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RESUMO

Os fungos anemdfilos sdo aqueles que utilizam o ar para disseminar seus esporos. Esporos gque,
quando inalados, causam infecgOes respiratorias e rinites, cujos danos podem alcangar outros 6rgaos
do corpo. O alto poder de patogenicidade desses microrganismos esta relacionado a sua capacidade em
produzir uma grande variedade de enzimas. Neste sentido, isolados de Penicillium crhysogenum
coletados da sala do Memorial Joseph Mesel do IFPE — Campus Recife, foram avaliados quanto a
capacidade em produzir protease. Para determinagdo da atividade proteolitica, discos de micélio de
trés isolados - MEM C4(12), MEM C4(21) e MEM C4 (36)- de P. chrysogenum foram cultivados em
placas de Petri contendo meio &gar-leite, em regime de alternancia luminosa por 7 dias, sendo
realizadas cinco repeticdes para cada isolado fungico. A atividade enziméatica foi delineada pelo indice
de Relacdo Enzimatica. Nos testes enzimaticos, todos os isolados apresentaram atividades proteolitica
evidenciados pelo halo de degradacdo ao redor da colénia. Dentre os isolados testados, MEM C4(21)
apresentou maior indice enzimatico. Os resultados obtidos nesse trabalho configuram o isolado em
guestdo como agente promissor na producgéo da enzima extracelular protease.
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INTRODUCAO

Existem diversos fungos que podem ser encontrados na agua, no solo e no ar, vivendo
como parasitas, mutualistas ou saprofitos.Os fungos aneméfilos sdo aqueles que utilizam o ar
atmosférico como meio para a dissipacdo dos seus esporos. Tal dispersdo pode ser ampliada
pelas condi¢Bes atmosféricas, como presenca de umidade, aumento de temperatura e vento
(SAMSON; HOEKSTRA; FRISVAD, 2000).

Os fungos anemofilos estdo entre os principais contaminantes no ar de ambientes
fechados e climatizados artificialmente de uso publico e coletivo e a relevancia desses seres se

deve a serem causadores de infeccGes respiratorias e de rinites, ocasionadas pela inalagédo de
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seus esporos (AL-DOORY; DOMSON, 1984). Neste contexto, o género Penicillium surge

como um dos fungos mais frequentes em ambiente climatizados (SOUZA et. al. 2018; PAZ
JUNIOR et. al. 2019).

Esse género em especifico compreende uma gama de espécies com grande potencial
biotecnoldgico. O Penicillium camemberti e o Penicillium roqueforti sdo exemplos dessa
aplicacdo na industria, sendo utilizados no setor alimenticio - producdo de queijo. J& o
P.rubens é um exemplo de aplicacdo em area medicinal, sendo feito seu uso para a sintese de
penicilina (antibiodtico). Pertencente a esse género, o P.marneffei causador é o agente causador
da peniciliose — infeccdo respiratoria que acomete a humanos e roedores, que, com o decorrer
do estdgio, pode atingir outros 6rgdos além do pulmdo (HOUBRAKEN; DE VRIES;
SAMSON, 2014).

Para a execucdo do seu metabolismo, os fungos liberam enzimas. Dentre essas estdo as
proteases. Esse tipo de enzima hidrolitica apresenta potencial fisiologico e patoldgico,
possuindo a capacidade de degradacdo de proteinas, um dos constituintes fundamentais das
células — portanto sendo indicadas como responsaveis pelo inicio das infeccdes (COOPER,
2000). Apresenta capacidade biotecnoldgica, podendo atuar em degradacdo de residuos
agrarios, e na sintese de detergentes e de produtos na indudstria alimenticia (SOUZA et al.,
2015).

Portanto o presente estudo teve por objetivo avaliara atividade proteolitica dos
isolados de Penicillium crhysogenum coletados da sala do Memorial Joseph Mesel do IFPE —

Campus Recife.

METODOLOGIA

Local do estudo
A pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Biologia do Instituto Federal de
Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Pernambuco, Campus Recife.

Amostras fungicas

Foram selecionados trés isolados de Penicillium crhysogenum coletados da Sala de
Memorial da Biblioteca do IFPE — campus Recife. Os isolados receberam as seguintes
identificagfes: MEM C4(12), MEM C4(21) e MEM C4 (36).
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Atividade proteolitica

Discos de micélio provenientes de colonias jovens de cada isolado foram inoculados
centralmente em placas de Petri contendo meio agar-leite (500 mL de leite desnatado, 500 mL
de &gua destilada e 17 g de agar-agar), e em seguida incubadas em regime de alternancia
luminosa por 07 dias, com cinco repeticdes por isolado (SARATH et al.,1989). A formacéo
de halos translucidos ao redor da coldnia indicou atividade positiva para enzima.

A determinacio da atividade de protease foi determinada pelo indice de Relacdo
Enzimatica (IRE = D/d), em que “d” corresponde ao didmetro da colonia sem o halo de
degradagdo e “D” a soma total entre a colonia e o halo.

O estudo foi inteiramente ao acaso, com cinco repeticdes e as médias das medigdes
dos halos de degradacdo foram submetidas a Analise de Variancia (ANOVA) e teste Tukey
(p<0,05) com auxilio do programa ASSISTAT versdo Biostat 5.4 7.7 beta (AYRES et al.
2007).

DESENVOLVIMENTO

Fungos filamentosos, com ressalva aos fungos anemofilos, possuem uma potencial
habilidade em sintese de secrecfes ricas em proteinas, metabdlitos e substancias organicas em
geral. Essas tais proteinas secretadas possuem um papel patogénico para outros individuos e
nutritivo para o fungo, quando atuam como enzimas (PEBERDY, 1994). As industrias
alimenticia, farmacéutica e a biotecnoldgica visaram essa capacidade e aplicaram,
especialmente, essas substancias — as enzimas, em alta escala. Como um exemplo, 0
Penicillium chrysogenum que com sua alta capacidade de secrecdo de enzimas foi
tradicionalmente utilizado em fermentacao de alimentos (CONESA et al., 2001).

A partir do metabolismo fangico, é possivel obterem-se diversos compostos naturais
bioativos que apresentam grande importancia para a humanidade, gracas as atividades
antibidticas e de importancia farmacéutica (ABREU; RODOVIDA; PHAMPHILE, 2015). Os
fungos filamentosos e anemofilos, dentre tantas variacOes, se destacam devido a sua
facilidade de cultivo, secrecdo de enzimas no meio de producéo e elevados niveis de produgéo
enzimatica, com potencial para aplicacfes industriais. Exemplos desses metabdlitos séo

as penicilinas que se identificam como antibiéticos profundamente utilizados no tratamento

de infecgBes causadas por bactérias, esse medicamento é sintetizado a partir de metabdlitos do
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fungo Penicillium notatum, com potencial de combate a doencas infecciosas por bactérias.

CONGRESSO

Esterdides e hormonios para crescimento vegetal sdo oriundos também de metabdlitos, do
Penicillium chrysogenum. (ABREU; RODOVIDA; PHAMPHILE, 2015).

A maioria das enzimas pode causar trés tipos de degradacdo: branca — degrada
componentes da madeira, marrom — degrada polissacarideos, macia — pode degradar lignina e
polissacarideos, porém lentamente. Essas degradacgdes classificam os fungos, portanto, como
agentes decompositores da madeira, 0 que resulta em um controle na producdo de biomassa

em um ecossistema florestal (MUZZI et al., 2013).

As enzimas proteases quebram as moléculas de proteinas de cadeia longa em
fragmentos mais curtos, a partir de hidrolise de ligagbes peptidicas, sendo proteinas
encontradas em todos 0s organismos Vivos e essenciais para o crescimento e diferenciacao
celular. Essas enzimas desempenham papéis importantes nos seres vivos, além de possuirem

valor comercial com maultiplas aplicacGes em varios setores industriais (SERRANO,2013).

Caracterizadas no mercado, as proteases sao um ingrediente padréo de todos os tipos
de detergentes. Recentemente, estdo em desenvolvimento métodos médico-terapéuticos com
essa enzima, ja que varios processos metabolicos, como a coagulacdo sanguinea - induz a
agregacdo plaguetaria por sua atividade negativa fibrinolitica e hemorragica, e a fagocitose,
séo regulados por proteases (SERRANO, 2013).

Além de aplicacdes industriais, as proteases fangicas possuem importante papel nas
infeccOes. Elas sdo tidas como start do processo, por quebrarem cadeias longas de proteinas
em fragmentos mais curtos, a partir das hidrdlise de ligagdes peptidicas (SERRANO,2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisados, quanto a atividade proteolitica, trés isolados fangicos identificados
como pertencentes a especie Penicillium crhysogenum coletados na sala do memorial da
Biblioteca do IFPE — campus Recife.Todos os fungos analisados no presente trabalho
apresentaram atividade protease, evidenciada pela formacdo de um halo translicido durante
seu crescimento no meio especifico (Figura 1). De acordo, com Park et al. (2015), o género

Penicillium é conhecido por seu potencial biotecnolégico na produgdo de enzimas,

especialmente as proteases.
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FIGURA 1 — Crescimento do isolado fangico MEM C4 (21) — Penicillium chrysogenum, em

meio agar-leite (seta indicando o halo de degradagéo).

Apo6s a confirmagdo da reacdo positiva a protease, foi realizada a avaliacdo da
producdo enzimatica através do calculo do indice de Relagdo Enzimatica (IRE). Para esta
analise, todos os isolados analisados apresentaram indice enzimatico superior a 1 (um),

destacando-se o isolado MEM C4 (21) que apresentou indice enzimatico de 1,42 (Tabela 1).

TABELA 1 — indice de Relagio Enzimatica da atividade proteolitica dos isolados fungicos

tratados em meio agar-leite.

ISOLADOS ESPECIE IRE
MEM C4(12) P.chrysogenum 1,07 a
MEM C4(36) P.chrysogenum 1,03 a
MEM C4(21) P.chrysogenum 1,42 b*
**F =545
*** < 0,5%

*Médias com letras iguais em sua sequéncia ndo diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

** F = Teste de F.

*** p = valor de p determina se a diferenca nos desvios padrdo ou variancias é
estatisticamente significativa, quanto menor, melhor é a precisdo dos dados.

Silva et al. (2011)obtiveram resultados semelhantes aos encontrados na nossa pesquisa

em seus estudos com Penicillium chrysogenum. Em sua andlise enzimaética, os IRE

(83)3322.3222
contato@conapesc.com.br
www.conapesc.com.br



CONGRESISO

NACIONALde
PESQUISA eENSINO
enCIENCIAS

CONAPESC

encontrados variaram de 1,0 a 1,3. Resultados apresentados por Cunha et al. (2016)

demonstraram atividade positiva proteolitica para diferentes espécies de Penicillium, onde

foram obtidos indices para a atividade da enzima com valores entre 1,0 e 1,5.

CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos quanto & caracterizagdo enzimética conclui-se que
todos os isolados apresentaram atividade enzimética positiva para protease, com indice
enzimatico superior a 1,0. A analise semiquantitiva da enzima demonstrou variacdo no
potencial enzimatico entre os isolados testados de mesma espécie, destacando-se o isolado
MEM C4(21) de Penicillium chrysogenum como maior produtor proteolitico. A forte
atividade enzimaética apresentada pelos isolados indica o potencial destes para utilizacdo na

degradacéo de substancias oriundas de atividades industriais.
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