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RESUMO

Os fungos anemofilos tem se destacado como um dos principais agentes causadores de
infeccOes respiratdrias em ambientes climatizados artificialmente, devido a sua potencialidade como
produtor de enzimas extracelulares, principalmente as proteases. Em virtude disso, o presente trabalho
teve como objetivo identificar e avaliar a habilidade do fungo anemdfilo Aspergillus niger em produzir
proteases. Para determinagdo da atividade proteolitica, discos de micélio provenientes de col6nias
jovens foram inoculados centralmente em placas de Petri contendo o meio agar-leite. Avaliou-se a
atividade enzimatica pela formacdo de halos de degradacdo do fungo crescido no meio especifico. O
isolado fungico testado mostrou reacdo positiva para producdo enzimatica, apresentando indice de
relacdo enzimatica superior a 2,0. Este dado sugere que o fungo em estudo € um micro-organismo
promissor na producdo de protease.
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INTRODUCAO

Enzimas sdo proteinas que atuam como catalisadores organicos, ou seja, acelerando
reacOes quimicas, apresentando grande interesse industrial, como exemplo tém-se as

proteases. Devido a demanda cada vez maior da biotecnologia pelos catalisadores de
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proteinas, uma ampla faixa de microrganismos (p.ex. fungos e bactérias) estd sendo usada

CONGRESSO

para obter enzimas. No setor industrial, as enzimas fangicas equivalem a 60% da demanda do
mercado (SOARES et al.,2010). Dentre os tipos de fungos utilizados para sintetizar enzimas,
os fungos filamentosos possuem a capacidade de produzir uma ampla quantidade de
biocatalisadores. Além da utilizacdo dessas enzimas sintetizadas por fungos na area industrial,
também h& a importancia delas na area médica, em virtude da viruléncia dos fungos serem
associadas a producao de protease (TOMEE et al., 1997).

Devido a importancia médica e biotecnoldgica das enzimas fungicas, este trabalho
teve como objetivo identificar e, apds isso, avaliar a sintese proteolitica do fungo aneméfilo
da espécie Aspergillus niger para as proteases.

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

Campus Recife.

e Amostra flngica

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

enzimatica”.

¢ Identificacdo do fungo
A confirmacdo do género e a identificacdo do isolado fngico ao nivel de espécie foi
realizado através do estudo de caracteristicas macroscépicas (diametro, cor e textura da
colbnia, presenca ou auséncia de rebordo, zonacdo e rugosidade) e microscopicas (hifas,
conidios e esporos) e comparagdo com literaturas especializadas, tais como Singh et al (1991),
Samson et al. (1996). Para melhor visualizagdo das microestruturas, utilizou-se a técnica de

microcultivo segundo metodologia de Riddell (1950). Apds identificacdo, o isolado foi
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cultivado em placa de petri contendo meio Sabourand-Dextrose-Agar e armazenados a 4°C

para posterior anélise enzimética

e Atividade Proteolitica

A atividade proteolitica da amostra foi testada mediante a hidrélise de caseina em
meio agar-leite, conforme metodologia descrita por Sarath et al. (1989). Cada placa contendo
o citado meio foi inoculada centralmente com um disco de micélio (5 mm de didmetro) de
colonia jovem para crescimento em regime de alternancia luminosa por 05 dias, em sala
climatizada (28 +2°C). A leitura das placas foi feita a cada 24 horas.

A producdo positiva de proteases foi observada nas placas de Agar-leite pela formacéo
de halos claros ao redor da col6nia, os quais foram medidos com auxilio de uma régua e 0s
resultados expressos em mm. O ensaio foi realizado com cinco repetigdes.

A atividade proteolitica foi determinada pelo indice de Rela¢do Enzimatica (IRE = D/d),
em que D corresponde a soma do diametro total da colénia com o didmetro do halo de

degradacéo e d equivale ao diametro da coldnia sem o halo.

DESENVOLVIMENTO

Os fungos sdo organismos eucariontes, aclorofilados, heterdtrofos por absorcdo, de
reproducdo sexuada ou assexuada que produzem esporos (ALEXOPOULOS et al.,1996). Os
fungos que se dispersam pelo ar sdo chamados de anemofilos. Dentre os diversos géneros de
fungos presentes no grupo dos aneméfilos, o género Aspergillus destaca-se por possuir grande
distribuicdo no ambiente e apresentar extensa utilizacdo na biotecnologia devido a sua
capacidade de produzir diversos tipos de substancias, como exemplo as enzimas proteases que
possuem ampla utilizacdo nas indudstrias alimenticias, de bebidas, farmacéuticas, téxteis, entre

outras.

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

Além da importancia industrial e comercial as enzimas proteoliticas, possuem

importante atuagdo na viruléncia dos fungos do género Aspergillus, principalmente o
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Aspergillus fumigatus. A protease faz com que as células pulmonares descamem, diminuindo

a barreira fisica e facilitando a fixacéo e invasdo do fungo (TOMEE et al., 1997). Alguns
géneros de Aspergillus tém grande importancia na area médica por serem responsaveis por
doencas graves em pacientes imunodeprimidos (KOSMIDIS; DENNING, 2015) atuando
como oportunistas, se aproveitando do estado imunodeprimido do hospedeiro e se fixando em
locais do corpo, principalmente as vias aéreas superiores. Conforme observado por Lima et al.
(2017), fungos Aspergillus de aguas de consumo da populacdo apresentaram capacidade de

produzir enzimas proteases.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Quanto a identificacdo o isolado fungico foi identificado como pertencente a espécie
Aspergillus niger por apresentar coldnia bastante pulverulenta de coloracdo negra (figura 1).
Microscopicamente por apresentar conidios globosos, rugosos e negros; conidiéforos com
estipe de parede lisa, longo e hialino; vesiculas esféricas e hifas hialinas ou levemente
pigmentadas préximo ao apice, presenca de métulas e fialides.

Figura 1. Aspectos macroscopicos da colonia de Aspergillus niger em meio Sabourand-

Dextrose-Agar .

Fonte: Autor, 2018.
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Em estudos sobre a prevaléncia de fungos anemdfilos isolados de ambientes fechados

e climatizados realizados por Souza et al. (2019) e Almeida et al. (2019) relataram uma
grande incidéncia de fungos pertencentes ao género Aspergillus.

Quanto a capacidade em degradar o meio especifico, o isolado apresentou reacéo
positiva para protease, evidenciado pela formacdo de um halo translicido ao redor da colénia
(figura 2). Os resultados para producgéo de protease contrastam com os obtidos por Wenzel et
al. (2013), em que fungos endofiticos do género Aspergillus isolados de soja néo
apresentaram atividades proteolitica, enquanto que neste trabalho apresentaram alto indice
enzimatico.

Figura 2. Aspectos macroscopicos de Aspergillus niger em placa de Petri contendo meio

agar-leite (seta indicando o halo de degradacéo).

Fonte: O autor, 2018.
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Quanto ao Indice de Relagdo Enzimatica, Aspergillus niger alcancou valor do indice

superior a 2,0 nas primeiras 96 horas de crescimento no meio especifico (figura 3), o que
indica esse isolado como promissor na producao de protease. Indices enzimaticos semelhantes
foram obtidos por Maffessoni et al. (2017) ao avaliarem a atividade de Aspergillus niger nas
120 horas inicias de incubagdo em meio suplementado com hemécia suina. De acordo com
Lealem e Gashe (1994) um microrganismo bom produtor de enzimas deve apresentar o valor

do indice de relacdo enzimatico igual ou maior que dois.

Figura 3. Grafico dos valores médios de IRE ao longo do tempo de crescimento da coldnia de
Aspergillus niger em meio proteolitico.
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Fonte: O autor, 2019.

Estudos realizados por Malathi (1990) e Charles et al. (2008) também reforgcam os
nossos achados na pesquisa quanto a capacidade de sintese enzimatica de proteases pelo
género Aspergillus.

CONSIDERACOES FINAIS

O Aspergillus niger apresentou forte producdo enzimatica, apresentando reacao positiva e
indice enzimatica superior a 2, sugerindo que esse micro-organismo tem alto potencial

biotecnoldgico.
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