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ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE FUNGOS ISOLADOS DE
AMBIENTE MARINHO

Autor: Fernanda Brocca de Matos
Orientador: Dr. José Carlos Germani
RESUMO

Os oceanos constituem 71% da superficie da Terra e muitos microrganismos
que provém deste ambiente podem secretar enzimas de alto interesse
biotecnolégico. As enzimas produzidas por microrganismos marinhos podem
ser mais estaveis, devido a alta complexidade deste ambiente. Por este motivo,
objetivou-se isolar e identificar os fungos presentes no sedimento marinho e
verificar a atividade enzimatica da amilase, celulase, lipase e protease dos
mesmos em diferentes temperaturas (15°C, 20°C, 25°C e 30°C). As amostras
de sedimento foram coletadas com auxilio de seringas estéreis a 10 metros de
profundidade, e transportadas até o laboratério em caixas isotérmicas. Apos o
crescimento, fragmentos de micélio foram repicados no centro de placa de petri
para isolamento das amostras. Diferentes substratos foram utilizados para
avaliar a atividade da amilase, celulase, lipase e protease dos isolados. A
capacidade de hidrolisar os substratos foi verificada em diferentes
temperaturas (15°C, 20°C, 25°C e 30°C). Foram isoladas 22 cepas fungicas, de
14 diferentes espécies, pertencentes a nove géneros, dentre eles
Helicosporium, Helicomyces, Paecilomyces, Phoma, Chaetomium, Geotrichum,
duas espécies de Cladosporium sp., Aspergillus sp., Penicillium sp., Penicillium
chrysogenum e Penicillium aurantiogriseum. O maior indice de positividade
enzimatica ocorreu na temperatura de 25°C, na qual 71% dos isolados
hidrolisaram o substrato lipidico, seguido de protease com 50%, celulase 43%
e amilase 36%. Todos os isolados produziram no minimo um tipo de enzima,
nas temperaturas testadas, ficando evidente a que o ambiente marinho é para
descoberta de novas enzimas.

! Dissertacdo de Mestrado. Programa de Pds-Graduacdo em Microbiologia Agricola e do
Ambiente. Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (65 p.) Maio,
2012.



ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF FILAMENTOUS FUNGI FROM
THE MARINE ENVIRONMENT

Author: Fernanda Brocca de Matos
Advisor: Dr. José Carlos Germani

ABSTRACT

Oceans constitute 71% of the Earth's surface, and many microorganisms from
this environment may secrete enzymes of high biotechnological interest.
Enzymes produced by marine microorganisms might be more stable due to the
great complexity of this environment. Therefore, we aimed at isolating and
identifying the fungi present in marine sediment and at verifying the
corresponding enzymatic activities of amylase, cellulase, lipase, and protease.
Sediment samples were collected with sterile syringes at a depth of 10 meters
and transported to the laboratory in cool boxes. After their growth, mycelial
fragments were sub-cultured and inoculated in the center of Petri dishes for
isolating the samples. Different substrates were used to evaluate the activity of
amylase, cellulase, lipase and protease. The ability to hydrolyse the substrates
was observed at different temperatures (15°C, 20°C, 25°C e 30°C).Twenty-two
fungal strains were isolated from 14 different species belonging to nine genera,
including Helicosporium, Helicomyces, Paecilomyces, Phoma, Chaetomium,
Geotrichum, two different types of Cladosporium sp., Aspergillus sp., Penicillium
sp., Penicillium chrysogenum, and Penicillium aurantiogriseum. The highest
enzymatic production rate was found for lipase, produced by 71% of the
isolated fungi, followed by protease (50%), cellulase (43%), and amylase (36%).
All isolates produced at least one type of enzyme, evidencing that the sea is a
environment for discovering new enzymes.

? Master of Science dissertation. Post-Graduation Program in Agricultural and Environmental

Microbiology.Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (65 p.)
May, 2012.
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1. INTRODUCAO

Ha muito tempo o homem vem utilizando enzimas produzidas por
microrganismos para catalisar diversas reacdes (Spier, 2005). Embora nédo se
conhecesse 0 modo como ocorriam as reacdes, a acdo das enzimas
produzidas por microrganismos era utilizada na producédo de vinhos e paes
desde os tempos biblico.

As enzimas sao catalisadores bioldgicos proteicos que agem em
substratos especificos, efetuando diversos processos metabdlicos na célula
viva. Todos os organismos vivos produzem algum tipo de enzima, regulando
seus processos quimicos (Lehninger et al., 2002).

Atualmente as enzimas estdo sendo utilizadas em larga escala na
industria. As amilases, lipases, proteases, pectinases e celulases estdo dentre
as mais importantes enzimas de interesse industrial. Na industria de alimentos
as amilases estdo sendo amplamente utilizadas na panificacéo, cervejarias, na
producado de antibidticos (Gomes, 2007). As lipases sao utilizadas na producao
de detergentes, sintese de biosurfactantes, industria de laticinios e em
processos de biorremediacao (Fernandes, 2007). As celulases sdo usadas na
industria de alimentos, de papel, de tecidos, na producao de alguns farmacos e

cosmeéticos (Calado et al., 2007).



As pectinases sao utilizadas na clarificacdo de sucos eliminando a
turbidez e diminuindo a viscosidade. As proteases sao utilizadas na industria de
alimentos, no tratamento de couros e peles, na producdo de detergentes e no
processamento de carnes, conservas e peixes (Guimaraes et al., 2006).

Os microrganismos sao responsaveis por produzir diversas enzimas
com interesse industrial, e dentre eles os fungos filamentosos sdo de grande
importancia. Esses organismos sao definidos como seres eucarioticos,
aclorofilados, que possuem parede celular, ndo realizam fotossintese, séo
aerobios em sua maioria, mas alguns sdo anaeroébios facultativos. Eles obtém
seus nutrientes através de absorcdo, secretando enzimas sobre a fonte

nutricional para absorver pequenas moléculas (Tortora, 2006).

S&do encontrados em todos os ambientes e possuindo um incrivel
arsenal enzimatico, crescem sobre os mais diversos substratos. Suas enzimas
podem ser utilizadas na industrializacdo de inidmeros compostos. Alguns
géneros sdo capazes de produzir antibiéticos, substancias que inibem os

processos vitais de varios microrganismos (Raven, 2001).

Praticamente todos os grupos de fungos sdo encontrados neste
ambiente, mesmo em condi¢des ambientais extremas de alta salinidade e pH
diverso da neutralidade (Ricklefs, 2003). Estima-se que existam 1.500 espécies
de fungos no ambiente marinho, um ndmero baixo quando comparado a
estimativa terrestre, que é de 250.000. E importante registrar que menos de
500 fungos filamentosos marinhos foram descritos, sendo que 79 estédo

associados as algas, como parasitas ou simbiontes e 18 associados aos



hospedeiros animais. Por este motivo, estima-se que ha inUmeros compostos
bioativos a serem descobertos (Tarman et al., 2011).

Neste trabalho objetivou-se isolar e identificar os fungos presentes
no sedimento marinho e verificar as respectivas atividades enzimaticas da
amilase, celulase, lipase e protease, com a finalidade de caracterizar esse

microrganismaos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O Ambiente Marinho e os Microrganismos

Os oceanos constituem 71% da superficie da Terra e muitos
microrganismos que provém deste ambiente podem secretar enzimas de alto
interesse biotecnoldgico. As enzimas produzidas por microrganismos marinhos
podem ser mais estaveis, devido a alta complexidade deste ambiente, como a
alta salinidade, que pode chegar a 33 e 35 ppt, elevada pressdo osmdtica,
baixas temperaturas e grandes diferencas de pH. Estas varia¢cdes quimicas e
fisicas afetam grandemente os grupos de organismos que ali vivem, conferindo
as células destes organismos propriedades Unicas (Raghukumar, 2008; Pereira
et al., 2009; Zhang & Kim, 2010).

Nos ultimos anos, os pesquisadores isolaram uma variedade de
actinomicetos, bactérias, fungos e outros microorganismos provenientes do
ambiente marinho, mostrando que o0 mesmo pode ser fonte economicamente
exploravel para a descoberta de novas enzimas de interesse industrial
(Raghukumar, 2008).

As enzimas podem ser obtidas de inUmeros organismos vegetais e
animais, entretanto, os microrganismos estao tornando-se a fonte mais comum

destes catalisadores bioldgicos. Isto se deve a sua ampla diversidade



bioquimica, facil manipulacéo genética e a viabilidade de cultivo (Zhang & Kim,
2010).

Mbata (2008) isolou e identificou fungos filamentosos de aguas
marinhas profundas e hiper salinas, entres eles, Gymnascella, Eurotium sp.,
Chaetomiun globosum, Aspergillus versicolor, Hortaea werneckii e
Aureobasidum pullulans. Fungos endofiticos marinhos também foram isolados,
como Penicilllum critinum e Apiospora montagnei associados a algas
vermelhas e Fusarium sp., associado a algas verdes (Raghukumar, 2008).

No ambiente marinho, os fungos também podem estar associados a
animais, na condicao saprofitica ou simbidntica. Algumas espécies de fungos
saprofiticos foram isoladas de pepino do mar (Pivkin, 2000). Fungos do género
Phoma foram isolados das cascas de caranguejos do género Chionoecetes
opilio. Aspergillus fumigatus e Penicillium fellutanum foram isolados do trato
gastrointestinal de peixes marinhos capturados na costa do Japdo. Destes
fungos, foram isolados trés derivados de quinazolina e peptideos lipofilicos.
Ostracoblabe implexa um fungo endofitico, foi isolado da concha da ostra
Crassostrea cucullata na costa de Goa na india. As pesquisas realizadas
demonstraram que este fungo produz moléculas bioativas contra artrépodes e
novos estudos estdo comprovando sua eficacia contra acaros (Raghukumar,
2008).

Wang et al. (2011) isolou do coral Echinogorgia rebekka no sul da
China, 18 isolados diferentes de fungos filamentosos. Entre eles, Penicillium
chrysogenum, Nigrospora sp., Alternaria alternata, Aspergillus versicolor,

Aspergillus sp., Nectria haematococca, Cladosporium sp., Hypocrea lixii,



Cladosporium sphaerospermun, A. flavipes, C. uredinicola, P. polonicum, A.
westerdijkiae, C. cladosporioides, C. curcimerinum, P. crustosum e P. glabrum.
Esses isolados foram submetidos a testes de producédo de antimicrobianos,
sendo constatado que Penicillium e Cladosporium inibiram o crescimento de
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e Micrococcus tetragenus,
demonstrando que o ambiente marinho pode ser importante fonte de novos
compostos bioativos.

Fungos do género Aspergillus também foram isolados do coral
Dichotella gemmacea, e produziram cinco diferentes sesquiterpenos, trés dos
guais apresentaram alguma atividade antibacteriana (Wei et al., 2010).

Algas vermelhas das espécies Kappaphycus alvarezii, Kappaphycus
cottonii, Eucheuma edule e Gracilaria também foram estudadas e delas foram
isoladas fungos do género Aspergillus e espécies tais como, Lasiodiplodia
theobromae, Xylaria psidii, Epicoccum nigrum e Coniothyrium sp. (Tarman,
2011).

Yu et al. (2010) isolou Penicillium aurantiogriseum do lodo marinho
no Mar de Bohai, na costa nordeste da China. Este revelou-se produtor de dois
compostos, o0 verrucosidinol e o acetato de verrucosidinol, que apresentam
estruturas similares a micotoxina verrucosidina, compostos estes com
bioatividade ainda ndo explorada.

Guitiérrez et al. (2010) isolou da coluna da agua e do sedimento
marinho inimeros fungos filamentosos, demonstrando pela primeira vez a

distribuicdo vertical de biomassa fangica no ecossistema marinho,



evidenciando que a camada superficial do sedimento marinho possui uma alta
diversidade biologica.

2.2 ENZIMAS

Payen & Persoz em 1833, fizeram a primeira descoberta de enzima,
quando isolaram no precipitado alcodlico, uma substancia termolabil que
desdobrava o amido, mais tarde denominada amilase. A primeira teoria foi
publicada por Berzelius em 1835, e Pasteur em 1860, postulou que as enzimas
estdo associadas a estrutura e a vida da célula. Em 1897, Buchner obteve
sucesso na extracdo de enzimas a partir de células de levedura, que
catalisavam a fermentacao alcodlica. Este fato demonstrou que as enzimas
catalisavam a maioria das vias metabdlicas energéticas, permanecendo ativas
mesmo quando removidas de células vivas. A uréase foi a primeira enzima
isolada, na forma cristalina, mas isto foi compreendido melhor quando Summer
em 1926 a isolou e evidenciou que todas as enzimas sao proteinas.
Atualmente, muitas e diferentes enzimas sdo conhecidas, algumas isoladas na
forma pura homogeneizada e outras na forma cristalizada (Bon et al., 2008).

As enzimas sao catalisadores biologicos extraordinariamente
efetivos, apresentando um grau de especificidade muito alto com os substratos
(Lehninger et al. 2002).

Certamente, as enzimas e o0s antibidticos constituem o mais
importante grupo de produtos biolégicos. Vérias etapas industriais utilizam as
enzimas em seu processamento. Aproximadamente 4000 enzimas s&o

conhecidas e destas 200 sdo comercializadas, sendo 0s microrganismos



responsaveis por produzirem cerca de 50% das enzimas com aplicacdes
industriais (Fernandes, 2007).

O uso de enzimas nas mais diversas industrias vem crescendo
(TABELA 1), sendo que 60% da producéo € oriunda da comunidade Européia.
Apenas a industria de alimentos dos Estados Unidos no ano de 2003 consumiu

mais do que US$142 milhBes em produtos enziméticos (Sharma et al., 2005).

Tabela 1 — Principais aplicagbes das enzimas comercializadas.

Enzimas Aplicacbes
Alfa-amilase, amilo-glicosidase e beta- Sacarificacdo do amido, em panificacdo ou
amilase producédo de xarope
Catalase Eliminacao da dgua oxigenada

Celulases, beta-glicanases, alfa-amilases, |Liquefacao, clarificacdo e suplementacdo das
peptidases, amilases maltogénicas enzimas do malte para producéo da cerveja

Lipases Desdobramento de 6leos e gorduras na producéo
de laticinios, producéo de detergentes

Glicose isomerase Producéo de isoglicose

Hemicelulase ou xilanases Hidrolise da hemicelulose no uso de residuos
celulésicos

Invertase Inversdo da sacarose

Lactase Hidrélise da lactose

Renina ou coalho microbiano Producéo de queijos

Naringinase Remocao do sabor amargo dos citricos

Pectinase Fermentacéo do cacau, clarificacdo e extracédo de

sucos e vinhos, maceracgéo de polpas e extracdo de
Oleos vegetais

Celulases Producao de aglcares, extragdo de 6leos vegetais,
industria téxtil.

Peptidases, tripsina, aminopeptidase Maturacdo de queijos cura de carnes, hidrélise de
varios produtos a base de proteina

Fonte: Adaptado de Bon et al. Enzimas: aplicacbes em biotecnologia, producéo, aplicacbes e
mercado. Rio de Janeiro. Interciéncia: UFRJ:CAPES, 2008. 506p.



Existe, portanto, uma grande demanda industrial e inUmeras
possibilidades a serem exploradas, que podem propiciar 0 aparecimento de
novos produtos a partir de matérias primas tradicionais.

Além do uso intenso na industria de alimentos, as enzimas Ssao
largamente utilizadas na industria téxtil. Entre suas vantagens, esta a
realizacdo de processos mais econdmicos e menor geracao de poluentes (Bom
et al., 2008). A FIGURA 1 mostra os principais processos do beneficiamento

quimico das fibras téxteis e as enzimas que sao utilizadas em cada etapa.

Catalase

Fenol oxidase Celulases
Peroxidase Protease
Azoredutase Lacase
Lipase e Amilase Pectinase Oxidase l
Desengomagem | | Purga || Alejamento ||  Tingimento ,|  Acabamento

Figura 1 — Beneficiamento quimico da industria téxtil e as enzimas
aplicadas. Fonte: Adaptado de Bajpai, 1998, Freitas 2002 & Bon, 2008.

Outro ramo da industria que movimenta enormemente a economia
mundial e que depende diretamente do uso de enzimas € a de polpa e papel.
Ha bastante tempo a biotecnologia tem sido empregada na sua producéo,
principalmente na preparagdo da matéria-prima, polpacdo, branqueamento,
entre outros (Bajpai, 1999). Na etapa de branqueamento sao utilizadas
xilanases, o que demonstra o quao eficientes sao as enzimas e que podem ser
introduzidas nas instalagfes existentes. Outras enzimas aplicadas na industria
de polpa e papel sdo as amilases, peptidases, lipases, pectinases, peroxidases

e lacases (Bajpai et al., 1994).
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Na producdo de etanol também ocorre 0 uso de enzimas, assim
como na industria de detergentes, na industria farmacéutica, industria de
cosmeticos, nas agroindustrias, industria de ra¢des, no tratamento de efluentes
e na producao de biodiesel (Bon et al., 2008).

Diante de inimeras aplicacoes, verificar a atividade enzimatica de
fungos isolados do sedimento marinho torna-se uma alternativa para o
descobrimento de enzimas com caracteristicas Unicas, pois a complexidade
deste ambiente, como temperatura, salinidade, pH e pressdo osmatica podem
conferir as enzimas maior estabilidade, podendo ser utilizadas nos mais
diversos ramos da industria.

2.2.1 AMILASE

As amilases sdo enzimas conversoras de amido pertencentes a
classe das hidrolases, e que formam dois grupos: as endoamilases e as
exoamilases. As exoamilases hidrolisam exclusivamente ligacdes glicosidicas
a-1,4, como a P-amilase ou ambas as ligacbes a-1,4 e a-1,6, como
amiloglicosidase e glicosidase. As endoamilases catalisam hidrélises de forma
aleatéria no interior da molécula do amido, originando cadeias de varios
comprimentos. Estas enzimas s&o produzidas por uma diversa gama de
organismos; entre esses, bactérias, fungos e plantas sdo importantes
produtores deste catalisador biolégico (Spier, 2005).

Por décadas as amilases eram aplicadas restritamente nos
processos de panificagcdo, mas nos ultimos anos, essas enzimas tém sido

extensivamente estudadas e em consequéncia encontram diferentes
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aplicacf6es na industria de alimentos, farmacéutica, téxteis e de papel (Bon et
al., 2008).

Na industrial téxtil, as amilases séo utilizadas na desengomagem de
tecidos, que sdo previamente engomados. Esta enzima € muito importante
neste processo, pois é capaz de degradar rapidamente o amido a acgUcares
soluveis. Este catalizador € também utilizado na produc&o de etanol, permitindo

0 uso de matérias-primas amilaceas em sua fabricacdo (FIGURA 2) (Bon et al.,

2008).
Material a-amilase e Glicoamilase Levedura
calor
amilaceo ‘ ‘ ‘ (fermentacao)

Figura 2 — Processo resumido de fabricacdo do etanol. Fonte: Bon et al., 2008.

A amilase € amplamente utilizada na industria de cosméticos, com
diversas finalidades. O uso de enzimas como a amilase na indlstria cosmética
€ chamada de enzimocosmética, onde sdo utilizadas para seborréia capilar,
prevencao da placa bacteriana e colutorios bucais (Fregolente, 2010).

2.2.2 CELULASE

As celulases ocupam o terceiro lugar no ranking mundial das
enzimas produzidas industrialmente. Esta posicdo se deve as suas amplas
aplicac6es biotecnoldgicas, como no processamento de algodao, na reciclagem
de papel, na extracdo de sucos, em detergentes enziméticos e como aditivos

para alimentacao animal.
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Estas enzimas podem ser produzidas por uma ampla diversidade de
microrganismos, 0s quais incluem bactérias, plantas, actinomicetos, animais e
fungos filamentosos (Lynd et al., 2002; Palomer et al., 2004).

As celulases produzidas por microrganismos aerobios séo facilmente
secretadas na forma de molécula livre, e os fungos filamentosos sédo os mais
utilizados na producao de celulases, principalmente os géneros Aspergillus,
Trichoderma, Humicola, Penicillium, Fusarium, Phanerochaete (Singhania et
al., 2010).

Na industria alimenticia, as celulases sd&o usadas em varios
processos, principalmente na extracdo de componentes do cha verde, proteina
de soja, Oleos essenciais, aromatizantes e do amido da batata doce. Essas
enzimas participam, ainda, dos processos de producao do vinagre de laranja,
do &gar e na extragdo e clarificacdo de sucos de frutas citricas (Castro et al.,
2010).

As celulases podem ser empregadas também nas formulacdes de
detergentes domésticos e industriais, pigmentos, esséncias, alcaloides e
amido, produtos estimuladores de ensilagem, producdo de sucos, extracdo de
Oleos, preparacao de alimentos infantis, no tratamento de lixo organico, racdes
animais, produtos dermatolégicos, produtos estimulantes de digestdo e
adjuvante para o malte da cerveja, e no amaciamento de tecidos e no

descoramento dos mesmos (Kubicek et al.,1993).
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2.2.3 LIPASE

As lipases séo biocatalizadores que agem na hidrolise de ligacdes
éster-carboxilicos, liberando acidos e alcoois organicos. Estas enzimas tém
uma posicao de destaque, pois agem em meios organicos com baixo teor de
agua (Baron, 2005).

As lipases podem ser produzidas por vegetais como a canola e a
mamona, no pancreas dos animais e por diversos microrganismos, como
bactérias, leveduras e fungos filamentosos. Estes Ultimos sdo os produtores
com maior potencial, devido ao seu rapido tempo de geracéo e alto rendimento
de produto (Durli, 2007).

Economicamente, as lipases podem ser empregadas em diferentes
ramos industriais. Na industria farmacéutica na sintese de atenolol,
medicamento utilizado no controle da hipertensdo; em drogas anti-inflamatorias
como naproxeno, ibuprofeno, cetoprofen, suprofen; na industria de alimentos
para a sintese de aromas e maturacdo do queijo e no melhoramento da
qualidade de aroma, na remocédo de excesso de gorduras na fabricacdo de
maionese, cremes e molhos (Fregolente, 2010).

Outras aplicacdes industriais das lipases incluem a producédo de
biodiesel, producéo de cosméticos para o tratamento da seborréia, a fabricacéo
de produtos que auxiliam no tratamento da celulite e da acne e sais de banho.
Ainda, para melhorar o aroma, a digestibilidade e a textura de alimentos e
bebidas; na fabricacdo de emulsificantes e detergentes; na industria papeleira,
utilizada para remover produtos hidrofébicos da madeira e no tratamento de

efluentes (Bon et al., 2008; Barron, 2005; Durli,2007).
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2.2.4 PROTEASE

As enzimas proteoliticas, tradicionalmente conhecidas como
proteases ou peptidases, sao capazes de hidrolisar pequenos peptideos. Estas
enzimas sao amplamente utilizadas na industria de detergentes, pois elas tém
melhor desempenho na remoc¢do de manchas e ndo afetam a cor dos tecidos
(Castro et al.,, 2004). As peptidases estdo deixando de ser um aditivo nas
formulacbes de detergentes, passando a ser um ingrediente chave e por este
motivo seu uso tem grande importancia neste ramo da industria (Bon et al.,
2008).

Na industria de alimentos as enzimas proteoliticas sao utilizadas
para melhorar o sabor, aroma, textura, funcionalidade e a qualidade nutricional.
Proteases sdo especialmente utilizadas na fabricacdo de aromatizantes para
sopas e molhos. Além destes ramos da industria, as proteases sao utilizadas
na obtencdo de aspartame, encefalina, dinorfina e angiotensina (Kumar &
Bhalla, 2005).

Na industria farmacéutica, as proteases sdo também utilizadas na
fabricacdo das aspartico-peptidases, inibidores que possuem funcdes
importantes em diferentes patologias, como no tratamento quimioterapico da
AIDS; na producéo da catepsina D para o tratamento do cancer de mama, para
a producéo de B-secretase utilizada na doenca de Alzheimer e nas diferentes
infeccbes por Candida e da plasmepsina no tratamento da maléaria. Outros
potentes inibidores, as serina — peptidases sdo usadas no tratamento de

patologias como asma, inflamacao, trombose, infarto coronariano e coagulo
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vascular. As cisteina-peptidases, produzidas por protozoarios sédo alvos para a
producdo de novos farmacos (Bon et al., 2008).

O conhecimento de como agem as proteases vem sendo muito
estudado, pois despertam o0 interesse de muitos grupos de pesquisa.
Entretanto, ha muito a se descobrir, tanto do ponto de vista biotecnoldgico,
quanto da caracterizacdo quimica desta enzima.

2.3 FUNGOS E ENZIMAS

Os fungos tém a capacidade de utilizar os mais diversos recursos
nutricionais, pois produzem inimeras enzimas, as quais podem ser utilizadas
na industrializacao de diferentes compostos (Putzke & Putzke, 2002).

Os fungos filamentosos estdo sendo utilizados ha muitas décadas na
producdo de alimentos, bebidas e até mesmo de farmacos. Entretanto, a
exploracdo dessas capacidades sO se tornou viavel com o estudo da sua
fisiologia, genética e bioquimica (Bon et al., 2008).

Assim, inUmeras espécies de fungos sao excelentes produtores de
enzimas de interesse industrial. Algumas espécies de Trichoderma sp. séo
produtoras de celulases que podem ser usadas em varios processos, cComo na
extracdo de proteina de soja, componentes do cha verde, 6leos essenciais,
aromatizantes e do amido da batata doce. Essas enzimas participam, ainda,
dos processos de producdo do vinagre de laranja e do Agar, na extracdo e
clarificacdo de sucos de frutas citricas (Gomes, 2007).

Os géneros Aspergillus e Cryptococcus sdo 6timos produtores de
amilases, podendo ser usadas na industria de bebidas, racdo animal e

fermentos.
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As espécies de Mucor spp. ja foram citadas como importantes
produtores de enzimas como amilases, lipases, pectinases e proteases. Deste
modo, M. racemosus, M. bacilliformis, Mucor hiemalis, M. miehei, este Ultimo
apresentando diversos estudos sobre a atividade lipolitica.Segundo Fernandes
(2007) o fungo Macrophomina phaseolina causador da podriddo cinzenta do
caule de vegetais e um dos principais patégenos de sementes, apresentou que
habilidades na producdo de amilases, tendo como fontes o amido e a farinha
de arroz.

Ruegguer & Tauk-Tornisielo, (2004) isolou fungos de solo e da agua,
testou a atividade das celulases e constatou que 45% dos isolados produziram
estes compostos cataliticos. As espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium
também séo citadas como 6timas produtoras dessas enzimas, assim como as
linhagens de Trichoderma, que sdo amplamente utilizadas na industria.

Fernandes (2007) avaliou o potencial enziméatico de fungos
filamentosos isolados de diversos substratos. Registrou que P. roqueforti, P.
verrucosum, Cladosporium cladosporioides, P. brevicopactum, estes
apresentaram otimos indices enzimaticos a producédo de amilases. Em relacéo
a celulase, constatou que todas as linhagens isoladas apresentaram variacao
quanto ao potencial de producéo da enzima.

Penicillium chrysogenum, isolado de algas vermelhas do género
Laurencia, vem chamando a ateng¢do pela producdo de metabdlicos ativos

contra o fungo patogénico Alternaria brassicae (Gao et al, 2011).
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Chi et al. (2007) isolaram Aureobasidium pullulas das adguas salinas
do Mar Amarelo na China, sendo importante produtor de proteases alcalinas e
amilases..

Aspergillus niger isolados do ambiente marinho, mostraram alta
atividade de xinalase alcalina. Espécies de Penicillium isolados do mar amarelo
da China também apresentaram alta capacidade de secretar esta enzima
(Zhang & Kim 2010).

Mucor sp. isolado por Mohapatra (1998) associado a esponjas do
género Spirastrella sp. apresentou um novo tipo de amilase.

Tendo em vista a crescente demanda por complexos enzimaticos
com potencial biotecnologico, os fungos filamentosos tém atraido atencdo de
diversas industrias em varios ramos econdmicos, pois 0 custo da producdo de

enzimas por esses microrganismos é relativamente baixo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta das amostras

As amostras de sedimento marinho foram coletadas a 10 metros de
profundidade, proximo a Ilha do Arvoredo, em Santa Catarina (23°58’S,
46°09’0) com auxilio de seringas estéreis (FIGURA 3) e transportadas até o
laboratério em caixas isotérmicas com gelo. O desenvolvimento das amostras
deu-se com a inoculacdo em Agar Sabouraud, acrescido de 20% de agua do
mar, buscando suprir 0s micronutrientes encontrados neste ambiente (Gomes,
2009), e incubados a 28°C por até 15 dias (Lacaz, 2002). Apés o crescimento,
fragmentos de micélio foram repicados para o meio de cultivo no centro de

placa de Petri para isolamento das amostras.

Figura 3 — Coleta de sedimento marinho com auxilio de uma seringa
estéril. Fonte: O autor
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3.2 Periodo da amostragem
As amostras de sedimento foram coletadas em quatro sazonalidades

delimitadas pelas estacbes do ano (outono, inverno, primavera, verao),
referentes as diferencas existentes nas correntes marinhas que alteram a
constituicdo dos nutrientes, temperatura e salinidade do oceano (Gomes,
2009).

3.3 ldentificacdo das amostras

A analise das caracteristicas morfologicas microscopicas foi
realizada pela técnica do microcultivo. Nesta técnica, as placas de Petri
esterilizadas continham em seu interior duas hastes de vidro, uma lamina, uma
laminula e algodao estéril umedecido. Apds, o Agar de cultivo acrescido de
agua do mar foi colocado sobre a lamina e nele realizada a inoculacdo da
amostra. O fungo foi inoculado nas quatro extremidades do agar e coberto por
uma laminula estéril. O periodo de incubacéo variou de 7 a 15 dias, a 28°C
(Lacaz, 2002). Apés a laminula foi retirada com pinca estéril e colocada sobre
uma lamina com 2 gotas de azul de lactofenol. Esse procedimento permitiu

visualizar os esporos e hifas de fungos hialinos.

As caracteristicas morfolégicas macroscopicas foram analisadas
através da observacgdo de itens como a textura, a pigmentagcdo da superficie e
do verso, a superficie, a cor da coldnia, o aspecto, pigmento difundido no meio

e sua cor, o tempo de crescimento e o diametro da col6nia (Lacaz, 2002).
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3.4 Andlise da producgdo enzimatica

3.4.1 Hidrdlise do amido

A producao das amilases foi determinada em placa de Petri com
Agar amido acrescido de 20% agua do mar, ao qual, apos a incubagio por sete
dias em diferentes temperaturas (15°C, 20°C, 25°C e 30°C), foi adicionado 10
ml de Lugol. A &rea amarelada ao redor da colénia em contraste com o meio
azulado indica a atividade amilolitica (MacFaddin 2000).

3.4.2 Avaliagdo da capacidade celulolitica

Os isolados fungicos foram inoculados em placas de Petri com
meio minimo de sais (sulfato de aménia 1,0g; fosfato de potassio 2,0g; sulfato
de magnésio 0,1g; cloreto de potassio 3,8g; citrato de sédio 10Mm; extrato de
malte 0,69g; carboximetilcelulose 10,0g; &gar 15g e agua destilada 800ml, agua
do mar 200 ml) segundo Tuncer et al., 2004, e incubados em 4 temperaturas,
15°C,20°C, 25°C e 30°C, durante 4 dias. Para a visualizacao da producao de
celulase através da formacdo de halos de hidrolise, as placas foram
submetidas por 16h & 50°C, coradas com vermelho congo 0,1% por 30 minutos
e descoradas com uma solucao de NacCl (Neirottl & Azevedo, 1988).

3.4.3 Avaliacédo da atividade lipolitica

A producéo de lipase pelos isolados foi verificada em placas de
Petri com agar nutriente acrescido de 20% agua do mar (peptona 15g, extrato
de levedura 2g, extrato de carne 3g, NaCl 5g, agar 13g) contendo Rodamina b
Iml e 6leo de oliva, 7,5 ml. A incubacdo das amostras ocorreu em 4

temperaturas distintas, 15°C, 20°C, 25°C e 30 °C por sete dias. A indicacéo de
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producado de lipase deu-se com a presenca de um halo claro formado entorno
da col6nia visivel sobre a luz ultravioleta (Fernandes, 2007).

3.4.4 Avaliacéo da protease

As proteases foram detectadas a partir de um meio contendo
gelatina como substrato (agar, gelatina 4%, pH 6,0). ApOos sete dias de
incubacdo nas 4 temperaturas testadas (15°C,20°C, 25°C e 30 °C), as
amostras foram refrigeradas a 8°C, por 30 minutos. O resultado foi considerado
positivo quando as amostras semisélidas tornaram-se liquidas (MacFaddin,

2000).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento e identificacdo morfoldgica

Das amostras coletadas do sedimento marinho, foram obtidos 22
isolados fungicos, de 14 diferentes espécies pertencentes a nove géneros
TABELA 2, as quais foram identificadas através das analises da
micromorfologia pela técnica do microcultivo e macromorfologia pela
observacdo do aspecto das colbnias. Sete isolados flungicos ndo se
desenvolveram no segundo repique e, portanto ndo puderam ser testados nem
identificados.

Tabela 2. Identificacéo dos isolados

Identificacdo das amostras

Aspergillus sp.1 Paecilomyces sp.
Aspergillus sp.2 Penicillium aurantiogriseum
Chaetomium sp. Penicillium chrysogenum
Cladosporium sp.1 Penicillium sp.1
Cladosporium sp.2 Penicillium sp.2
Geotrichum sp. Phoma sp.

Helicomyces sp
Helicosporium sp.
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A identificacdo iniciou com o isolamento das amostras para verificar
a pureza das colonias FIGURA 4. As coldnias puras obtidas foram submetidas
a técnica de microcultivo em lamina FIGURA 5, onde as estruturas
permaneceram integras, facilitando a observacdo das caracteristicas
microscoépicas, tais como o tipo de hifa (hialina ou deméacea, septada ou

cenocitica) e a disposicdo dos esporos.

Figura 4 . Obtenc&o das amostras puras. Fonte: O autor

As espécies Helicosporium e Helicomyces sdo fungos pertencentes
aos helicosporos, grupo morfologicamente interessante porque as principais
caracteristicas que definem as espécies sdo as estruturas reprodutivas em
forma helicoidal (Zhao et al., 2007). Estes fungos podem ser encontrados nos
mais diversos substratos, como madeiras em decomposi¢cdo, no solo e na
agua. Eles j& foram isolados de lagos de &gua doce e sdo comumente

chamados de espécies aero - aquaticas, pois exploram folhas em
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decomposicdo a beira de riachos e lagos, sendo encontrados em folhas

submersas.

Figura 5 — Técnica do microcultivo. Fonte: O autor

No ambiente marinho, espécies de Helicosporium sp.foram isoladas
de algas marrons (Suryanarayanan, 2012). Suas estruturas de esporulacao so
sdo visiveis quando o0 organismo entra em contato com atmosfera ou quando o
substrato flutua na &gua (Zhao et al., 2007). Vérios isolados aquaticos foram
capazes de produzir celulases e xilanases (Yuen et al., 1998; Bucher et al.,
2004), o que faz este genéro ter interesse biotecnolégico. A principal
caracteristica que define esta espécie sdo as estruturas reprodutivas em forma
helicoidal. Este é o primeiro registro de Helicosporium sp. e Helicomyces sp.
derivados do ambiente marinho no Brasil.

Os fungos do género Cladosporium sp apresentam distribuicao
mundial e podem ser isolados de diversos substratos, como plantas em

decomposicédo, solo e ambientes aquaticos. A TABELA 3 apresenta a relacao
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das fontes onde ja foram isoladas espécies do género Cladosporium

provenientes do ambiente marinho.

Tabela 3- Fontes de isolamento de espécies do género Cladosporium
provenientes do ambiente marinho.

Fonte Referéncia
Agua do mar, na busca de antibiéticos e anti-incrustantes Xiong et al. (2009)
Algas Suryanarayanan (2012).

Ding et al. (2008).

Areas de cultivos de mariscos Sallenave-Namont et al.
(2001).
Derivados de corais e algas marrons Wang et al. (2011).

Shigemori et al. (2004).

Esponjas Gao et al., (2008).

Fontes hipersalinas Zalar et al. (2007).

Sedimentos das praias brasileiras “Casa Caiada” e “ Bairro | Gomes et al.(2008).
Novo”

O género Paecilomyces sp. também isolado do sedimento marinho
neste trabalho € muito semelhante ao género Penicillium sp., mas difere por
apresentar fidlides longas e finas FIGURA 6. Suas colonias sao de
crescimento rapido, com coloracdo amarelo-marrom, lilds ou castanho, mas

nunca verde ou azul-verde como em Penicillium.
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Figura 6 — Microscopia de Paecilomyces sp. Fonte: O autor

O género Paecilomyces é cosmopolita, podendo ser isolado de
diversos substratos, incluindo solos, florestas, ovos de nematoéides, desertos,
lamas e inclusive de derivados marinhos. Paecilomyces sp. ja foi relatado
associado a peixes e de esponjas do género Petrosia no sul da Coréia

(Elbandy et al., 2009; Mountfort & Rodes., 1991).

No Brasil, este fungo foi isolado das areias da Praia de Ipanema/RJ,
e de duas outras praias em Pernambuco (Sarquis et al., 1996; Gomes et al,
2006). Marante et al. (2012) isolaram uma nova estirpe de Paecilomyces variotii
do ambiente marinho e comprovaram que esta era capaz de produzir
compostos bioativos, sendo o primeiro trabalho a propor o uso destes

compostos na industria de alimentos.

Paecilomyces variotti também foi isolado de um invertebrado
marinho, uma medusa da espécie Nemopilema nomurai, sendo capaz de

produzir quatro diferentes tipos de policetideos. Estes compostos
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demonstraram capacidade de inibir o crescimento de bactérias patogénicas,
incluindo Staphylococcus aureus meticilina-resistente e Vibrio parahemolyticus
multirresistente, evidenciando que o ambiente marinho é fonte para a

descoberta de novas substancias bioativas (Liu et al., 2011).

Paecilomyces variotti também ja foi isolado da superficie e das
profundezas do Mar Morto e a espécie Paecilomyces lilacinus foi isolada do
coral Goniastrea australensis, a 20m de profundidade na Australia. (Molitoris et
al., 2000). Esses dados indicam que esta espécie € altamente tolerante a

diferentes concentracdes de sais.

As espécies do género Penicillium sp. apresentam coldnias na cor
verde ou raramente brancas, geralmente de crescimento rapido. Em Penicillium
sp., as fialides podem ser produzidas individualmente ou em grupos ou ainda, a
partir de métulas ramificadas, apresentando uma aparénciatipo escova

(FIGURA 7) (Lacaz et al., 2002).

Figura 7 - Microscopia de duas espécies do género Penicillium.

Fonte: O autor
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No ambiente marinho estes fungos ja foram descritos por diversos
autores, assim como relatado neste trabalho. A TABELA 4 apresenta as fontes

marinhas nas quais esse género foi isolado.

Tabela 4 - Fontes marinhas nas quais o género Penicillium foi isolado.

Fonte Referéncias
Aguas de cultivos de mariscos marinhos Sallenave-Namont et al., (2000)
Algas vermelhas Gao et al. (2011)
Corais no Sul da China Wang et al. (2011)
Mar de Bohai Yu et al. (2010)

Chai et al., (2012)

Mar do Japdo e amostras de dgua e de esponjas em uma | Gao et al, (2008)

enseada na ilha de Oahu, Havai.
Khudyakova, et al.(2000).

Mar Morto Molitoris et al., (2000)

Sedimento marinho a 5.115 metros de profundidade, Li et al.(2012).

Os fungos do género Aspergillus apresentam conidioforos simples,
hialinos ou pigmentados, que em seu apice, dilatam-se em uma vesicula com

formas variadas.

No ambiente marinho este fungo ja foi isolado por Mbata, (2008) do
sedimento do Mar Morto, representando 44,1% dos isolados por ele
identificados. Na Indonésia foi isolado a partir de algas vermelhas e no sul da
China associado ao coral Dichotella gemmacea, o qual produziu cinco

diferentes sesquiterpendides (Tarmam et al., 2011; Wei et al., 2010).

Wang et al.,, (2011) isolou espécies do género Aspergillus do

sedimento de uma salina marinha na Provincia da China. A partir destes



29

isolados, trés novos compostos com atividade antibacteriana foram
identificados e purificados. Um deles apresentou alta toxicidade ao virus
influenza HIN1 e baixa citotoxicidade, sendo um candidato promissor para
producdo de drogas antiviral. Aspergillus foi também isolado de aguas de
criacdo de mariscos e das cascas destes bivalves (Sallenave-Namont et al.,

2000).

A partir de Aspergillus sp. isolados da esponja Xestospongia
testudinaria coletada no Mar da China Meridional, quatro compostos
apresentaram atividade antibacteriana contra quatro de bactérias patogénicas e

duas patogénicas marinhas (Li et al., 2012).

Em um estudo realizado nas areias e nas aguas das praias de
Pernambuco, foram isoladas e identificadas 57 espécies correspondentes a 20
géneros fungicos. Aspergillus e Penicillium foram prevalentes no solo e na
agua, com um total de 11 e 19 espécies, respectivamente (Gomes et al., 2007).

No sul da india foram coletadas amostras de agua, moluscos, corais,
sedimento e algas, nos ecossistemas marinhos. Diferentes espécies de
Aspergillus foram identificadas, entre eles, Aspergillus clavatus, A. flavus, A.
funiculosis, A. fumigatus, A. luchensis, A. nidulans, A. niger, A. ochraceous, A.
oryzae, A. quercinus. A. sachari, A. sulphureus, A. terreus, A. terricola e
Aspergillus sp.( Babu et al., 2010).

O género Phoma também isolado neste trabalho apresenta colonias
marrons acinzentadas, aveludadas ou pulverulentas, conidios pequenos,
hialinos, ovoides ou alongados. Cosmopolita, apresenta algumas espécies

fitopatogénicas, mas raramente envolvido em doencas humanas.
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Yamaguchi et al. (2002), isolou este género das areias de uma praia
no Japao e comprovou que este produzia uma substancia bioativa. Este fungo
também foi isolado das areias das praias no Egito, algas e sedimento marinho.

(Migahed, 2003 e Raghukumar, 2008).

Na Provincia de Fukui, no Japao, Phoma sp. foi isolado de cascas
de caranguejos e demostrou ser produtor de uma nova substancia bioativa,

Phomactina A, uma antagonista da atividade plaquetéria (Sugano et al., 1991).

Yang et al, (2005) investigou a producdo de um novo
polissacarideo isolado a partir de Phoma sp. derivado do ambiente marinho.
Constatou que este era capaz de aumentar a atividade fagocitica em ratos, in
vivo e in vitro, indicando que este composto podera ser usado como um

imunomodulador potente para ativar macrofagos.

Espécies de Phoma derivados do ambiente marinho tem produzido
inlmeros compostos bioativos nunca antes identificados, como antifingicos,
diferentes tipos de phomactinas, antimicrobianos e enzimas (Nagai et al. ,
2003; Zhuravleca et al., 2004; Goldring & Pattenden, 2004; Koyama et al.,

2004; Nenkep et al, 2010).

Chaetomium sp. sdo fungos cosmopolitas, comuns em todos 0s
ambientes, suas colbnias apresentam crescimento rapido, de coloragéo
variando entre cinza e verde oliva, possuem peritécios superficiais, esféricos,

subglobosos ou alongados.
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No ambiente marinho, este fungo ja foi isolado do sedimento no Mar
Morto, associado ao peixe Mugil cephalus, no qual esta estirpe produziu um
novo composto bioativo (Yasuhide et al.,, 2008; Mbata, 2008; Abdel-Lateff,

2008).

Pontius et al. (2008), verificou que Chaetomium sp, derivado do
ambiente marinho, foi capaz de produzir substancias antiparasiticas. Burtseva
et al. (2003) isolou noventa linhagens fungicas do ambiente marinho, testou a
capacidade em produzir enzimas extracelulares, e Chaetomium indicum

apresentou a melhor atividade enzimatica.

Quatro diferentes espécies de Chaetomium indicum foram isoladas a
partir de madeiras a deriva no Mar Amarelo, que banha o leste da Republica
Popular da China. Ap6s a determinacdo de suas condi¢cdes Otimas de
crescimento, concluiu-se que 15°C e 20 °C séo as temperaturas ideais e que a
falta de luz também €& benéfica para o desenvolvimento deste fungo (Li et

al.,2008).

No Brasil, Chaetomium sp foi isolado das areias e das aguas das
praias “Casa caiada” e “Bairro Novo” em Pernambuco, confirmando a sua

presenca no ambiente costeiro brasileiro (Gomes et al., 2008).

Geotrichum por sua vez, apresenta colbnias de crescimento rapido,
lisas, com coloragdo que varia do branco ao creme, com aparéncia coriacea a
camurga. Suas hifas séo hialinas, septadas e dividem-se em artroconidios,

caracteristica essa, que o difere do género Trichosporon, que produz
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blastoconidios. Sdo fungos cosmopolitas e podem ser patogénicos para

humanos (Lacaz et al., 2002).

Um estudo realizado em tartarugas marinhas que apresentavam
necroses na cabeca e no pescoco, indicou que Geotrichum sp. era um dos
agentes causadores da doenca, mostrando que a viruléncia deste fungo

abrange também o ambiente marinho (Sisson et al., 1990).

Esse género foi isolado do sedimento & 88m de profundidade, na
Baia da Conceicao no Chile, e produziu trés compostos bioativos (San-Matin et
al., 2008). Substancias antimicrobianas produzidas por este fungo derivado do

mar em Tamilnadu, india, foram relatadas por Samuel et al.,(2011).

Huang et al., (2004) purificou e caracterizou uma lipase produzida
por Geotrichum sp. de origem marinha, sendo este o primeiro relato de
ocorréncia na costa marinha brasileira. Todos estes relatos demonstram
inequivocamente que o ambiente marinho € fonte muito promissora para a

pesquisa e aplicagdo de novos compostos bioativos.
4.2 Avaliacéo da atividade enzimatica dos fungos fi  lamentosos

Diferentes substratos foram utilizados para avaliar a atividade
enzimatica dos isolados fungicos. A capacidade de hidrolisar os substratos foi
verificada em quatro diferentes temperaturas (15°C, 20°C, 25°C e 30°C) e
concluiu-se que a temperatura de incubacdo interferiu na producdo das

enzimas.
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Sabe-se que existe uma estreita relacdo entre o ambiente ocupado
pelos microrganismos e a producdo de suas enzimas. Necessita-se, portanto,
levar em consideracdo que os isolados fungicos do ambiente marinho sao
mesofilos, cujas temperaturas de crescimento variam de 10 a 50 °C, e que sua
temperatura 6tima se situa entre 25 °C e 40°C (Gomes et al., 2007).

4.2.1 Atividade da amilase

A atividade da amilase foi caracterizada pela inoculacdo da amostra
em um meio contendo amido. A presenca de um halo entorno da colénia apos
a adicao de lugol, revelou a atividade positiva.

Das amostras testadas, a temperatura de 25°C foi a que mais
favoreceu a producdo da enzima, seguida de 30°C e 20°C, diminuindo
consideravelmente quando incubados a 15 °C.

Segundo Spier (2005) a faixa de temperatura 6tima para a producao
de amilases por fungos pode variar entre 25 e 37°C, o que esta de acordo com
0s resultados encontrados neste trabalho.

Os géneros produtores de amilases foram Chaetomium,
Helicosporium, Paecilomyces, Penicillium, Aspergillus e Cladosporium,
(TABELA 5). Estes fungos isolados de diversos ambientes produzem diversas
enzimas extracelulares que podem ter muitas aplicacdes biotecnologicas
(Souza et al., 2010). Aspergillus sp. foi 0 Unico que produziu amilases em todas
as temperaturas testadas. Este género apresenta melhor producao de amilases

a 30°C, mas a atividade enzimatica varia muito entre as espécies (Spier, 2005).
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Tabela 5. Producéo de amilases em diferentes temperaturas.

Identificacdo das amostras Atividade da Amilase
15°C 20°C 25°C 30°C
Cladosporium sp. - - - -
Helicosporium sp. - + + +
Paecilomyces sp. - - + -
Penicillium sp. - - - +

Geotrichum sp. - -
Helicomyces sp - - - -
Chaetomium sp. - - - +
Aspergillus sp. + + + +
Penicillium aurantiogriseum - - - -
Cladosporium sp. - + + -
Penicillium chrysogenum - - - -
Phoma sp. - - - -
Aspergillus sp. - - - -
Penicillium sp. - - + -

(+) atividade positiva da enzima (-) ndo producéo da enzima

Silva (2009) constatou que Aspergillus niveus apresentou habilidade
em produzir amilases nas temperaturas entre 25 °C e 45 °C, que a temperatura
otima de producdo foi de 40°C e que temperaturas superiores inibiam a
atividade da enzima. A temperatura na qual a enzima é expressa esta
diretamente ligada ao local de onde o microrganismo foi isolado, a capacidade
do microrganismo de sintetizar a enzima e as condicdes de cultivo.

Chaetomium sp. apresentou atividade positiva para amilase somente
a 30°C. Outros trabalhos ja relataram a producdo de glicoamilases e a -
amilase por este fungo em temperaturas superiores (Chen et al.,, 2005 &
Sharma, 2008). Polizeli, et al.(2006) também reportou a atividade amilasica por
fungos deste género, assim como para espécies de Aspergillus e

Paecilomyces.
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Paecilomyces sp. produziu a enzima quando incubado a 25°C.
Michelin et al, (2010) caracterizou e purificou uma amilase produzida por
Paecilomyces variotii, assim como Gaur et al. (1993), que estudou as amilases
produzidas por Paecilomyces sp. Guimaraes et al. (2006), em seu trabalho de
selecdo de fungos com potencial biotecnoldgico, evidenciou que Paecilomyces
variotii € um 6timo produtor de amilase.

As espécies de Penicillium produziram amilase a 30°C e 25°C.
Mishra & Dadhich (2010), verificaram a producdo de amilases por diversos
fungos e constataram a producdo por trés espécies de Penicillium e cinco
espécies de Aspergillus. Alva et al. (2007) também reporta atividade positiva
para amilase por Aspergillus sp., assim como Prabakaran et al. (2009), que
além de Aspergillus sp., cita também Penicillium chrysogenum como bom
produtor.

Cladosporium sp. produziu amilase nas temperaturas de 20 e 25°C.
Outros autores confirmam a producdo desta enzima por algumas espécies
deste género. Assim, Cladosporium gossypiicola ATCC 38026 produziu a
enzima a 25 °C, bem como Cladosporium sphaerospermum isolado de uma
salina que produziu a enzima a 30 °C e Cladosporium cladosporioides isolado
do solo, apresentou a atividade a 28°C (Karlekar et al., 1985; Quigley et al.,
1998; Silva, et al., 2011).

Silva et al. (2011) cita como produtores de amilases Penicillium
chrysogenum, P. decumbens, P. janthinelum, Aspergillus clavatus, A. flavus, A.
niger e A. niveus. Evidenciou que estes géneros sao importantes produtores de

enzimas com aplicacdes biotecnoldgicas.
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Helicosporium sp. produziu amilase nas temperaturas de 30°C, 20
°C e 25°C, ndo havendo na literatura consultada, registro da producédo de
amilases por este género. Este fato demonstra que sao necessarios mais
estudos sobre a biodiversidade fingica no ambiente marinho e que este é sem
duvida fonte relevante a ser explorada para obtencao de novas enzimas.

4.2.2 Atividade da celulase

As celulases sao responsaveis por inimeros processos industriais.
Os fungos filamentosos sao relatados como sendo excelentes produtores de
celulase, fato que demonstra a capacidade destes microrganismos de
utilizarem uma ampla variedade de fontes de carbono e as condi¢ces 6timas de
temperatura, pH e substratos adequados sdo amplamente estudadas

A atividade positiva da celulase foi verificada em um meio contendo
carboximetilcelulose (CMC), através de formacdo um halo entorno da colénia
(FIGURA 8). Entre os isolados testados 43% apresentaram atividade positiva

para celulase a 25°C e 30°C, 36% a 20°C e 14% a 15°C.

Figura 08 - Visualizacao do halo de degradacéo da celulose. (a seta
indica o halo de degradacéo da celulose). Fonte: O autor
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Ruegguer et al. (2004) isolou fungos de solo e agua, testou a
atividade das celulases e constatou que 45% dos isolados produziram este
catalisador. Silva (2011), também isolou diversos fungos do ambiente marinho
com atividade da celulase. Raghukumar et al, (2008), em seu trabalho de
revisao cita fungos isolados de algas marinhas, capazes de produzir celulases
e Molitoris et al. (2000) isolou do Mar Morto diversos fungos filamentosos com
capacidade celulolitica.

Raghukumar et al. (1994) investigaram a producdo de enzimas por
fungos isolados de detritos de folhas do mangue e relataram que celulases
foram produzidas por todas as espécies testadas. Esses dados demonstram e
comprovam a importancia da exploracédo de novas fontes para o descobrimento
de substancias bioativas. Os fungos isolados e suas respostas a atividade
enzimatica encontram-se na TABELA 6.

Gomes (2007) isolou de sedimento de mangue, Penicillium sp.,
Aspergillus sp e Phoma sp., 0s quais, assim como encontrado neste estudo,
apresentaram atividade celulolitica. Zhang & Kim (2010) também relatou que

Aspergillus, Penicillium e Phoma s&o potenciais produtores de celulase.
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Tabela 6 — Atividade da celulase em diferentes temperaturas.

Identificacdo das amostras Atividade da Celulase

15°C 20°C 25°C 30°C
Cladosporium sp. - - - -
Helicosporium sp. - + + +

Paecilomyces sp. - - - -
Penicillium sp. -
Geotrichum sp. -
Helicomyces sp - - - -

Chaetomium sp. - - - -
Aspergillus sp. - - + +

Penicillium aurantiogriseum - - - -

Cladosporium sp. - - - -

Penicillium chrysogenum - - - -

Phoma sp. - + + +
Aspergillus sp. - - - -
Penicillium sp. - + + +

(+) atividade positiva da enzima (-) ndo producéo da enzima

Leite (2009) verificou a producdo de celulases por fungos isolados
do lodo de esgoto e obteve resultado diverso ao deste trabalho, pois neste
estudo o género Penicillium produziu a enzima em trés temperaturas testadas
conforme explicitado na Tabela 4, sendo que dois isolados do lodo n&o
produziram a enzima a 28°C e nem a 35°C. Ja para o género Aspergillus a
producéo de celulase foi positiva, assim como registrado neste trabalho.

Helicosporium sp. e Geotrichum sp., foram produtores de celulases,
apresentando atividade nas temperaturas de 20°C, 25°C e 30°C.

De acordo com Lynd et al. (2002) Geotrichum sp., Aspergillus sp. e
Penicillium sp., tém recebido grande atencéo a respeito da producédo da enzima
celulase, assim como Helicosporium sp. reportado em um trabalho

desenvolvido por Yuen et al. (1998).
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4.2.3 Atividade da lipase

As lipases agem hidrolisando ligacGes éster-carboxilico liberando
acidos e alcoois organicos. Estas enzimas séo utilizadas na producédo de
detergentes, na sintese de biosurfactantes, na industria de laticinios e em
processos de biorremediacdo. Um meio de cultivo contendo 6leo de oliva foi
utilizado para verificar a atividade da enzima e a visualizacdo de halo entorno

da colbnia sob luz ultravioleta indicou a atividade positiva (FIGURA 9).

Figura 9 — (a) Visualizacdo do halo de atividade lipolitica. (a seta
indica o halo de degradacéo). (b) Auséncia de halo (atividade negativa da
lipase). Fonte: O autor

As espécies com melhor potencial de produzir lipases pertencem
aos géneros Geotrichum, Penicillium, Aspergillus (Colen, 2006).

De acordo com a TABELA 7, 0os géneros acima citados apresentam
atividade positiva para a lipase em mais de uma temperatura testada,
comprovando assim sua alta capacidade em produzir a enzima.

Miura & Yamane (1997) e Sharma et al. (2005) citam inUmeras
cepas fangicas como boas produtoras de lipases, entre elas Aspergillus,

Penicillium, Geotrichum.
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Duas espécies de Cladosporium sp. apresentaram atividade positiva

para a producéo de lipase, em mais de uma temperatura testada.

Tabela 7— Atividade de lipases dos isolados, em diferentes temperaturas

Identificagdo das amostras Atividade da Lipase
15°C 20°C 25°C 30°C
Cladosporium sp. - + + +
Helicosporium sp. + + + +

Paecilomyces sp. - - - -
Penicillium sp. - -
Geotrichum sp. - -

Helicomyces sp ; + - -
Chaetomium sp. - - + -
Aspergillus sp. - + + +
Penicillium aurantiogriseum - - - -
Cladosporium sp. - + + -
Penicillium chrysogenum - - + -
Phoma sp. - - - -
Aspergillus sp. - - + -
Penicillium sp. + - + -

(+) atividade positiva da enzima (-) ndo producéo da enzima

Fernandes (2007) isolou fungos de diversas fontes e destacaram-se
como produtores de lipases, Cladosporium cladosporioides, Penicillium sp. e
Aspergillus sp., concluindo que a mesma espécie isolada de fontes diferentes
apresenta variacao na producéo de lipase.

Chaetomium sp. ja foi isolado do ambiente marinho por diversos
autores e avaliada sua capacidade de produzir substancias bioativas. Entre as
substancias ja avaliadas estdo, antiparasitarios; a chaetominediona, um inibidor
da tirosina quinase e algumas enzimas, como o-Glicosil Hidrolase e B-1,3-
Glucanase. No trabalho desenvolvido por Ohtsuki et al. (2004), Chaetomium

sp., ndo apresentou atividade enzimatica para lipase, protease, lacase e
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peroxidase, diferentemente do resultado encontrado para o isolado do
ambiente marinho, que apresentou esta atividade a 25°C.

Na literatura ndo foi encontrado registro para a producao de lipases
por Chaetomium sp. Helicomyces sp. e Helicoporium sp., que neste trabalho
apresentaram producdo de lipase. No Brasil e no mundo existem ainda
diversas fontes ndo exploradas, 0 que justifica a busca de fontes alternativas
para identificacdo de microrganismos com potencial biotecnolégico.

4.2.4 Atividade da protease

Os isolados testados apresentaram variacdo quanto ao potencial de
producdo da enzima. Assim, 50% dos isolados fungicos hidrolisaram a gelatina
a temperatura de 25°C, seguido de 43% a 30°C. A atividade da protease
reduziu-se drasticamente com a diminuicado da temperatura, com indices de 14
% a 20°C e apenas 7% a 15°C.

Conforme os dados da TABELA 8, Aspergillus sp. destacou-se pela
producdo da enzima nas 4 temperaturas testadas. Silva et al., constataram que
Aspergillus sp., apresentou o pico de producédo de proteases na temperatura de

28°C. Este fungo tem sido amplamente utilizado para fins biotecnoldgicos.
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Tabela 8 — Atividade de proteases dos isolados, em diferentes temperaturas.

Identificacdo das amostras Atividade da Protease
15°C 20°C 25°C 30°C
Cladosporium sp. - - + -
Helicosporium sp. - - - -
Paecilomyces sp. - - + -
Penicillium sp. - - - -
Geotrichum sp. - - - +
Helicomyces sp. - - - -
Chaetomium sp. - - + -
Aspergillus sp. - - - +
Penicillium aurantiogriseum - - - -
Cladosporium sp. - - - +
Penicillium chrysogenum - - - -
Phoma sp. - -
Aspergillus sp. +
Penicillium sp. -

+ o+ o+

(+) atividade positiva da enzima (-) ndo producéo da enzima

Teixeira (1994) constatou que os maiores atividades enzimaticas
para proteases foram produzidos A. flavus, A. zonatus, A. oryzae e A. sydowii.

Uma protease produzida por A. oryzae foi caracterizada por Man
(2006) e sua temperatura 6tima de producédo foi de 50°C, e, além disto, foi
muito tolerante a alta salinidade. Chutmanop et al., 2008, também avaliou a
producdo de protease por este fungo, e obteve como temperatura 6tima 30°C,
comprovando que a origem do isolado é um fator extremamente importante
para a atividade enzimatica.

Os géneros que obtiveram atividade positiva para protease a
temperatura de 25°C foram Cladosporium, Chaetomium, Paecilomyces, Phoma
e Penicilium. Phoma e Penicillium produziram a enzima também a 30°C, e
Geotrichum sp. somente apresentou atividade positiva a 30°C.

Penicillium sp., Cladosporium sp., foram positivos para producéo de

proteases em um estudo realizado por Silva et al. (2011). O Unico registro de
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producédo de proteases pelo género Phoma sp. foi descrito por Charya & Reddy
(1982).

El-Diasty & Salem (2007) testaram a atividade proteolitica de 89
isolados dos géneros Aspergillus, Mucor, Geotrichum, Cladosporium, e
Penicillium, relatando que a producgao de proteases variou entre fraca e forte.
Penicillium chrysogenum foi isolado do mar de Huanghai, China, e produziu
uma protease alcalina com tolerancia a temperaturas baixas (Zhu et al., 2009).
Benito et al. (2002) purificou e caracterizou uma protease produzida por
Penicillium, evidenciando que este género pode ter grande aplicabilidade
industrial.

Paecilomyces sp, isolado por Khan (2003) produziu trés tipos
diferentes de proteases. Bonants et al. (1995) e Liang et al. (2010)
selecionaram uma protease produzida por Paecilomyces lilacinus, para

emprega-las no controle biologico de nematoéides obtendo sucesso.
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho foram identificados 14 diferentes isolados de fungos
filamentosos derivados do ambiente marinho, pertencentes a nove géneros:
Helicosporium sp., Helicomyces sp., Paecilomyces sp., Phoma sp.,
Chaetomium sp., Geotrichum sp., duas diferentes espécies de Cladosporium
sp., duas diferentes espécies de Aspergillus sp., Penicillium sp., Penicillium

chrysogenum e Penicillium aurantiogriseum.

A lipase foi positiva por 71% dos isolados fungicos, seguindo-se a
protease produzida por 50% dos isolados, a celulase produzida por 43% e a

amilase produzida por 36% dos isolados.

Todos os isolados fungicos produziram ao menos uma enzima nas
temperaturas testadas, evidenciando que o ambiente marinho é relevante para

a descoberta de novos compostos bioativos.

O conhecimento da capacidade enzimatica de fungos do sedimento
marinho mostra-se importante para a obtencdo de amostras de grande

potencial biotecnolégico.

O isolamento de fungos filamentosos derivados de ambientes
naturais, como o marinho, permite determinar o grau de diversidade biologica

deste ambiente.
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