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RESUMO

Enzimas sdo catalisadores protéicos muito importantes por agir diminuindo o tempo de reacdes
quimicas, podendo ser aplicadas na producdo de medicamentos cicatrizantes e na biorremediacéo
ambiental. Dentre as principais fontes enzimaticas estdo os fungos — gragas a simplicidade em cultivar
esses seres e extrair deles as enzimas produzidas. Esse trabalho teve o objetivo de analisar a producao
de protease do Cladodosporium cucumerinum (AMB 11) isolado da micota aer6fila do ambulatério do
IFPE — campus Recife. O isolado fangico foi identificado como pertencente a espécie C. cucumerinum
baseando-se em suas caracteristicas macroscopicas e microscopicas. Essas amostras fungicas foram
cultivadas em meio Sabouraud-Dextrose-Agar (SDA) para renovagdo da coldnia, e posteriormente
inoculadas em meio &gar-leite para analise proteolitica. Durante 6 dias consecutivos, mediu-se com o
auxilio de uma régua milimetrada os respectivos valores de didmetro do halo de degradacdo e do
crescimento da coldnia flngica, que foram posteriormente inseridos na formula de indice de Relagéo
Enzimética (IRE). A detec¢do de halo de degradagc&o no meio confirmou a producéo de protease pelo
fungo. O isolado de C. cucumerinum atingiu indice enzimatico maximo de 2,4 no periodo de 48 horas,
denotando alta producéo enzimatica em curto periodo de tempo, e apresentou indice enzimatico final
igual a 2,0, o que o caracterizou como excelente produtor dessa enzima, sugerindo sua possivel
aplicabilidade em processos biotecnoldgicos.
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INTRODUCAO

O Reino dos fungos abrange uma vasta diversidade de seres que detém de grande
importancia ecoldgica, atuando de forma parasita — causando doencas em humanos, animais e
plantas — ou de forma simbiética, facilitando a absorcdo de minerais pelas plantas ao se
associar as suas raizes, formando as chamadas micorrizas. Denominados cosmopolitas por

estarem presentes nos mais diversificados ambientes, grande parte desses seres utilizam o ar
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como via mais eficaz para dispersédo de suas estruturas reprodutivas, 0S esporos, 0 que 0S
classifica como aneméfilos (ALEXOPOULOQS et al., 1960).

Dentre os organismos integrantes desse grupo, o género Cladosporium é um dos mais

frequentes em ambientes fechados e climatizados, principalmente em climas temperados. Sua
prevaléncia anemofila ocorre devido ao pequeno tamanho de seus esporos, que se destacam
facilmente das hifas e sdo adaptados a se espalharem por largas distancias (ZOPPAS;
VALENCIA-BARRERA; FERNANDEZ-GONZALES, 2011; DE VRIES, 1952).

O Cladosporium sp € frequentemente retratado na literatura como contaminante
agricola (ZITTER; HOPKINS; THOMAS, 1996), além de figurar como aproveitador em
organismos imunodeprimidos (CUELLAR; DE LEON, 2013; ESPINEL-INGROFF et al,
1996) e atuar na biorremediacdo de hidrocarbonetos no ambiente (MEGIOLARO et al.,
2016). Geralmente, as enzimas sdo compostos integrantes fundamentais na dindmica dos
eventos citados. Portanto, sendo o Cladosporium sp agente ativo nesses processos, €
preconceituado seu alto potencial de producdo enzimatico.

Enzimas sdo catalisadores naturais, agindo na degradacdo de substratos e em
transformacdes quimicas — quando em seu estado enddgeno — e, em menor porcentagem,
estdo presentes de forma exodgena, sendo secretadas para fora da membrana plasmatica
(PELCZAR et al., 1996; ZANOTTO, 2003). As enzimas microbianas recebem maior interesse
comercial gracas a capacidade de manipulacdo genética desses seres e 0 baixo custo de
producdo enzimatica, que ocorre em larga escala e em curto periodo de tempo. As enzimas
proteases sdo muito Uteis a industria farmacéutica — principalmente na elaboracdo de produtos
cicatrizantes —, a alimenticia, e como via mais ecologicamente viavel no tratamento do couro
e na composicdo de detergentes (RAO et al., 1998).

A fim de possibilitar o aproveitamento comercial da producdo enzimatica de seres
microbioldgicos, faz-se necessaria a coleta, isolamento, identificacdo e experimentacdo
cientifica desses seres congquanto a avaliacdo de sua potencialidade na producdo da enzima
desejada; selecionando, portanto, os organismos que apresentem o0s melhores resultados
(ZANOTTO, 2003).

METODOLOGIA
Local de realizacdo da pesquisa

A pesquisa foi realizada no Ambulatério e no Laboratério de Biologia do IFPE —

campus Recife.
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Isolamento e Identificacdo das amostras fungicas

O fungo foi coletado por sedimentacdo de esporos presentes no ambiente aereo do
Ambulatério do IFPE — campus Recife, em placas de petri com meio de cultura Sabouraud-
Dextrose-Agar (SDA), e armazenado no Laboratorio de Biologia do campus. As amostras
foram identificadas ao nivel de espécie de acordo com a analise das caracteristicas
macroscopicas (visualizacdo a olho nu) e microscopicas (microscopia otica) da col6nia. Para
possibilitar a analise microscopica mais detalhada, realizou-se a técnica de microcultivo. As
caracteristicas observadas foram comparadas com as expostas na literatura de (DE VRIES,
1952

Atividade Proteolitica

Foram inoculados diametros de colbnias jovens, medindo aproximadamente cinco
milimetros, em placas de Petri contendo meio proteolitico composto por 500 mL de leite
desnatado, 500 mL de &gua destilada e 10 g de &gar-agar; segundo SARATH et al. (1989) em
cinco repeticbes, para respectiva analise da protease. Durante o preparo do meio, o leite
desnatado ndo passou por processo de autoclavagem a fim de evitar a desnaturacdo da caseina
em situacdo de alta pressdo e temperatura. As leituras das placas foram realizadas a cada 24
horas durante seis dias e o didmetro de crescimento do fungo e do halo foram mensurados
com o auxilio de uma régua milimetrada

Para determinacdo da atividade enzimatica, os dados contabilizados foram inseridos
no indice de Relagdo Enzimatica (IRE = D/d), em que D corresponde & soma do diametro
total da colénia com o didmetro do halo de degradacédo e d equivale ao didmetro da col6nia

sem o halo.

DESENVOLVIMENTO

O género Cladosporium esta inserido na categoria de fungos dematiaceos ou
melanizados, denominados assim pela presenca de pigmento melanina em suas membranas
plasmaéticas protegendo-os da irradiacdo solar e Ihes conferindo maior resisténcia a ambientes
com situacOes inospitas. Além da alta capacidade de digestdo de proteinas epidérmicas que
essa caracteristica os confere, causando lesGes e facilitando a atuacao desse fungo filamentoso
como infectante em individuos imunodeprimidos (CUELLAR; DE LEON, 2013; ESPINEL-
INGROFF et al, 1996)
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Foi reconhecido o potencial dos fungos melanizados na biorremediagédo de

hidrocarbonetos no ambiente, gracas a sua alta resisténcia aos mais variados tipos de
ecossistemas. No estudo de Megiolaro et al. (2016), Cladosporium sp apresentou uma das
maiores taxa de degradacdo desses compostos organicos.

O género Cladosporium é comumente retratado como parasita agricola, causando
desastres significativos, como a grave destruicdo causada pela sarna de curcubitaceas causada
pelo Cladosporium cucumerinum em lavouras da Finlandia, como foi reportado por
Linnasalmi (1947). Descreve-se nesse acontecimento a rapidez com que ocorreu a
contaminacdo de uma grande quantidade de plantaces. A sarna causada por Cladosporium
cucumerinum acomete abdboras, meldo, melancia e curcubitaceas, principalmente em
situacdo de alta umidade e clima ameno; atualmente ndo ha medidas existentes de eliminacao
do problema em culturas afetadas, apenas medidas profilaticas que previnam a contaminacgéo
inicial (VIANA et al., 2001).

H& uma vasta investigacdo sobre a relacdo da protease e outras enzimas no fator de
viruléncia fangica. Algumas pesquisas constatam uma relacdo direta entre esses fatores, tal
como a de Ball (1981), que reporta a eliminacdo da viruléncia de fungos Phytophthora
brassicae de mutacdo induzida que causa a interrupcdo da producdo de protease; entretanto,
ao terem a capacidade enzimatica restaurada, esses organismos voltam a ser pat6genos
potenciais.

Todavia, Robertsen (1984) demonstrou que a enzima protease nao interfere na taxa de
viruléncia do C. cucumerinum ao ndo constatar diferenca entre uma variedade mutante desse
fungo, que ndo possui atividade proteolitica, em relacdo a sua forma ndo mutante, produtor de
protease, no critério de patogenicidade em curcubitaceas.

Mesmo ndo atuando no poder de contaminacdo do Cladosporium cucumerinum, a
protease produzida por esse fungo pode ser extraida para o aproveitamento industrial, sendo
importante no desenvolvimento de farmacos cicatrizantes, em etapas fermentativas da

industria alimenticia e na composicdo de detergentes (RAO et al, 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Identificacéo
Atraves da observacdo das caracteristicas macroscopicas € microscopicas, o isolado

AMB 11 foi identificado com Cladosporium cumerinum por apresentar col6nia de coloragéo

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




CONGRESSO
NACIONALde
PESQUISA e ENSINO

| emCIENCIAS

> CONAPESC

verde pélida, que é pulverosa no inicio do crescimento, reverso verde escuro, muito proximo a

preto, envolto por circunferéncia de coloracdo branca (Figura 1).

Figura 1: Macromorfologia da col6nia de Cladosporium cucumerinum com 4 dias de
crescimento em SDA a 28+2°C: a) reverso; b) verso com circunferéncia branca na
extremidade da colOnia.

Fonte: autor

Microscopicamente, o fungo apresentou hifas septadas regularmente e com
ramificagbes laterais e localizadas na ponta final da hifa principal; seus esporos s&o
limoniformes (possuem formato de lim&o) e destacam-se facilmente das hifas, sendo assim, s6
sdo passiveis a analise microscopica a partir da realizacao da técnica de microcultivo (Figura
2).

Figura 2: Micromorfologia de C. cucumerinum: a) hifas septadas; b) formato limoniforme
dos esporos e ramificagGes na lateral e no final da hifa.

Fonte: autor
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As caracteristicas citadas, quando comparadas com as expostas por De Vries (1952),

sdo muito semelhantes entre as espécies Cladosporium cladosporioides e C. cucumerinum,
entretanto foi possivel diferencia-los em relacdo ao tempo de crescimento, que € mais lento no

C. cucumerinum em relacdo ao C. cladosporioides.

Atividade Protelitica

A atividade enzimética foi considerada positiva através da observacdo de halo
translucido ao redor da colbnia fangica inoculada no meio proteolitico (figura 3), indicando
que, naquela éarea, houve degradacdo da caseina lactea — que confere a coloracdo
esbranquicada do meio — pela protease produzida pelo fungo estudado.

Figura 3: Col6nia de Cladosporium cucumerinum em meio agar leite com 2 dias de
crescimento a 28+2°C. Seta indica halo de degradacéo ao redor da coldnia.

Fonte: autor

Quanto a analise da atividade proteolitica, O indice de relacdo enzimatico (IRE) do
isolado analisado atingiu o valor de 2,4 ja no segundo dia de crescimento (Grafico 1), o que
evidencia-se a capacidade de producéo de altas quantidades de protease em um curto periodo
de tempo pelo Cladosporium cucumerinum. De acordo com Lealem e Gash (1994), nosso
isolado fangico pode ser classificado como um excelente produtor enzimatico. Os dados de
indice enzimaticos apresentados em nossos estudos sdo superiores aos obtidos por Silva et al.

(2011) ao avaliar a atividade proteolitica de diversas espécies de Cladosporium coletados do

solo agroflorestal. Esses autores encontraram para Cladosporium cladosporioides valor de

IRE=1,33 e, portanto, inferior ao valor do C. cucumerinum que consta no presente tralesaipg?)zz 3292
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Gréfico 1: Media dos valores diarios de IRE do Cladosporium cucumerinum.
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Fonte: autor

Comparando-se os valores de IRE, o potencial proteolitico do C. cucumerinum
avaliado no presente trabalho é superior ao do C. cladosporioides isolado de amendoim, e
menor em relacdo ao C. cladosporioides isolado do ambiente de maturacéo de queijos, ambos
potenciais obtidos por Fernandes (2009) ao caracterizar quantitativamente a atividade
enzimatica de fungos provenientes de fontes diversas. Percebe-se, pela obtencéo de indices de
relacdo enzimatica diferentes para uma mesma espécie, que o ambiente de permanéncia do
fungo esta relacionado com sua potencialidade de producdo enzimatica.

Segundo Chellappan et al. (2006), ha diversas variaveis que interferem na taxa de
producdo enzimatica fungica. Considerando-se o valor de temperatura constante, uma das
hipoteses para a diminuigdo da taxa de crescimento do halo, que pode ser observada a partir
do terceiro dia no gréfico 2, é a alteracdo do pH do meio utilizado. Robertsen (1984) avalia a
protease excretada pelo C. cucumerinum como alcalina, apresentando maior producdo em
meio liquido pectinase e gelatinase de pH 8,9. Em escala industrial, o problema pode ser
contornado com o uso de tampd&es quimicos que impecam alteraces bruscas do pH do meio

utilizado.
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Grafico 2: Médias diarias dos valores de diametro do halo e diametro das coldnias de
Cladosporium cucumerinum.
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Fonte: autor

CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho, a amostra fingica AMB 11 coletada do ambiente aéreo do
ambulatorio localizado no IFPE — campus Recife foi analisada de acordo com suas
caracteristicas macroscopicas e microscopicas, sendo identificada como pertencente a espécie
Cladosporium cucumerinum. O cultivo desse microorganismo em meio sélido protéico
constituido de &gar leite a temperatura de 28+2°C sob regime de alternancia luminosa foi bem
sucedido, havendo ocorréncia de halo de degradacéo ao redor da colénia fangica.

O potencial enzimatico do isolado testado determinado pelo IRE foi equivalente a 2.0,
caracterizando a alta producdo de protease pela espécie C. cucumerinum em curto periodo de
tempo, uma vez que IRE>2 foi observado ja no segundo dia de cutivo. O Cladosporium
cucumerinum, portanto, pode ser plenamente aproveitado para a producdo enzimatica com

fins industriais e biotecnolégicos.
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