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Os microrganismos, como fontes de recursos renovaveis atreladas as vantajosas
caracteristicas microbianas, tem sido alvo de constantes investigacbes em funcao do seu
potencial biotecnoldgico, como produgdo de enzimas extracelulares, catalisadoras
naturais e ndo toxicas ao meio ambiente. Este estudo avaliou enzimas extracelulares de
30 culturas dos géneros Aspergillus e Penicillium conservados na Colecdo de Fungos da
Amazobnia. As culturas foram reativadas em meio seletivo e incubadas a 28 °C por sete
dias. Na inducdo enzimatica foi utilizado meio liquido solucdo de Manachini
suplementado com os respectivos substratos indutores e apds o processo de fermentacao,
os extratos foram filtrados a vacuo e submetidos a avaliacdo qualitativa em meio sélido
especifico: agar celulose, agar lipase, &gar amido e agar leite acrescentado 5% de gelatina
e incubadas a 28 °C por 24 horas para avaliacdo da capacidade de producdo das enzimas.
A detecc¢do da atividade enzimética baseou-se na observacdo de um halo formado ao redor
das colbnias. Das 30 amostras selecionadas para o estudo, 80% (24) mostraram-se viaveis
apos o processo de reativacdo e destas, 91,6% (22) apresentaram halo de degradacgdo nos
ensaios enzimaticos para pelo menos uma das enzimas estudadas, sendo que 27,2% (06)
das culturas apresentaram halo de degradacdo para todas as enzimas. Com este estudo
observa-se que as culturas mostraram-se promissoras para a producdo de enzimas
extracelulares de interesse industrial.

Palavras-chaves: Fungos Filamentosos, Agua, Enzimas,Amazonia.

Introducéo

A tecnologia enzimatica é um dos campos mais promissores dentro das novas
tecnologias para a sintese de compostos de alto valor agregado. Processos industriais
biocatalisados apresentam menor impacto ambiental e menor consumo energético, ja que
as enzimas sdo biodegradaveis e, sendo altamente especificas, minimizam os efeitos
indesejaveis. S&o importantes insumos intermediarios nas industrias quimicas,

alimentares, téxteis entre outras. Apresentam maior interesse, aquelas obtidas a partir de
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micro-orrganismos, devido em grande parte a diversidade dos mesmos e um maior
rendimento em relacdo aos processos extrativos de tecidos animais e vegetais (Orlandelli
et al., 2012; Rocha, 2010; Chandra et al., 2010).

Dentre os fungos produtores de enzimas extracelulares, os géneros Aspergillus e
Penicillium, mesmo apresentando uma especificidade de degradacdo de alimentos,
biodeterioragéo e patogenicidade ao homem e animais, estdo sendo muito utilizados nas
aplicacBes biotecnoldgicas devido as suas propriedades metabolicas, sendo fontes de
producdo de diversas enzimas de interesses organicos, antibioticos e micotoxicoldgicos
(Tavares et al., 2012).

Dentre as enzimas produzidas por estes géneros estdo as lipases, que apresentam
mdaltiplas aplicagdes nas industrias de detergentes, medicamentos, alimentos, biodiesel e
também no tratamento de efluentes; as celulases, utilizadas na indudstria téxtil e de
papel/celulose e na producdo de bioetanol de segunda geracdo; as amilases, aplicadas nas
inddstrias de panificagdo, téxtil, farmacéutica, laticinios e sucroalcooleira e as proteases,
que apresentam larga aplicacdo em produtos industriais e domésticos, além de possuirem
grande aplicacdo farmacéutica devido ao potencial fibrinolitico destas enzimas, sendo
usadas no tratamento da trombose (Singh et al., 2014; Li et al., 2013; Doolotkeldieva e
Bobusheva, 2011).

Diante a importancia industrial das enzimas, este trabalho avaliou o potencial de
producdo de enzimas extracelulares de fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium

conservados na Colecdo de Fungos da Amazonia-CFAM.

Material e métodos

Foram selecionadas 30 amostras fungicas dos géneros Aspergillus (CFAM 0158,
0555, 0161, 0540, 0701, 0115, 0034, 0143, 0052, 0148, 0131, 0006, 0004 e 0160) e
Penicillium (CFAM 0180, 0059, 0061, 0250, 0271, 0991, 0021, 0134, 0065, 0510, 0105,
0047, 0190, 0290, 0155 e 0289) conservadas em blocos de gelose na Colegéo de Fungos
da Amazénia — CFAM, da FIOCRUZ Amazonia - ILMD.
Reativacao das culturas preservadas

As amostras testadas foram reativadas em placas de Petri contendo Agar Extrato

de Malte - MEA e mantidas em estufa de crescimento, do tipo BOD, a 28 °C por sete dias.
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Para a inducdo enzimatica foi utilizado meio liquido solucdo de Manachini
suplementado com o substrato indutor para cada enzima. Em Erlemayer de 25mL
contendo 10mL da solugdo de Manachini e seus respectivos substratos indutores, foram
inoculados 1mL da suspensdo de esporos na concentragdo de 5x10°. A fermentacéo
liquida ocorreu nas seguintes condigdes: 120 rpm por 96 horas a 28 °C.

Apos o periodo de fermentagdo, os cultivos foram filtrados a vacuo e o extrato
enzimético foi avaliado qualitativamente em meio sélido especifico para cada enzima,
agar celulose, agar lipase, dgar amido e agar leite acrescentado de 5% de gelatina.
(Teixeira et al., 2011), onde a producdo enzimatica foi avaliada pela formacéo de halos

determinados em mm e incubadas a 28 °C, em BOD, por cinco dias. Para a visualiza¢ao
do halo de degradagdo da atividade enzimatica do amido foi utilizado vapor de iodo. Para
visualizagdo do halo de degradagdo para celulase foi utilizada a solugdo de vermelho do
congo 0,1% (p/v) e NaCl 1M. Para a lipase foi observada a formacéo de cristais em torno
das colonias (Teixeira et al., 2011) e para a protease, foi observada a formagdo de halo
translicido. Foram consideradas potenciais produtoras de enzimas, as culturas que

apresentaram as caracteristicas descritas para cada avaliagdo enzimatica.

Resultados e discussao

Das 30 amostras selecionadas para o estudo, 80% (24) mostraram-se viaveis apos
0 processo de reativacdo e destas, 91,6% (22) apresentaram halo de degradacao para pelo
menos uma das enzimas estudadas, sendo que 27,2% (06) das culturas apresentaram halo
de degradacdo para todas as enzimas estudadas, sendo elas: Penicillium fellutanum
CFAM 0061, Aspergillus niger CFAM 0161, Penicillium sp. CFAM 0290, CFAM 0289
e CFAM 0180 e P. fellutanum CFAM 0059, com halos variando de 1 a 2mm para
proteases, 1 a 3mm para amilases, 2 a 5mm para celulases e 1 3mm para lipases (Figural).

Nos testes de lipases observou-se que 81,8% (18) das culturas apresentaram
resultado positivo, sendo quatorze (14) pertencentes ao género Penicillium.

Nos ensaios de proteases, 68,1% (15) das culturas apresentaram resultado positivo
com formagéo de halo de degradagéo, variando de 1mm (Penicillium sp. CFAM 0179,
CFAM 0155 e CFAM 0289) a 5mm (A. niger CFAM 0158).
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Nos testes de amilases, 54,5% (12) das culturas apresentaram halo de degradacéo
variando de 2mm (Penicillium sp. CFAM 0290 e CFAM 0289; P. fellutanum CFAM
0061) a 16mm (A. sydowii CFAM 0115).

Figura 1. (A) Penicillium sp. produtor de proteases; (B) Aspergillus sydowii; produtor de
amilases e (C) Penicillium sp. produtor de celulases.

E nos ensaios de celulases, 54,5% (12) das culturas apresentaram halo de
degradacdo entre 1,5mm (P. citrionigrum CFAM-0105, A. niger CFAM-0158, P.
rugullosum CFAM-0250) a 5mm (Penicillium sp. CFAM-0289) para doze (Figura 2).

Pereira (2012) avaliou o potencial de producao de celulases para fungos de varios
géneros isolados do solo, dentre estes, representantes dos géneros Aspergillus e
Penicillium. Foi observado por estes autores, a variacdo de producdo entre 0s géneros e
também entre espécies do mesmo género, conforme também foi observado neste estudo.
Esses autores encontraram, usando A. niger e Penicillium. sp., halos com tamanhos
maiores dos encontrados neste estudo. Com isolados de P. rugulosum e P. fellutanum,
Ruegger e Tornisielo (2004) ndo encontraram producdo de enzimas celuloliticas.

De acordo com Messias et al. (2011), as lipases podem ser produzidas por
diferentes micro-organismos, tais como A. niger, A. oryzae e P. citrinum, corroborando
com os resultados obtidos neste estudo, com excegdo de Aspergillus oryzae que nédo
apresentou producéo da enzima.

Silva et al. (2013) destacam o género Aspergillus spp como produtores de
proteases, assim como o género Penicillium sp. Desta forma, os resultados encontrados
no presente estudo sdo corroborados com os dados da literatura, visto que as diferentes
espécies de Aspergillus e Penicillium utilizadas foram produtoras de proteases.
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Figura 2. Total de culturas produtoras de enzimas.

Segundo a literatura e dados apresentado por Souza et al. (2010), o género
Aspergillus apresenta-se promissor na produgdo de amilases e os resultados obtidos
confirmam esses resultados, ja que das oito amostras, seis apresentaram positividade nos

testes e o Aspergillus sydowii CFAM 115 apresentou o maior halo de degradagéo.
Conclusdes
Cepas dos géneros Aspergillus e Penicillium apresentam-se promissoras para a
producéo de enzimas extracelulares de interesse industrial, com destaque para a producéo
de lipases e celulases. Sdo recomendados ensaios mais especificos, a fim de quantificar a

atividade enzimatica e otimizar a produgdo enzimatica, podendo ser estudados substratos
alternativos, de baixo custo, a fim de reduzir os custos com a producdo das enzimas.
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