROTEASES
Cuminghamella echimiata (Thaxt) Thaxt. 51 6.5 45
Rhizopus arrhizus A. Fisch 7.0 80 8.0
Lichrheimia ramosa (Zopf) Vuill. 654 73 0.0
Mucor plumbeus Bonord 50 0.0 45
Swncephalastrum racemosum Cohn 36 58 3.0

Fonte: Os autores.

Deteccao enzimatica da producao de amilases, lipases e proteases por Mucorales do
género Mucor foi observada por Alves et al. (2002b), corroborando com a producdo de
amilases e proteases pelo representante do género neste estudo, Mucor plumbeus. Gopinath,
Anbu e Hilda (2005) também realizaram a triagem para detec¢ao de amilases e lipases por C.
echinulata e S. racemosum que em contraste aos testes desenvolvidos neste trabalho nao
produziram amilases em meio de cultivo s6lido e somente S. racemosum demonstrou halo
lipolitico. Ainda contribuindo com o presente estudo, Santiago e Souza-Motta (2006)
mencionam a producdo de amilases por S. racemosum, isolados do solo.

Mukunda, Onkarappa e Prashith (2012) trabalharam com isolamento e triagem de
fungos isolados do solo analisando qualitativamente a producao de amilases, lipases e
proteases por Rhizopus sp. € Mucor sp. O isolado de Rhizopus sp. apresentou produgdo das
trés enzimas citadas, assim como ocorreu com R. arrihzus neste estudo. Halo lipolitico e
proteolitico ndo foram formados por Mucor sp., corroborando, quanto a lipases, com o
resultado obtido por M. plumbeus. Saleem e Ebrahim (2014) realizaram a detec¢do da
producao de amilases por fungos filamentosos isolados de vegetais e analisaram, em comum
com o presente trabalho, a formagao de halo amilolitico por C. echinulata e S. racemosum,
as quais apresentaram halos de 2.6 e 2.5 mm em didmetro, respectivamente. Sendo menores

que os halos obtidos nesse estudo aqui apresentados.

4. CONCLUSAO

Sete taxons de Mucoromyceta t€m sido reportados como ocorrentes no solo do estado
do Piaui contribuindo para o conhecimento da diversidade de fungos. Cinco destes fungos

tém sido apresentados como produtores de amilases, lipases ou proteases, assim apontando-
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0s como promissores para sucessivos estudos quantitativos de producdo enzimatica.
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