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RESUMO

As comunidades fungicas de solos sofrem interferéncia tanto quantitativas
guanto em relacao a diversidade ocasionada por fatores biéticos e abidticos, e
em se tratando de solos do semiarido, estdo sujeitas a baixa disponibilidade de
agua, altas temperaturas e elevadas incidéncias de radiacdo solar que
influenciam diretamente no desenvolvimento desses microrganismos. Desta
maneira, este trabalho teve por objetivo o isolamento e avaliacdo da atividade
enzimatica (amilase e protease) de fungos filamentosos de solos do semiarido
Pernambucano coletados em diferentes épocas na Unidade de Conservacao
Parque Estadual Mata da Pimenteira, no municipio de Serra Talhada — PE. As
coletas do solo foram realizadas em agosto de 2018 e abril de 2019, em trés
pontos aleatorios. O isolamento de fungos foi realizado por meio da técnica de
diluicdo seriada, utilizando os meios de cultura Agar Batata Dextrose (BDA) e
Agar Sabouraud (SAB) acrescidos de cloranfenicol (para a inibicdo de
crescimento bacteriano) em placas de Petri e incubados a temperatura
ambiente por sete dias. ApOs este periodo, foi realizada a quantificacdo das
col6nias fungicas e, baseado em seu morfotipo, a selecédo de algumas para os
testes enzimaticos de atividade de protease e amilase. Como resultado obtive-
se o isolamento de 43 colbnias fungica e uma quantificacdo em (UFC/g) de 8,6
x 10° e 4,6 x 10* (repeticdo 1), 1,93 x 10° e 2,6 x 10* (repeticdo 2), 1,86 x 10° e
8,3 x 10* (repeticdo 3) nos meios de cultura BDA e SAB, respectivamente, no
periodo de estiagem e de 2,06 x 10° e 2,23 x 10° (repeticdo 1), 1,9 x10° e
2,2x10° (repeticéo 2), 1,23 x 10° e 2,07 x 10° (repeticdo 3), nos meios de BDA
e SAB respectivamente, no periodo chuvoso. Em relacdo ao potencial
enzimatico 18 isolados se apresentaram como bons produtores de amilase e
protease com destaque para D8 identificado como Aspergillus sp. o qual obteve
maiores halos de degradacéo tanto para amilase quanto para protease, com
médias de 3,5 e 3,93 cm, respectivamente; e o I3 também identificado como
Aspergillus sp. teve maior halo de degradacdo para protease com 5,6 cm,
ambos obtidos durante o periodo de estiagem. Ja no periodo chuvoso o
destacou-se os 19 (Isolado 4) e D9 (Aspergillus sp.) que demonstraram halos
de degradacao de 3,5 e 4,16 cm para amilase e protease, respectivamente. Os

fungos isolados nesse trabalho possuem importancia biotecnoldgica,

Vi
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enfatizando o qudo necessaria € a preservacdo dos habitats para a

manutencao de espécies microbianas associadas aos mesmos.

Palavras-chave: Fungos filamentosos; Solos do semiarido; Bioprospeccéo;
Atividade enzimatica; Biotecnologia;



ABSTRACT

The fungal soil communities suffer both quantitative and diversity interference
caused by biotic and abiotic factors, and in the case of semi-arid soils, they are
subject to low water availability, high temperatures and high solar radiation
influences directly on the soil. development of these microorganisms. Thus, the
objective of this work was to isolate and evaluate the enzymatic activity
(amylase and protease) of filamentous fungi of Pernambucano semiarid soils
collected at different times in the Mata da Pimenteira State Park Conservation
Unit, in the municipality of Serra Talhada - PE. Soil collections were performed
in August 2018 and April 2019, at three random points. Isolation of the fungi
was performed by serial dilution technique using the Potato Dextrose Agar
(BDA) and Sabouraud Agar (SAB) culture media added with chloramphenicol
(for the inhibition of bacterial growth) in Petri dishes and incubated at room
temperature. environment for seven days. After this period, the fungal colonies
were quantified and, based on their morphotype, some were selected for the
enzymatic tests of protease and amylase activity. As a result, 43 fungal colonies
were isolated and a (CFU / g) quantification of 8.6 x 106 and 4.6 x 104 (repeat
1), 1.93 x 106 and 2.6 x 104 (repeat 2), 1.86 x 106 and 8.3 x 104 (repeat 3) in
BDA and SAB culture media, respectively, in the dry season and 2.06 x 106 and
2.23 x 106 (repeat 1), 1.9 x106 and 2.2x106 (repeat 2), 1.23 x 106 and 2.07 x
106 (repeat 3) in the BDA and SAB media respectively in the rainy season.
Regarding the enzymatic potential 18 isolates were good producers of amylase
and protease with emphasis on D8 identified as Aspergillus sp. which obtained
greater degradation halos for both amylase and protease, with averages of 3.5
and 3.93 cm, respectively; and I3 also identified as Aspergillus sp. had a larger
degradation halo for protease with 5.6 cm, both obtained during the drought
period. In the rainy season, 19 (Isolated 4) and D9 (Aspergillus sp.) Stood out,
which showed degradation halos of 3.5 and 4.16 cm for amylase and protease,
respectively. The isolated fungi in this work have biotechnological importance,
emphasizing how necessary is the preservation of habitats for the maintenance
of microbial species associated with them.

Keywords: Filamentous fungi; Semi-arid soils; Bioprospecting; Enzymatic

activity; Biotechnology.
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1. INTRODUCAO

Os fungos constituem um grupo de organismos amplamente
diversificado e disseminado, apresentando-se na forma de bolores, cogumelos
ou leveduras. Aproximadamente 100.000 espécies de fungos foram descritas,
estimando-se a possibilidade de existrem mais de 1,5 milhdo de espécies
(MADIGAN et al., 2010). Sdo cosmopolitas, podendo habitar os mais diversos
ambientes como o solo ou matéria vegetal morta, e desempenham um papel
crucial na decomposicao e mineralizacdo do carbono orgéanico (ESPOSITO &
AZEVEDO, 2010).

O solo é um sistema biolégico dinamico, considerado o principal
reservatorio da diversidade bioldgica, onde podemos observar uma malha
estreita de inter-relacbes dos organismos presentes, sendo essa malha
essencial para a manutencdo do equilibrio ecologico, como por exemplo, na
manutencao da ciclagem de nutrientes neste ambiente bastante complexo que
apresenta peculiaridades que o tornam um ecossistema unico na biosfera
(RAAIJMAKERS et al., 2009; BERENDSEN et al., 2012).

Nos solos, a diversidade microbiana, e principalmente fingica, encontra-
se diretamente relacionada com um conjunto de fatores abidticos (atmosfera,
temperatura, agua, pH, potencial redox, fontes nutricionais, entre outros) e
bidticos (genética microbiana, a interacdo entre oS microrganismos, entre
outros) que permitem o desenvolvimento microbiano e a estruturacdo da
comunidade viva dos solos. A interacdo entre esses fatores influencia
diretamente na ecologia, na atividade e na dinamica populacional de
microrganismos no solo (MOREIRA & SIQUEIRA 2009).

Em relacdo a regido do semiarido, este apresenta varios fatores
ambientais extremos, como altas temperaturas, consequentemente maior
incidéncia de radiacdo solar e baixa disponibilidade de agua, sendo esses
fatores estressantes para 0s microrganismos, tornando-os mais adaptaveis as
condicbes adversas. Dessa forma, os microrganismos que suportam tais
circunstancias sdo de grande interesse para estudos sobre a biodiversidade e
para aplicacbes biotecnolégicas (SOARES, 2012), como bioinoculantes
utilizados na producéo agroflorestal, controle biolégico e biorremediacéo, além

de estarem envolvidos com a producdo de farmacos, enzimas e pigmentos
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(GOI; SOUZA, 2006). E ainda assim, segundo Goi & Souza (2006), a
diversidade bioldgica dos microrganismos € pouco conhecida, dessa forma
havendo uma grande disposi¢éo para sua exploracéo.

Os fungos do solo apresentam importancia a manutencdo ambiental,
pois sdo responsaveis por uma série de processos importantes como a
decomposicdo da matéria organica, estabilidade de agregados e ciclagem de
nutrientes. Além disso, estabelecem relagcfes simbidticas com as plantas, como
os endofitos e as micorrizas (DASHTBAN et al., 2010). O metabolismo fungico
€ diverso e traz adaptabilidade para estes organismos nos diferentes
ambientes. Como consequéncia, h4 a producdo de diversos metabdlitos
secundarios com atividade biolégica, como por exemplo, a producdo de
enzimas, com importantes aplicacdes biotecnoldgicas (BELO, 2013).

Enzimas fungicas como proteases, amilases e celulases sé&o
empregadas em varios setores industriais como, por exemplo, alimentos, de
cosméticos, de couro téxtil e como detergentes (ESPOSITO & AZEVEDO,
2010). A exploracdo dos metabdlitos fungicos oferece grande vantagem com
relacdo a outras fontes como as provenientes de plantas e insetos, por
exemplo, pois os fungos podem ser cultivados em larga escala, até mesmo em
meios de cultura de baixo custo, produzindo grandes quantidades de
metabolitos sem que haja prejuizos ao ecossistema (TAKAHASHI &
LUCAS, 2008).

Desta forma, este trabalho justifica-se no fato que os solos apresentam
rigueza microbiolégica, incluindo fungica, e consequentemente diversidade de
metabdlitos de interesse para a humanidade. Em se tratando de solos do
semiarido, onde as condi¢cdes sdo adversas, principalmente nos periodos de
estiagem, o alto poder de adaptacao e resiliéncia destes organismos podem
estar diretamente associada a producdo de metabdlitos com atividades
biolégica que podem ser explorados em processos biotecnolégicos. Associado
a isso, é importante ressaltar a valorizagdo dos recursos naturais do semiarido

pernambucano, fortalecendo medidas de preservacéo destes ambientes.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar fungos filamentosos isolados de solos do semiarido
Pernambucano coletados na area preservada da Unidade de Conservacgdo
Parque Estadual Mata da Pimenteira, Serra Talhada — PE, e avaliar seu
potencial para a producédo enzimas com aplicacdes biotecnoldgicas.

2.2 Objetivos Especificos

e |[solar e quantificar fungos mesofilos totais de solos coletados no
periodo de estiagem e chuvoso;

e Estabelecer a correlagédo da populacao fungica isolada do solo com as
caracteristicas do local e com o periodo de coleta (periodo de estiagem
e chuvoso);

e Avaliar a capacidade de producdo de metabdlitos de interesse
biotecnoldgico, isto é as enzimas amilase e protease;

e I|dentificar taxonomicamente a nivel de géneros os isolados fangicos

selecionados nos testes de atividade enzimatica.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Fungos filamentosos de solo

Os fungos podem se apresentar de duas formas: leveduriforme
(unicelulares) ou filamentosa (multicelulares), sendo também, algumas
espécies, capazes de apresentar dimorfismo (formas distintas) de acordo com
as condicdes em que se encontram, especificamente as patogénicas
(TORTORA,; CASE; FUNKE, 2012).

O “corpo” do fungo filamentoso é formado pela unido das suas células,
formando hifas que podem apresentar septos (septadas) com poros para a

movimentacdo do citoplasma, ou ndo septadas (cenociticas), quando as
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células sao alongadas e com os Vvarios nucleos dispersos. A unido dessas hifas
origina uma massa, chamada de micélio que forma o corpo (talo) do fungo. Se
reproduzem de forma assexuada e/ou sexuada através do desenvolvimento de
estruturas reprodutivas especificas as quais também séo utilizadas como
caracteristicas para sua classificacéo taxonémica (TORTORA; CASE; FUNKE,
2017).

Os fungos apresentam elevada importancia ao desenvolvimento
ambiental, pois sdo responsaveis por VAarios processos relevantes como a
decomposicdo da matéria organica, estabilidade de agregados e ciclagem de
nutrientes (DASHTBAN et al., 2010). Estes participam ativamente na nutricdo e
desenvolvimento vegetal por meio da mineralizacdo de compostos organicos e
inorganicos, estabelecimento de associagbes simbidticas com plantas e
biossolubilizacdo, que s&o processos fundamentais por aumentarem a
disponibilidade de elementos chave para o desenvolvimento vegetal (MULLER
et al., 2004; BUEE, 2007; MEENA et al., 2014).

Com relacdo a diversidade acredita-se que a populacdo de
microrganismos do bioma Caatinga seja riquissima, com varias espécies
endémicas, porém a analise dos dados demonstra o conhecimento insuficiente
sobre o assunto. Vale salientar que em relacdo a diversidade de
microrganismos nos solos do semiarido, existem diversos relatos, entretanto
estes ainda ndo sdo capazes de expressar a real dimensdo da diversidade
fungica na regido (QUEIROZ et al., 2006).

De acordo com Maia et al. (2015), a regido Nordeste possui uma grande
rigueza de espécies fungicas, quando relacionada a outras regidoes brasileiras,
com cerca de 2.617 espécies catalogadas. Sendo a caatinga classificada em
terceiro lugar quanto ao bioma, com 999 registros de espécies. O registro de
fungos na regido do semiarido cresceu em mais 955 de espécies, como
predominio de fungos conidiais e do Filo Ascomycota, com cerca de 407 e 179
espécies, respectivamente (GUSMAO E MAIA, 2006).

Alguns trabalhos sobre fungos filamentosos de solos foram
desenvolvidos em &areas do semiarido nordestino, destacando-se o estudo

desenvolvido por Maia e Gibertoni (2002), com 451 espécies de fungos,
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correspondendo a 203 géneros, em diversos municipios, com base em dados
de herbérios e publicacdes. Estima-se que atualmente tenha-se 954 taxons,
representados em 407 espécies de fungos conidiais (GUSMAO E MAIA, 2006).

Existem relatos de pesquisas desenvolvidas sobre fungos encontrados
no solo da regido semiarida como o de Cavalcanti et al. (2006) que cita
Hyphomycetes isolados do solo em Xingd com predominancia de espécies de
Aspergillus e Penicillium. Costa et al. (2006) registraram nos seus estudos de
solos também da regido do Xingd 16 géneros e 65 espécies de fungos.

Simdes e Tauk-Tornisielo (2006) demonstraram a producao de xilanases
por Aspergillus japonicus encontrado em solos de area de Caatinga, no estado
da Bahia. Moura (2007) estudando solos do Vale do Catimbau isolou 44
espécies, com predominancia de Penicillium e Aspergillus, tendo 16 e 8

representantes respectivamente de cada género.

A grande diversidade e quantidade microbiana do solo séo fatores
determinantes para identificar a sua preservacao ou degradacao, podendo ser
utilizados como indicadores de qualidade (BARTELEGA; ALMEIDA; CUNHA,
2015).

3.2 Microrganismos como indicadores da qualidade de solos do
semiarido

A dependéncia da humanidade em relacdo ao solo vem se intensificado
com o decorrer dos anos, seja por conta do aumento na demanda de alimentos
para a grande populacdo mundial atual ou ainda pela prépria manutencdo do
equilibrio ecolégico. Existe ainda a necessidade de preservacgao, evitando a
degradacdo do meio ambiente, da biodiversidade e dos recursos naturais
(MENDES; SOUZA; REIS JUNIOR, 2015). Praticas de degradacdo levam a
mudancas na estabilidade do solo, por conseguir alterar suas caracteristicas
fisicas, quimicas ou biologicas, e consequentemente, alterar sua qualidade
(NIERO et al., 2010).

A regido semiarida € marcada por uma série de caracteristicas proprias
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como baixo indice pluviométrico anual com cerca de 800 mm, sendo 0s
periodos de chuvas de apenas trés ou quatro meses ao ano, além disso, a
temperatura possui uma variagdo entre 23°C e 27°C podendo atingir 40°C
devido a alta incidéncia de raios solares. O solo do semiarido € rochoso,
arenoso e raso, que adicionado ao clima da regido é indicativo favoravel ao
processo de desertificacdo. A caatinga esta integrada ao semiarido, bioma
totalmente pertencente ao Brasil ocupando em torno de 10% do territério se
tornando um ambiente bastante rico e diversificado em relagcdo a
biodiversidade de espécies, adaptadas as condicbes da regiao (ANDRADE,
2007; DRUMOND,2000; PRADO, 2003; CASTELETI et al., 2004).

Os fungos sao microrganismos que estdo diretamente ligados a varios
processos de estabilidade do solo, como a ciclagem de nutrientes que ocorre
por meio da degradacdo da matéria organica. Em vista disso, estresses
decorrentes de algum tipo acarretam em efeitos negativos ligados a densidade
e diversidade desses microrganismos (SILVEIRA; MELLONI; MELLONI, 2006).
Assim, € de interesse que sejam mantidas as atividades desses
microrganismos uma vez que estes favorecem a mineralizacdo de nutrientes e
proporciona a assimilacdo dos mesmos pelas plantas, beneficiando o
desenvolvimento das mesmas e mantendo a qualidade do solo (CORREIA;
OLIVEIRA, 2005).

De acordo com Araujo e Monteiro (2007) em seu trabalho, qualquer tipo
de alteracdo sofrida pelo solo ira refletir na sua composicdo. Ja que estes
componentes podem ser utilizados como indicadores de qualidade do solo,
sendo possivel, por seu intermédio, perceber e mediar algum tipo de
desequilibrio no ecossistema. Portanto, 0os microrganismos podem ser
aplicados como bioindicadores na verificacdo da qualidade de solos que foram
ou estdo sendo expostos a situagdes extremas.

Essa mesma ideia € ressaltada e reforcada por Doran e Parkin (1994),
gue afirmam que cada componente do solo possui um fator que se destaca e
pode ser utilizado para indicar a qualidade do solo. No caso dos componentes
biol6gicos, os mais relevantes sdo: a biomassa microbiana, a atividade de
mineralizacao de nutrientes (nitrogénio, fosforo e enxofre), a taxa de respiracao

do solo, a fixagédo bioldgica de nitrogénio e a atividade enzimatica do solo.
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3.3 Solo como habitat

Ao resultado da acdo de varios processos sobre as rochas, como
ventos, temperatura, chuva, sais, microrganismos, raizes de plantas, entre
outros se denomina de solo. Esses processos em conjunto € chamado de
intemperismo, o0 que leva a fragmentacdo das rochas e a formacdo de solos
com caracteristicas diferentes que possibilitam distingui-los com base na
composicdo de suas camadas, nomeadas horizontes. As duas primeiras
camadas do solo sao as mais férteis, nas quais se encontra maior quantidade
de matéria organica e, por conseguinte, maior diversidade de organismos vivos
(ANDREOLI; ANDREOLI; JUSTI JUNIOR, 2014).

Constitui-se como um habitat de natureza dinamica, heterogénea e
complexa, devido a essas caracteristicas pode ser considerado um dos
ecossistemas terrestres com maior diversidade biolégica (NANIPIERI, 2003).
Sua matriz € formada basicamente por areia, silte e argila, dispostos em
horizontes. Essa constituicdo proporciona ao solo agregados de diferentes
tamanhos, formatos e caracteristicas quimicas que juntamente com O0s
microrganismos resultardo nas caracteristicas de cada tipo de solo
(CARDOSO; ANDREOTE, 2016). Os espacos existentes entre os agregados
(poros) vao conter agua e gases que proporcionaram o desenvolvimento dos
microrganismos, estes por sua vez utilizaram particulas de matéria organica
como fonte de nutrientes (DANIEL, 2005).

Segundo Araujo e Monteiro (2007), o solo também €& composto por
minerais inorganicos e compostos organicos resultantes da decomposicéo
realizada pela macro e microfauna (minhocas, insetos), microrganismos
(bactérias, fungos, nematoides e algas) e por gases (oxigénio, dioxido de
carbono, nitrogénio e 6xidos de nitrogénio). Esta composicdo possibilita a
areacdo e disponibilidade de nutrientes, propiciando a formacdo de micro-
habitat, através de agregados de solo, onde permitem a aderéncia de
microrganismos (DUCHIELA et al., 2013).

Nos solos, a diversidade microbiana, e principalmente fingica, encontra-
se diretamente relacionada com um conjunto de fatores abibticos (atmosfera,
temperatura, agua, pH, potencial redox, fontes nutricionais, entre outros) e

bidticos (genética microbiana, a interacdo entre 0s microrganismos, entre
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outros) que permitem o desenvolvimento microbiano e a estruturagdao da
comunidade viva dos solos. A interacdo entre esses fatores influencia
diretamente na ecologia, na atividade e na dinamica populacional de
microrganismos no solo (MOREIRA & SIQUEIRA 2009).

Além dos fatores j& supracitados a disponibilidade de nutrientes no solo
varia de acordo com a regido, as quais sdo conhecidas como “hot spots”, nas
guais se encontra maior quantidade de organismos e, consequentemente,
maior metabolismo microbiano. Assim, essas regides mais ativas sdo as que
também possuem maior disponibilidade de nutrientes (MOREIRA; SIQUIERA,
2002; CARDOSO; ANDREOTE, 2016). A vista disso, o solo auxilia e traz
equilibrio para os ecossistemas terrestres, jA que o0 mesmo esta envolvido com
fatores fisicos, quimicos e biologicos (ARAUJO; MONTEIRO, 2007), isto €,
através da degradacado de compostos organicos (restos animais e vegetais) e
reciclagem de inorganicos (nitrogénio, fésforo, etc), tanto para a atmosfera
guanto para as plantas na forma de nutrientes (CORREIA; OLIVEIRA, 2005).

A rigueza do solo é tanta que chega a ser considerado um dos principais
habitats para o desenvolvimento de microrganismos (bactérias e fungos) e,
dentre a microbiota do solo, normalmente, os fungos sdo os mais abundantes
em relacdo a biomassa e atividade fisiolégica como, por exemplo, a producéo
de enzimas (BILLS et al., 2004).

3.4 Enzimas e importancia

Enzimas sao caracterizadas como moléculas majoritariamente de
carater proteico e que atuam como catalisadoras de rea¢cfes quimicas, sendo
essenciais para o0 sistema metabdlico de todos o0s organismos Vivos
(ORLANDELLI et al., 2012). Dentre outras funcdes as enzimas, sdo capazes de
decompor moléculas complexas em unidades menores, como polissacarideos
em acucares, além de diminuir o tempo de ocorréncia dessa reacdo (SOARES
et al., 2010).

Uma grande variedade de enzimas, principalmente as hidrolases, que
catalisam a clivagem hidrolitica de ligacdes como C-O, C-N, C-C, podem ser
produzidas por fungos, como € o caso das proteases e endonucleases que sao

extremamente necessarias para 0 crescimento e manuten¢cdo do organismo,
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em quaisquer condic¢des, ja outras podem ser excretadas preferencialmente por
algumas espécies de fungo quando submetidas a condi¢cdes de ambientes
especificas como € o caso das carboidrases, com enfoque para as amilases,
detectadas em altos niveis somente quando 0 organismo esta exposto a um
ambiente com déficit em acucares (ESPOSITO & AZEVEDO, 2010).

As amilases podem ser derivadas das mais diversas fontes desde
plantas, animais e principalmente microrganismos, entretanto as produzidas
por fungos e bactérias destacam-se no setor industrial tanto na producdo
guanto ao menor tempo para isso. As amilases estdo entre as enzimas mais
importantes industrialmente, especialmente as de origem microbiana, fazendo
com que possuam um grande valor biotecnolégico agregado, pois substituem
os produtos quimicos utilizados na hidrélise do amido (PANDEY et al., 2000;
GUPTA et al., 2003; SOARES et al., 2010; SOUZA; MAGALHAES, 2010).

Atualmente as amilases possuem aplicacdes nas industrias téxteis, de
alimentos, na panificacdo, producédo de ragcdes animais, entre outras. Assim
com a expansao das fronteiras da biotecnologia, as possibilidades de aplicacdo
dessa enzima serdo expandidas para muitos outros campos como a quimica
clinica, medicina e analitica (SOARES et al., 2010).

Numa escala mundial de rentabilidade na producdo de enzimas
industriais teve um crescimento de 7,1 bilhdes de dblares em 2018 e espera-se
um aumento para 7,6 bilhdes até 2020. Dentre as enzimas industriais, 75%
pertencem ao grupo das hidroliticas, e dessas 2/3 séo proteases, espera-se um
crescimento maior de aplicacdo desse grupo devido sua utilizacdo em produtos
farmacéuticos, detergentes, e quimicos, em varios paises principalmente a
China, india e Brasil (SAVITHA et al., 2011; GRAND VIEW RESEARCH, 2014).

Usualmente em induUstrias sdo mais empregadas as enzimas dos
grupos: hidrolases, carboidrases, lipases e proteases (GAMBOA, 2010;
BITTENCOURT, 2014). As proteases desempenham uma série de processos
fisiol6gicos por meio do controle da sintese e degradacdo de proteinas,
catalisando a hidrolise de aminoacidos especificos dentro de polipeptideos
(RAO et al., 1998; FARO, 2008; MORYA et al., 2012).

Em outras palavras elas possuem a capacidade de quebrar ligagbes
peptidicas de cadeias proteicas. Pode-se dizer que estdo amplamente

distribuidas na natureza e além de estarem associadas a importantes
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processos bioldgicos tais como: a digestdo proteica, coagulacdo sanguinea e
morte celular. As enzimas proteoliticas possuem varias aplicacdes tanto
comercial quanto industrial, estando entre os trés maiores grupos de enzimas
industriais (Romero et al.,, 2001). Estas enzimas sao amplamente utilizadas
na industria de detergentes, couro, alimentos, quimica, tratamento de residuos
industriais e domésticos, medicamentos, cosméticos entre outras (Gupta et al.,
2002).

Sao fontes de proteases, 0s vegetais, animais e microrganismos (fungos
e bactérias) (NEVES; PORTO; TEIXEIRA, 2006; LADEIRA, et al.,, 2010;
RADHA et al, 2011). Os microrganismos sao excelentes fontes para a
producdo de enzimas, pois possuem uma enorme diversidade bioquimica e sdo
passiveis a manipulacéo genética (SOUZA, 2015).

Segundo Barata et al., (2002) as proteases de origem microbiana sao
importantes, pois atuam em diversos substratos especificos, o que faz com que
possam ser utilizadas em diversas areas da bioquimica e da biotecnologia.

Os microrganismos podem ser considerados uma fonte atrativa na
producédo de protease pela possibilidade de cultivo em processos fermentativos
de forma a serem produzidos em um tempo reduzido e em grandes volumes.
Proteases oriundas de microrganismos tém uma validade mais longa e, quando
armazenadas em condi¢cdes adequadas, ndo sofrem perdas significativas da
atividade (YOUSIF; MCMAHON; SHAMMET, 1996; YU e CHOU, 2005;
NEVES, 2014).

As proteases juntamente com as carboidratases e lipases sao utilizadas
na induastria alimenticia para reducdo de custos e melhorias na qualidade,
encontram grande aplicacdo na panificacdo, laticinios e produtos congelados,
amaciantes de carne, e flavorizantes, na formulacdo de féormulas infantis, na
sintese do adocante aspartame, etc (DEMAIN; SANCHEZ, 2009; LLORENTE
et al., 2015; MOHAMMADI et al., 2015).

3.5 Producao enzimética por fungos e potencial biotecnoldgico

Alguns seres vivos como: animais, vegetais e microrganismos (fungos e
bactérias) produzem vérias enzimas, sendo os fungos os produtores de maior

interesse para industrias. Isso ocorre por esses possuirem o potencial de
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produzir enzimas, como proteases, celulases e amilases (entre outras). As
enzimas podem ser extraidas e utilizadas em varios processos biotecnolégicos,
por serem fornecidas em maior quantidade, diversidade, com manuseio
genético simples e, ainda, dispor de baixo custo financeiro (FERNANDES,
2009; PEREIRA, 2012).

Os fungos produzem enzimas extracelulares para que possam conseguir
degradar e absorver o seu alimento. Bem como, também sdo capazes de
produzir metabdlitos para se defender ou competir com outros organismos,
como 0 que acontece com a producdo de antimicrobianos, ou seja, substancias
com a capacidade de destruir ou impedir que um microrganismo possa se
desenvolver, sejam esses bactérias, fungos, virus ou protozoarios (ACAR,
2002). Além de também produzirem acidos organicos e pigmentos, entre outros
gue sao de interesse biotecnologico (FERNANDES, 2009).

Devido a producdo de metabdlitos secundarios os fungos tém sido
utilizados na biotecnologia ha muitos anos. A espécie Aspergillus niger, por
exemplo, tem sido utilizada na producdo de acido citrico para alimentos e
bebidas desde 1914. A levedura Saccharomyces cerevisiae € utilizada na
producéo de pao e vinho. Também foi geneticamente modificada para produzir
uma variedade de proteinas, incluindo a vacina para a hepatite B (TORTORA,;
CASE; FUNKE; 2017).

Nas ultimas décadas, a utilizacdo de fungos em bioprocessos ganhou
importancia devido a producdo de enzimas com caracteristicas fisico-quimicas
variadas, potencial de producdo em grande escala, e a capacidade de secretar
as enzimas produzidas para o meio extracelular (Papagianni, 2004). Entre
as enzimas microbianas com ampla aplicacao biotecnolégica destacam-se as
amilases e proteases

Os fungos do solo apresentam um metabolismo secundario e producao
enzimatica muito diversificada. A exploracdo dos metabdlitos fungicos oferece
uma grande vantagem com relacdo a outras fontes como as provenientes de
plantas e insetos, por exemplo, pois os fungos podem ser cultivados em larga
escala, até mesmo em meios de cultura de baixo custo, produzindo
grandes quantidades de metabdlitos sem que haja prejuizos ao
ecossistema (TAKAHASHI & LUCAS, 2008). Os metabdlitos produzidos por
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fungos sdo amplamente explorados em uma extensa gama de processos

biotecnologicos na industria, medicina, meio ambiente e agricola.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Local de coleta e amostragem

A Unidade de Conservacdo Parque Estadual Mata da Pimenteira esta
localizada no municipio de Serra Talhada, nas coordenadas geograficas de
(7°53'49"S e 38°18’14”0), no semiarido pernambucano e ocupa 887,24 ha
(Santos et al. 2013) (Figura 1). O clima € quente e seco do tipo BSwh’ (Kdppen
1948), a temperatura média é de 23,8 £+ 0,92 °C e apresenta baixo nivel
pluviométrico anual (653,2 mm). A altitude varia de 500-820 m e as principais
classes de solos sdo os cambissolos, litélicos e podzdlicos (Silva & Almeida

2013). A vegetacado € composta por caatinga, que varia de herbacea, arbustiva-

arbérea até arboérea, sobre afloramentos rochosos (Melo et al. 2013).

ST-UERPE
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Figura 1. Localizacéo do Parque Estadual Mata da Pimenteira (7°53'49”S e 38°18'14”0),
Serra Talhada-PE

As amostras de solo foram coletadas em uma éarea preservada do
Parque (7°53'29,938"S e 38°18’15,6"0; 7°54'28"S e 38°17'56”0), em dois
periodos, um correspondente a época de estiagem (agosto 2018) e o outro ao
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periodo chuvoso (abril 2019). No local da coleta foi demarcado um quadrado de
2 m x 2 m onde foram escolhidos trés pontos equidistantes correspondentes a
uma amostra composta. O solo foi coletado numa profundidade de 0-20 cm da
camada superior, acondicionado em sacos plasticos previamente esterilizados
(Figura 2), etiquetados, conservados em caixas isotérmicas e encaminhados
para o Laboratorio de Microscopia da Unidade Académica de Serra Talhada -

PE, onde realizou-se as analises microbiolégicas.

Figura 2: Coleta de solo em area preservada do Parque Estadual Mata da Pimenteira,
Serra Talhada-PE. Periodo de estiagem, 17 Agosto de 2018 - Al), periodo chuvoso
(09 Abril de 2019 - A2). Coleta e acondicionamento das amostras (B-C).

Na ocasido das coletas foram aferidas as temperaturas superficiais do

solo em cada ponto demarcado (Tabela 1).
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Tabela 1: Temperatura aferida in loco durante os periodos de coleta de solo
no Parque Estadual Mata da Pimenteira, Serra Talhada-PE

Coleta 1 17/08/2018 (estiagem) Coleta I1 09/04/2019 (chuvoso)
Pontos T(°C) Pontos T(°C)
P1 30,6° P1 24°
P2 27° P2 24,8°
P3 27,9° P3 23,6°
Média das 28,5° Média das 24,1°
temperaturas temperaturas

4.2 Isolamento e quantificacdo de fungos mesofilos totais

Para isolamento e quantificacdo utilizou-se a técnica de diluicdo seriada
(Clark, 1965), onde pesou-se 25 g do solo, o qual foi adicionado em Erlenmeyr
contendo 225 mL de 4gua peptonada (1%) previamente autoclavada (diluicdo
10"). Desta diluicdo inicial, foi transferido 1 mL para tubos de ensaio
contendo 9 mL de Agua peptonada esterilizada a 1%, até a diluicdo 10™.
Das trés dltimas diluicbes, foi semeado 0,1 mL em placas de Petri com Agar
Sabouraud —SAB acrescido de cloranfenicol e Agar Batata Dextrose -BDA, pelo
método de espalhamento em superficie, totalizando trés repeticbes para cada

diluicdo (Figura 3).

0,1ml O0,iml O,Iml O,Iml Olrnl

Y ON TN TNy 7% %

1:10 1:100 1:1.000 1:10.000 1:100.000 1:1.000.000

0, llnl@
ncubacao :

Figura 3: Técnica de diluicdo seriada utilizada para isolamento e quantificacdo de
funaos de solo.

<

25¢g de solo
homogenizado 0,1ml
225ml de agua

peptonada (1%)
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As placas de Petri foram incubadas a temperatura ambiente (em média
28,5°C + 2° por até sete dias para contagem das colbnias fungicas. A
guantificacéo foi realizada nas placas que apresentaram de 20 a 200 Unidades
Formadoras de Colbnias (UFC), sendo os resultados expressos pela média
aritmética de cada triplicata, considerando UFC/grama de solo.

4.3 Selegdo de microrganismos

ApOs crescimento dos fungos, resultantes das coletas tanto do periodo
de estiagem como do periodo chuvoso, as coldnias que apresentaram
macromorfologia distinta foram selecionadas para o processo de purificacédo e
mantidas em tubos de ensaio com Agar Sabouraud sob refrigeracéo, até a

realizacdo dos ensaios de atividade enzimatica.

4.4 Identificacao

A identificacdo dos isolados purificados foi realizada por meio da
taxonomia classica com a utilizacdo de literaturas especifica (BUTTON 1980;
BARNETT & HUNTER 1987; HANLIN 2000). Observando caracteristicas macro
e microscépicas da colbnia, textura, relevo e producdo de pigmentacéo

correspondentes ao género.

4.5 Bioprospeccao

4.5.1 Screening de producédo enzimética
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Apo6s obtencdo de cultura pura em agar Sabouraud, por 72 horas, 0s
isolados que apresentaram melhor crescimento foram testados quanto ao
potencial enzimético para a producdo de Amilase e Protease (Dingle, Tied e
Solomons, 1953).

Para os testes de producéo de amilase (adgar -1,5%; amido-1%; tampao
citrato-fosfato 0.1M; pH 5,0 — 0,5L ) foi utilizado uma solugéo de iodo 0,1 M,
aplicada sobre a superficie do meio por 10 minutos. As reacdes positivas foram
identificadas pela formacao de um halo translicido ao redor das coldnias.

Para determinacdo de proteases (agar -1,5%; gelatina incolor 1%; leite
desnatado 1%,; tampao citrato-fosfato 0.1M; pH 50 - 0,5 L), a reacgao
enzimatica foi detectada pela modificacdo quimica do meio de cultura, sendo
considerada positiva quando visualizado a formagéo de halo translicido ou
esbranquicado, sem a necessidade de adicao de revelador.

A determinacdo enzimatica foi expressa em indice enzimatico (IE) que
foi calculado por meio da relacdo do diametro médio do halo de degradacao
do substrato e o didmetro médio da colbnia, medidos utilizando-se uma
régua foram considerados como bons produtores enzimaticos os fungos que

produziram halos de degradacdo maiores ou igual a 2,0 cm.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Quantificacao

Maiores quantificacbes de Unidades Formadores de Coldnias (UFC)
foram observadas no solo coletado no periodo de estiagem quando semeado
em Agar Batata Dextrose - BDA (8,6 x10°, seguido da repeticdo 3 que
apresentou 8,3 x 10* UFC/g com crescimento em Agar Sabouraud — SAB
(Tabela 2).
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Tabela 2. Unidades Formadoras de Colonias de fungos isoladas de solo em
periodo de estiagem, de area preservada do Parque Estadual Mata da
Pimenteira, Serra Talhada — PE.

Grupo dos isolados Meio de Quantificacao* (UFC/qg)
cultura
Repeticdo 1 BDA 8,6 x 10°
SAB 4,6 x 10*
Repeticéo 2 BDA 1,93 x 10°
SAB 2,6 x 10*
Repeticéo 3 BDA 1,86 x 10°
SAB 8,3 x 10"

*Os valores representam as médias das triplicatas de cada repeticao

Do solo coletado no periodo chuvoso observou-se maiores UFCs nas
repeticbes 1 e 2, com valores de 2,23 x 10° e 2,2 x 10° , respectivamente,

entretanto o meio de crescimento foi SAB (Tabela 3).

Tabela 3. Unidades Formadoras de Colbnias de fungos isoladas de solo em
periodo chuvoso, de area preservada do Parque Estadual Mata da Pimenteira,
Serra Talhada — PE.

Grupo dos isolados Meio de Quantificacado* (UFC/g)
cultura
Repeticdo 1 BDA 2,06 x 10°
SAB 2,23 x 10°
Repeticdo 2 BDA 1,9 x 10°
SAB 2,2 x 10°
Repeticdo 3 BDA 1,23 x 10°
SAB 2,07 x 10°

*Os valores representam as médias das triplicatas de cada repeticéo

Vérios fatores influenciam o crescimento dos fungos, dentre estes os
fatores ambientais tém grande importancia especialmente quando se fala em
fungos do solo. As condi¢des sazonais influenciam diretamente na producéo de
células germinativas (CAVALCANTI et al. 2006; BOMFIM et al. 2010;), pois em

condicbes de estresse, como periodo de estiagem, os fungos precisam
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esporular para assegurar a sobrevivéncia da espécie. Esses resultados podem
ser constatados nos trabalhos de Guaderrama e Alvarez-Sanchez (2009) e
Maia (2015) em ambientes de Caatinga. No presente trabalho, as maiores
guantificacbes de UFCs foram observadas na coleta de solo no periodo de
estiagem, reforgcando assim mais uma vez os relatos da literatura.

Por outro lado, Silva (2018) obteve resultados contrarios quando avaliou
fungos filamentosos em solos do semiarido em Serra Talhada-PE, quando
observou maior quantificacdo a coleta no periodo chuvoso. Esse fato, evidencia
gue a sazonalidade influencia de forma importante no desenvolvimento dos
fungos, pois a disponibilidade de agua no solo e a temperatura sao fatores

fundamentais para o metabolismo fungico.

Em relacdo ao meio de cultivo, quando comparado o periodo chuvoso
com o periodo de estiagem, observou-se maior quantificacdo em meio Agar
Sabouraud (SAB), entretanto, a média entre os dois meios demonstra que esse
resultado nao foi tdo expressivo, pois foi praticamente igual quando comparado
com Agar Batata Dextrose (BDA). Provavelmente a disponibilidade de agua no
periodo chuvoso fez com que os fungos produzissem menos esporos, assim o

meio de cultura ndo influenciou na quantificacéo.

A area de estudo utilizada para coleta apesar de ser considerada uma
Unidade de Conservacdo, ainda sofre reflexo indireto de antropizacdo e
poluicdo. Esses fatores atrelados as condi¢des extremas de solos do semiarido
podem contribuir negativamente na composicdo e estrutura da comunidade
microbiana, resultando em menor ndamero quando comparado com a
guantificacdo de fungos de mata nativa em recuperacdo, no semiarido
pernambucano. Esses dados foram constatados por Silva (2018) e Leitédo
(2018) que embora tenham trabalhado na mesma Unidade de Conservacgao
Parque Estadual Mata da Pimenteira, encontraram resultados diferentes
guando avaliaram fungos filamentosos do solo em diferente estagio de
conservacao.

E sabido que fatores como a umidade, temperatura e pH interferem
diretamente no desenvolvimento microbiano, ou seja, influenciando a atividade
metabdlica de acordo com as condi¢cdes as quais estdo expostas (BONONI,

2015). Neste estudo, apesar da coleta Il ter uma menor quantificagdo quando
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comparado ao periodo de estiagem, o fator umidade em decorréncia das
precipitagdes iniciais pode estimular a atividade desses organismos, pois
facilita a sua dispersédo em forma de esporos, melhorando a decomposi¢cao da
matéria organica e do carbono liberado, como também do diéxido de carbono,
0 que indica que quanto maior a disponibilidade de a4gua no solo maior a
capacidade de originar células germinativas, entretanto, essa condicdo nao foi
observada neste trabalho.

Segundo Pedrotti et al. (2015), em regibes semiaridas a salinizacao do
solo é uma caracteristica comum por conta do clima da regido. Sendo também
ocasionada com o decorrer da formagcdo do solo, por meio do intemperismo
das rochas, onde ocorre a liberacédo de sais. Conforme Pereira et al. (2015), a
salinizacdo pode desencadear a alteracdo de ions presentes no solo,
provocando a perda da capacidade do solo em manter a agua. Além de
promover instabilidade no desenvolvimento dos organismos viventes, como 0S

fungos.

5.2 Identificacédo

Um total de 43 isolados fungicos foi cultivado em cultura pura, dentre
estes, 31 foram obtidos do solo coletado em periodo de estiagem, entretanto,
apenas 11 foram testados quanto ao potencial enzimaticos e baseado nas
estruturas de reproducdo estes foram identificados como pertencentes a trés
géneros: Aspergillus, Eurotium e Penicillium (Tabela 3), predominando o

género Aspergillus, com nove isolados obtidos da coleta | (Figura 4).
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Coleta |

® Aspergillus sp
B Eurotium sp
© Penicillium sp

81,81%

Figura 4: Percentual de identificacdo dos fungos isolados do solo coletado em periodo
de estiagem em area preservada do Parque Estadual Mata da Pimenteira, Serra
Talhada-PE.

Apesar do periodo de estiagem ter apresentado maiores quantificacdes
de fungos, demonstrando o qudo adaptados estes estdo em seu habitat,
mesmo sob condicdbes de estresse, ainda conseguem desenvolver-se
normalmente, por outro lado, apenas trés géneros foram identificados. Tal
resultado pode esta relacionado com o periodo da coleta, uma vez que a
estiagem ocasiona baixa disponibilidade de agua no solo, corroborando com os
resultados obtidos por Silva (2018) e Leitdo (2018) que evidenciaram menor
diversidade em coletas de solo realizada no periodo de estiagem com
expressivo isolamento do género Aspergillus. Diante disso, esses resultados
indicam o potencial de adaptabilidade dos fungos filamentosos de solos do
semiarido a condicdes de estresse.

Estudos relatam que solos de areas que sofrem interferéncias
constantes, seja por acdo antropica ou por fatores ambientais, como altas
temperaturas e baixa umidade, podem sofrer com a perda de parte da sua
microbiota, havendo selecéo de determinados grupos mais adaptados, ou seja,
gue possuam fisiologia com capacidade de sobressair em condi¢cfes extremas
ou estressantes (ALENCAR & COSTA, 2000; BOTTOMLEY,1999; SILVA et al.
2006; SIQUEIRA et al.,1994).
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O Nordeste brasileiro, quando comparado as outras regides, se destaca
pela diversidade de espécies fangicas catalogadas, com cerca de 2.617
exemplares, classificando a Caatinga em terceiro lugar, com o registro de 999
espécies, com abundancia dos fungos conidiais com aproximadamente 407
espécies e do Filo Ascomycota, com cerca de 179 espécies (GUSMAO e
MAIA,2006; MAIA et al.,2015).

Oliveira (2013) ao realizar uma revisao sobre a diversidade de fungos no
semiarido brasileiro observou escassez de trabalhos desenvolvidos nesta area.
Neste levantamento, foram obtidas as informagbes sobre a diversidade da
ocorréncia de géneros de varios fungos conidiais, como Curvularia, Aspergillus
e Penicillium, sendo esses dois Ultimos 0os mais recorrentes bem como neste

trabalho.

Recentemente uma nova espécie fungica foi descrita na Unidade de
Conservacdo Parque Estadual Mata da Pimenteira sendo denominada de
Aspergillus serratalhadensis (OLIVEIRA et al., 2018), reforcando assim a
diversidade existente nessas areas e a necessidade de trabalhos para o

conhecimento dessa Micobiota especifica.

Os resultados obtidos por Silva (2018) corroboram com este trabalho,
estudou a quantificacdo e diversidade de fungos filamentosos da Unidade de
Conservacao Parque Estadual Mata da Pimenteira e identificou 17 isolados em
nivel de género obtendo uma maior incidéncia de Aspergillus (9), seguido de

Fusarium (5), Curvularia (2) e Cunninghamella (1).

Com relacéo a identificacdo dos fungos que cresceram no solo coletado
no periodo chuvoso, obteve-se um total de 12 isolados, destes, sete foram
identificados em nivel de género: Scopulariopsis (1), Cladosporium (1),
Paecilomyces (2), Penicillium (1) e Aspergillus (2) (Figura 5). Os quatro
isolados restantes ndo apresentaram estruturas reprodutivas que viabilizasse a

identificacao.

Apesar dos fungos isolados neste periodo do ano ter apresentado uma
guantidade menor de UFCs, observou-se maior variedade quanto aos géneros

obtidos quando comparado ao periodo de estiagem (Tabela 4).
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Figura 5: Percentual de identificacdo dos fungos isolados do solo coletado em periodo
chuvoso em area preservada do Parque Estadual Mata da Pimenteira, Serra Talhada-
PE.

Dos 43 fungos isolados durante esse estudo foram identificados apenas
22, estes pertencentes a seis géneros com predominancia do género
Aspergillus tanto na coleta | (81,81%) como na coleta 1l (18,18%) totalizando
11 representantes, seguido dos géneros Paecillomyces e Penicillium que
apresentaram um percentual de 18,18%, com dois isolados cada um (Tabela
4).
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Tabela 4. Identificacdo dos isolados fungicos de solos coletados na UC Parque
Estadual Mata da Pimenteira, Serra Talhada — PE, por periodo de coleta.

Periodo de estiagem Periodo de chuva
N°do isolado Identificacdo N° do isolado Identificacéo
Al Aspergillus sp. A5 Scopulariopsis sp.
A2 Aspergillus sp. A7(1) Cladosporium sp.
A3 Aspergillus niger A7(2) Isolado 1*
A4 Penicillium sp. A8 Isolado 2*
A5 Eurotium sp. A9 Paecilomyces sp.
A9 Aspergillus sp. D7 Penicillium sp.
Al0 Aspergillus sp. D9 Aspergillus sp.
D8 Aspergillus sp. 17 Aspergillus niger
D10 Aspergillus niger 18(1) Paecilomyces sp.
12 Aspergillus sp. 18(2) Isolado 3*
13 Aspergillus sp. 19 Isolado 4*

*Sem identificacao

As caracteristicas macroscoépicas das colénias bem como as estruturas
microscoépicas dos fungos, resultantes das duas coletas, foram uiilizadas para a
identificacdo dos seis géneros e de uma espécie encontrados neste trabalho
(Figuras 6 - 10).

Figura 6. Aspectos macroscopico (A) e microscopico (B) de Aspergillus sp. (isolado 12)
em Agar Sabouraud, do solo da Unidade de Conservacdo do Parque Estadual Mata da
Pimenteira, Serra Talhada-PE
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Figura 7. Aspectos macroscoépico (A) e microscopico (B) de Penicillum sp. (isolado A4)
em Agar Sabouraud, do solo da Unidade de Conservacao do Parque Estadual Mata da
Pimenteira, Serra Talhada-PE

Figura 8. Aspectos macroscépico (A) e microscoépico (B) de Eurotium sp. (isolado A5)
em Agar Sabouraud, do solo da Unidade de Conservacédo do Parque Estadual Mata da
Pimenteira, Serra Talhada-PE
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Figura 9. Aspectos macroscépico (A) e microscopico (B) de Scopulariopsis sp.
(isolado AbL), coleta Il, em Agar Sabouraud, do solo da Unidade de Conservacdo do
Parque Estadual Mata da Pimenteira, Serra Talhada-PE

Figura 10. Aspectos macroscopico (A) e microscépico (B) de Cladosporium sp.
(isolado A7(1)) em Agar Sabouraud, do solo da Unidade de Conservacdo do Parque
Estadual Mata da Pimenteira, Serra Talhada-PE.

As espécies do género Aspergillus sdo de facil distribuicdo no ambiente
(ABARCA, 2000), podendo ser classificado como organismo cosmopolita, pela
propensdo a dispersdo dos esporos assexuados, chamados de conidios.
Conforme Ritter (2007), esse género se desenvolve melhor em clima tropical,
devido & variagdo de temperatura, sendo considerado termotolerante, com
potencial de se desenvolver em temperaturas superiores a 37°C (BOFF et al.,
2012). Portanto, se torna evidente a capacidade que Aspergillus também

possui em se adaptar a circunstancias diferentes como ocorreu neste trabalho,
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o qual foi identificado nas duas coletas e sendo predominante na coleta |
realizada em periodo de estiagem.

As vérias espécies desse género sdo de grande importancia econémica
para o homem, atuando desde a deterioracdo de alimentos, causando
doencas, produzindo micotoxinas como também em varios ramos da indulstria e
na area biotecnoldgica (SAMSON, 2014).

Em uma extensa e recente revisdo sobre diversidade fangica e seu
papel na manutencdo de solos saudaveis, géneros do Filo Ascomycota, como
Aspergillus e Penicillium, sdo citados como importantes decompositores de
matéria organica, bem como antagonistas de outros microrganismos
fitopatogénicos por esse motivo sao frequentemente encontrados em solos
principalmente de areas preservadas corroborando com os resultados obtidos
nesse trabalho (FRAC et al., 2018). Todos os géneros de fungos identificados
neste trabalho pertencem ao Filo Ascomycota

Cavalcanti et al (2006) realizaram um estudo de isolamento de fungos
filamentosos de solo na regido do Xingd, uma regido caracterizada por
apresentar ecossistema do tipo Caatinga. Esses autores compararam o
periodo de estiagem e chuvoso, com coletas de superficie variando de 0-20 cm
de profundidade e obtiveram 96 taxons pertencentes a oito espécies do Filo

Ascomycota, oito de Zygomycota e 80 espécies mitosporicas.

Silva (2018) e Leitédo (2018), também evidenciaram maior predominancia
do género Aspergillus em solos coletados no Parque Estadual Mata da
Pimenteira, no periodo de estiagem, bem como maior diversidade dos géneros:
Cladosporium, Curvularia, Scopulariopsis em isolamento feito a partir de solo
coletado no periodo chuvoso. Esses resultados estdo de acordo com os

encontrados neste trabalho.
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5.3 Bioprospeccgao

5.3.1 Atividade enzimética

Do total de 43 isolados fungicos, 22 destes foram submetidos a testes
enzimaticos para investigar o potencial enzimatico de amilase e protease.

Os fungos que apresentaram maior atividade de amilase em periodo de
estiagem foram apenas os isolados denominados D8 (3,5cm), 12 (3,46cm) e
A10(3,26cm) todos pertencentes ao género Aspergillus. Quando analisado o
potencial para protease se destacaram os isolados I3 (5,6cm), D8 (3,93cm),
A10 (3,73cm) também pertencentes ao género Aspergillus (Tabela 5).

Tabela 5. Média dos halos de potencial enzimatico de amilase e protease
produzidas pelos fungos isolados de solo, em periodo de estiagem, de area
preservada da UC Parque Estadual Mata da Pimenteira, Serra Talhada - PE.

N° do isolado fangico Amilase(@ cm) Protease (@ cm)
Al (Aspergillus sp.) 2,16 3,06
A2 (Aspergillus sp.) 2,67 2,6

A3 (Aspergillus niger) 2,3 0
A4 (Penicillium sp.) 3,06 2,16

A5 (Eurotium sp.) 1,86 2,6
A9 (Aspergillus sp.) 0 0
A10 (Aspergillus sp.) 3,26 3,73
D8 (Aspergillus sp.) 3,5 3,93

D10 (Aspergillus niger) 2,53 1,93
12 (Aspergillus sp.) 3,46 2,83
I3 (Aspergillus sp.) 2,03 5,6

Os valores estao expressos em centimetros e representam as médias das triplicatas de cada
indice enzimético obtido.

O isolado D8 (Aspergillus sp.) é considerado um bom produtor tanto de
amilase quanto de protease, pois segundo Oliveira et al. (2006) apresenta
halos de degradacao = 2,0 cm para cada enzima testada. Entretanto, o isolado
denominado A9 (Aspergilllus sp.) ndo apresentou reacdo a nenhuma das
enzimas testadas assim como o A3 (Aspergillus niger) que néo reagiu ao teste

de protease (Tabela 5).
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Tabela 6. Média dos halos de potencial enzimético de amilase e protease
produzidas pelos fungos isolados de solo, em periodo de chuva, de area
preservada da UC Parque Estadual Mata da Pimenteira, Serra Talhada - PE.

N° do isolado fangico Amilase(d cm) Protease (@ cm)
A5 (Scopulariopsis sp.) 2,26 0
A7(1)(Cladosporium sp.) 2,5 3,76

A7(2) Isolado.1 0 1,64
A8 Isolado 2 2,73 2,23
A9 (Paecilomyces sp.) 2,1 1,86
D7 (Penicillium sp.) 2,4 1,93
D9 (Aspergillus sp.) 2,2 4,16
17 (Aspergillus niger) 2,23 1,9
18(1) (Paecilomyces sp.) 2,03 2,93
18(2) Isolado 3 0 0
19 Isolado 4 3,5 0

Os valores estédo expressos em centimetros e representam as médias das triplicatas de cada
indice enzimatico obtido.

No periodo chuvoso os isolados que apresentaram maiores indices
enzimaticos para amilase foram o 19 (3,5cm), A8 (2,73cm), sem identificacéo, e
A5 (2,26¢cm) identificado como Scopulariopsis sp. Ja para protease os isolados
gue evideciaram maiores halos de degradacdo foram D9 (4,16cm),
A7(1)(3,76cm) e 18(1) (2,93cm), entretanto, o isolado 18 (2) ndo formou halo
para nenhuma enzima (Tabela 6).

A positividade para as enzimas analisadas é vista pela formacao de halo

de degradacao do substrato no meio de cultura (Figura 11).

A: Protease (A10 e D8) B: Amilase (D8 e 12)

Figura 11. Exemplos de atividade enzimatica positiva (protease — A, e amilase
— B) dos isolados A10; D8 e D8; 12 evidenciada pelos halos de degradacdo do
substrato.
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Os fungos séo importantes produtores de enzimas hidroliticas, como as
proteases, amilases e celulases que sdo empregadas em VAarios setores
industriais como, por exemplo, na indastria de alimentos, farmacéutica,
cosmeéticos, couro téxtil, detergentes, engenharia genética e meio ambiente
(ESPOSITO & AZEVEDO, 2010). Também séo explorados como produtores
de vitaminas, polissacarideos, polialcéois, lipidios, glicolipidios e pigmentos.
Muitos destes produtos j& sdo comercializados, enquanto outros ainda estédo
em alguma fase de prospeccdo e desenvolvimento, mas ambos sao
potencialmente valiosos para a biotecnologia, e de um modo geral tém um
grande impacto econémico (ADRIO & DEMAIN, 2003).

As enzimas de origem microbiana sdo amplamente estudadas uma vez
gue, quando comparadas com enzimas de origem vegetal e animal,
apresentam vantagens como diversidade bioguimica dos microrganismos,
facilidade de manipulacdo e principalmente baixo custo de producédo. Além
disso, as possibilidades de aplicacdo sdo inUmeras, indo desde a sua adicao
em detergentes, producdo de alimentos e em processos de biorremediacao
(PEREIRA, 2012).

Adicionalmente, microrganismos isolados em condi¢des extremas, como
altas temperaturas, podem produzir enzimas capazes de se manter integras
mesmo em temperaturas mais elevadas, sem que sejam desnaturadas. A Taq
polimerase, enzima termoestavel é amplamente utilizada em reacdes de
amplificacdo do DNA em laboratérios, produzida pela bactéria extremofila
Thermus aquaticus € um exemplo de sucesso em pesquisas nesta area
(MADIGAN, 2016).
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Os géneros Aspergillus e Penicillium s&o considerados o0s mais
importantes economicamente. Pertencem a familia Aspergillaceae, sendo
importantes produtores de varios metabdlitos e enzimas de importancia
biotecnoldgica como celulases, amilases e proteases (HOUBRAKEN et al.,
2014). Esses séao classificados como GRAS (Geralmente Reconhecidos Como
Seguros) devido a sua baixa toxidade. Além disso, sdo produtores de uma
gama de substancias bioativas e podem ser utilizados para producédo de
enzimas hidroliticas como as proteases (FERNANDES, 2009; VARGA et al.,
2007).

Em estudo realizado por Griebeler et al. (2015) foram isolados fungos
filamentosos de varios substratos, incluindo solo, para verificar a producao das
enzimas amilase, protease, celulase e pectinase, obtendo em relagéo as trés
primeiras enzimas indice enzimatico (IE) de 7,08 mm, 10,62 mm e 13,86 mm,
respectivamente. Com o mesmo objetivo de testar potencial enzimatico Belo
(2013), também observou a predominancia de Aspergillus em degradar

protease.

Segundo Guimardes et al. (2006), a primeira aplicacdo em escala
industrial de enzimas microbianas foi a utilizacdo de enzimas degradadoras de
amido. Sendo que as amilases estdo entre as mais importantes enzimas
industriais, apresentando grande importancia biotecnoldgica, principalmente no

processo de hidrélise do amido.

Ja as proteases sdo extremamente importantes no metabolismo de
guase todos os organismos vivos (RAO et al. 1998), apresentando grande
importancia na fisiologia e ampla aplicacdo econdémica (Rojas et al., 2009).
Devido a sua ampla aplicabilidade, desde exploracdo béasica a processos
industriais, se destacam em 60% do mercado, sendo, dessa forma, as mais
notaveis e utilizadas industrialmente (NASCIMENTO, 2014).
Consequentemente a busca por novas fontes € essencial para o fornecimento

do mercado.

Desta forma, quando comparados os resultados obtidos neste trabalho,

percebemos que 13 isolados apresentaram indices = 2,0 para protease e 18
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isolados para amilase e 11 apresentaram IE para ambas as enzimas, sendo
considerados, portanto, bons produtores.

6. CONCLUSOES

Nas condi¢des desenvolvidas neste trabalho concluimos que:

O Periodo de estiagem revelou maior quantificacdo de células fungicas;
O género Aspergillus predominou na primeira coleta em 2018;
Maior diversidade de géneros ocorreu no periodo chuvoso;

Y V VYV V

Aspergillus foi o género com maior indice enzimatico para protease nos
dois periodos de coleta;
» O género Aspergillus obteve maior indice enzimatico para amilase no

periodo de estiagem.
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