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RESUMO

Os micro-organismos representam uma das fontes mais abundantes para obtencao de produtos
naturais biologicamente ativos que podem ser aplicados nas mais diversas necessidades
cotidianas. A alta flexibilidade, facilidade de cultivo e replicabilidade de bactérias e fungos
sdo alguns dos fatores que tornam esses organismos imprescindiveis em diversos setores da
industria e também na busca por compostos medicinais que possam conter diferentes
patologias. Os ambientes aqudticos sdo responsaveis por agregar uma alta variedade de
comunidades microbianas e as industrias que utilizam de recursos hidricos, quando presentes,
tendem a influenciar diretamente no ciclo de vida desses organismos, especialmente quando
ha despejo de poluentes. A formacdo desse ambiente complexo favorece o crescimento e
prevaléncia de linhagens microbianas mais adaptadas, capazes de produzir metabolitos
secundarios para sua sobrevivéncia. A industria téxtil ¢ uma grande representante da utilizagao
de dgua para seus processamentos € normalmente tende a possuir efluentes toxicos com alta
concentragdo de corantes, metais pesados e temperatura elevada. Com esta perspectiva, o
presente projeto buscou analisar 105 micro-organismos, entre bactérias e fungos isolados de
uma estagdo de tratamento de industria téxtil quanto a sua capacidade de producio de enzimas
para aplicagdes industriais como a celulase, enzimas com potencial aplicacdo na area médica
como a lacase e as proteases (gelatinase e colagenase) e metabolitos com a¢do antimicrobiana.
Os testes de triagem em placas foram realizados para producdo das enzimas de interesse,
celulase em meio com CMC, lacase em meio com guaiacol e protease em meio agar-leite. Os
testes de atividade enzimatica de celulase foram feitos com Azo-CMcelulose, para lacase foi
utilizado ABTS e para os testes de proteases foi utilizado Azo-caseina, bem como ensaios do
pefil proteico, zimografia e atividade genatinolitica e colagenolitica. Os testes de
antimicrobianos foram realizados por técnicas de difusdo em discos com extrato microbiano e
a atividade minima inibitéria também foi testada. Os isolados de interesse biotecnologico
foram caracterizados por métodos morfoldgicos e moleculares (Taxonomia Polifasica). Os
resultados demonstraram atividades enzimaticas dos fungos e algumas bactérias, onde o
isolado ITF10 Aspergillus sydowii apresentou 0,0275 U L' de atividade enzimatica de lacase.
A melhor produgio de celulase foi 50,6927 U ml™! pelo isolado ITF47 Aspergillus amoenus.
A atividade mais alta de protease extracelular foi pela bactéria ITB47 Bacillus sp. (9,466
U/enz mg e intracelular 7,000 U/enz) pelo isolado ITF14 Penicillium sp. Foi observado a
producao de uma enzima com atividade gelatinolitica do fungo ITF33 Sarocladium sp, a qual
foi caracterizada com peso de 45 kDa-MM. Para o mesmo fungo, a atividade colagenolitica
foi demonstrada em 9,04 U / mg. No teste de MIC a menor concentracdo encontrada foi
0,03125mg (ITF30 Aspergillus sydowii), capaz de inibir o crescimento da E.coli e os isolados
ITF13, ITF30 e ITF47 foram capazes de inibir todas as bactérias patogénicas testadas. Foram
identificados 9 micro-organismos por sequenciamento molecular e outros 17 por morfologia
microscopica. A pesquisa de micro-organismos recuperados de fontes diferenciadas, como de
efluente da industria téxtil, se mostrou promissora, tendo em vista a identificacdo de células
produtoras de compostos de interesse com alta aplicabilidade na area industrial e médica.

Palavras-chave: Lacase. Celulase. Gelatinase. Colagenase. Metabolitos secundarios.
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ABSTRACT

Microorganisms represent one of the most abundant sources for obtaining biologically active
natural products that can be applied to the most diverse daily needs. The high flexibility, easy
cultivation and replicability of bacteria and fungi are some of the factors that make these cells
indispensable in different sectors of the industry and also in the search for medicinal
compounds that may contain different pathologies. Aquatic environments are responsible for
aggregating a high variety of microbial communities and industries that use water resources,
when present, tend to directly influence the life cycle of these organisms, especially when
pollutants are dumped. The formation of this complex environment favors the growth and
prevalence of more adapted microbial strains, capable of producing secondary metabolites for
their survival. The Textile industry is a major representative of the use of water for its
processing and usually tends to have toxic effluents with a high demand for dyes, heavy
metals and high temperatures. In this sense, the present work aimed to analyze 105
microorganisms, including bacteria and fungi isolated from a textile industry treatment plant,
regarding their capacity to produce enzymes for industrial applications such as cellulase,
enzymes with potential application in the medical field as laccase and proteases (gelatinase
and collagenase) and metabolites with antimicrobial action. Plates screening tests were
performed to produce the enzymes of interest, cellulase in CMC media, laccase in guaiacol
and protease in milk agar. The cellulose, laccase, protease and collagenase enzyme activity
assay were performed by using Azo-CMcellulose, ABTS, Azo-casein and azocolagen,
respectively. The preoteic profile and gelatinolytic activity were performed by zymography.
Antimicrobial tests were performed using diffusion techniques on disks with microbial extract
and the minimum inhibitory activity was also tested. The isolates of biotechnological interest
were characterized by morphological and molecular methods (Polyphasic Taxonomy). The
results showed good enzymatic activities by fungi and some bacteria. The isolate ITF10
Aspergillus sydowii showed 0.0275 U L of laccase enzymatic activity. The best cellulase
production was 50.6927 U ml!, by the isolate ITF47 Aspergillus amoenus. The highest
activity of extracellular protease was by the bacteria ITB47 Bacillus sp. (9,466 U / enz mg)
and intracellular (7,000 U / enz) by the isolate ITF14 Penicillium sp. The production of an
enzyme with gelatinolytic activity of the fungus 1TF33 Sarocladium sp was observed, which
was characterized with a weight of 45 kDa-MM. For the same fungus, collagenolytic activity
was demonstrated at 9,04 U / mg. In the MIC test, the lowest concentration found was
0.03125mg (ITF30 Aspergillus sydowii), capable of inhibiting the growth of E.coli and the
isolates ITF13, ITF30 and ITF47 were able to inhibit all pathogenic bacteria tested. Nine
microorganisms were identified by molecular sequencing and another 17 by microscopic
morphology. The search for microorganisms recovered from different sources, such as
effluent from the textile industry, has shown promise, in view of the identification of cells that
produce compounds of biotechnological interest with high applicability in the industrial and
medical fields

Key words: Lacase. Cellulase. Gelatinase. Collagenase. Secondary metabolites.
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1 INTRODUCAO

Produtos naturais derivados de micro-organismos sao amplamente utilizados
na industria, na medicina e também na agricultura. Através da bioprospec¢do, podemos obter
bactérias e fungos de ecossistemas complexos com caracteristicas diferenciadas capazes de
solucionar desafios que constantemente aparecem no cotidiano (NOVAKOVA &

FARKASOVSKY, 2013).

A humanidade conseguiu explorar apenas uma pequena parcela da
populacdo microbiana disponivel para o seu proprio beneficio (SINGH et al, 2018). A
investigacdo desse tipo de recurso ¢ essencial para o entendimento de suas caracteristicas e,
pode-se considerar que, existem muitos beneficios cientificos esperados com esse tipo de

pesquisa (HASEENA et al, 2017).

Os micro-organismos sdo Otimos agentes produtores de enzimas e
metabolitos secundarios e a selegdo correta desses agentes produtores ¢ um fator chave para
sua producdo em larga escala (GAUTAM & AZMI, 2017). Algumas enzimas de fontes
microbianas foram descobertas no século 20 e desde entdo, estudos sobre seu isolamento,
caracterizagdo de propriedades, producdo em escala industrial e sua aplicacdo na bioindustria,
progrediram continuamente e o conhecimento sobre elas continua a ser atualizado

regularmente (NIGAM, 2013).

A necessidade da inovag¢do de compostos uteis para fornecer assisténcia 4
humanidade sempre foi crescente. Os micro-organismos tém sido utilizados ha milénios na
producdo de cerveja, vinho, vinagre, iogurte e queijo, mas o numero de aplicacdes possiveis
continua a crescer também em outros setores industrias, como € o caso da industria de
panificacdo, do couro, industria de papel e industria téxtil (ACHARYA & CHAUDHARY,
2012). Hoje sabe-se que além de todas essas aplicagdes os micro-organismos sao fornecedores
da grande maioria de medicamentos em uso atualmente 45% sdo produzidos por

actinomicetos, 38% por fungos e 17% por outras fontes bacterianas (LIU et a/, 2010).

Muitos dos patdgenos envolvidos em doencas infecciosas estdo rapidamente
desenvolvendo resisténcia aos antibioticos disponiveis no mercado, o que dificulta o
tratamento e torna de extrema importancia a busca por novos mecanismos capazes de

controlar essa situacdo (WHO, 2017). Os antibioticos sdo amplamente distribuidos na
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natureza, onde desempenham um papel importante na regulagdo da populagdo microbiana dos

ecossistemas (SETHI ez al, 2013).

Embora a tecnologia tenha avancado e proporcionado muitos novos
caminhos, existe um consenso geral de que a diversidade quimica oferecida por produtos nao
naturais ou fruto de recombinagdes genéticas ndo sao mais completamente suficientes para
proporcionar novas grandes descobertas farmacoldgicas relevantes. Isso levou muitos
pesquisadores a retornarem as pesquisas de triagens de produtos naturais, voltando suas

atencoes para ambientes antes pouco explorados (MONCIARDINI et al, 2014).

As comunidades microbianas podem adquirir tolerdncia em ambientes
poluidos como resultado de uma adaptacao ou aclimatacao de populagdes. Essas mudancgas na
composi¢ao das espécies habitantes pode ser resultado das interagcdes competitivas alteradas
durante a exposi¢ao a agentes toxicos, que pode acontecer naturalmente em efluentes onde ha
despejo de materiais (MENZ et al, 2017). Neste contexto, a produgdo de enzimas e agentes
antimicrobianos por bactérias e fungos pertencentes a esses habitats sdo de particular
interesse, ja que serdo produzidos devido a influéncias diferenciadas do proprio meio ao qual

pertencem (SAARENHEIMO et al, 2017).

Com esta perspectiva, o presente projeto teve como objetivo avaliar a
producdao de compostos biotecnoldgicos de interesse industrial, como a celulase bem como
compostos potencialmente utilizados na area da saide como as enzimas lacase, gelatinase e
colagenase, e metabolitos secundarios com acdo antimicrobiana por fungos filamentosos e
bactérias recuperadas de uma amostra de estacdo de tratamento industrial téxtil. Os micro-
organismos provenientes desse tipo de ambiente podem conter caracteristicas diferenciais
moldadas pela propria interagdo atipica entre as comunidades microbianas, gerando
metabolitos com possiveis aplicagdes tanto no setor industrial quanto na area de satide e bem-

estar social.

O desenvolvimento desta pesquisa contou com a colaboracao da professora
Dr® Maria Elisa Peichoto do Instituto Nacional de Medicina Tropical (INMeT) e da Dr?
Valeria Maia Merzel do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e

Agricolas (CPQBA) — Unicamp.

A pesquisa desenvolvida teve apoio financeiro através de bolsa de demanda

social fornecida pela Universidade Federal da Integracdo Latino-Americana — Unila.



17

1.1 Referencial teorico

1.1.1 O efluente de industria téxtil

O crescimento populacional e a industrializagdo pressionaram
significativamente os ecossistemas globais. A contamina¢do e degradagdo dos ecossistemas
por poluentes industriais ¢ um problema emergente no século XXI (AHMAD et al, 2018).
Alguns setores industriais costumam gerar grandes volumes de residuos ricos em compostos
quimicamente téxicos no estado gasoso, liquido e até solidos com elevado tempo de
decomposi¢do. O ramo da industria téxtil utiliza de grandes volumes de agua e contribui no
processo de polui¢do quando seus efluentes ndo sdo tratados adequadamente. A polui¢do pode
se espalhar por longos quilometros em rios, alterando o ecossistema aquatico de diversas

formas (LELLIS et al, 2019).

O processamento téxtil para obtencdo e preparo de tecidos representa um
dos maiores e mais complexos ramos industriais. Para elaboracdo dos tecidos séo utilizadas
fibras vegetais como algodao, fibras animais como 14, seda e varios polimeros sintéticos como
nylon, poliéster e acrilicos (OKE, 2018). A preparacdo desses materiais requer etapas de
processamento mecanico a seco, tais como fiacdo, trico, tecelagem, producdo de vestuario e
também processos como dimensionamento, limpeza, branqueamento, mercerizacgdo,
tingimento, impressdo e acabamento, oS quais necessitam diretamente da utilizagcdo de
grandes volumes de agua provenientes, na maioria das vezes, de rios ou lagos. A quantidade
de 4gua consumida por varios tipos de tecidos varia de industria para inddstria, dependendo
do processo de tingimento e do tipo de tecido produzido, mas estima-se que Sa0 necessarios
em torno de 200 L de agua para produzir 1 Kg de tecido (KHAN et al, 2009).

Os efluentes da industria téxtil costumam apresentar elevada quantidade de
poluentes quimicos nocivos a saude humana, além da capacidade de gerar grandes impactos
ambientais prejudicando diretamente animais, plantas e outros diversos organismos que vivem
nesse ecossistema (ZHEZHOVA et al, 2014). Esses poluentes normalmente incluem solidos
suspensos ¢ dissolvidos, demanda bioldgica de oxigénio (DBO), demanda quimica de
oxigénio (DQO), produtos quimicos, corantes de diversas tonalidades e toxicidades, metais
como cobre, arsénio e zinco. A Figura 1 mostra os processos de elaboracdo dos tecidos e os

agentes com potencial poluidor que sdo utilizados em cada etapa (HOLKAR et al, 2016).
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Figura 1 — Principais poluentes descarregados de cada etapa do processamento imido téxtil.
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Fonte: Figura adaptada de HOLKAR et al, 2016.
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Os valores da DBO encontrados no efluente téxtil podem ser associados a
processos de lavagem com detergentes ou outros compostos organicos biodegradaveis dessa
etapa. Ja os valores da DOQ indicam a incorporagdo dos corantes e demais aditivos poluentes
ao efluente, além de indicar a presenca de substancias capazes de consumir oxigénio como o
Ferro (Fe’"), Magnésio (Mg®"), Amonia (NHs") e elevados teores de cloretos. Esses
parametros, em conjunto, podem ser muito uteis para indicar a biodegradabilidade de um
efluente ou despejo industrial. Quanto mais proximos forem os valores de DBO e DQO,
maior ¢ a biodegradabilidade do despejo, ou seja, com mais facilidade os micro-organismos
presentes no ambiente irdo degradar naturalmente os compostos presentes na agua (LOPES et

al, 2017).

Os corantes utilizados nos processos téxteis, quando descarregados em
efluentes, afetam severamente a funcdo fotossintética das plantas devido a baixa penetracdo

de luz e a alta DBO, que pode ocasionar um rapido esgotamento do oxigénio dissolvido. As
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particulas suspensas podem sufocar branquias de peixes levando-os a morte ¢ diminuem a
capacidade das algas em produzir nutrientes e oxigénio. Para evitar todos esses efeitos
nocivos ao meio ambiente, as aguas residuais da industria téxtil precisam ser tratadas e

descartadas de acordo com os padrdes estabelecidos pelas leis regentes (PRABHA, 2011).

Com o passar dos anos, os impactos ambientais do efluente té€xtil gerou uma
grande preocupacgdo sobre a efetividade nos tratamentos das dguas despejadas. Atualmente,
existem diversos tratamentos disponiveis para remocao dos poluentes, incluindo processos de
tratamento fisico, quimico, bioquimico e hibrido, dependendo do tipo e quantidade de carga

poluente, para tratd-lo de maneira econdmica e eficiente (HOLKAR et al, 2016).

O tratamento fisico-quimico e o biotratamento sdo os principais processos
para a remog¢do de poluentes em 4guas residuais. A dgua tratada ¢ entdo purificada e
desinfetada antes de ser reutilizada no processo de fabricagdo ou descartada nos efluentes,

como representado na Figura 2 (FUNG & WIBOWO, 2013).

Figura 2 — Fluxograma da estacdo de tratamento de dguas residuais
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Fonte: FUNG & WIBOWO, 2013.

O tratamento de aguas residuais abrange processos que convertem agua
contaminada em um estado suficientemente limpo que pode ser descarregado no efluente com
um impacto ambiental adverso minimo (KIM et a/, 2019) Apesar da importancia econdmica e

ambiental, o entendimento das comunidades microbianas presentes nas esta¢des de tratamento
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de 4guas residuais permanece limitado, principalmente nos paises em desenvolvimento

(SILVA-BEDOYA et al, 2016).

As estagdes de tratamento de aguas residuais sdo importantes fontes de
nutrientes, especialmente nitrogénio e material organico, alterando os processos
biogeoquimicos nos ecossistemas. Dependendo do tipo de residuo industrial descartado, este
pode modificar a fungdo e a composi¢do das comunidades microbianas presentes alterando as

caracteristicas fisico-quimicas do habitat (SAARENHEIMO et a/, 2017).

Esse tipo de alteragdo ambiental pode reduzir o tamanho e a diversidade da
populacdo microbiana, favorecendo certos grupos funcionais e podendo até mesmo levar a
uma homogeneizacdo biodtica. Além desses fatores, a propria descarga de poluentes pode
trazer novos micro-organismos capazes de mudar a composi¢do e a fungdo da comunidade

(CHAHINIAN et al, 2012).

O conhecimento fundamental sobre a estrutura microbiana do tratamento de
efluentes ¢ essencial para a compreensiao e melhoria do processo e operacao dos sistemas que
utilizam tratamento bioldgico, além de representar uma alternativa na busca de micro-
organismos com caracteristicas diferenciadas na producdo de compostos de interesse

biotecnoldgico (ANTUNES et a/, 2019).

1.1.2 Biotecnologia e bioprospeccio microbiana

Desde os tempos antigos, os humanos usavam sua natureza circundante
como fonte de alimento, remédios, energia e outros produtos valiosos (MATUSZEWSKA,
2016). Apenas algumas décadas atrds, a biotecnologia passou a ser considerada um ramo de
alta complexidade tecnoldgica, lidando com a manipulagdo de genes e o desenvolvimento de
organismos com novas formas e fungdes. No entanto, com o rapido progresso e expansao da
pesquisa, houve uma mudanga de conceito nesse tema (PUSHPANGADAN et al, 2018). A
pesquisa biotecnoldgica tem desempenhado um papel significativo na conversdo de recursos
da biodiversidade em produtos e processos com valor industrial € comercial, aumentando a

produtividade e a aplicacdo em muitas areas cruciais (DIMASIA & GRABOWSKI, 2007).
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Pode-se dizer que a biotecnologia ¢ uma referéncia ampla a um grupo
diversificado de tratamentos, produtos bioldgicos, diagnosticos, dispositivos médicos, testes
laboratoriais clinicos, aplicagdes agricolas, industriais ¢ de biocombustiveis. A industria
biotecnoldgica abrange setores diversos que estdo em constante expansao a medida que novas
descobertas cientificas sdo apresentadas e novas aplicagdes sdo encontradas. O objetivo da
biotecnologia ¢ elaborar produtos e processos Unicos que melhorem a vida, a saude e o bem-

estar dos individuos e da sociedade como um todo (SHIMASAKI, 2014).

O segmento que caminha em conjunto com a biotecnologia ¢ a
bioprospeccao, que engloba a exploracdo da biodiversidade em busca de novos recursos de
valor social e econdmico (BEATTIE er al, 2011). A diversidade existente de micro-
organismos pode atuar como um reservatorio de recursos a partir do qual espécies individuais
com caracteristicas especiais podem ser exploradas (ACHARYA & CHAUDHARY, 2012).
Essa atividade tem se mostrado poderosa para o entendimento de diversas questdes bioldgicas
da atualidade. Através de sua pratica € possivel alcangar organismos diferenciados de diversos
tipos de ambientes e através da biotecnologia, pode-se desenvolver produtos de alta

aplicabilidade para o bem-estar da humanidade (HAZRA & UPADHYAY, 2018).

Os micro-organismos representam os principais motores de ciclagem
elementar no planeta e, portanto, ttm um profundo impacto em substratos orginicos e
minerais (JUNIER & JOSEPH, 2017). Sua versatilidade metabdlica garante que eles
participem de papeis cruciais em processos biogeoquimicos como no ciclo do carbono, do
nitrogénio e¢ do enxofre e sdo importantes produtores e decompositores nas cadeias
alimentares. O funcionamento da biosfera depende diretamente de atividades microbianas e
apesar disso, muitas informacdes ainda ndo sdo conhecidas sobre suas fun¢des (NARDINI et

al, 2010).

As atividades microbianas sdo consideradas onipotentes na natureza e sua
existéncia ¢ provada em praticamente todos os lugares onde ja foram buscados. Os micro-
organismos estdo presentes no solo, na dgua, no ar, nos alimentos, nos 6rgaos dos animais e
outros sistemas diversificados. Até mesmo em ambientes de temperaturas e condigdes
nutricionais extremas, como nas rochas, nas geleiras e em fontes termais 0os micro-organismos
podem ser encontrados, trabalhando na utilizagdo dos recursos disponiveis em cada situacao

(RODRIGUEZ-ROJAS et al, 2013).
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Bactérias e fungos frequentemente compartilham micro habitats, onde se
reinem em comunidades dindmicas para co-evoluirem (DEVEAU et al, 2018). Fungos
trabalham em associacdes simbioticas com diversos grupos de organismos para manter seus
respectivos equilibrios naturais, como os endofiticos em quase todas as espécies de plantas.
As bactérias também costumam viver em associagdes com os fungos e outros organismos.
Estas possuem vantagem ecoldgica na associacdo com as plantas ja que algumas delas,
principalmente do género Rhizobium, possuem capacidade de fixacdo do nitrogénio

(BLACKWELL & VEGA, 2018).

Estudos demonstram que quando uma comunidade microbiana ¢ exposta a
algum tipo de estresse ambiental, a escassez de fontes de obtencdo de energia pode prejudicar
o crescimento de algumas espécies e favorecer o aumento da producdo de enzimas e
metabolitos secundarios de outros grupos mais seletos, considerados resistentes, que
prevalecem no ambiente diferenciado (DEMAIN, 2000). Estudos sobre a ecologia de micro-
organismos do solo sugerem fortemente que os antibidticos geralmente sdo secretados em
concentragdes sub-letais e, portanto, sdo importantes para a comunicac¢do interespecifica
quanto para a inibi¢do competitiva, fornecendo informagdes poderosas nos estudos de

combate a resisténcia aos medicamentos (MLOT, 2009).

A descoberta e identificacdo de novos biocatalisadores também ¢ um
objetivo importante na pesquisa biotecnologica (SPEDA et al, 2017). Os micro-organismos
sdo importantes para os processos de produgdo enzimatica, devido a sua alta capacidade de
producdo, baixo custo e facilidade de manipulacdo genética. Existe um forte interesse
biotecnoldgico em enzimas microbianas em varios campos, incluindo processamento de
alimentos, fabricagdo de detergentes e téxteis, pesquisa agricola e farmacéutica, terapia

médica e biologia molecular (CASTRO et al, 2014).

1.1.3 Enzimas microbianas de interesse biotecnolégico

A industria de biotecnologia estd se expandindo em todo o mundo e no
contexto atual, a producdo de enzimas possibilitou grandes beneficios econdomicos. Em escala

global, o mercado de enzimas arrecada bilhdes de dodlares anualmente, e o trabalho de
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pesquisa na area se beneficia de um nimero crescente de patentes e artigos cientificos

publicados (SILVA, 2017).

As enzimas sdo conhecidas por desempenharem o papel de biocatalisadoras,
agindo em todos os estagios do metabolismo e das reacdes quimicas que tornam possivel a
vida dos organismos (NIGAM, 2013). Atualmente, aproximadamente 200 tipos de enzimas
microbianas sdo utilizados comercialmente nas mais diversas aplicagdes. No entanto, apenas

cerca de 20 enzimas sao produzidas em uma escala industrial (LIU & KOKARE, 2017).

Micro-organismos representam fontes atraentes de enzimas, pois podem ser
cultivados em grandes quantidades em um periodo de tempo relativamente curto e, como tal,
podem produzir um suprimento abundante e regular os produtos enzimaticos desejados. As
enzimas microbianas costumam ser mais estaveis do que as obtidas de outras fontes naturais,
além de geralmente poderem ser armazenadas em condi¢des abaixo do ideal por semanas sem
perda significativa de atividade biol6gica (ACHARYA & CHAUDHARY, 2012).

O papel desempenhado pela enzima na inddstria engloba etapas na producao
de alimentos e bebidas, materiais de limpeza, roupas, papel, combustiveis, medicamentos e
produtos com finalidade diagndstica na area médica (GURUNG et al, 2013). A Figura 3

apresenta algumas das principais aplicacdes das enzimas microbianas.

Figura 3 — Aplicacdes de enzimas de fontes microbianas.

Deteccéo de

Papel . . poluentes
P Meio ambiente
Comidas =
e bebidas \%% -adaca
E:igéig:gao de Processamento
Farmacéutica e agricola
Quimica N .
- Aditivos de racéo
Textil -
_ - animal
Industria < mas Microbianas Agricultura . .
Racdo animal de
residuos agricolas
Couro
Hidrélise de Agroquimicos
proteinas
Detergente
Combustiveis

Fonte: Adaptado de VITTALADEVARAM, 2017.
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O uso biotecnolégico de bactérias para obter produtos de interesse
econdmico, em particular enzimas, tem sido explorado durante varias décadas. A maioria das
proteases comerciais sdo biosintetizadas por bactérias como Pseudomonas, Bacillus,
Streptomyces e Clostridium, além de alguns fungos que também sdo relatados em produzir
estas enzimas (SILVA, 2017). As xilanases com aplicagdes industriais sdo produzidas em
quantidades significativas por espécies fungicas pertencentes aos gé€neros Trichoderma,
Penicillium e Aspergillus. Dentre as enzimas produzidas ainda podemos citar as lacases,
celulases e amilases de fontes microbianas que sao empregadas em varios setores industriais

(ANBU et al, 2013).

Micro-organismos, como bactérias e fungos, produzem extracelularmente
ou intracelularmente enzimas versateis e atraentes comercialmente, com uma grande
variedade de estruturas. Muitas enzimas microbianas, como amilases, proteases, pectinases,
lipases, xilanases, celulases e lacases, sdo produzidas extracelularmente e algumas enzimas
como a catalase de Saccharomyces cerevisiae e Aspergillus niger sdo enzimas intracelulares

(LIU & KOKARE, 2017).

Na industria da saude, as enzimas sdo comumente utilizadas para compensar
deficiéncias enzimadticas causadas por algumas patologias. Além disso, as enzimas também
vém sendo aplicadas no desenvolvimento e fornecimento de combustiveis alternativos para
superar as questdes associadas ao esgotamento dos recursos naturais e no desenvolvimento do

ambiente sustentavel (SINGH et al, 2017).

Quando comparadas as enzimas provenientes de fontes animais e vegetais,
as enzimas microbianas apresentam diversas vantagens, como por exemplo, maior atividade e
estabilidade. Outro aspecto interessante ¢ que as enzimas produzidas por micro-organismos
tém alto rendimento e sdo faceis de serem modificadas para otimizag¢do do produto devido a
diversidade bioquimica e a suscetibilidade a manipulacao genética (GURUNG et al, 2013).
Além de tudo isso, os micro-organismos ainda representam uma fonte extremamente rica para
a descoberta desses compostos através de muitas tecnologias modernas, como triagem por

metagenoma e exploracao da diversidade de extremofilos (ADRIO & DEMAIN, 2014).

As interagdes de micro-organismos com outros micro-organismos e sistemas
ndo microbianos pode levar a producdo de enzimas e metabolitos, seja por uma interagdo
simbiotica entre os organismos ou uma interacao de competi¢ao, ao qual um micro-organismo

ird produzir antimicrobianos capazes de inibir o crescimento de outro organismo (SHUKLA,
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2015). A maioria dos micro-organismos ¢ incapaz de crescer e produzir enzimas em
ambientes agressivos e toxicos a eles. No entanto, alguns micro-organismos passaram por
varias adaptagdes, permitindo seu crescimento e produ¢do de enzimas em condi¢des adversas
(ANBU et al, 2017). Recentemente, varias linhas de estudo foram desenvolvidas para isolar
novas linhagens bacterianas e fungicas de ambientes agressivos, com pH extremo,
temperatura, salinidade, metais pesados e solvente organico para a producdo de diferentes

enzimas com propriedades ativas e diferenciadas (GOPINATH et al, 2013).

1.1.3.1 Lacases

A lacase ¢ uma enzima oxidoredutase que age sobre compostos fenolicos e
nao-fenolicos, convertendo a molécula de oxigénio em agua na reducdo concomitante de
quatro elétrons. Os elétrons liberados sdo capazes de oxidar diversos compostos aromaticos e
ndo aromaticos, aminas contendo anéis fendlicos e diversos grupos funcionais conjugados

como metoxi amino, diamino e alguns poucos compostos metalicos (MARGOT et al, 2013).

Uma das principais caracteristicas das lacases envolve sua grande eficiéncia
em catalisar oxidacdes mono eletronicas de um substrato redutor (normalmente compostos
fenolicos) gerando espécies de radicais livres, através das propriedades redox dos atomos de
cobre (ARREGUI et al, 2019). Os elétrons extraidos do substrato sao armazenados em uma
complexa estrutura do nucleo constituida por quatro atomos de cobre e finalmente
transferidos para o oxigénio para produzir duas moléculas de agua. Quatro oxidagdes mono
eletronicas sdo catalisadas a partir de um substrato fenodlico, gerando os radicais livres
correspondentes. Os elétrons sdo entdo transferidos e armazenados usando os quatro atomos
de cobre dentro da proteina e finalmente transferidos para o oxigénio molecular para produzir

duas moléculas de dgua (Figura 4) (ENGUITA, 2011).
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Figura 4 — Mecanismo de reagdo geral de lacases.
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Fonte: ENGUITA, 2011.

Toda essa estrutura de reag@o permite a lacase oxidar uma grande variedade
de substratos sem produzir intermediarios com perdxido de hidrogénio (ENGUITA, 2011).
Cada molécula de lacase é capaz de extrair e armazenar quatro elétrons antes de transferi-los
para o aceptor final, oxigénio molecular, em um mecanismo de alto rendimento
(SHRADDHA et al, 2011). E dificil categorizar as lacases com base no substrato, devido a
grande variedade de compostos que podem ser catabolizados. Essas enzimas tém a
propriedade de alterar seu potencial redox, assim o tipo de substrato muda de uma lacase para

outra (HOYOS et al, 2013).

As lacases de origem fungica necessitam de um maior periodo de
fermentagdo e algumas espécies ndo possuem um rendimento tdo acentuado para sua inclusao
na utilizag@o industrial. As fontes bacterianas de lacase tém sido mais exploradas ao longo dos
anos devido as suas caracteristicas que possibilitam a utilizagdo em uma maior faixa de
temperatura e pH, com estabilidade melhor e maior producdo de substrato em tempos

relativamente menores, o que gera custos mais flexiveis a indtstria (CHAUHAN et a/, 2017).

Espécies de bactérias como Streptomyces lavendulae, Streptomyces cyaneus
e Marinomonas mediterranea ja foram descritas como produtoras de lacase. Alguns dos
principais representantes fungicos na produgdo da lacase sdo aqueles conhecidos por serem
causadores da podriddo branca na madeira em decomposi¢do, como Phlebia irradiam,
Pleurotus ostreatus e Trametes versicolour (SHRADDHA et al, 2011). Além deles, muitas
espécies de Trichoderma, como Trichoderma atroviride, Trichoderma harzianum e
Trichoderma longibrachiatum, também sdo conhecidos como produtores da enzima

(HOLKER et al, 2002). Pycnoporus cinnabarinus produz lacase como enzima ligninolitica,
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enquanto Pycnoporus sanguineus produz lacase como fenol oxidase (JIMENEZ-JUAREZ et
al, 2005). Nas plantas, a lacase desempenha um papel nas lignificagdes, enquanto nos fungos
esta implicada na deslignificacdo, esporulacao, producao de pigmentos, formacao de corpos

frutiferos e patogénese das plantas (SUMATHI et a/, 2016).

As aplicacdes da lacase na industria incluem diferentes setores, podendo ser
utilizadas em diversos processos para bio-branqueamento na industria da celulose e papel,
descoloracdo e degradacdo de corantes téxteis em efluentes, clarificagdo de vinhos e chas e a
producdo de biossensores. A lacase também pode ser usada como ferramenta para diagnodstico
médico e como agente de biorremediacdo para descontaminacdo de ambientes onde existem

elevados indices de herbicidas e pesticidas (MISHRA & SRIVASTAVA, 2016).

Devido a especificidade e natureza bioldgica, as aplicacdes das lacases estdo
atraindo cada vez mais aten¢do. Essa enzima também pode ser utilizada na sintese de
compostos médicos complexos como anestésicos, anti-inflamatorios, antibidticos, sedativos,
incluindo triazol cicloalquila triazina, mitomicinas, dimero de penicilina X, cefalosporinas e
vindolina dimerizada. A dermatite pela Hera venenosa (7Toxicodendron radicans) € causada
principalmente pelo urushiol, um 6leo vegetal que contem a toxina derivada de catecol. A
lacase oxida, desintoxica e polimeriza o urushiol, o que reduz o efeito da dermatite

(CHEONG et al, 2010).

O sistema de tingimento capilar a base de lacase pode superar as
desvantagens dos corantes quimicos ao substituir o peréxido de hidrogénio como agente
oxidante na formula, sendo menos irritante € mais facil de manusear do que os corantes
capilares usuais. As lacases também podem ser usadas como desodorantes em produtos de
higiene pessoal, pasta de dente, enxaguantes bucais, detergente, sabdo e fraldas (COUTO &

HERRERA, 2006).

Também j& foram relatadas atividades de lacase, isolada de Pleurotus
cornucopiae, sobre a diminuicdo da transcriptase reversa em alguns tipos de virus
responsaveis por causar HIV. A inibicdo da entrada do virus da hepatite C em células do
sangue periférico e células de hepatoma também ja foram descritas através da lacase

purificada do cogumelo ostra (UPADHYAY et al, 2016).
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1.1.3.2 Celulase

A celulose ¢ a forma mais abundante de carbono fotossinteticamente fixado
na biosfera. E um polimero fibroso de unidades de glicose que sdo interligadas por ligagdes
1,4 glicosidicas, formando o maior componente da biomassa vegetal e compreendendo a
parede celular das plantas juntamente com a lignina e a hemicelulose. A capacidade de
converter celulose em substratos menos complexos ¢ de crucial importancia para o ciclo do

carbono na natureza (SILVA et al, 2015).

Em geral, a celulose ¢ uma substancia fibrosa, resistente e insoltivel em
dgua que desempenha um papel crucial na preservagio da estrutura das fibras naturais. E
definido como uma cadeia polimérica longa de moléculas de glicose em anel e possui uma
conformagao plana em forma de fita polimero natural que consiste em unidades de 1,4-anidro-

D-glucopiranose, como mostrado na Figura 5 (MOON ef al, 2011).

Figura 5 — Representacdo esquemadtica da estrutura quimica e das ligacdes intra- e inter-

moleculares de hidrogénio na celulose
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Fonte: TRACHE et al, 2017.

As celuloses ndo existem como entidades individuais, sdo varias cadeias de

moléculas de celulose (30 a 100 cadeias) podendo ser empacotadas juntas via for¢as de van
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der Waals e ligagdes de hidrogénio para formar a unidade basica da celulose, que sdo fibrilas

elementares (protofibrilas) em nanoescala (TRACHE et al, 2017).

As celulases clivam as ligagdes B (1 — 4) da celulose, tornando-as
candidatas atrativas para a producdo sustentavel de etanol celuldsico a partir de materiais
lignocelulosicos. A maioria das enzimas com atividade celulolitica sdo hidrolases que foram
classificadas em diferentes familias de acordo com suas similaridades de sequéncia de
aminoacidos e suas estruturas de proteinas resultantes. As celulases podem ser endocelulases,
que clivam ligagdes internas na cadeia de celulose; exocelulases, atuando nas extremidades
redutoras ou ndo redutoras das cadeias de celulose; e B-glicosidases, convertendo celobiose

em moléculas de glicose (LOPEZ et al, 2016).

Os micro-organismos de diversos habitats naturais se adaptaram no
desenvolvimento de caminhos para a producdo de varios sistemas de enzimas extracelulares
que irdo fazer a conversdo de substratos celuldésicos em agucares mais simples e produtos
afins, assim sdo convertidos em fontes de energias uteis (PAYNE et al, 2015). Essa
complexidade, dos arranjos das celuloses emaranhados com hemicelulose e lignina, dificulta a
acdo das enzimas celulases. Portanto, os micro-organismos degradadores de biomassa que
ocorrem naturalmente produzem um aglomerado de enzimas hidroliticas de efeitos sinérgicos

para degradar a biomassa de natureza complexa (LEO et al, 2019).

Micro-organismos sdo considerados como principais produtores de
celulases, o que os tornam essenciais na decomposicdo da biomassa vegetal. Até pouco
tempo, os fungos eram considerados os principais degradadores de biopolimeros de origem
vegetal, contudo j& sdo conhecidas bactérias que também contribuem de forma significativa
nessa atividade e grande parte dessas bactérias, pertencem aos filos Firmicutes,
Actinobacteria, Proteobacteria e Bacteroidetes. As bactérias celuloliticas tém sido
tradicionalmente pesquisadas em uma ampla variedade de nichos ambientais e industriais,

incluindo solo e sedimentos marinhos (MEDIE et al, 2012).

A triagem e o isolamento dos produtores microbianos de celulase geram a
oportunidade de obten¢do de enzimas com caracteristicas diferenciais. Essas enzimas
normalmente sdo produzidas por saprofitos que crescem em matéria organica morta € em
decomposicdo, estes sdo isolados de amostras de solo obtidas de florestas e reservas naturais,

fontes de dgua quente, esgoto, esterco animal e ramen bovino (JUTURU & WU, 2014).
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Entre os micro-organismos, os fungos filamentosos sdo os decompositores
de celulose mais dindmicos e sdo responsaveis por uma grande parte da hidrolise dos
componentes celulosicos de biomassas lignoceluldsicas do ambiente. As celulases fungicas
sao observadas principalmente entre os filos Ascomycota e Basidiomycota. As celulases
fingicas mais eficazes e exploradas pertencem aos géneros Trichoderma, Aspergillus,
Penicillium, Chaetomium, Fusarium, Cladosporium, Myrothecium, Humicola entre outros

(LEO et al, 2019).

As bactérias também s3o renomadas degradadoras de celulose (KUHAD et
al, 2011). Entre elas, os géneros anaerobicos de Clostridium e Acetivibrio e géneros aerdbicos
de Bacillus e Pseudomonas sao os mais estudados (SADHU & MAITI, 2013). A Tabela 1

mostra alguns dos principais produtores microbianos de celulase.

Tabela 1 — Micro-organismos produtores de celulase

Fungos

Bactérias

Acremonium cellulolyticus
Aspergillus acculeatus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus niger
Fusarium solani

Irpex lacteus

Penicillium fummiculosum
Phanerochaete
Chrysosporium
Schizophyllum commune
Sclerotium rolfsii
Sporotrichum cellulophilum
Talaromyces emersonii
Thielavia terrestris
Trichoderma koningii
Trichoderma reesei

Trichoderma viride

Clostridium thermocellum
Ruminococcus albus

Streptomyces sp.

Actinomicetos

Streptomyces sp.
Thermoactinomyces sp.

Thermonospora curvata

Fonte: AFOLABI, 2014.
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As aplicagdes da celulase englobam uma grande variedade de fins
industriais, como a industria té€xtil, industria de papel e celulose e industria alimenticia como
um aditivo para detergentes e para melhorar a digestibilidade dos alimentos para animais.
Essas celulases representam uma parte significativa do mercado mundial de enzimas e com a
preocupacao crescente sobre o esgotamento do petrdleo e as emissdes de gases de efeito
estufa, a motivacao para a produgdo de bioetanol a partir da lignocelulose tem crescido. No
entanto, os custos da celulase para hidrélise dessas biomassas pré-tratadas, precisam ser
reduzidos e sua eficiéncia catalitica deve ser melhorada para tornar o processo
economicamente viavel (KUHAD et al, 2011). Com o objetivo de proteger o meio ambiente e
reduzir a dependéncia de fontes de energia ndo renovaveis, o desenvolvimento de fontes

alternativas de energia tem se tornado cada vez mais importante (PROMON et a/, 2018).

O etanol de segunda geracdo utiliza diferentes tipos de materiais
lignoceluldsicos como substrato. Biomassas de diferentes fontes, como a agricola, aquética e a
silvicultura, podem ser consideradas para a producao de biocombustiveis. Dependendo da
fonte e da tecnologia de producdo, esses biocombustiveis sdo categorizados em primeira,
segunda, terceira e quarta geragdes. Os biocombustiveis de segunda geragdo compreendem os
produzidos a partir de culturas ndo alimentares, como biomassa lignoceluldsica e bio-residuos

(LENNARTSSON et al, 2014).

Na produgao do bioetanol de segunda geragao ¢ necessaria aplicagdo de uma
grande quantidade de celulase, em torno de 100 g de enzimas sdo utilizadas para produgao de
1 galdo de etanol celuldsico (ZHANG & ZHANG, 2013). A estrutura altamente cristalina da
celulose e a composicao heterogénea da hemicelulose na biomassa lignocelulosica requer pré-
tratamento quimico e fisico além de processos de tratamento enzimatico que aumentam o
custo de todo o processo e, portanto, se revelam um grande obstaculo para a producdo em

larga escala (RASTOGI & SHRIVASTAVA, 2017).

As celulases podem ser usadas para converter a por¢cdo de celulose da
biomassa ndo alimentar, como residuos agricolas e culturas energéticas, em aculcares
fermentaveis para posterior conversdo em combustiveis renovaveis e produtos quimicos
(PAYNE et al, 2015). A Figura 6 apresenta um esquema de funcionamento da produgdo do

etanol de segunda geragao.
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Figura 6 — Visdo geral de um processo de conversiao bioquimica convencional para produzir
combustiveis e produtos quimicos a partir de biomassa lignocelulésica.
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FONTE: Adaptado de PAYNE et al, 2015.

A terceira maior enzima industrial do mundo ¢ a celulase, e para produzir
uma grande variedade de celulases ambos os fungos e bactérias sdo fortemente explorados
(ACHARYA & CHAUDHARY, 2012). A selecao das enzimas celuloliticas com atividades
melhoradas na hidrdlise enzimatica eficiente da biomassa continua a ser um desafio para a
industria de biorrefinaria (TIWARI et al, 2017). Portanto, ¢ necessario fortalecer a pesquisa
sobre o trabalho basico como a bioprospeccdo e selecdo de linhagens de micro-organismos
celuloliticos de alta eficiéncia que atendam as necessidades de diferentes industrias (YAN et

al, 2019).

1.1.3.3 Protease

As proteases (peptidases ou enzimas proteoliticas) constituem um grande
grupo de enzimas que catalisam a hidrélise das ligagdes peptidicas em outras proteinas. A
clivagem das ligacdes peptidicas leva a degradacdo dos substratos proteicos em seus
aminodcidos constituintes, ou pode ser especifica, levando a clivagem seletiva de proteinas

para modificacdo e processamento pos-tradu¢dao (SOUZA et al, 2015).



A fungdo fisiologica desempenhada pelas proteases € essencial para todo
organismo vivo. Com base no local de ag¢do sobre substratos proteicos, as proteases sao
amplamente classificadas como endopeptidases ou enzimas exopeptidases (Figura 7)

(SAWANT & NAGENDRAN, 2014).

Figura 7 — Clivagens em diferentes sitios de ligacdo realizada por proteases.
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a) Endopeptidase agindo no meio das cadeias peptidicas; b) Exopeptidases agindo nas
ligacdes terminais das cadeias peptidicas, sendo caracterizadas por serem aminopeptidases
quando proxima a terminacdo HzN e carboxipeptidase quando a clivagem ocorre na
extremidade COOH.

FONTE: Adaptado de deerland.com/glutalytic/gluten-digestion, 2015.

De acordo com o Comité de Nomenclatura da Unido Internacional de
Bioquimica e Biologia Molecular, as proteases sdo classificadas no subgrupo 4 do Grupo 3,
pertencente as hidrolases. Essas enzimas também sdo classificadas como serina-proteases,
proteases asparticas, proteases de cisteina ou metaloproteases, dependendo do mecanismo
catalitico. As proteases também podem ser classificadas em diferentes familias, dependendo
de suas sequéncias de aminodcidos e relacdes evolutivas. Com base no pH o6timo, sdo

denominadas proteases acidas, neutras ou alcalinas (Figura 8) (JISHA et al, 2013).
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Figura 8 — Classificacdo das Proteases.
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Fonte: Adaptado de KUMAR et al, 2008.

Enzimas proteoliticas sdo conhecidas por serem onipresentes, encontradas
em todos os organismos vivos € sdao essenciais para o crescimento e diferenciagdo celular.
Proteases extracelulares costumam ter grande valor comercial e possuem multiplas aplicacdes

em setores industriais diversos (KUMAR et al, 2016).

As proteases constituem um dos grupos enzimaticos de maior valor
comercial, tém aplicagdes potenciais em um grande niimero de processos industriais, como
alimentos, racdo, couro, téxtil e industrias farmacéuticas. Essas enzimas podem ser obtidas

principalmente de animais, plantas e micro-organismos. Porém, as proteases de fontes
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microbianas dominam sua presenca em aplicagdes industriais devido a facil disponibilidade e
rapida taxa de crescimento dos micro-organismos (SINGH et al, 2016). Os habitats
enriquecidos com proteinas a base de residuos sdo os recursos mais adequados dos agentes
proteoliticos. Numeros elevados de fungos e bactérias proteoliticas ja foram isolados, mas

poucos deles sao explorados comercialmente (GAUTAM & AZMI, 2017).

As proteases fungicas atraem cada vez mais o interesse de pesquisas devido
a alta diversidade, ampla especificidade de substrato e estabilidade sob condigdes extremas,
além de serem usadas para modificar proteinas alimentares (JISHA et al, 2013). Muitas
espécies de Aspergillus, como A. candidus, A. flavus, A. fumigatus entre outros, e espécies de
Cephalosporium e Chrysosporium sao conhecidas como fontes de proteases fungicas

(RAZZAQ et al, 2019).

As proteases de origem bacteriana t€ém maior importancia e aplicabilidade
comercial nas industrias de lavanderia, alimentos, couro e seda devido a sua alta capacidade
de producao e atividade catalitica. As espécies de Alteromonas spp., Brevibacterium linens e
Lactobacterium helveticus sdo algumas das principais produtoras bacterianas de proteases
(KUMAR et al, 2016). No setor industrial, Bacillus spp. sdo os produtores de protease
alcalina extracelular mais ativos e dindmicos (RAZZAQ et al, 2019). As proteases alcalinas
bacterianas sdo caracterizadas por sua alta atividade em pH alcalino (8 - 12), com temperatura
ideal entre 50 °C e 70 °C. Essas propriedades as tornam adequadas para uso na industria de

detergentes (JISHA et al, 2013).

Os micro-organismos utilizados na produ¢do de proteases sdo geralmente
1solados em locais com condi¢des especificas ou adversas que refletem o tipo e as

caracteristicas da enzima que sera produzida (Tabela 2) (SANTOS & SATO, 2018).
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Tabela 2 — Exemplos de fontes de isolamento de micro-organismos produtores de protease.

Identificacdo do microrganismo selecionado Fonte de isolamento

Bactérias

Aeromonas veronii Tripa de peixe Mugil cephalus

Bacillus cereus Area contaminada com produtos quimicos
Bacillus cereus Solo contaminado e sedimentos marinhos
Bacillus cereus Solos contaminados de uma fabrica de madeira
Bacillus pumilus Agua contaminada

Bacillus sphaericus and Bacillus subtilis Sedimentos marinhos

Brevibacillus Solo da fazenda de gado

Pseudomonas aeruginosa Solo contaminado com petrdleo bruto
Pseudomonas aeruginosa Solos contaminados de uma fabrica de madeira
Pseudomonas aeruginosa Solo préximo a uma unidade de extracdo de solvente
Streptomyces sp. Solo da regido arida

Streptomyces sp. Liquenes da Amazdnia

Fungos

Aspergillus clavatus Aguas residuais

Aspergillus flavus and Aspergillus terreus Solo em torno da indtstria do couro

Aspergillus sp. Solo

Beauveria felina Solo da industria de fabricagdo de farelo de soja
Mucor sp. Estrume herbivoro

Penicillium chrysogenum Solo

Penicillium sp. Solo da industria de fabricagdo de farelo de soja

Fonte: SANTOS & SATO, 2018.

Além de suas aplicacdes industriais e medicinais, as proteases
desempenham um papel importante na pesquisa basica. Sua clivagem seletiva de ligacao
peptidica ¢ usada na elucidagdo da relagdo estrutura-fun¢do, na sintese de peptideos e no
sequenciamento de proteinas (PRATUSH et a/, 2013). Segundo pesquisadores, as proteases
controlam a ativacdo, sintese e renovacao de proteinas para regular os processos fisioldgicos,
por isso sdo vitais na disseminagdo de doengas infecciosas e, devido ao seu papel significativo

no ciclo de vida, sdo essenciais para a descoberta de medicamentos (RAZZAQ et al, 2019).

Diversos estudos indicaram numerosas fungdes fisiologicas proveniente de
proteases incluindo atividades antitrombdticas, antioxidantes, opidides, efeitos
citomodulatorios e imunomodulatorios, propriedades antimicrobianas, atividade inibidora da
angiotensina enzima conversora [ (ECA), antiobesidade e atividade antigenotdxica (SILVA,

2017). Peptidases bacterianas e fingicas, como as enzimas comerciais Alcalase®, Neutrase®
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e Flavourzyme® e enzimas prospectadas em espécies microbianas, sio amplamente relatadas

para a sintese de peptideos bioativos (CASTRO & SATO, 2014).

1.1.3.3.1 Colagenase

A colagenase foi identificada pela primeira vez em 1962 e sdo as enzimas
que quebram quatro tipos de coldgeno (I, II, IIT e IV) (ALIPOUR et al, 2016). Existem 29
colagenos distintos, e cada colageno difere consideravelmente em sua sequéncia, estrutura e
funcdo de aminoacidos. A protedlise do coldgeno ¢ essencial para iniimeras fungdes
fisiologicas, incluindo remodelacdo de tecidos, morfogénese e cicatrizagdo de feridas (PAL &

SURESH, 2016).

O colageno tem sido reconhecido como um fator contribuinte essencial em
inimeras patologias, como disseminagdo de células tumorais, artrite, ulceracdes teciduais,
doencas cardiovasculares, doengas neurodegenerativas e doencas periodontais. Devido a
diminuicdo da sintese de colageno corporal, sua demanda pela pele, cabelos e tecidos 0sseos,

aumenta com o envelhecimento (ABDEL-FATTAH, 2013).

Alguns tipos de colagenases ja foram descritas como inespecificas,
degradando apenas regides ndo helicoidais do coldgeno. O grupo de colagenases verdadeiras
inclui membros selecionados da familia das metaloproteases e catepsina K, que contribuem
para a protedlise da matriz extracelular e podem clivar regides triplas helicoidais nas trés

cadeias do colageno nativo (ABFALTER et al, 2016).

As aplicagdes das colagenases microbianas sdo amplas e incluem areas
como as induastrias de alimentos, curtumes, carnes, cosméticos e producdo de compostos
farmacéuticos (PAL & SURESH, 2016). Essas enzimas podem ser usadas para tratar
queimaduras, feridas, tecido cicatricial, transplante de 6rgdos especificos, doenga de Peyronie,
fibrose destrutiva, cirrose hepatica e limpeza do sangue para melhorar a triagem nos

diagnodsticos médicos (DUARTE et al, 2016).

Utilizando enzimas colagenoliticas também ¢ possivel isolar células intactas
do parénquima hepatico, células adiposas e supra-renais (TUOHETAHUNTILA et al, 2015).

A colagenase também foi aplicada na técnica de bandagem G para estudar os cromossomos
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humanos. Atualmente, essa enzima tem sido empregada como tratamento menos invasivo de
doencas nas quais a deposicdo excessiva de colageno pode causar disturbios fisiologicos

(ALIPOUR et al, 2016).

Os trabalhos mais extensos foram relatados utilizando colagenases
bacterianas devido a capacidade de degradar colagenos nativos e desnaturados. Essas enzimas
de fonte bacteriana foram relatadas sendo produzidas por Bacillus cereus, Klebsiella
pneumoniae, Bacillus pumilus, Bacillus licheniformis, Clostridium, Pseudomonas, Vibrio ¢

Streptomyces sp. (GAUTAM & AZMI, 2017; WANDERLEY et al, 2017).

Nos ultimos anos, a atividade colagenolitica tem sido explorada em
aplicagdes clinicas e terapéuticas, particularmente no tratamento da doenga de Dupuytrens,
um distirbio conjuntivo comum da fascia palmar da mao, que evolui para contratura
progressiva na flexdo dos dedos. A Food and Drug Administration (FDA) aprovou a
colagenase produzida por Clostridium histolyticum (Collagenase Clostridium Histolyticum
Injection) para o tratamento da Dupuytrens em 2010 (LIMA ef a/, 2013; SMERAGLIA et al,
2016; WATT et al, 2011). As colagenases produzidas por Clostridium histolyticum foram as
primeiras colagenases com aplicagdo médica a serem descobertas ¢ estudadas (VAN WART,

2013).

A pomada dermatoldgica Kollagenase® é um produto com preparagio
proteolitica enziméatica obtida a partir de culturas do Clostridium histolyticum, que apos
purificacdo cromatografica, apresenta-se constituida por uma série de peptidases, das quais o
componente principal ¢ a colagenase (EC 3.4.24.3). Essa formulacdo ¢ utilizada como agente
desbridante enzimatico associado a antibioticoterapia topica, em feridas, lesdes necroticas,
ulceras, gangrenas de extremidade, lesdes por congelamento, condi¢cdes associadas a dificil
cicatrizacdo, queimaduras e feridas onde se torne necessario o desbridamento enzimatico da
lesio (MODOLO, 2020). Outros produtos de colagenase produzida pela mesma fonte
bacteriana podem ser encontradas na industria farmacéutica, principalmente como constituinte

em pomadas tais como Iruxol® Mono, Xiaflex® e Collagenase Santyl (DRUGBANK, 2020).

A producdo de colagenase por fungos ja foi relatada entre os géneros
Aspergillus, Cladosporium, Penicillium e Alternaria (WANDERLEY et al, 2016). Como as
proteases fungicas sdo capazes de hidrolisar muitas outras proteinas além do proprio

colageno, a demanda de pesquisas por colagenases provenientes desses micro-organismos tem
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se mostrado um ramo de alto interesse com alta aplicagdo e potencial biotecnoldgico

(SHARKOVA et al, 2015).

Um estudo recente evidenciou a produgdo de proteases asparticas com
atividade colagenolitica produzidas por Thermomucor indicae-seudaticae (PEREIRA et al,
2020). O fungo Fusarium sp. também foi relatado como produtor de queratinase, possuindo

também atividade colagenolitica (CALIN et a/, 2019).

Pesquisas por novas fontes de colagenases aumentaram ao longo dos anos
com os avancos das pesquisas médicas (WANDERLEY et al, 2016). Existe um interesse
gradativo em encontrar novas linhagens microbianas capazes de produzir colagenases com
novas propriedades para formulagdes de novos medicamentos para a industria farmacéutica

(BLIEVA et al, 2018).

1.1.3.3.2 Gelatinase

A gelatina ¢ um biopolimero proteico e soluvel de alto peso molecular
obtido por hidrdlise parcial do colageno (GOMEZ-GUILLEN et al, 2011). Os componentes
gelatinosos possuem varias propriedades funcionais, incluindo capacidade de formagdo de
biofilme, capacidade de ligacdo a agua, espuma e propriedades emulsificantes, sendo
considerado um constituinte importante em alimentos, medicamentos e cosméticos (AHMAD

etal,2019).

As enzimas gelatinases sdo metaloproteinases da matriz (MMPs), uma
familia de endopeptidases dependentes de zinco que regulam a degradacdo da matriz
extracelular (MEC). Desempenham papel central em muitos processos fisioldgicos e
patologicos de diferentes tecidos, atuando especificamente nos diferentes segmentos da MEC,
como coldgeno, gelatina e elastina (SINGH et al, 2015). As MMPs sdo categorizadas como:
colagenases (MMP-1, MMP-8 e MMP-13), gelatinases (MMP-2 ¢ MMP-9), estromelisinas
(MMP-3, MMP-10 e MMPI1), matrilisina (MMP-7), metaloelastase (MMP-12) e
metaloproteinases da matriz de membrana (MT-MMP 1, 2, 3 e 4) (GALASSO et al, 2012).

As gelatinases desempenham atividades na reproducao e remodelagdo de

tecidos, bem como em doengas como artrite, doencas cardiovasculares e neurologicas e em
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alguns casos de cancer metastaticos. Desta forma, estas enzimas sdo alvos clinicamente

importantes para o desenvolvimento de medicamentos (JOSEPH & SASIDHARAN, 2019).

A produgdo de gelatinases em micro-organismos ja foi evidenciada em
bactérias e estd relacionada a aureolisina de Staphylococcus aureus ¢ a elastase de
Pseudomonas aeruginosa, além de estarem relacionadas a viruléncia de algumas dessas cepas
(POTEMPA & PIKE, 2009). A producao de gelatinase por Enterococcus faecalis foi
constatada como um fator potencial para a adesdo bacteriana (GUNESER & ELDENIZ,
2016). Algumas cepas de fungos patogénicos, como Aspergillus fumigatus, secretam proteases
durante a infecgdo e as proteases produzidas sao classificadas em proteases asparticas, serino
proteases e metaloproteases (YIKE, 2011). Os papéis das metaloproteases secretadas por
fungos patogénicos estdo amplamente associados a degradacdo tecidual (STAATS et al,
2013). Pesquisadores vém buscando principalmente por espécies microbianas ndo patogénicas

com potencial para a producdo em larga escala de gelatinase (EKPENYONG et al, 2016).

A busca por proteases com atividade gelatinolitica aumentou nos ultimos
anos devido as inumeras aplicagdes que a enzima encontrou nas industrias quimica, médica e
de processamento de alimentos (EKPENYONG et al, 2016). Com as potenciais aplicagdes
das gelatinases e sua alta demanda, existe a necessidade da descoberta de novas cepas
microbianas que produzem enzimas com novas propriedades e o desenvolvimento de

formulacdes farmacéuticas de baixo custo e extracdo (BALAN et al, 2012).

1.1.4 Metabdlitos microbianos com potencial antimicrobiano

Hé uma necessidade perpétua da busca por novas fontes de antibidticos no
combate a doencgas e patogenos cada vez mais resistentes aos medicamentos. Essa resisténcia
adquirida tem se tornando uma ameacga significativa a satide ptblica com o passar dos anos
(XIONG et al, 2013). Nas ultimas décadas, houve um enorme aumento no uso de antibioticos
nas clinicas, na agricultura e na pecuaria. Paralelamente, os micro-organismos desenvolveram
uma série de estratégias para lidar com esses antibioticos, atingindo a resisténcia multipla a

medicamentos pela evolugdo dos genes de resisténcia a antibidticos (NAZIR et al, 2017).
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A descoberta e o desenvolvimento de novos medicamentos a partir de
produtos naturais desempenharam um papel significativo nas ultimas décadas. Além de
plantas e animais, 0s micro-organismos representam um recurso importante para a descoberta
de novas fontes terapéuticas. Mais de 50.000 produtos naturais microbianos fundamentais
foram obtidos e selecionados como medicamentos eficazes e seguros (NEWMAN &

CRAGG, 2007).

Os antibidticos sdao amplamente distribuidos na natureza, onde
desempenham um papel importante na regulacdo da populagdo microbiana de solo, agua,
esgoto e composto. Das centenas de antibidticos produzidos naturalmente que foram
purificados, apenas alguns foram suficientemente potentes para serem utilizados na pratica
médica (SETHI et al, 2013). Essas moléculas complexas com diferentes grupos funcionais em
suas estruturas quimicas s3o divididas em vérias classes, dependendo dos mecanismos de
acdo, ou seja, inibicdo da sintese da parede celular, alteracio das membranas celulares,
inibi¢do da sintese proteica, inibicdo da sintese de 4cidos nucleicos, antagonismo competitivo

e atividade antimetabolita (CYCON et al, 2019).

Atualmente, diversos compostos antimicrobianos estdo disponiveis para
utilizacdo sendo a tetraciclina, cloranfenicol, estreptomicina, eritromicina, rifampcina,
cefalosporina e a vancomicina, alguns dos mais conhecidos e amplamente utilizados (BEACH
et al, 2012). Micro-organismos dos géneros Penicillium, Streptomyces, Cephalosporium,
Micomonospora e Bacillus sdo alguns dos representantes mais conhecidos na producao de

antimicrobianos altamente comercializaveis pela indistria farmacéutica (SETHI et al, 2013).

A versatilidade da estrutura microbiana e sua ampla aplicabilidade tornaram
esses organismos fundamentais para o estudo da microbiologia e da biotecnologia moderna
(FRISK, 2011). A grande maioria dos componentes antimicrobianos encontrados na
atualidade s3o resultados da bioprospecdo de micro-organismos pertencentes a ambientes
pouco explorados com caracteristicas diferenciadas proporcionadas pelo proprio ambiente ao

qual pertencem (WAKEFIELD et al, 2017).

Explorar micro-organismos ambientais e elucidar quais substincias
antimicrobianas eles produzem ¢ de fato uma estratégia classica para encontrar novos
antibidticos. Existem evidéncias de fungos que vivem em ambientes onde as bactérias
multirresistentes estejam prosperando, sejam capazes de desenvolver compostos diferenciados

além da producdo das classes conhecidas de antibidticos (SVAHN et al, 2012).
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A capacidade das comunidades microbianas de se adaptarem a presenga de
multiplos compostos toxicos ¢ importante para a estabilidade dos processos bioldgicos que
ocorrem nos ecossistemas (MENZ et al, 2017). Varios micro-organismos quando expostos a
condigdes ambientais diferenciais e estresses fisiologicos especificos tendem a produzir
metabolitos secundarios especializados, essenciais para sobrevivéncia que podem ser
aproveitados e explorados para o beneficio social (WAKEFIELD et al, 2017).
Historicamente, os actinomicetos t€ém sido a principal fonte de antibidticos e, os fungos
filamentosos ndo foram estudados na mesma extensao, apesar de sua capacidade de produzir

diversas matrizes de metabolitos secundérios (NIELSEN et al, 2017).

O estilo de vida expde fungos filamentosos a antagonistas. Os fungos
filamentosos organizam suas células em arranjos lineares, cenociticos, chamados hifas, que se
estendem nas pontas e sdo capazes de se ramificar e se fundir, levando a uma rede
tridimensional solta denominada micélio (STAJICH et al, 2009). Essa arquitetura representa
uma adaptacao ideal ao estilo de vida dos fungos, pois maximiza a superficie para absor¢do de
nutrientes e permite que o fungo alcance e colonize eficientemente seus substratos

(KUNZLER, 2018).

Os diferentes tecidos fungicos sdo expostos a diferentes tipos de
antagonistas dependentes do nicho ecoldgico do fungo. O micélio vegetativo de um fungo
saprofita, por exemplo, € exposto a outros micro-organismos que competem pelos mesmos
nutrientes e podem se alimentar dos produtos de degradacao liberados pela agdo das enzimas
hidroliticas secretadas pelo fungo (BILLS & GLOER, 2013). A principal estratégia de defesa
dos fungos ¢ a defesa quimica, ou seja, a produgdo de toxinas que prejudicam o crescimento,
desenvolvimento ou viabilidade dos antagonistas pelo fungo. Esses efetores de defesa incluem
metabolitos secundarios, e proteinas que geralmente agem pela ligagdo a moléculas-alvo

especificas dos antagonistas (DING et a/, 2016).

Em 1928 a Penicilina foi descoberta, e apos isso, muitos esforcos foram
empreendidos para identificar e melhorar os novos antibidticos betalactdmicos, a fim de
combater mecanismos de resisténcia que ja emergiam naquela época (SVAHN et a/, 2012). O
género Penicillium ¢ composto por mais de 354 espécies, das quais varias sdo de importancia
industrial. Um dos principais representantes ¢ o produtor industrial de penicilina Penicillium

rubens, outros Penicillium sdo usados para a producdo de metabodlitos secundarios
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farmacéuticos, enzimas como celulases e na fabrica¢dao de produtos alimentares (NIELSEN et

al, 2017).

Viarios fungos do género Aspergillus também sdo conhecidos por sua
capacidade de produzir varios metabolitos bioativos para a industria farmacéutica, como o
acido terreciclico, metabolito com atividade anticancer e antibacteriana, e lovastatina utilizada
para a reducdo do colesterol, ambos produzidos pelo fungo Aspergillus terreus

(BRACARENSE & TAKAHASHI, 2014).

Muitas espécies de Streptomyces, Bacillus e Penicillium tém sido estudadas
continuamente por sua capacidade de produzir antibidticos. Além disso, devido ao fato de as
espécies de Bacillus serem produtoras de antibioticos de estrutura proteica soluvel e por esses
antibioticos serem mais baratos e mais eficazes em estudos realizados até o momento, esses
micro-organismos sdo preferiveis na producdo comercial. Foi relatado que membros da
espécie Bacillus geralmente produzem bacteriocinas do tipo polipeptidico que afetam

bactérias Gram-positivas (SETHI et al, 2013).

O ambiente aquatico estd se tornando cada vez mais apreciado como um
reservatorio rico e inexplorado de novos produtos naturais uteis. Sabe-se que o ambiente
aquatico contém grupos bacterianos taxonomicamente diversos que exibem caracteristicas
fisiologicas e estruturais unicas que lhes permitem sobreviver em condigdes ambientais
extremas, com a produgdo potencial de novos metabolitos secundarios ndo observados em
micro-organismos terrestres (TAWIAH et al, 2012). Assim, a busca por células microbianas
potencialmente produtoras de enzimas e metabolitos secundarios de interesse industrial
incluindo o farmacéutico, provenientes de estacdo de tratamento de efluente téxtil, torna-se
estrategicamente promissora tendo em vista a adaptagdo microbiana a este ambiente hostil,
estando em contato com compostos toxicos os quais fazem com que a comunidade microbiana

ali presente, apresentem capacidades metabolicas unicas para sobreviver neste habitat.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar o potencial biotecnologico de fungos e bactérias isolados de uma
estacdo de tratamento de industria téxtil quanto a sua capacidade de producao de enzimas para
aplicagdes industriais como a celulase, enzimas com potencial aplicacdo na area médica como
a lacase e as proteases (gelatinase e colagenase), além de metabolitos com agdo

antimicrobiana.

2.2 Objetivos especificos

e Realizacdo de triagens enziméticas na busca por celulases a partir de micro-
organismos isolados (analises qualitativas e quantitativas);

e Avaliacdo das atividades de lacase e proteases (gelatinase e colagenase) com potencial
aplicacdo na area médica (analises qualitativas e quantitativas);

e Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos isolados contra bactérias patogénicas
(andlises qualitativas e quantitativas);

e ldentificacdo dos isolados de interesse biotecnologico por Taxonomia Polifésica

(analises morfologicas e moleculares).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Reativacao e preparo das células microbianas

Foram utilizados 105 isolados microbianos (45 bactérias e 60 fungos
filamentosos), previamente recuperados de uma amostra de uma estacdo de tratamento de
industria téxtil situada no oeste do Parana. As amostras estavam preservadas em glicerol 20%

(-20°C) no Laboratorio de Biotecnologia Ambiental da UNILA.

As amostras bacterianas foram reativadas em meios de cultura solidos
nutriente Agar (NA) contendo: 3 g L' de extrato de carne, 5 g L' de peptona e 15 g L' de
agar. O meio de cultivo foi vertido em placas de Petri estéreis onde as bactérias foram
estriadas e em seguida armazenadas em estufa a temperatura de 37°C para crescimento das

coldnias. O periodo de incubacao foi entre 24h a 72h.

Os fungos filamentosos foram reativados através do meio de cultura Potato
Dextrose Agar (PDA) contendo: caldo de 200 g de batata, 10 g L™ de acticar e 14 g L' de
agar. O meio de cultivo foi vertido em placas de Petri, e os fungos foram inoculados e

incubados em estufa a 28°C para crescimento durante 7 a 21 dias.

3.2 Preparacao dos extratos enzimaticos (Crescimento microbiano em meio liquido)

Para preparagdo dos extratos bacterianos, as bactérias foram colocadas em
frascos Erlenmeyer de 50 mL contendo 30 mL do meio de cultivo liquido nutriente (NB) (3 g
L™ de extrato de carne e 5 g L' de peptona) e incubadas sob agitacdo mecanica em shaker
(150 rpm) a temperatura de 37°C durante 24h. Apds o crescimento, os extratos foram
centrifugados a 5.000 rpm durante 10 minutos e o sobrenadante correspondente ao extrato

metabolico foi separado das células com auxilio de uma pipeta estéril.

Os fungos filamentosos também foram submetidos a crescimentos em
Erlenmeyers de 50 mL contendo 30 mL do meio de cultivo (Extrato de malte 3%). Trés
quadrados (1xlcm), foram recortados do meio so6lido contendo micélio de amostras dos

fungos filamentosos (de um crescimento microbiano novo), e foram inoculadas nos
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Erlenmeyers, sendo incubados sob agita¢dao (150 rpm) a temperatura de 28°C durante 7 dias.
Apds o crescimento as amostras foram filtradas a vacuo em papel filtro 0,45 pm e
posteriormente centrifugadas a 5.000 rpm durante 10 minutos para total separacao das células.

O sobrenadante metabdlico foi separado das células com auxilio de uma pipeta estéril.

3.3 Producao de Lacase

3.3.1 Triagem em placas com Guaiacol

Os micro-organismos reativados foram submetidos a triagem inicial para
producdo da enzima lacase através de meios de cultura preparados contendo guaiacol como

indicador para fenol-oxidases.

As bactérias reativadas foram semeadas em meios de cultivo sélido agar
nutriente (NA), acrescido de 425 pL de guaiacol 99% na preparagdo do meio de cultivo, e
levadas para a estufa a 37 °C durante 3 dias para o crescimento das colonias. Uma coloracao
marrom escura no verso do meio de cultivo foi considerada indicativo de atividade positiva

para lacase.

Para os fungos filamentosos, foram inoculados cubos de 1 cm de didmetro
contendo colonias fingicas reativadas em placas de Petri com meio de cultivo s6lido BDA,
acrescido de 425 pL de guaiacol 99%. Em seguida as placas foram levadas a estufa a 28°C
para crescimento durante 14 dias. A formagdo de halos escuros ao redor das colonias foi

considerada como atividade positiva para lacase (SUN et al, 2017).

3.3.2 Quantificacdo da producao de lacase com ABTS

A quantificag¢do da producdo de lacase foi realizada apenas com os isolados
considerados positivos no item 3.3.1, através do método espectrofotométrico indireto

utilizando como substrato o ABTS (2,2 azino-bis etilbentiazoline).
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Foram preparados fracos em duplicata com 30 mL do meio de cultivo NB
para as bactérias e Extrato de malte 3% para as amostras de fungos filamentosos. Uma alcada
foi utilizada para inoculag¢ao das coldnias bacterianas do meio de cultivo solido para o meio
de cultivo liquido que posteriormente foi incubada a 37°C em agitacdo em Shaker (150 rpm)
durante 24 horas. Dois cubos de 1 cm de diametro retirados de cada colonia fingica positiva
no guaiacol foram adicionados em meio de cultivo liquido (Malte 3%) e posteriormente

incubados a temperatura de 28°C em agitacdo mecanica do Shaker (150 rpm) durante 7 dias.

Apds o periodo de crescimento foram separados os extratos dos micro-
organismos. As bactérias foram centrifugadas (10.000 rpm) durante 10 minutos para
separacdo do sobrenadante e os fungos passaram pelo processo de filtracdo a vacuo, onde foi

utilizada uma bomba a vacuo e papel filtro 0,45 pm para separacao das células.

Em tubos de ensaio de 5 mL foram adicionados 1,8 pL de extrato
microbiano, 900 pL de tampao acetato e 300 pL. do reagente ABTS. A primeira leitura em
espectrofotometro foi realizada logo apods a adi¢cdo do ABTS a solucdo e uma segunda leitura
foi realizada apds a incubacdo das amostras na estufa (temperatura de 28°C para fungos e
37°C para as bactérias) durante 10 minutos apds a adi¢do do ABTS. A oxida¢ao do ABTS foi
medida pelo monitoramento do aumento da absorbancia a 420 nm. A atividade enzimatica foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para oxidar 1 mol ABTS por min usando
um valor para ABTS oxidado de 3,6x10 p mol™, de acordo com a formula (BUSWELL et al,
1995).

(8A)(Ve)(10°)

-1
N GIGIVA

U Atividade enzimética (umol min UL™'); AA Absorbancia final - Absorbancia inicial; Vt
Volume total da rea¢do (mL); t Tempo de reagdio (min); ¢ Coeficiente molar 36,000M™ cm™;
Vs Volume sobrenadante (mL); 10° Fator de corre¢io (umoL mol™)

Fonte: BUSWELL et al, 1995.
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3.4 Producio de celulase

3.4.1 Triagem inicial com corante Vermelho Congo

Para a avaliacdo da produg¢do de celulase, todos os isolados foram
inicialmente colocados em meios de cultivo liquido, NB (Caldo nutriente) e PDB (caldo de

200 g de batata e 10 g L™ de acucar), para bactérias e fungos, respectivamente.

Apbs o crescimento das células microbianas, foi preparado o meio de
cultivo sélido para triagem de atividade de celulase contendo MgSO4 0,2 g L', CaCl> 0,02 g
L', KHoPOs 1 g L', KoHPOs 1 g L', (NH«:SOs 0,5 g L', NaNO; 0,5 g L,
Carboximetilcelulose CMC 0,5 %, Extrato de Levedura 0,6 g L™, Agar I5gL™.

Todos os isolados foram inoculados em meio de cultivo de
Carboximetilcelulose (CMC). As bactérias crescidas em 5 mL de meios de cultivo NA liquido
durante 24h a 37°C, foram transferidas para placas de Petri com o meio CMC com auxilio de
uma micropipeta, onde 10 pL foram inoculados e em seguida incubados a 37°C durante 24h.
Para os fungos filamentosos, previamente crescidos em 10 mL de PDB incubados em estufa a
28°C durante 7 dias, 10 pL da amostra foram inoculados no centro da placa de Petri com o

meio de CMC, e posteriormente essas amostras foram incubadas a 28°C durante 7 dias.

Apo6s o periodo de incubagdo dos micro-organismos, as placas foram
retiradas da estufa, e 5 ml corante Vermelho Congo (2,5 g L) foram adicionados, sendo as
placas novamente incubadas a temperatura ambiente durante 15 minutos. Em seguida, a
solucdo foi descartada e as culturas foram lavadas com 10 mL de uma solucdo de NaCl 1 M,
sendo aguardados mais 15 minutos para revelacdo dos halos de descoloragdo nas placas. A
atividade de celulase foi considerada positiva onde houve descoloracdo do corante vermelho
Congo, formando halos de atividade enzimatica ao redor das colonias (TEATHER & WOOD,
1982).
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3.4.2 Quantificacdo da producio de celulase com o kit Azo-CMCellulase

A quantificacdo da producdo de celulase foi realizada com os isolados
considerados positivos no item 3.4.1. Os isolados foram novamente submetidos a
crescimentos em meios de cultivo liquido (NB para bactérias e PDB para os fungos) e repetiu-
se o processo de separacao do extrato enzimatico dos micro-organismos realizado no item 3.2.
O crescimento celular foi realizado por 24h e 5 dias a 37 ° C e 28 ° C a 150 rpm para bactérias
e fungos, respectivamente. Apos a obtencdo dos extratos a atividade da celulase foi medida
com Azo-CM-Celulose (Assay of endo-1,4-B-Glucanase (Cellulase) using AZO-CM-
CELLULOSE 09/12, Megazyme, Bray, Irlanda), de acordo com o fabricante, modificado.
Foram retirados 20 pL de extrato da cultura microbiana, sendo misturada com 20 pL de 2% de
Azo0-CM-Celulose em 2 x Mcllvaine Buffer (Mcllvaine 1921). As reagdes interrompidas
foram centrifugadas a 16.000 g por 1 minuto ¢ 100 uL do sobrenadante foram retirados.
Finalmente, a absor¢ao a 600 nm foi medida e a atividade enzimatica foi calculada como

descrito pelo fabricante (Megazyme, Bray, Irlanda).

3.5 Producao de protease

3.5.1 Triagem inicial em placas com leite

Para a produg¢do de proteases, todos os isolados foram submetidos a
crescimentos em placas de Petri com meio de cultivo contendo leite desnatado como fonte de
caseina. As células bacterianas e fingicas, submetidas ao crescimento em meio de cultivo
liquido, foram inoculadas em placas de Petri contendo o meio de cultivo PDA, para fungos e
bactérias, respectivamente, acrescido de 10% de leite desnatado fervido, sendo incubados a
28°C durante 7 dias para os fungos filamentosos e 37°C durante 24h para bactérias. A
formacdo de halos transparentes ao redor das colonias dos micro-organismos foi utilizada

como evidencia de atividade positiva para producgdo de protease (FULZELE et al, 2011).
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3.5.2 Extracao de proteinas intracelulares

A metodologia de LOPES & SIERRA (2016) foi realizada com
modificac¢des. Os isolados bacterianos e fungicos positivos para o teste inicial descrito no item
3.5.1, foram reativados em meio de cultivo PDB durante 72 horas. As amostras microbianas
foram centrifugadas por 10600 x g rpm, 4°C, durante 10 minutos ¢ o pellet celular foi
utilizado para a extragdo das enzimas. Ao pellet foram adicionados 500uL de tampao de
extragdo (acetato de magnésio SmM, glicerol 15%, beta-mercaptanol, Tris-HCl 0,1M). A
suspensdo foi centrifugada durante 5 minutos, e adicionado 500 pL de tampao de extragdo
com 1 mg mL"! de lisozima no sedimento celular. Esse material foi incubado durante 10
minutos em temperatura ambiente, centrifugado (10600g, 4°C, durante 5 minutos) e o
sedimento foi ressuspendido com tampao de sonicagao (glicerol 15%, Tris-HCI 0,1M pH 8§,8).
O banho ultrassonico foi realizado durante 5 minutos a temperatura ambiente, o material foi
centrifugado (10600g 4 °C, 30 minutos) sendo o sobrenadante coletado e usado para a

avaliagdo da atividade proteolitica (LOPES & SIERRA, 2016).

3.5.3 Quantificacdo da produciio de protease com Azocaseina

As etapas realizadas neste item 3.5.3 (Producdo de protease com Azo-
caseina) até a o item 3.5.7 (Atividade colagenolitica), foram feitas em parceria com a
professora Dra. Maria Elisa Peichoto no laboratério do Instituto Nacional de Medicina
Tropical (INMeT) - Puerto Iguazu, Misiones, Argentina. A atividade caseinolitica foi realizada
com os extratos dos isolados positivos no item 3.5.1, os micro-organismos foram colocados
para crescimento em caldo PDB para obtengdo de fontes de nutri¢do e glicose em shaker
(150rpm), 37°C para o crescimento bacteriano durante 24h e 28°C para crescimento fungico
durante 7 dias, e também com a extragdo de proteinas realizadas no item 3.5.2. Foi utilizado o
ensaio de azocaseina descrito por Wang & Huang, (2002). A mistura de reagao foi realizada
com 90 pL de azocaseina 5 mg mL™! e 10 uL da extragio de proteinas descrito no item 3.5.2,
seguindo uma incubagdo a 37 °C por 120 min. Posteriormente, a reacdo foi parada pela adi¢ao
de 200 pL de acido tricloroacético a 5% (m/v). Apos centrifugagdo a 12.500 g por 5 minutos

para remover o material ndo hidrolisado, 150 pL do sobrenadante foram misturados com um
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volume equivalente de NaOH 0,5 M e a absorbancia a 450 nm foi determinada. Para desenhar
uma curva de concentragdo-atividade, foram testadas dilui¢cdes seriadas de cada amostra. A
atividade especifica foi expressa em unidades (U) /mg de proteina, sendo uma unidade de
atividade enzimatica definida como a quantidade de proteina capaz de causar um aumento de

0,005 unidades de absorbancia por minuto a 450 nm.

3.5.4. Determinacio da concentracio de proteinas

A determinacdo da concentracdo de proteinas nas amostras foi analisada com os
isolados positivos no item 3.5.1. e, com as amostras preparadas no item 3.5.2. O teste
realizado com fluorometria (Qubit 2.0, Life Technologies) foi realizado de acordo com as

instru¢des do fabricante.

3.5.5 Perfil proteico

O teste de perfil proteico foi realizado com os isolados positivos no item
3.5.1. e com as amostras preparadas no item 3.5.2. As amostras foram analisadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida (12%) com dodecilsulfato de sdédio (SDS-PAGE) de
acordo com o método de Laemmli (1970). As amostras foram analisadas em condi¢des ndo
redutoras (sem 2-mercaptoetanol). Os géis foram corados com nitrato de prata (AgNO3)

(Blum et al, 1987).

3.5.6 Atividade gelatinolitica

A atividade gelatinolitica também foi realizada com os isolados positivos no
item 3.5.1. e, com as amostras preparadas no item 3.5.2. A atividade gelatinolitica foi
determinada por zimografia (Antunes et al., 2010). Foi preparado um gel de poliacrilamida a

12% (m/v) ao qual foram adicionados 200 pL de solugdo de gelatina a 0,1 g mL™! por 10 mL



52

de gel de corrida. As amostras foram diluidas 1:1 com tampdo de amostra sem 2-
mercaptoetanol e aquecidas a 55 °C por 2 a 3 min. Marcadores de massa molecular pré-
coloridos foram usados como referéncia. A corrida eletroforética foi realizada e, ao final, o gel
foi colocado em solugdo Triton X-100 a 2,5% (v/v) por 15 minutos a temperatura ambiente. O
procedimento acima foi repetido mais uma vez e, em seguida, o Triton X-100 foi parcialmente
removido, deixando 2-3 mL no tanque. Cem (100) mL de tampao revelador [Tris 50 mM;
CaCl; 5 mM; 0,02% de NaN3 (m/v); pH 8,8], foram adicionados e agitado por 15 minutos a
temperatura ambiente e incubado a 37 °C por 16 h. Finalmente, o gel foi corado com

Coomassie Blue R250.

3.5.7 Atividade colagenolitica

A atividade de colagenase foi realizada com uma amostra do isolado ITF33
positivo no item 3.5.1. e preparado no item 3.5.2. Esse teste quantitativo foi realizado
utilizando azocoldgeno como substrato, conforme descrito por Vachova e Moravcova (1993)
e modificado por Antunes et al. (2010). As dilui¢des seriadas (200 pulL) das amostras foram
incubadas com 50 uL de uma solugdo de azocoldgeno a 5 mg mL™! dissolvida em tampdo
Tyrode (137 mM NacCl, 2,7 mM KCL, 0,42 mM NaH;PO4, 10 mM HEPES, Dextrose 5, 6
mM, 1 mM MgCl, e 2 mM CaCly, pH 7,4) por uma hora a 37 °C, tendo o cuidado de
homogeneizar as amostras a cada 5 minutos durante o periodo de incubagdo. A reacdo foi
parada colocando as misturas de reagdo em um banho de gelo e depois centrifugadas por 3
min a 5000g. A absorbancia do sobrenadante foi medida a 540 nm. A atividade especifica foi
expressa em U/mg de amostra, sendo uma unidade de atividade enzimatica definida como a
quantidade da amostra capaz de gerar um aumento de 0,003 unidades de absorbancia por

minuto a 540 nm.
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3.6. Atividade antimicrobiana

3.6.1 Teste por difusdo em agar: técnica do disco

Todos os isolados foram submetidos ao teste de atividade antimicrobiana em disco de
papel. A atividade antimicrobiana foi testada utilizando ensaios bioldgicos em triplicata. Os
microrganismos utilizados no teste foram as bactérias patogé€nicas humanas Escherichia coli,
CBMAI 825: Micrococcus luteus (DSMZ 20030), CBMAI 489: Pseudomonas aeruginosa
(CCT 13388), CBMALI 484: Salmonella choleraesuise e CBMAI 485: Staphylococcus aureus
(CCT 2740). Para os testes foi utilizada a técnica de difusdo em disco dos extratos obtidos dos
isolados microbianos. As bactérias patogénicas foram crescidas a 37°C por 24 horas em meio
NB. Com auxilio de um swab estéril, as bactérias patogénicas foram semeadas em placas de
Petri contendo meio MH (Muller Hinton) de forma que as mesmas fossem espalhadas por
toda a placa. Posteriormente foram inseridos discos papel filtro estéreis (@ 6 mm),
equidistantes, embebidos com 10 pL do extrato metabolito dos micro-organismos de industria
téxtil preparados seguindo a metodologia do item 3.2. As placas foram incubadas a 37°C por
24 horas. A atividade antimicrobiana foi avaliada pela formagao e medida do halo de inibigao

das colonias patogénicas (OLIVEIRA ef al, 2015).

3.6.2 Teste de Concentra¢ao Minima Inibitéria (MIC)

Os 9 isolados fungicos e 5 isolados bacterianos considerados positivos no
item 3.6.1 foram inoculados em frascos de Erlenmeyer de 50 mL contendo 30 mL de caldo
malte a 2% para fungos, 30 mL de meio NB para bactérias, e incubados a 28 °C e 37° C, sob
agitacdo mecanica (150 rpm) por 7 dias e 24h respectivamente. Apds o crescimento das
colonias, as culturas foram trituradas em equipamento Polytron e a fase aquosa extraida com
diclorometano (3 x 30 ml). As fases orgénicas reunidas foram secas sobre sulfato de sodio
anidro, filtradas e o solvente foi evaporado até a secura utilizando o equipamento
rotaecvaporador. Os extratos microbianos foram analisados quanto a atividade antimicrobiana

contra as seguintes bactérias: Escherichia coli, Micrococcus Iuteus CBMAI 825,
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Pseudomonas aeruginosa CBMAI 489, Salmonella choleraesuis CBMAI 484 ¢
Staphylococcus aureus CBMALI 485.

O indculo para os ensaios foi preparado diluindo a massa celular raspada em
solucao de NaCl a 0,85%, ajustada a escala de McFarland 0,5 e confirmada por leitura
espectrofotométrica a 580 nm. As suspensoes celulares foram finalmente diluidas para 104
UFC mL). Os testes de MIC foram realizados de acordo com Ellof (1998), utilizando o caldo
Muéller-Hinton em uma placa de teste de cultura de Elisa (96 pogos). As solugdes estoque dos
extratos microbianos foram diluidas e transferidas para o primeiro poco e foram realizadas
diluicdes em série para obter concentracdes na faixa de 1,0-0,016 mg mL™'. O indculo foi
adicionado a todos os pogos e as placas foram incubadas a 37 °C por 24 h. A atividade
antimicrobiana foi detectada pela adi¢do de 20 pL da solug¢do aquosa de TTC a 0,5% (cloreto
de trifenil tetrazolio, Merck). A MIC foi definida como a menor concentragdo de extrato
microbiano que inibiu o crescimento visivel, conforme indicado pela coloragdo com TTC (as

células mortas ndo sdo coradas com TTC) (SETTE et al, 2006).

3.7 Taxonomia Polifasica dos isolados de interesse biotecnologico

3.7.1 Caracterizacio morfologica

As células bacterianas foram crescidas em meios de cultivo NB em 24h de
incubacgdo a 37°C. Apds o crescimento foi preparado o esfregaco em ldminas, onde uma
pequena quantidade de células foi colocada para coloracdo e posterior identificacdo. A
coloragdao de Gram foi realizada segundo o protocolo padrao disponibilizado pelo Ministério
da Saude (2001), utilizando os corantes, violeta-de-metila 1%, lugol 5%, alcool 95%, fucsina
0,2%. Para andlise das morfologias fungicas em microscopio, foi realizado microcultivo onde
as laminas foram preparadas com crescimento do fungo num periodo de 7 dias e

posteriormente foram coradas com azul de metileno 20%.
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3.7.2 Caracterizacao Molecular

3.7.2.1 Extracdo de DNA genomico

Esta etapa foi realizada em colaboragdo com a Dra Valeria Maia Merzel do DRM-

CPQBA/UNICMAP — Campinas, SP.

Apoés o crescimento dos micro-organismos (meio de cultivo s6lido NB e
PDB para bactérias e fungos respectivamente) foram transferidas duas algadas de cada isolado
para microtubos de 2,0 mL contendo a solug@o para extragdo fenol (900 pL) e uma pequena
quantidade das esferas de vidro (glass beads) um tubo de 2,0 mL, as esferas foram colocadas
até a marcacao de 200 pL). As amostras foram agitadas em vortex a velocidade méxima por 2
minutos e em seguida incubada em banho-maria a 65°C durante 20 minutos. A preparagdo foi
novamente levada para agitagdo em vortex a velocidade méaxima por 2 minutos e em seguida
centrifugada a 16.000g por 10 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante transferido ao novo
microtubo de 2,0 mL. Foram adicionados 800 pL de fenol, homogeneizado brevemente em
vortex e centrifugado a 16.000g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi entdo transferido
para um novo microtubo de 2,0 mL, adicionado um volume de fenol (1:1) e homogeneizado

brevemente em vortex.

O microtubo foi entdo novamente centrifugado a 16.000g por mais 5 minutos a 4°C e
o sobrenadante foi transferido a um novo microtubo de 1,5 mL, ao qual foram adicionados
600 pL de isopropanol e homogeneizados (sem utilizagdo do vortex) e incubados em freezer
(-20°C) por 20 minutos. Repetiu-se o procedimento de centrifugacdo a 16.000g por 10
minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado. Ao pellet, foram adicionados 100 pL de etanol
a 70% e o tubo foi invertido por algumas vezes. Foi realizada mais uma centrifugagdo a
16.000g por 2 minutos a 4°C e novamente o sobrenadante foi descartado. O pellet foi secado a
temperatura ambiente ¢ em seguida suspenso em 30 pl dgua reagente para biologia
molecular. O DNA extraido foi quantificado em gel de agarose a 0.8% em tampao TEB 1%,
com uma voltagem de 100 durante 20 minutos. O gel corado brometo de etidio (0,25 pg/mL)

e visualizado em translumindador (AAMIR et a/, 2015).
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3.7.2.2 Rea¢ao de PCR e purificacdo dos amplicons

Os DNAs extraidos foram submetidos a amplificacdes (PCR). Foram preparadas
solugdes contendo 15,35 pL de H>O reagente de biologia molecular, Solu¢do Tampao 7ag 2,5
pL, Solugdo de MgCl, 0,75 uL, Primer forward 0,5 uL, Primer reverse 0,5 pL, dNTP’s 0,2
uL, Tag DNA-polimerase 0,2 uL. e DNA gendémico 5 pL somando um volume total de 25 pL.
As amostras foram colocadas em termociclador nas seguintes condic¢des: 1 ciclo inicial de 5
min a 95°C; 40 ciclos da sequéncia 30s/95°C — 30s/63°C — 60s/72°C; e 1 ciclo final de 10 min
a72°C.

Os amplicons foram purificados utilizando o kit de coluna GFX Gel Band Purification
Kit, sendo novamente visualizados em gel de agorose a 0.8%. Apos o preparo das reacdes os
tubos de amostras em duplicata foram colocados em equipamento de Termociclador seguindo

o procedimento descrito do equipamento (AAMIR et al, 2015).

3.7.3 Sequenciamento e analises filogenéticas

A reagdo de sequenciamento foi preparada com 2 pL de Tampdo Save
Money, 0,5 pL do Primer (5 uM), 1 puL do Big DYE (Life Technologies), 2 pL do DNA da

amostra e 4,5 pL de Agua reagente para biologia molecular.

Apo6s a reagdo de sequenciamento, a precipitagdo foi realizada na mesma
placa seguindo o protocolo. Adicionou-se 1 pL. de EDTA (125 nM em cada pogo e 1 pL de
Acetado de Sodio (NaOAc 3 M) em cada pogo, além de 25 pL de etanol 100% gelado. As
amostras foram suspensas em 10 pL de formamida Hi-Di e cobertas com a septa, incubadas
no termociclador a 95°C por 5 minutos. Apds esse periodo as amostras foram colocadas em
gelo por 3 minutos e a placa foi entdo colocada no equipamento de sequenciamento de DNA,
onde foram seguidas as instrugdes descritas no equipamento e controladas pelo técnico

responsavel pelo aparelho.

As sequencias foram analisadas pelas regides ITS1 / ITS2 que foram

amplificadas com os iniciadores ITS1 (5'-CCGTAGGTGAACCTGCGG-3 ") e ITS4 (5'-
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TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"), para os isolados ITF29 e 33 (VITA-MARQUES et al,
2008). Para os demais isolados flingicos que apresentaram caracteristicas morfoldgicas
pertencentes ao género Penicillium e Aspergillus, foi utilizado o gene da B-tubulina. A regiao
do gene da B-tubulina foi amplificada com os oligonucleotideos Bt2-F (5'GGT AAC CAA
ATC GGT GCT GCT TTC 3") e Bt2-R (5'ACC CTC AGT GTA GTG ACC CTT GGC 3")
(JUNIOR et al, 2015).

Para as bactérias a identificagdo dos isolados ¢ a construgdo de bibliotecas
génicas foram realizadas a partir da amplificacdo e sequenciamento de fragmentos de genes
de RNAr 16S, com a utilizagio dos primers 10f (AGTTTGATCCTGGCTC) e 1100r
(GGGTTGCGCTCGTTG) (BELGINI et al, 2013). Os mesmos primers também foram

utilizados nas reagdes de amplificacao.

As sequéncias foram comparadas com os dados de sequéncia ITS1 / ITS2,
B-tubulina e 10F 1100r de cepas disponiveis nos bancos de dados publicos Genbank (http: //
www.ncbi.nem.nih.gov) usando as rotinas de correspondéncia de sequéncia BLASTn. As
sequéncias foram alinhadas pelo programa BioEdit e as andlises evolutivas filogenéticas e

moleculares foram realizadas usando o MEGA X.

O modelo de dois parametros Kimura foi utilizado para estimar a distancia
evolutiva. A reconstrucdo filogenética foi realizada usando o algoritmo de neighbor-joining
(NJ), com valores de Bootstrap calculados a partir de 1.000 execugdes replicadas, usando as

rotinas de software incluidas no software MEGA X.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Reativacao das células microbianas utilizadas no estudo

Os resultados das reativagcdes dos 105 micro-organismos preservados (45
bactérias e 60 fungos) revelaram o crescimento de 34 bactérias e 28 fungos filamentosos,

totalizando 59% (n= 62), dos micro-organismos isolados.

Dentre os 105 isolados microbianos coletados de um efluente industrial
téxtil, apenas 62 foram reativados apos a crioconservagao, ao qual foram submetidos. Pode
ser observado que houve um crescimento muito maior entre as bactérias, 75% dos 45 isolados
bacterianos cresceram em meio de cultura. Os fungos obtiveram um crescimento inferior,
representando 46% do total de isolados inicial. Desta foram, o método de conservacdo dos
micro-organismos (-20 °C) pode ndo ter sido tdo eficiente para manter todas as células viaveis
apos a reativagdo pois, as células microbianas podem ter sofrido injurias metabolicas ao longo do

processo de preservacao (BATISTA et al, 2018).

4.2 Atividade enzimatica

4.2.1 Triagem para producio de lacase e celulase

Os resultados dos experimentos realizados com todos os isolados
bacterianos revelaram que apenas 01 bactéria, Bacillus sp. (ITB24), apresentou potencial para
a producao da enzima lacase, quando colocado em meio de cultura contendo guaiacol, devido
a formagao de uma cor marrom da coldnia bacteriana. As demais bactérias triadas (n= 33) nao
apresentaram putativa atividade enzimatica para lacase através da metodologia aplicada. Isso
pode estar relacionado ao fato de que grande parte das lacases produzidas por bactérias ocorre
de forma intracelular (MARGOT et al, 2013). As colonias bacterianas escuras podem ser
observadas no isolado Bacillus sp 1TB24 e Aspergillus sydowii ITF10 apresentando halo
escuro caracteristico da produgdo de enzimas ligninoliticas, incluindo a lacase, em meio de

cultivo com guaiacol (Figura 9).



59

Figura 9 — Isolados microbianos com atividade em placa contendo guaiacol.

A) Bacillus sp 1TB24; B) Aspergillus sydowii ITF10

Dos 28 fungos filamentosos triados para a mesma atividade enzimatica na
presenca de guaiacol, nove (9) apresentaram escurecimento e halos caracteristicos, sendo
selecionados como potenciais produtores da enzima lacase, no meio de cultura com guaiacol.
Os fungos filamentosos com atividade positiva em guaiacol foram: Penicillium sp. (ITF3),
Penicillium rubens (ITF4), Aspergillus sp. (ITF9), Aspergillus sydowii (ITF10), fungo nao
identificado (ITF13), Aspergillus sydowii (ITF27), Aspergillus sydowii (ITF30), Aspergillus
sp. (ITF43) e Aspergillus amoenus (ITFA7).

A oxidagdo com guaiacol ¢ um dos ensaios qualitativos mais convenientes
para a produgdo de enzimas ligninoliticas entre fungos (KAUR et al, 2016). Esta metodologia
se mostrou eficiente na triagem de fungos e também bactérias com potencial produgdo de

lacase deste estudo.

A produgdo de lacase por representantes do filo Proteobacteria provenientes
de aguas residuais foi estudada recentemente. E demonstrada sua atividade em placas
contendo guaiacol por Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas mendocina e
Stenotrophomonas maltophila. O ambiente das aguas residuais ¢ uma rica fonte de micro-
organismos com capacidade para a degradagdo de poluentes aromaticos e bactérias

potencialmente produtoras de lacases (UNUOFIN et al, 2019).
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Viérios estudos relatam a producdo de lacase em meio de cultivo sélido
contendo guaiacol por fungos isolados do solo, comprovando a efetividade deste substrato na
selecao de cepas capazes de produzir lacases (PUNDIR et al, 2016; SUN et al, 2017,
RAUACUTE et al, 2011). Outros estudos que também utilizam do guaiacol como ferramenta
de deteccdo de micro-organismos produtores de lacase enfatizam aplicacdo da enzima para
fins de bioremedia¢do de aguas residuais (ABDEL et al, 2016; MARGOT et al, 2013;
MOHAMMED et al, 2019). Nao foram encontrados estudos de producgado de lacase por fungos

ou bactérias provenientes de efluente de industria téxtil.

Muitos produtos gerados por lacases sdo agentes antimicrobianos,
desintoxicantes ou de cuidados pessoais ativos. Lacases provenientes de fungos e bactérias
sdo de particular interesse em relacdo a potenciais aplicagdes industriais devido a sua

capacidade de oxidar uma ampla gama de substratos relevantes (VISWANATH ef al, 2014)

Alguns sistemas a base de lacase podem superar as desvantagens dos
corantes quimicos, substituindo o perdxido de hidrogénio como agente oxidante na formula
de tingimento (UPADHYAY et al, 2016). Também j& foram desenvolvidas preparagdes
cosméticas e dermatologicas contendo lacases produzidas por micro-organismos para

clareamento da pele (SHRADDHA et al, 2011).

Para os testes de triagem de celulase, todos os micro-organismos foram
submetidos ao meio de cultivo contendo CMC. Um total de 3 bactérias (ITB18 e 22 ambas
ndo identificadas e ITB24 Bacillus sp.) apresentaram atividade positiva para celulase em placa

através da formagdo de um halo de descoloragdo do corante vermelho Congo (Figura 10).

Figura 10 — Isolado Bacillus sp. (ITB24) apresentando descoloragdo em CMC.
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Os 28 fungos filamentosos transferidos para o meio CMC apresentaram
atividade positiva para celulase, formando halos de descoloragdo do corante Vermelho Congo
em diferentes niveis. No total, 15 isolados apresentaram halos menores, considerado uma
atividade discreta, sendo classificados com 01 sinal positivo (+), 6 apresentaram halos
médios, sendo considerado com atividade mediana e classificados com 02 sinais positivos
(++) e 7, uma atividade mais acentuada, sendo classificados com 03 sinais positivos (+++),

com formagao de halos maiores (Figura 11).

Figura 11 — Halos fungicos de diferentes tamanhos em meios com CMC

A) O

Halos das colonias fingicas classificados. A) ITF3 halos discretos (+), B) ITF12 halos
medianos (++) e C) ITF4 halos acentuados (+++).

A coloragdao com vermelho do Congo tem sido amplamente utilizada em
muitos estudos para o rastreamento de micro-organismos degradadores de celulose. Embora
seja comprovado que o diametro da zona de hidrolise pode ndo refletir com precisdo a
atividade real da celulase de acordo com a concentragao de enzimas (LIANG et al, 2014).
Como tratou-se apenas de um teste de triagem, a metodologia aplicada se mostrou eficaz para
classificagdo dos isolados com capacidades elevadas de produg¢do da enzima através da

formagao de halos.

As aguas residuais téxteis cont€ém uma variedade de compostos do
processamento de produtos quimicos, corantes, impurezas naturais extraidas, e residuos de
fibras de algodao (GEORGIOU & AIVASIDIS, 2012). O algodao ¢ uma das formas mais
puras de celulose, quase 90% das fibras componentes sdo de celulose (HSIEH, 2007). A

afinidade das celulases com o algoddo depende do grau de cristalinidade, das condi¢des dos
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substratos e dos componentes da celulase presentes no sistema de reacdo (SARAVANAN et
al, 2013). A presenca desse tipo de fibra no efluente industrial téxtil pode ter facilitado e
estimulado a producao enzimatica de celulase pelos micro-organismos, visto que uma grande

quantidade de isolados provenientes desse meio foi capaz de produzir a enzima.

Estudos realizados com bactérias provenientes de aguas residuais relataram
a produgdo de celulase por Bacillus subtilis em meios de cultivo contendo CMC como
principal fonte de celulose (ZAMANI et al, 2018). Outro estudo com bactérias produtoras de
celulase encontradas no solo contaminado com efluentes de industria de celulose e papel
relataram isolados apresentando atividade de celulase em meio de cultivo contendo CMC.
Neste estudo, os isolados foram identificados como Bacillus subtilis, Bacillus mojavensis e
Bacillus cereus (REDDY et al, 2017). Espécies de Streptomyces spp. também ja foram

relatadas como boas produtoras de celulase em meios contendo CMC (AMORE et a/, 2012).

Fungos termofilicos isolados de amostras de solo também vém sendo
amplamente estudados para produ¢do de celulases em meios de cultivo com CMC. O fungo
Aspergillus fumigatus foi relatado como produtor de enzimas extracelulares para degradacgao
de lignoceluloses, mostrando maior atividade para a celulase e a B-glucosidase (SAROJ &
NARASIMHULU, 2018). Trichoderma e Aspergillus isolados de bananas em decomposicao
também foram relatados como produtores de celulases em placas de carboximetilcelulose-

agar vermelho do Congo (LEGODI ef al, 2019).

Os fungos sdo os principais micro-organismos produtores de celulase,
alguns géneros foram relatados como produtores de atividade celulolitica em meio de CMC
como Trichoderma e Aspergillus. Porém, atividade de celulases de fungos e bactérias
provenientes de ambientes aquaticos ainda € pouco estudado (NARENDHIRAKANNAN et
al, 2014). Nao foram encontrados estudos correlacionando a atividade enzimadtica de celulase

de micro-organismos isolados de estagdes de tratamento de industria téxtil.

Enzimas microbianas capazes de hidrolisar eficientemente a biomassa
lignocelulosica sao fundamentais para o desenvolvimento de um processo de bioconversao de
celulose economicamente viavel. Até agora, a baixa eficiéncia da hidrélise e o alto custo de
producdo das celulases continuam sendo os obsticulos significativos nesse processo e
enfatizam a necessidade da busca de linhagens capazes de produzir estas enzimas de forma

eficiente para aplicagdo na industria do biocombustivel (GAO et al, 2017).
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4.2.2 Atividade enzimatica de Lacase e Celulase

Os isolados microbianos com atividade considerada positiva para lacase

com guaiacol foram testados frente a adigdo do substrato ABTS. Os resultados obtidos

demonstraram que 3 fungos (ITF4; 10; 30) obtiveram atividade frente ao ABTS com valores

variando entre 12.037 a 27.546 U mL'. O isolado bacteriano (ITB24) foi tinico que
apresentou atividade quando colocado frente a0 mesmo substrato (14,815 U mL™). Para o

teste de atividade enzimatica de celulase, trés (03) isolados bacterianos produziram a enzima
na faixa de 14.43 a 49.41 U mL" sendo eles: ITB18; 22; 24. Com relagdo aos fungos, 7

isolados apresentaram atividade enzimatica, sendo eles: (ITF 4; 10; 12; 22; 27; 30; 47) com
variagdo enzimética de 36.11 a 50.69 U mL™! (Figura 12).

Figura 12 — Atividade de lacase e celulase dos isolados microbianos

50,14
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Os isolados ITF3, 9 e 13 apresentaram coloragdo marrom em placa
contendo o guaiacol mas suas atividades enzimadticas foram consideradas nulas no teste

espectrofotométrico com ABTS.

O guaiacol ¢ um composto fendlico com um grupo metoxi ¢ ¢ o éter
monometilico do catecol, esse composto ¢ facilmente oxidado pelo ferro heme das
peroxidases, incluindo a peroxidase da enzima ciclooxigenase (IMURA et al, 2005). As
peroxidases sdo oxidoredutases que oxidam substratos organicos, tendo o perdxido de
hidrogénio como molécula receptora de elétrons (SINGH et al, 2019). J& o ABTS possui
atividade nas oxidases que contenham nucleo de cobre, como € o caso das lacases (MORE et
al, 2011). A melhor especificidade do ABTS sugere que os isolados ITF3, 9 e 13 sdo putativos
produtores de peroxidases, o que justifica sua atividade em placa contendo apenas guaiacol

como substrato.

Os isolados ITF10, 27 e 30 identificados como Aspergillus sydowii,
apresentaram diferentes atividades enzimaticas. No caso da producdo de lacase com ABTS
como substrato, a diferenca de atividade entre o ITF10 e 30 ¢ de apenas 0,0002 U L. Essa
diferenca de atividade segue baixa entre os dois fungos quando observada a atividade de
celulase, sendo a diferenca de 1,78 U mL™! entre eles. O isolado ITF27 apresentou suficiente
atividade enzimatica em placa de CMC para ser analisado em espectrofotometro, porém ha
uma discrepancia maior dele em relagdo aos isolados ITF10 e 30, chegando a uma diferenca
de 10,72 U mL! entre ITF27 e ITF30. Diversos fatores podem ter influenciado essa atividade
enzimatica do ITF27 em rela¢dao aos outros dois isolados identificados como sendo da mesma
espécie, desde a forma de armazenamento em laboratorio até as condi¢des de exposi¢do

ambiental de onde cada fungo foi isolado (DEMAIN, 2000).

Poucos fungos do género Aspergillus produtores de enzimas foram
encontrados neste estudo em relagdo aos Penicillium. O fungo filamentoso Aspergillus
sydowii geralmente causa podridao da madeira e exige um pouco mais de umidade, fator que
ressalta as caracteristicas preferenciais de seu habitat terrestre mais imido ou aquatico, com

sua capacidade de producao de enzimas e degradagao de carboidratos (MATKAR et al, 2013).

Recentemente, através de procedimentos de otimizagdo de produgdo de
enzima, o Aspergillus sydowii produtor de lacase (2.57 U mL™) foi constatado como eficiente
biocatalisador catodico em célula de combustivel microbiana de iluminagdo autossuficiente

(ABDALLAH et al, 2019). Cepas desse mesmo fungo originarias da Antartica também foram
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relatadas como bons produtores de lacase (CONG et al, 2017). A. sydowii foi relatado a partir
de habitats terrestres e marinhos, e a maioria dos trabalhos com esse micro-organismo
descreve principalmente sobre sua produgdo de enzimas lignoliticas (NAIR et al, 2010).
Outro estudo verificou que o isolado A. sydowii ¢ um potencial produtor de celulase -
glucosidase com boa atividade, podendo ser utilizado posteriormente para sacarificagdo na

producao de acucares fermentaveis e etanol (MATKAR et al, 2013).

Aspergillus sydowii também ja foi descrito como um fungo filamentoso
halotorelante e haldfilo com propriedades interessantes na presenga de altas concentragdes de
sal, em pH acido ou em liquidos i6nicos (GUNDE-CIMERMAN et al, 2009). Outro estudo
conclui que o 4. sydowii pode degradar o formaldeido de forma eficiente e pode ser utilizado
com sucesso no tratamento de dguas residuais industriais que contenham esse contaminante

(YU et al, 2015).

O fungo ITF47 identificado como Aspergillus amoenus foi o melhor
produtor de celulase deste estudo chegando a atividade enzimatica de 50,69 U mL™!. Pode-se
notar que essa espécie ainda € pouco estudada como produtora de metabolitos, além de pouco
se saber sobre seu habitat (JURJEVIC et al, 2012). Estudos comprovam a producdo de
CMCase a partir da cepas recém-isoladas de Aspergillus versicolor, um grupo bastante
proximo ao Aspergillus amoenus, através da otimiza¢do de diferentes parametros fisico-

quimicos (QAISAR et al, 2014).

Outro fungo produtor de lacase e celulase encontrado no presente estudo, foi
o ITF4 Penicillium rubens. Esse isolado obteve a menor atividade enzimatica de lacase (12,04
U mL™), sendo até mesmo inferior a atividade encontrada na bactéria ITB24, porém foi um
dos que obteve melhor atividade de celulase (50,14 U mL™') em relagiio aos outros isolados.
Uma pesquisa com 19 espécies de Penicilliums isoladas em um levantamento de fungos
produtores de enzimas extraidos de macroalgas ao longo da costa da ilha de Jeju, na Coréia,
os autores constataram a produgdo de endoglucanase e B-glucosidase por P. rubens em altas
quantidades, as cepas formaram halos de 5-10 mm para atividade de B-glucosidase (PARK et

al, 2016).

O isolado ITF12 (Penicillium sp.) e o isolado ITF22 (Penicillium citrinum)
obtiveram atividades enzimaticas para producdo de celulase bastante distintas, chegando a
uma variacdo de 46,94 U mL'!. Espécies de Penicillium em geral tém sido relatadas como

excelentes produtoras de enzimas celuloliticas quando comparadas a outras espécies e
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linhagens comerciais. Penicillium citrinum apresenta um bom potencial para & producao
dessas enzimas por ser considerado um produtor altamente sinérgico e constante (PIMENTEL

etal,2014).

Foi constatado que a producao de celulase pelo Penicillium citrinum chegou
a 134 U mL™!' em meio contendo glicose e 159 U mL' em meio de cultivo com maltose, sendo
seu pH de melhor atividade entre 5 e 6,5 (MUTHUKRISHNAN, 2017). Alguns autores
também relataram que 30°C ¢ a melhor temperatura para a producdo de CMCase por
Penicillium citrinum (ABDEL-FATAH et al, 2012). As cepas fungicas isoladas de industria
téxtil foram submetidas a temperatura de 28°C, fator que também pode ser diferencial na
producdo enzimatica. Diferente de alguns outros isolados identificados, Penicillium citrinum ¢é
mais estudado e sua producdo de celulase ¢ mais bem conhecida e caracterizada (OYEDEJI &

OJEKUNLE, 2018).

Apesar do baixo numero de isolados produtores de enzimas pode-se
observar uma melhor atividade enzimatica da bactéria ITB24, sendo capaz de produzir tanto
lacase quanto a celulase em quantidades satisfatorias quando comparado aos resultados
obtidos pelos isolados fungicos. O isolado ITB24 identificado como Bacillus sp, foi o unico
que apresentou coloracdo marrom em meio de cultivo em placa contendo guaiacol. Em teste
com ABTS o isolado apresentou atividade enzimética 14,81 U mL! em espectrofotometro,

superior a atividade do isolado fingico ITF4 Penicillium rubens, 12,04 U mL™.

A producdo de lacases ¢ afetada por muitos fatores, como composi¢do do
meio, tempo de cultivo, pH, temperatura e disponibilidade de carbono e nitrogénio
(MUTHUKUMARASAMY et al, 2015). As lacases bacterianas costumam ter alta
estabilidade a temperatura e pH elevados em comparacdo com as lacases de fungos
(MARGOT et al, 2013). Além disso, as lacases bacterianas tém ampla especificidade de
substrato e sdo econdmicas, além do tempo reduzido de crescimento das coldnias em relagao
aos fungos (SRINIVASAN et al, 2019). A existéncia de lacase em bactérias foi relatada em
diversas espécies, com destaque para o género dos Bacillus, sendo alguns deles B.
halodurans, B. subtilis, Bacillus sp. HRO3, Azospirillum lipoferum, B. pumilus, B. subtilis
WP1 e Pseudomonas putida MUTHUKUMARASAMY et al, 2015).

As atividades enzimaticas de celulase produzida pelos trés isolados
bacterianos positivos apresentaram bons resultados quando comparados aos resultados

obtidos pelos isolados fungicos. As basctérias ITB18 e 22 apresentaram atividade 14,43 U
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mL! e 30,39 U mL" respectivamente, enquanto o isolado de melhor atividade ITB24

identificado como Bacillus sp., apresentou uma atividade superior de 49,42 U mL™.

A maioria das celulases ¢ comumente obtida de fungos, mas as bactérias sao
consideradas importantes por causa de sua alta taxa de crescimento, producdo de enzimas
complexas eficazes e facilidade de engenharia genética para melhorar a producao enzimatica.
Entretanto, sabe-se que relativamente poucas linhagens de Bacillus utilizam formas cristalinas

de celulose e produzem enzimas celulases (THOMAS et al, 2018).

Outros trabalhos com bactérias isoladas do solo também revelaram boas
produgdes enzimaticas por Pseudomonas fulorescens, E. coli, Bacillus subtilis e Serratia
marscens. Propriedades celuloliticas de alguns géneros bacterianos como Cellulomonas,
Cellovibrio, Pseudomonas, Sporocytophaga spp., Bacillus e Micrococcus também foram
relatados (SETHI et al, 2013). Testes revelaram que diversas cepas bacterianas produtoras de
celulase podem ter sua atividade melhorada consideravelmente através de técnicas de
otimizagdo (ISLAM & ROY, 2018). Testes de otimizacdo da atividade enzimatica podem ser
realizados para verificacdo dos melhores parametros para obtencao dessas enzimas, visto que

um grande nimero de isolados foi capaz de produzir atividades significativas.

Tanto os isolados fingicos quanto os isolados bacterianos foram testados
apenas para verificacdo da producdo enzimatica de lacase e celulase sem nenhuma técnica de
otimizagdo sendo aplicada sobre esses micro-organismos. Entretanto, podemos dizer que os
micro-organismos isolados do efluente industrial téxtil, possuem um potencial para producao
dessas enzimas. Mesmo com os bons resultados relatados na literatura sobre a producao de
celulase e lacase por fungos dos géneros e espécies encontrados neste trabalho, pouco ainda se
sabe sobre a producdo enzimatica desses micro-organismos quando isolados de fontes
diferenciadas, como a estagdo de tratamento de industria téxtil e como esses ambientes

influenciam nas fungdes metabdlicas desses grupos microbianos.
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4.2.3 Triagem para atividade proteolitica

Todos os micro-organismos foram submetidos a triagem da produgdo de
proteases através da formagdo de halos em placas contendo meio de cultivo acrescido de 10%
de leite desnatado. Como realizado para o teste da celulase em meio CMC, utilizamos os
mesmos parametros para diferenciar os isolados positivos: halos discretos € menores (+),

halos medianos (++) e halos acentuados e maiores (+++) (Figura 13).

Figura 13 — Halos acentuados e maiores (+++) de producdo de proteases

A) ITF13 (nao identificado); B) ITF33 (Sarocladium sp.); C) ITB40 (Bacillus sp.).

Houve uma melhor produgao de halos proteoliticos em placas por 4 isolados
fungicos (ITF13, 14, 33 e 34) e 4 isolados bacterianos (ITB35, 40, 43 e 47). A produgdo de
protease em meio contendo leite como fonte de caseina pode ser considerado um método
eficaz apenas como triagem, pois existem grandes possibilidades de gerar falsos positivos e
falsos negativos. Micro-organismos podem produzir acidos ou hidrolases glicosidicas que
também sdo capazes de formar halos em meios de cultivo contendo leite (JONES et al, 2007).
A utilizagdo do leite como fonte de caseina se mostrou bastante eficaz na triagem de micro-
organismos produtores de protease neste estudo. Os halos apresentados foram bem
caracteristicos e permitiram a sele¢do de isolados de interesse para testes mais especificos da

producao dessa enzima.

Bactérias provenientes de aguas residuais de curtumes foram relatadas como

produtoras de proteases em placas contendo leite como fonte de proteinas, produzindo halos
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de atividade. A protease encontrada era altamente estavel até pH 8,0, a atividade enzimatica
maxima era alcangada a uma temperatura de 50 °C e a enzima ainda era ativa na presenga de
fons como Cax ¥, Na * e Mg?" (ALMALKI et al, 2017). Alguns desses ions sido relatados
presentes também em efluente de industria téxtil (HOLKAR et al, 2016).

Pesquisas estdo voltadas a producdo de proteases alcalinas que possam
suportar condi¢des adversas a fim de que possam ser aplicadas na producdo de produtos na
area de saude (FURHAN et al, 2014). Isto sugere a necessidade de pesquisa de novas fontes

microbianas para produgdo de protease com propriedades diversas.

Estudos realizados com Bacillus subtilis halotolerante, demonstrou a
producao de enzimas proteoliticas em placas contendo leite e reforcou a aplicabilidade do
género Bacillus para producdo de enzimas proteoliticas e seu uso no setor industrial (ALI ef
al, 2016). Diversos fungos produtores de enzimas proteoliticas vém sendo estudados. O fungo
Beauveria felina foi relatado como um produtor de protease alcalina, Aspergillus flavus como
produtor de serino proteases, Aspergillus foetidus produtor de protease acida, Purpureocillium
lilacinum e Aspergillus parasiticus como produtor de protease com atividade queratinolitica
(SOUZA et al, 2015; YADAV et al, 2015; CAVELLO et al, 2013). Os crescentes estudos
enfatizam o potencial das producdes de enzimas proteoliticas produzidas por fungos capazes
de atingir atividades com diversas caracteristicas diferenciadas (ANITHA et al, 2013). Um
estudo sobre a producdo de enzimas evidenciou a atividade enzimatica do Sarocladium zeae

para proteases em placas com leite como uma das mais relevantes (ABE et al, 2015).

Um estudo com 98 fungos endofiticos isolados de Piper hispidum
demonstraram que 28 deles produziram atividade enzimatica em placas contendo leite como
fonte de proteinas, chegando a halos de até 16,40 mm de didmetro produzidos pelos fungos
Phoma herbarum e Schizophyllum commune (ORLANDELLI et al, 2015). Outros estudos
também verificaram a produgdo de proteases em placas com meio de cultivo contendo leite
por Trichoderma reesei e Aspergillus flavus (QIAN et al, 2019; MUTHULAKSHMI et al,
2011). Os resultados obtidos denotam a capacidade dos micro-organismos de demonstrarem

sua atividade proteolitica em meios de cultivo contendo leite como fonte de caseina.

A producdo de proteases com linhagens microbianas provenientes de
ambientes diferenciados, como efluentes industriais, ndo ¢ tdo explorado. Nao foram

encontradas pesquisas de triagem de fungos ou bactérias produtoras de proteases em meio de
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cultivo agar-leite, isolados em condi¢cdes ambientais adversas similares as caracteristicas

inerentes ao efluente industrial téxtil.

4.2 .4 Atividade azocaseinolitica

Os ensaios de atividade azocaseinolitica foram realizados dos os melhores
produtores de halos na triagem para atividade proteolitica com leite desnatado. Esses isolados
foram submetidos a testes de quantificacdo de proteinas e atividade proteolitica com
azocaseina para verificagao tanto da produgdo especifica enzimatica de protease extracelular
quanto intracelular. Através dos resultados obtidos podemos observar a variacao da atividade

enzimadtica especifica dos isolados apresentados na Figura 14.

Figura 14 — Atividade azocaseinolitica especifica dos fungos
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A variagdo da atividade de protease extracelular foi de 8,66 U enz/mg do
maior produtor (ITF13), para menor produtor (ITF34). J4 a variacdo da producdo de proteases
intracelular foi de apenas 2,79 U enz/mg, entre o maior produtor (ITF14) e o menor produtor

da enzima (ITF34). O ITF14 ndo obteve producdo de protease pela metodologia realizada.
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O isolado ITF13 obteve o melhor resultado para produgdo de protease
extracelular. A diferenca entre a produgdo extracelular para intracelular foi de apenas 2,96 U
enz/mg desse isolado. Ja a atividade enzimatica especifica intracelular o isolado ITF14
Penicillium sp., obteve o melhor resultado dentre os fungos 7,00 U enz/mg ¢ o mesmo nao

apresentou atividade extracelular de protease.

Através da metodologia utilizada, o ITF14 ndo foi capaz de apresentar
atividade enzimatica extracelular de protease, o que se contrapde ao fato desse fungo ter
apresentado halo proteolitico em placa contendo leite. A formagao do halo pode ter acontecido
devido a uma indugdo a produgdo da enzima pela presenca de outros componentes no leite.
Micro-organismos podem produzir 4cidos ou hidrolases glicosidicas que também sdo capazes

de formar halos nesses meios de cultivo (JONES et al, 2007).

A produgdo de protease microbiana ¢ principalmente extracelular e ¢
fortemente influenciada por fatores nutricionais e fisico-quimicos como temperatura, pH,
fontes de nitrogénio e carbono, sais inorganicos, agitagdo e concentracdo de oxigénio
dissolvido (KUDDUS & RAMTEKE, 2008). Cada tipo de micro-organismos apresenta seus
proprios requisitos para obter a maxima producio de enzimas. E relatado que as condigdes de
cultura que induzam a producdo de protease sdo diferentes das condi¢des de cultura que

promovem o crescimento celular (KASANA et al, 2011).

Embora a maioria das proteases comerciais sejam produzidas por Bacillus,
os fungos também exibem uma variedade interessante de proteases. Além disso, os fungos sdo
geralmente considerados linhagens seguras na produ¢do de proteases extracelulares, com
destaque para os géneros Aspergillus, Penicillium e Rhizopus (CHANDRASEKARAN et al,
2015).

As espécies de Penicillium t€ém um grande potencial biotecnologico para a
producdo de proteases. Estes incluem Penicillium sp., P. camemberti, P. citrinum, P.
griseoroseum, P. restritum e P. roqueforti. As espécies de Penicillium atraem a atencdo para a
producdo de proteases alcalinas sob diferentes condi¢des ambientais (SOUZA et al, 2015).
Apesar de citado como produtor de protease, P. citrinum isolado de efluente de industria téxtil
ndo foi capaz de produzir essa enzima através das metodologias empregadas no presente

estudo.
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O isolado ITF33 (Sarocladium sp,) obteve boas atividades enzimaticas tanto
intracelular como extracelular, havendo apenas uma producdo superior a nivel intracelular.
Alguns fungos desse género como o Sarocladium strictum, foi descrito como produtor de
serino-proteases patdgenas a plantas, principalmente morangos. A protedlise desempenha um
papel importante em diferentes funcdes fisioldgicas, como processamento de proteinas pds-
secre¢do, germinacdo, esporulacdo, formagdo de micélio aéreo, nutricdo e adaptacdo a

diferentes condigdes ambientais (CHANDRASEKARAN et al, 2016).

Fungos da espécie Sarocladium oryzae emergiram como uma grande
ameaca para a producdo de arroz em ecossistemas de cultivo de arroz no mundo e também
infectam outras importantes culturas de cereais, como milho. Linhagens virulentas deste
fungo conhecidas por secretarem proteinases em niveis significativamente mais altos em
comparagdo com linhagens menos virulentas, indicam os possiveis papéis das proteinases
fingicas na patogenicidade das plantas (HITTALMANI et al, 2016). Foram encontrados
niveis mais elevados de producdo de protease intracelular entre os fungos, exceto o isolado
ITF34, que apresentou uma atividade de 0,05 U enz/mg. As proteases intracelulares sao
importantes para varios processos celulares e metabolicos, como esporulagdo e diferenciagao,
renovagdo de proteinas, maturagdo de enzimas ¢ hormdnios e manutengdo das proprias

proteinas celulares (SOUZA et al, 2015).

Ao que diz respeito as atividades proteoliticas das bactérias isoladas da
industria téxtil (Figura 15), pode-se observar que as atividades enzimaticas especificas
extracelulares apresentaram niveis mais elevados que os fungos e com valores bem proximos
entre si. Os isolados ITF35 e 40 (Bacillus spp.) apresentaram atividades enzimaticas bastante
proximas (7,91 e 8,24 U enz/mg). ITB47 Bacillus sp. apresentou a atividade mais elevada
(9,47 U enz/mg) e ITF37 que nao foi identificado, apresentou a menor atividade (7,91 U
enz/mg). Houve uma produgdo enzimatica intracelular discreta apenas pelo isolado ITF35

(0,287 U enz/mg).
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Figura 15 — Atividade azocaseinolitica especifica das bactérias
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O género Bacillus ¢ amplamente conhecido por sua produgdo de proteases
extracelulares. Diversas espécies de Bacillus isoladas ja foram exploradas por suas proteases
alcalinas (RODARTE et al, 2011). As bactérias pertencentes a esse género sdo consideradas
melhores fontes de protease estudadas atualmente, exibem ampla especificidade ao substrato,
atividade enzimatica significativa, estabilidade, facil purificagdo, curto periodo de
fermentagdo e baixo custo. Algumas espécies conhecidas de Bacillus envolvidas na produgao
de protease sdo B. sterothermophilus, B. cereus, B. megaterium, B. mojavensis ¢ B. subtilis
(SANTHI, 2014). Bacillus cereus ¢ uma das bactérias mais amplamente utilizadas na
producdo de produtos quimicos especificos e enzimas industriais além de uma importante
fonte de protease (UMAYAPARVATHI et al, 2013). Proteases produzidas por Bacillus cereus

jé foram caracterizadas de diversos ambientes terrestres e aquaticos (MIENDA, 2013).

Um estudo sobre proteases de Bacillus provenientes de dgua potavel de
diferentes distritos revelou que uma quantidade maior de enzima era produzida através da
manutencdo dos parametros ligados a estabilidade térmica, alcalina e oxidante, tornando esses
micro-organismos atrativos para aplica¢des industriais (CHANDRA et al, 2019). Nos estudos
realizados com os isolados de amostra téxtil revelaram apenas a producao enzimatica desses

isolados sem qualquer tratamento ou melhoramento enzimatico. Seriam necessarios outros
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testes para verificar a melhor faixa de pH e temperatura, além do tempo de melhor producao

enzimatica para saber a real eficiéncia essas enzimas produzidas.

Outro estudo sobre a producdo de proteases pela espécie Bacillus luteus
demonstrou que a atividade enzimatica acontecia em uma ampla faixa de pH e temperaturas,
com um pH otimo de 10,5 ¢ uma temperatura de 45°C. Devido a sua tolerancia a alta
salinidade e alcalinidade, bem como a sua estabilidade contra alguns solventes organicos,
surfactantes e oxidantes haviam boas perspectivas para aplicagdo industrial da protease
proveniente dessa espécie de Bacillus (KALWASINSKA & JANKIEWICZ, 2018). Pode-se
notar que as enzimas proteoliticas de fontes bacterianas no presente estudo, apresentaram uma
maior atividade e maior estabilidade. Entre os fungos, houve grandes variacdes nas produgdes
extracelulares de protease, porém a atividade enzimatica intracelular, foi observada em todos
os isolados, enquanto nas bactérias apenas uma apresentou atividade intracelular de protease

detectada pela metodologia utilizada.

Tanto a protease produzida de forma intracelular quanto a extracelular
possuem atividades proteoliticas altamente controladas. Porém, o reconhecimento do
substrato pelas proteases intracelulares ¢ altamente seletivo, o que ¢ atribuido a atividade

reguladora da expressdo de proteinas celulares e outras enzimas (DOUGAN et al, 2013).

Muitos estudos destacam o uso das proteases provenientes de micro-
organismos para processos de biorremediagdo de aguas residuais, biobranqueamento para
industrias téxteis e tratamento de agua de esgoto com lodo ativado (ABRAR & HAMZA,
2017; RATHOD & PATHAK, 2018; SINGH & BAJAIJ, 2017).

4.2.5 Perfil proteico dos micro-organismos produtores de protease

Os experimentos para verificacdo do perfil de proteinas foram realizados
com os isolados selecionados para producao de protease sendo 4 fungos (ITF13, 14, 33 e 34)
e 4 bactérias (ITB35, 37, 40 e 47). As amostras foram as mesmas utilizadas no teste de
atividade enzimatica especifica (Intra e Extracelular) e demonstraram o perfil das proteinas

presentes nas amostras dos isolados (Figural6).
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Figura 16 — Perfil proteico dos isolados produtores de proteases
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As setas indicam onde houve o aparecimento de bandas referentes ao tamanho das proteinas
presentes nas amostras. A) isolados bacterianos; B) isolados fungicos.

As amostras de extracdo de proteinas revelaram proteinas de peso molecular
proximas a 15kDa dos 4 isolados bacterianos (ITB35, 37, 40 e 47). As bandas claras formadas
a partir das andlises das extragcdes das proteinas bacterianas (Figura 16A), mostram uma
presenga discreta de proteases de peso molecular em torno de 17 kDa. Pesquisas relataram os
pesos moleculares relativos das proteases alcalinas bacterianas na faixa de 15,0 a 45,0 kDa
(SHAIKH et al, 2018). Em um estudo sobre producdo de proteases pela bactéria
Corynebacterium alkanolyticum isolada do intestino distal de um peixe de agua doce, foi

verificada proteases de peso molecular 17 kDa (BANERJEE et a/, 2017).

Para os fungos, as amostras de extragdo de proteinas revelaram quantidades
significativas de proteinas na composicao das amostras do isolado ITF13 e ITF33. O isolado
ITF13 apresentou bandas de perfil proteico proximo a 50 kDa e 10 kDa. O perfil proteico do

isolado ITF33 (Sarocladium sp,) revelou bandas bem demarcadas de proteinas com pesos
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moleculares proximas a 10 kDa, 20 kDa e 50 kDa (Figura 16B). A baixa massa molecular
exibida pelas proteases encontradas nos isolados corroboram com outros trabalhos que
relatam proteases fungicas com peso molecular menor que 50 kDa (SOUTO et al, 2019;

ZANPHORLIN et al, 2011).

A faixa entre 30 a 45 kDa também pode representar proteases acidas, que
sdo endopeptidases com massas moleculares nessa faixa e que dependem de residuos de
acidos para sua atividade catalitica, além de mostrarem atividade maxima em pH baixo
(VISHWANATHA et al, 2009). As proteases asparticas microbianas podem ser amplamente
divididas em dois grupos: enzimas do tipo pepsina produzidas por Aspergillus, Penicillium,
Rhizopus e Neurospora e enzimas do tipo renina produzidas por Endothia € Mucor spp.

(KULKARNI et al, 1999).

4.2.6 Atividade Gelatinolitica

A atividade gelatinolitica foi realizada com os mesmos isolados submetidos
ao teste de verificacdo do perfil proteico. Os resultados obtidos estdo demonstrados na Figura
17 e apresentam o isolado ITF33 Sarocladium sp. como Unico positivo nesta metodologia.
Nenhuma das proteinas bacterianas detectadas pelo gel de poliacrilamida apresentaram
atividade gelatinolitica na zimografia. As proteinas do ITF13, 14 e 34 ndo apresentaram

atividade gelatinolitica aparente por esta metodologia (Figural?7).



77

Figura 17 — Atividade gelatinolitica dos isolados produtores de protease
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As setas indicam formagdo de bandas de atividade em gel pelo ITF33 (Sarocladium sp.). A)
1solados bacterianos; B) isolados fungicos.

Na amostra submetida a extragdo de proteinas, o isolado ITF33
(Sarocladium sp.) apresentou banda bastante demarcada de peso molecular proximo a 45 kDa
e outra mais discreta proxima a 20 kDa. Ja nas amostras de extrato enzimatico, esse isolado

apresentou bandas discretas proximas a 20 kDa e 12 kDa.

Pode-se observar que a proteina intracelular do IT33 Sarocladium sp. de
peso molecular proximo a 45 kDa apresentou boa atividade gelatinolitica. A proteina proxima

a 20 kDa, apesar de sua abundancia (Figura 17), a atividade gelatinolitica foi discreta.

A amostra extracelular do fungo 1T33 Sarocladium sp., também apresentou
atividade gelatinolitica, uma banda préoxima a 12 kDa e outra proxima a 20kDa sugerindo a
presenca da mesma enzima tanto intracelular quanto extracelular, porem nesta segunda
condicdo em abundancia muito menor, o que pode ndo ter permitido a visualizacdo da

proteina no gel de poliacrilamida.



78

Proteases fingicas com peso molecular proximas de 45 kDa geralmente sdo
apontadas como metaloproteases, ¢ as de bandas proximas a 20 kDa sdo classificadas como
serinoproteases (PETERSON et al, 2011). Estudos sugerem que a proteina de 45 kDa
produzida por fungos sdo quitinases que ja foram identificadas sendo produzidas
principalmente por Paracoccidioides brasiliensis (BORGES et al, 2010; PERON et al, 2017;
SANTANA et al, 2012).

A zimografia de gelatina ¢ um método simples, confidvel e sensivel que ¢
comumente usado para monitorar a expressdo € a ativacao da gelatinase em uma variedade de
amostras bioldgicas (células, tecidos e liquidos) (SILVA, et al, 2014). A capacidade inerente
das gelatinases de hidrolisar eficientemente o colageno I desnaturado (também conhecido
como gelatina) ¢ a base para a detec¢do dessas enzimas por zimografia em gelatina (REN et

al, 2017).

As gelatinases sdo membros da familia matriz das metaloproteinases (MMP)
de endopeptidases dependentes de zinco. Sdo enzimas proteoliticas que degradam vérios
componentes da matriz extracelular, desempenham um papel na remodelagao dos tecidos e
essas enzimas tém sido consistentemente demonstradas como associadas a progressdo do

cancer (JUCA et al, 2008).

Muitos estudos demonstraram que a expressao e a atividade das gelatinases
sao elevadas em tumores malignos humanos e, na maioria dos casos, esses parametros
mostraram correlagdo com a angiogénese tumoral e a progressao do cancer (DERYUGINA et
al, 2006; MATOS et al, 2012). Grande parte da pesquisa em biologia do cancer concentra-se
em fatores que modulam o fendtipo maligno in vitro e in vivo. Isso geralmente inclui ensaios
para monitorar a expressdo, ativacao e atividade das gelatinases e seu efeito correspondente

no fenotipo maligno (TOTH et al, 2012).

As metaloproteinases ja foram relatadas sendo produzidas por Candida e
desempenham um papel na degradagdo dos componentes da matriz extracelular subendotelial,
facilitando a migragdo da levedura nos tecidos apds o cruzamento da camada endotelial,

permitindo a invasdo fingica dos 6rgaos-alvo (SOUZA et al, 2016; YUAN et al, 2009).

A produgdo de metaloproteases foi considerada como fator de viruléncia em

bactérias Citrobacter rodentium, responsaveis por causar doencgas intestinais inflamatorias e
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também contribuem para a cascata inflamatéria no liquido cefalorraquidiano durante a

meningite bacteriana (SAVONIUS et al, 2019; RODRIGUES et al, 2012).

Embora necessario para a homeostase do tecido em condigdes fisiologicas
normais, a desregulagdo de metaloproteinases foi encontrada em muitos estados de doenca,
como desenvolvimento e sobrevivéncia do cancer, crescimento tumoral metastatico,
angiogénese, invasdo, modulacdo da resposta imune e degradacdo patologica dos
componentes da matriz extracelular, como colageno. O uso dessas proteases em aplicagdes
clinicas, como isolamento celular ou engenharia de tecidos ndo foi explorado (KNAPINSKA

etal,2017).

Os poucos usos das proteases aprovadas pela FDA (Food and Drug
Administration) sdo limitadas a aplicagcdes em acidente vascular cerebral, infarto agudo do
miocardio, espasmos musculares, sepse, sangramento traumatico e distirbios digestivos e de
coagula¢do do sangue (CRAIK et al, 2011). A maioria das proteases comercializadas sao
serina-proteases, exceto a neurotoxina botulinica (Botox®) e Clostridium histolyticum

collagenase, que sao metaloproteases (HONIG, 2014).

O perfil de proteinas produtoras de proteases e gelatinases de fungos do
género Sarocladium ndo sdo amplamente conhecidas ainda. De modo geral, o perfil de
proteases fungicas ainda ¢ pouco estudado e ndo foram evidenciados estudos de atividade

gelatinolitica de micro-organismos provenientes de efluentes de industria téxtil.

4.2.7 Atividade colagenolitica

Apds o resultado obtido com a atividade gelatinolitica, o teste de atividade
de colagenase foi aplicado apenas com isolado ITF33 (Sarocladium sp.). O teste foi realizado
com amostras de proteinas intracelulares extraidas e extrato enzimdtico microbiano
extracelular. A atividade especifica colagenolitica mostrou valores de 7,62 e 9,04 U / mg para
as amostras intracelular e extracelular do ITF33, respectivamente. E a primeira vez que é

reportada atividade de colagenase de um fungo do género do Sarocladium.

As colagenases bacterianas sao amplamente estudadas e melhores

caracterizadas. No caso das bactérias essas enzimas sdo metaloproteinases envolvidas na
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degradagdo das matrizes extracelulares das células animais, devido a sua capacidade de
digerir o coldgeno nativo. As proteases sdo importantes fatores de viruléncia em uma

variedade de bactérias patogénicas (DUARTE et al, 2016).

As colagenases microbianas tém sido empregadas diretamente na terapia
clinica para o desbridamento de queimaduras, cicatrizacdo de feridas, reten¢ao de placenta,
hérnia de disco lombar, tratamento de oclusdo total cronica e aprimoramento da terapia
genética de cancer mediada por adenovirus ou terapia eletrogenética (PAL & SURESH,

2016).

Um estudo com 27 micro-organismos produtores de colagenase isolados de
amostras de solo de esgoto de um mercado de peixes demonstrou uma atividade de
colagenase por Pseudomonas de 0,17 U mL' (GAUTAM & AZMI, 2017). Producio de
colagenases por duas cepas diferentes de fungos Aspergillus awamori foram relatadas como
dependentes de ambiente proteico alcalino para ser ativo, chegando a uma producao de 8 U

mL! (BLIEVA et al, 2018).

Um artigo de revisdo recente reuniu 21 trabalhos relacionados a producao de
colagenases por fungos. Apenas 4 artigos foram publicados nos ultimos 5 anos, dois desses
estudos relataram enzimas com alta especificidade ao colageno. Entre os micro-organismos
estudados, Penicillium aurantiogriseum (231 U mL™) e Rhizoctonia solani (212,3 U mL™)
destacaram-se na atividade da colagenase produzindo enzima de forma extracelular em boas
quantidades. O estudo enfatiza uma lacuna na literatura pela falta de pesquisa sobre a
producdo de colagenase por fungos e sua caracterizagdo, o que impede um maior
desenvolvimento na area e aumenta a necessidade de mais estudos (WANDERLEY et al,

2017).

4.3 Producao de metabolitos antimicrobianos

4.3.1 Atividade antimicrobiana por técnica de disco

Todos os isolados provenientes do efluente da industria téxtil foram testados
para producdo de metabolitos antimicrobianos. Para este teste, foi utilizada a técnica de

difusdo em disco dos extratos obtidos dos isolados microbianos contra as bactérias
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patogénicas. A atividade antimicrobiana foi avaliada pela formagdo do halo de inibi¢do das

colonias patogénicas (Figura 18).

Figura 18 — Formacgao de halos de inibi¢do da Escherichia coli ao redor do disco com extrato
das bactérias ITB25; 26; 27; 29 ¢ 31

Um total de 9 fungos e 14 bactérias apresentaram atividade antimicrobiana
em placa através da formacao de halos de inibigcdo. A identificacdo desses isolados permitiu
verificar que houve producdo antimicrobiana por todos os géneros de fungos identificados
neste estudo, sendo 4 Aspergillus (3 da espécie A. sydowii ITF10, 27 e 30, e 1 A. amoenus
ITF47), 2 Penicillium spp. (ITF21 e 28), 1 Trichoderma harzianum (ITF29) e 1 Sarocladium
sp. (ITF33), um fungo ndo foi identificado (ITF13). Dos isolados bacterianos, apenas o

género Bacillus foi identificado sendo eles 4 Bacillus spp. (ITF24, 35, 40, 43 e 47).

Os halos formados pelos micro-organismos foram discretos, por esta razao
nao foram classificados em diferentes niveis. Todos os positivos com halos visiveis foram

selecionados para o teste mais especifico de concentragdo minima inibitoria (MIC).

O ensaio de difusao em disco fornece resultados qualitativos ao categorizar
metabolitos com potencial antimicrobiano. No entanto, como a inibicdo do crescimento
bacteriano ndo significa a morte bacteriana, esse método ndo pode distinguir efeitos
bactericidas e bacteriostaticos. Apesar disso, esse ensaio de difusdo em disco oferece muitas
vantagens sobre outros métodos como simplicidade, baixo custo, capacidade de testar um
grande niimero de micro-organismos e agentes antimicrobianos e a facilidade de interpretar os

resultados fornecidos (BALOUIRI et al, 2016).
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4.3.2 Concentracao Minima Inibitoria (MIC)

Os isolados que apresentaram formacdo de halos para atividade
antimicrobiana em placa foram entdo analisados quanto a Minima Concentragdo capaz de
inibir o crescimento das bactérias patogénicas testadas. O MIC foi definido como a menor
concentragdo de extrato microbiano que inibiu o crescimento visivel, conforme indicado pela
coloragao com TTC. Através da Figura 19 pode-se visualizar os resultados obtidos contra a
bactéria patogénica Pseudomonas aeruginosa, onde a intensidade do corante representa a
presenga de células bacterianas crescidas. Onde ndo houve ligagdo do corante as células, ndo

houve crescimento bacteriano patogénico.

Figura 19 — Resultados do teste de MIC contra a bactéria Pseudomonas aeruginosa

Todos os 9 isolados fungicos apresentaram inibi¢do contra as bactérias
patogénicas em diferentes niveis e apenas 2 bactérias (ITB43 e 47) apresentaram atividade no

teste de MIC. Os resultados dos valores de MIC obtidos estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 — Minima Concentracio Inibitoria dos extratos de fungos e bactérias em mg mL™!.

Pseudomonas Micrococcus Salmonella Escherichia  Staphylococcus

Isolados aeruginosa sp. choleraesuis coli aureus
ITF10 Aspergillus sydowii 1 | 1 1 -
ITF13 NI 0,5 1 1 1 1
ITF21 Penicillium sp 1 | 1 1 -
ITF27 Aspergillus sp 0,5 1 0,5 0,25 -
ITF28 Penicillium sp 1 1 1 0,06 1
ITF29 Trichoderma harzianum 1 - 1 0,12 -
ITF30 Aspergillus sydowii 1 1 1 0,03 -
ITF33 Sarocladium sp 1 | 0,5 1 -
ITF47  Aspergillus amoenus 0,25 0,5 0,5 0,5 1
ITB24 Bacillus sp - - - - -
ITB35 Bacillus sp - - - - -
ITB40 Bacillus sp - - - - -
ITB43 Bacillus sp - 1 - - -
ITB47 Bacillus sp 1 0,5 1 - 1

Através dos dados apresentados na tabela foi constatado 3 isolados (ITF13
nao identificado, ITF28 Penicillium sp e ITF47 Aspergillus amoenus) capazes de inibir todas
as 5 bactérias patogénicas testadas no MIC. Este fator ressalta a atividade antimicrobiana de
amplo espectro por esses fungos, uma vez que sdo capazes de inibir o crescimento tanto de
bactérias gram-positivas (Micrococcus sp. € S. aureus) quanto gram-negativas (P. aeruginosa,

Salmonella choleraesuis, E. coli).

Todos os fungos testados apresentaram boa atividade antimicrobiana contra
Escherichia coli, chegando a inibi¢do na concentragdo minima de 0,03 mg mL™! pelo ITF30
(Aspergillus sydowii). Um estudo com Aspergillus sydowii isolado de dgua do mar revelou
uma atividade antimicrobiana em MIC de 0,002 mg mL™! contra a E.coli (LIU et al, 2019).
Contra o crescimento de Staphylococcus aureus, apenas 3 isolados (ITF13 naoidentificado,
ITF28 Penicillium sp. e ITFAT Aspergillus amoenus) apresentaram inibicdo em concentragdes

minimas de 1 mg mL.

Os fungos ITF10, 27 e 30 Aspergillus sydowii apresentaram diferentes
atividades antimicrobianas. Enquanto o ITF10 apresentou atividade minima inibitoria de 1 mg

mL! contra quatro bactérias patogénicas exceto contra o Staphylococcus aureus, o 1TF27
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apresentou atividade em concentra¢des de 0,25 mg mL™! contra E.coli e o isolado ITF30
obteve a menor concentracdo deste estudo contra a mesma bactéria patogénica, chegando ao

valor de 0,03 mg mL™! capaz de inibir o crescimento da E.coli.

Estudos relatam a produgcdo de antimicrobianos contra FE.coli e
Staphylococcus aureus por linahgens de Aspergillus sydowii provenientes de esponjas
marinhas (WANG et al, 2014; WIDYANINGSIH et al, 2018). Aspergillus sydowii foi relatado
principalmente a partir de fontes marinhas e produz metabolitos secundarios unicos e

biologicamente ativos de interesse em diversos setores (WANG et al, 2014).

Nao foram encontrados estudos correlacionando a atividade antimicrobiana
de linhagens de Aspergillus sydowii proveniente de dguas de residuos industriais. Os trés
isolados dessa espécie tiveram consideravel diferenca em suas atividades antimicrobianas e
esses fatores podem decorrer do ambiente ao qual foram retirados, das condi¢des de
conservagdo do laboratério que podem ter alterado caracteristicas inerentes a capacidade de
producao de metabdlitos pelos isolados, que também se mostrou alterada em relagao produgao

enzimatica, ou também pode se tratar de linhagens diferentes com caracteristicas proprias.

O isolado ITF47 Aspergillus amoenus apresentou boa atividade
antimicrobiana contra todos as bactérias patogénicas testadas, chegando a 0,25 mg mL™' de
concentracdo capaz de inibir o crescimento da Pseudomonas aeruginosa. Contra o
Micrococcus sp, Salmonella choleraesuis € E. coli esse isolado fingico obteve resultados de
0,5 mg mL™" de concentragdo com atividade antimicrobiana e contra Staphylococcus aureus,
sua atividade foi em concentracio de 1 mg mL'. E a primeira vez que a atividade
antimicrobiana do Aspergillus amoenus proveniente de efluente de industria téxtil € relatada.
Esse isolado obteve bons resultados de inibicdo contra as bactérias patogénicas testadas e
através de estudos mais detalhados de isolamento e purificacdo do composto com efeito

antimicrobiano, 0 mesmo podera ser um potencial produtor de antibidticos.

O isolado fungico ITF13 ndo pode ser identificado morfologicamente, mas
também obteve atividade antimicrobiana contra todas as bactérias patogénicas testadas,

chegando a inibi¢do da Pseudomonas aeruginosa em concentracdes de 0,5 mg mL™!.

Apenas dois Penicillium (ITF21 e ITF28) tiveram atividade antimicrobiana.
Os isolados identificados como Penicillium spp. também atingiram boas atividades

antimicrobianas contra as bactérias testadas. O isolado ITF28 conseguiu atingir a
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concentragio de 0,06 mg mL™! de inibicio da E.coli e contra as demais bactérias sua

concentragio de inibi¢do também ndo foi menor que 1 mg mL!

Espécies de Penicillium tém uma alta diversificagdo, tanto morfologica
quanto de metabolitos secundario, a exemplo de antibidticos, micotoxinas, antioxidantes,
anticancerigenos, inseticidas, herbicidas, enzimas e fungicidas. Existe um grande nimero de
Penicillium com propriedades antimicrobiana, sobretudo de espécies de P. brevicompactum, P.
carneus, P. citrinum, P. crhysogenum, P. dipodomyis, P. flavigenum, P. funiculosum, P.
griseofulvio, P. nalgiovense, P. nordicum, P. persicinum sdo espécies relatadas como fontes de
penicilina e griseofulvina (SILVA et al, 2010). A atividade antimicrobiana de Penicillium

isolados de aguas residuais da industria té€xtil também nao ¢ amplamente conhecida.

O isolado ITF29 Trichoderma harzianum apresentou atividade
antimicrobiana apenas contra as bactérias gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella choleraesuis e E.coli), revelando uma maior especificidade dos metabolitos
produzidos. Diferentes atividades registradas sugeriram que o 1. harzianum pode produzir
diferentes metabolitos de interesse, sob diferentes condi¢cdes ambientais. Este fungo ¢ relatado
como uma rica fonte de compostos antibacterianos que podem ser agentes promissores contra

bactérias patogénicas agricolas e médicas (ANWAR & IQBAL, 2017).

Quanto as atividades das 5 bactérias testadas, apenas 2 apresentaram
atividade no teste de MIC. A bactéria ITB43 Bacillus sp. apresentou atividade antimicrobiana
apenas contra o Micrococcus sp., em concentragio de 1 mg mL!, enquanto os isolados
ITB24, 35 e 40 (Bacillus sp.) nao apresentaram atividade antimicrobiana detectada pelo MIC.
O isolado bacteriano com melhor atividade foi o ITB47 Bacillus sp, que se mostrou capaz de
inibir Pseudomonas aeruginosa, Salmonella choleraesuis e Staphylococcus aureus na
concentra¢io de 1 mg mL™! e Micrococcus sp. em concentragio de 0,5 mg mL™!. Este isolado

bacteriano nao apresentou atividade contra a E.coli testada.

Pesquisas indicaram que aproximadamente 5% do genoma da maioria das
espécies de Bacillus codifica para a sintese de compostos antimicrobianos (NDLOVU et al,
2017). Em geral, uma propriedade funcional vital atribuida as linhagens de Bacillus ¢é a
capacidade de produzir diferentes tipos de compostos antimicrobianos com amplo espectro de
atividade contra bactérias e fungos. As espécies de Bacillus sao capazes de produzir diferentes
tipos de metabolitos que sdo estaveis ao longo de uma ampla faixa de pH e temperatura

(OZABOR & FADAHUNSI, 2019).
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Um estudo mais antigo caracterizou uma substancia antimicrobiana
produzida por uma linhagem de B. cereus, com amplo espectro de atividade e potencial para
ser aplicado como agente de controle contra bactérias patogénicas (RISOEN et al, 2004).
Outro estudo destacou a producdo de metabolitos pelo B. cereus ativos contra um amplo
espectro de bactérias Gram-positivas, Staphylococcus aureus multirresistente (MDRSA),
Enterococcus faecalis resistente a vancomicina (VRE) e até Streptomyces (WANG et al,

2014).

Poucos estudos recentes avaliam a atividade antibidtica de bactérias do
grupo B.cereus (proximo ao Bacillus sp ITB47) e ndo foram encontrados estudos
relacionando esta atividade metabolica com isolados provenientes de ambientes diferenciados,
como o de aguas residuais industriais téxteis. As propriedades inerentes a essas bactérias
justificam sua capacidade de presenga em ambientes diferenciados, como no caso da esta¢ao

de tratamento de industria téxtil.

Para evitar o surgimento da resisténcia microbiana e maximizar a eficicia
dos tratamentos, novas terapias devem impactar em varios alvos celulares, enfatizando a
importancia dos antimicrobianos de amplo espetro. Enquanto a resisténcia aos antibidticos
tradicionais pode surgir através da alteragdo de apenas um unico residuo de aminoacido, a
resisténcia se torna menos provavel quando uma série de processos ¢ direcionado, contra os

micro-organismos patogénicos (MEIR et al, 2017).

Linhagens microbianas multirresistentes estdo se tornando mais comuns nas
ultimas décadas, e isso estd relacionado ao uso extensivo de agentes antimicrobianos
comercializados. Esse cendrio levou a um aumento na busca de novas fontes de compostos
com atividade antimicrobiana (LIMA et al, 2018). A atividade antimicrobiana dos isolados
provenientes do efluente da industria téxtil se mostrou promissora para aplicagdes

farmacologicas contra importantes bactérias patogénicas clinicas
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4.4 Taxonomia polifasica

4.4.1 Caracterizacao morfologica (Macroscopica e Microscdpica)

As caracteristicas morfologicas dos isolados foram observadas de acordo
com a cor ¢ o tamanho da colonia bacteriana. A técnica de Gram foi realizada para observagao
das estruturas dos isolados bacterianos que obtiveram resultados promissores nos testes
realizados durante a pesquisa. Através do Gram pode ser observado, principalmente, um

grande numero de Bacillus spp., representados na figura 20.

Figura 20 — Macro e Microscopia das bactérias de industria téxtil

A) Caracteristicas macroscopica de crescimento das bactérias; B) Microscopia. Objetival 00x
ITB35 Bacillus sp. Gram +; C) Objetival 00x ITB24 Bacillus sp. Gram +

A observagdo da morfoldgica macroscopica dos fungos foi realizada através
da observacao das cores dos micélios e do tamanho do crescimento das colonias. O
microcultivo foi realizado com os fungos que apresentaram resultados positivos nos testes
realizados. Através da técnica, foi possivel identificar principalmente fungos representantes
dos géneros Penicillium e Aspergillus. A Tabela 4 demonstram alguns dos isolados

identificados através do microcultivo.
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Tabela 4 — Caracteristicas morfoldgicas microscopica e macroscopicas dos fungos

Caracteristicas morfologicas Caracteristicas morfologicas

Género . . .
macroscopicas microscopicas

identificado

ITF4
Penicillium

ITF10

Aspergillus

ITF43

Aspergillus

ITF47

Aspergillus

Apoés avaliagdo macro e microscopica de todos os isolados estudados, foi
possivel identificar os géneros: Penicillium (n= 13), Aspergillus (n=6), Trichoderma (n= 1),
Sarocladium (n=1) e 7 fungos filamentosos ndo identificados. Com relagdo as bactérias

avaliadas, foram identificadas apenas o género Bacillus (n=5), enquanto outras 30 bactérias
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ndo foram identificadas (Figura 21). Os isolados identificados somam um total de 26 micro-

organismos.

Figura 21 — Isolados microbianos de interesse biotecnologico identificados

m Penicillium
u Aspergillus
® Trichoderma

Sarocladium
m Bacillus
mNI

A microflora das aguas residuais ¢ tdo variada quanto a composicdo dos
proprios poluentes desse tipo de ambiente (KORZENIEWSKA et al, 2009). Poucas pesquisas
tratam de caracterizar as comunidades microbianas que se proliferam em aguas residuais de
efluentes industriais téxteis. Devido ao crescimento da utilizacdo de metodologias referentes a
tratamento biologico utilizando lodo ativado, as pesquisas giram em torno de caracterizagao
das comunidades capazes de realizar a degradag¢do dos poluentes despejados pela industria e
poucas pesquisas se voltam para o entendimento da microflora que ja habita esses locais

(ZHANG et al, 2018).

Pesquisas recentes sobre a composi¢do de fungos em estagdes de tratamento
de 4guas residuais industriais apontaram alguns géneros mais raros presentes e que podem ser
potencialmente utilizados em biorremediagdo, entre eles, Trichoderma, Acremonium,
Talaromyces, Cladophialophora e Saccharomyces. Por outro lado, géneros cujos membros
sdo mais comuns e conhecidos por serem patogénicos para humanos e plantas, como
Olpidium, Paecilomyces, Aspergillus, Rhodotorula, Penicillium, Candida, Synchytrium,
Phyllosticta e Mucor, também foram detectados na maioria das estagcdes de tratamento
industriais (ASSRESS et al, 2019). Os géneros dos fungos filamentosos identificados no
presente estudo constam nessa lista, com exce¢do do Sarocladium, que ¢ um género de

caracteristicas proximas ao Acremonium.
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O género Penicillium tem sido relatado em diferentes habitats, incluindo
ambientes com condi¢des extremas (pH alto ou baixo, salinidade variada, temperaturas
elevadas ou baixas e disponibilidade baixa de nutrientes), em plantas, frutas e legumes em
decomposicdo (NARAIAN & GAUTAM, 2018). Penicillium isolado de ambientes extremos
pode ser usado para entender processos adaptativos que permitem a vida nesses tipos de
ambientes. A evidéncia de sua existéncia em diversos habitats tem colaborado na exploragao
de aplicagdes biotecnologicas e industriais. O estudo desse tipo de isolado auxilia no
entendimento da produgao especifica de metabolitos, enzimas ou compostos bioativos para

aplicagdes em condi¢des semelhantes (YADAV et al, 2018).

Fungos filamentosos do género Aspergillus foram previamente detectados
em estagdes de tratamento de aguas residuais e, sob diferentes condi¢des ambientais, os
fungos desse género sdo capazes de produzir metabolitos secundarios, como as micotoxinas
(VIEGAS et al, 2014). J4 os fungos pertencentes ao género Tichoderma geralmente estdo
ligados a tratamentos bioldgicos e os ambientes aos quais sdao submetidos também

influenciam diretamente seu crescimento e a produ¢do de enzimas (MOHAMED et al, 2006).

O Sarocladium foi estabelecido como um dos primeiros fungos patdgenos
que causam podridao na bainha do arroz e algumas espécies pertencentes a este género sao
comumente associadas a algumas espécies de plantas (LIU, 2017). Sarocladium também ja foi
isolado em diversos ambientes, incluindo maquinas de lavar loucas (ZUPANCIC et al, 2016).

Nao se sabe ainda sobre a presenca desse género de fungo em 4guas residuais industriais.

Fungos pertencentes ao género Sarocladium foram previamente
classificados no grupo dos Acremonium, no entanto, em relagdo a investigacdo molecular
recente, a taxonomia do Acremonium foi alterada e algumas importantes fitopatogénicas
foram transferidas para o Sarocladium como um género separado (RAHIMI &

MOHAMMADI, 2020).

Espécies de Sarocladium, como o S. oryzae, possuem aplicagdo para
producao de compostos antimicrobianos (YEH & KIRSCHNER, 2014). Atualmente, sdo
aceitas 21 espécies como Sarocladium, incluindo patdogenos vegetais, patdgenos humanos

oportunistas, endofitos, micoparasitas e saprofitos (OU et al, 2020).

Mudangas nas condi¢des ambientais dos efluentes industriais podem causar

a extin¢do de certos grupos taxondmicos com fungdes ecologicas importantes nos consorcios
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microbianos, bem como a disseminacao de linhagens potencialmente patogénicas (PANDEY
et al, 2014). Sabe-se também que a contaminacdo da 4gua influencia os padrdes de
diversidade e composicdo das comunidades microbianas aquaticas, uma vez que essas
comunidades sdo profundamente influenciadas pelas quantidades de nutrientes dissolvidos

(LIU et al, 2017).

A maioria dos estudos de sequenciamento de microbiologia ambiental tem
se concentrado em organismos procarioticos, € as comunidades eucaridticas microbianas tém
sido geralmente negligenciadas (DEBROAS et al, 2017). Os fungos estdo entre os grupos
menos estudados de micro-organismos aquaticos, devido as dificuldades inerentes a sua

cultura e sequenciamento de DNA (ORTIZ-VERA et al, 2018).

Um estudo sobre as comunidades bacterianas em efluentes da industria
téxtil constatou filos bacterianos mais comumente presentes entre eles, Planctomycetes,
Chloroflexi, Chlorobi e Acidobacteria. Grande parte das bactérias sdo redutoras de sulfato ¢ a
variacao de espécies nesse local ¢ maior devida a tensdes ambientais as quais as comunidades
microbianas estdo sujeitas. Alta salinidade, altas cargas organicas e uma temperatura mais alta
da agua sdo condigdes importantes que impulsionam a variagdo da comunidade microbiana

em um efluente de industria té€xtil (MEERBERGEN et al, 2017).

Pesquisas sobre a estrutura da comunidade bacteriana de trés estagdes de
tratamento de 4aguas de residuos industriais detectaram os filos bacterianos Proteobacteria,
Actinobacteria e Firmicutes como dominantes em todas as amostras coletadas, enquanto
géneros patogénicos como Roseomonas e Enterobacter também foram encontrados em

grandes quantidades (OSUNMAKINDE et a/, 2019).

O género Bacillus compreende 377 espécies de bactérias Gram-positivas em
forma de bastonete. Sua capacidade de formar endosporos, sua diversidade de propriedades
fisiologicas e sua capacidade de produzir inimeros compostos antimicrobianos favorecem sua
distribuicdo onipresente no solo, ambientes aquaticos, microbiota alimentar e intestinal de

artropodes e mamiferos (CAULIER et al, 2019).

A singularidade dos Bacillus reside na sua capacidade de produzir esporos
que podem sobreviver a temperaturas e condigdes ambientais variadas. Além disso, as

espécies de Bacillus apresentam um alto grau de plasticidade genética que permite a
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colonizacdo de uma ampla gama de habitats, incluindo sistemas como esgotos e aguas

residuais (PAES et al, 2012).

Ao que pode ser analisado até o momento, um numero maior de Penicillium
(n=13) foi isolado em relagdo a outros géneros de fungos filamentosos. Da mesma forma,
obteve-se uma boa quantidade de Bacillus (n=5) identificados. As propriedades inerentes a
esses géneros microbianos provavelmente estdo envolvidas com uma melhor capacidade de
adaptacdo a ambientes diferenciados em relacdo aos outros isolados encontrados em menor

quantidade.

O ambiente de daguas residuais da industria téxtil costuma apresentar
temperaturas mais altas que as normalmente encontradas em rios saudaveis. A temperatura da
agua no dia da coleta estava 28°C, o que pode ter interferido no isolamento de um maior
nimero de micro-organismos, caso a temperatura estivesse maior. Além disso, a quantidade
de poluentes quimicos nocivos prejudica diretamente os organismos que vivem nesse
ecossistema (ZHEZHOVA et al, 2014). Esses poluentes normalmente incluem soélidos
suspensos e dissolvidos, demanda biologica de oxigénio (DBO), demanda quimica de
oxigénio (DQO), produtos quimicos, corantes de diversas tonalidades e toxicidades, metais

como cobre, arsénio e zinco (HOLKAR et al, 2016).

A alteracdo dos componentes presentes no ambiente aquatico através do
despejo de poluentes de diferentes naturezas fisicas e quimicas contribuem para formacdo de
um ambiente adverso que obriga a diversificacdo e adaptagdo microbiana (CONNOR et al,
2010). A relacdo molecular mais estreita entre as espécies encontradas sugere que esses
micro-organismos podem ter sofrido alteragdes genéticas favoraveis a sua proliferagdo,

conferindo vantagens e sobrevivéncia no meio diferenciado (LIU et a/, 2017).

Essas caracteristicas podem ter contribuido diretamente para alteracdo dos
grupos microbianos presentes, podendo haver tanto uma diminui¢do quanto um aumento das
comunidades microbianas e de suas atividades metabodlicas. Apenas um estudo mais detalhado
de isolamento, caracterizacdo e identificacdo por sequenciamento molecular de todos os
micro-organismos poderia elucidar a riqueza de espécies presentes capazes de sobreviver a

esse ambiente adverso.
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4.4.2 Caracterizacao Molecular

Através de métodos de sequenciamento de genes ribossomais e funcional,
foram identificados 9 principais micro-organismos (8 fungos filamentosos e 1 bactéria) de
interesse biotecnoldgico de acordo com suas atividades nos testes realizados neste estudo,

sendo esses isolados apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Identificacdo molecular dos isolados microbianos de interesse biotecnologico

Isolado Espécies N° de acesso Gen Bank Similaridade Colecao de
cultura
B-tubulina
ITF4 Penicillium rubens JF909949.1 100.00% DTO 98E8T
ITF10 Aspergillus sydowii EF652274.1 100.00% NRRL 250"
ITF22 Penicillium citrinum GU944545.1 100.00% CBS 139.457
ITF27 Aspergillus sydowii EF652274.1 100.00% NRRL 250"
ITF30 Aspergillus sydowii EF652274.1 100.00% NRRL 2507
ITF47 Aspergillus amoenus EF652304.1 100.00% NRRL 4838T
ITS
ITF33 Sarocladium sp. - 89.06% -
ITF29 Trichoderma harzianum AJ222720.1 100.00% CBS 226.95"
16s RNA

ITB47 Bacillus sp. - 99.80% -

Para elaboracdao da avore filogenética dos isolados ITF4; 10; 22; 27; 30 e
47, foi utilizado o gene da expressdo da B-tubulina (Figura 22) e para os fungos ITF29 e 33
foi utilizado o gene ribossomal ITS (Figura 23). A bactéria foi identificada utilizando o gene
ribossomal 16S (Figura 24). As arvores filogenéticas foram elaboradas utilizando o programa

MEGA X.



94

Figura 22 — Arvore filogenética dos isolados ITF4; 10; 22; 27; 30 e 47.

ITF4
— Penicillium rubens DTO 98E8T (JF909949)

Penicillium chrysogenum CBS 306.48T (JF909955)

100

83

~ Penicillium allii-sativi DTO 149A8T (JX996891)

Penicillium commune NRRL 35686T (EF198566)

Penicillium steckii CBS 260.557 (GU944522

100 Penicillium hetheringtonii CBS 1223927 (GU944538)

8| |ITF22

95

" Penicillium citrinum CBS 139.45T (GU944545)

ITF47

93

QAspergilluS amoenus NRRL 48387 (EF652304)

Aspergillus versicolor NRRL 238T (EF652266)

100

JAspergillus creber NRRL 585927 (JN853980)

Aspergillus jensenii NRRL 586007 (JN854007)

ITF30

ITF10

ITF27

“Aspergillus sydowii NRRL 250 (EF652274)

Anadlise filogenética baseada em sequéncias do gene P-tubulina dos isolados

0,050 recuperados da amostra téxtil e espécies relacionadas. Valores de Bootstrap (1000

execucoes replicadas, mostradas em%) acima de 70% sao listados.
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Todos os 6 fungos filamentosos com 100% de similaridade com as espécies
comparadas nos bancos de dados. Foram identificados 2 Penicillium (ITF4 Penicillium rubens
e ITF22 Penicillium citrinum) e 4 Aspergillus (ITF10, 27 e 30 Aspergillus sydowii e ITF47
Aspergillus amoenus). Observando o cluster formado com os isolados afiliados a espécie
Aspergillus sydoii (ITF10, 27 e 30) (Figura 22), podemos dizer o isolado ITF30, ficou fora do
cluster formado entre os isolados ITF 10 e 27, o que pode sugerir que esse fungo apresente
caracteristicas evolutivas distintas dos demais isolados identificados com A. sydowii,
necessitando assim de estudos complementares como sequenciamento de outros genes,

estudos morfoldgicos e bioquimicos.

Figura 23 — Arvore filogenética dos isolados ITF29 e 33

Sarocladium implicatum CBS 959.727 (HG965023)
9 LSarocladium ochraceum CBS 428.67T (HG965025)
ITF33 (MT185670)
Sarocladium bactrocephalum CBS 749.69T (HG965006)

Sarocladium glaucum CBS 796.69T (FN691454)

10C

10

Sarocladium bifurcatum UTHSC 05-3311T (HG965009)

Sarocladium summerbellii CBS 430.70T (HG965034)

82
Acremonium exiguum CBS 587.73T (NR 159619)

Trichoderma asperellum UCP 1497 (MF974884)
Trichoderma longibrachiatum CBS 816.68T (EU401556)
ITF29 (MT185669)

Trichoderma harzianum CBS 226.95T (AJ222720)

10

Trichoderma brunneoviride CBS121130T (EU518659)

Andlise filogenética baseada em sequéncias do gene rDNA ITS dos isolados
recuperados da amostra téxtil e espécies relacionadas. Valores de Bootstrap
(1000 execugdes replicadas, mostradas em%) acima de 70% sao listados.

0.050

Numero de acesso ao GenBank sao listados apos os nomes das espécies.

O sequenciamento do gene ribossomal ITS realizado com os 2 fungos que
apresentaram caracteristicas diferentes no microcultivo revelaram 1 Trichoderma (1TF29

Trichoderma harzianum) e 1 Sarocladium (ITF33) (Figura 23) cuja identificagdo nao foi
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possivel chegar a espécie exata através dos bancos de dados. A espécie mais proxima € o
Sarocladium implicatum com similaridade 89.06%, sugerindo que pode se tratar de uma
espécie ainda nao relatada. Novos testes de sequenciamento precisariam ser realizados para

sequenciar o gene D1/D2 (gene RNAr 28S) e comparar com os bancos de dados disponiveis.

Figura 24 — Arvore filogenética da bactéria ITB47

Bacillus anthracis Vollum™ (CP007666)

Bacillus pacificus EB422" (FJ785476)

76

Bacillus albus MCCC 1A02146T (NR 157729)

Bacillus paramycoides MCCC 1A04098T (MK 183820)

Bacillus albus MCCC 1A02146T (MK 184150)

Bacillus cereus ATCC 14579T (MN326684)

77

ITB47

Bacillus wiedmannii FSL W8-0169T (NR 152692)
Bacillus proteolyticus MCCC 1A00365T (NR 157735)

Bacillus paranthracis MCCC 1A00395T (NR 157728)

Bacillus thuringiensis ATCC 10792T (MN396730)

Bacillus toyonensis BCT-7112T (NR 121761)

Bacillus mobilis MCCC 1A05942T (NR 157731)

0.00050
Analise filogenética baseada em sequéncias do gene rDNA 16S dos isolados

recuperados da amostra téxtil e espécies relacionadas. Valores de Bootstrap
(1000 execugdes replicadas, mostradas em%) acima de 70% sao listados.

O gene 16S RNA foi capaz de identificar a bactéria 1TB47 como

pertencente ao grupo do Bacillus cereus (Figura 24) com similaridade de 99.80%. Essa
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abordagem nao pode atribuir com precisdo a espécie, de acordo com sua baixa discriminagao.
Apenas com novas metodologias de sequenciamento como a de tipagem de sequéncia de
multiplos locus (MLST) possibilitaria uma caracterizagdo mais seletiva da espécie encontrada

(LIU et al, 2017).

4.5 Potencial biotecnologico de fungos e bactérias isolados de industria téxtil

Através dos dados apresentados na Tabela 6, pode-se notar que todos os
fungos (n=28) isolados e reativados provenientes de efluente de industria téxtil foram capazes
de produzir algum composto com potencial biotecnologico. No caso das bactérias isoladas,
20 foram capazes de produzir compostos de interesse e 15 ndo apresentaram nenhuma

atividade nos testes realizados neste estudo.
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Tabela 6 — Resultados obtidos pelos isolados de industria téxtil

Cédigos Lacase Celulase Protease Gelatinase  Colagenase Antimicrobiano Taxonomia Polifasica
Atividade Atividade AtiVidelde Eir}zimé.tica Ativi Extracel Intracelu MIC (mg ml™")
Enzimatica  Enzimatica specttica tividade em ularU/ larU/ - —— (Macro, Micro e Molecular)
UL U ml”! Extracelular  Intracelular gel (kDa) e m Pseudamona Micrococcus Salmanellq Eschert'chla Staphylococcus
Uenz/mg Uenz/mg s aeruginosa sp. choleraesuis coli aureus

ITF2 Penicillium sp
ITF3 Penicillium sp
ITF4 0,01 50,14 Penicillium rubens
ITF8 Penicillium sp
ITF9 Aspergillus sp
ITF10 0,03 44,95 1 1 1 1 Aspergillus sydowii
ITF11 Penicillium sp
ITF12 50,62 Penicillium sp
ITF13 8,66 5,70 0,5 1 1 1 1 NI

ITF14 7,00 Penicillium sp
ITF15 NI

ITF20 NI

ITF21 1 1 1 1 Penicillium sp
ITF22 50,62 Penicillium citrinum
ITF27 36,01 0,5 1 0,5 0,25 Aspergillus sydowii
ITF28 1 1 1 0,06 1 Penicillium sp
ITF29 1 1 0,12 Trichoderma harzianum
ITF30 0,03 46,74 1 1 1 0,03 Aspergillus sydowii
ITF31 NI

ITF33 2,77 421 45 7,62 9,04 1 1 0,5 1 Sarocladium sp
ITF34 1,39 0,05 Penicillium sp
ITF35 NI

ITF36 NI

ITF39 Penicillium sp
ITF40 Penicillium sp

ITF45 NI
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ITF43

ITF47
ITB14
ITB15

ITB16
ITB17
ITB18
ITB21

ITB22
1TB24
ITB25
ITB26
ITB27
ITB29
ITB31

ITB35
ITB37
ITB38
ITB40
ITB43
ITB45
1TB47

0,015

50,69

14,43

30,39
49,42

7,91
7,25

8,24

9,47

0,29

0,25

0,5

0,5

0,5

0,5

Aspergillus sp
Aspergillus amoenus
NI
NI
NI
NI
NI
NI
NI
Bacillus sp
NI
NI
NI
NI
NI
Bacillus sp
NI
NI
Bacillus sp
Bacillus sp
NI
Bacillus sp.
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Os isolados de maior interesse biotecnologico encontrados foram os fungos
filamentosos ITF13 (ndo identificado), ITF30 (4spergillus sydowii), ITF 33 (Sarocladium sp.)
e ITF47 (Aspergillus amoenus), e as bactérias ITB24 (Bacillus sp.) e ITB47 (Bacillus cereus).

O isolado que obteve um maior nimero de resultados promissores foi o
ITF33 (Sarocladium sp.). Esse fungo apresentou atividade de celulase em placas com CMC,
producdo de proteases intra e extracelulares, atividade gelatinolitica e colagenolitica, além da
producdo de metabdlitos antimicrobianos contra 4 bactérias patogénicas testadas, Gram-

positivas e Gram-negativas, demonstrado atividade de amplo espetro.

O isolado Sarocladium sp., ndo apresentou o melhor resultado no teste de
atividade enzimaética especifica de proteases em comparacao com os demais fungos testados,
mas os resultados obtidos com o teste de gelatinase demonstraram alta atividade, fazendo com
que esse isolado fosse o unico selecionado para realizagdo do teste de atividade
colagenolitica. Os resultados mostraram uma alta capacidade de aplicagdo do Sarocladium
sp., principalmente na area de saude. A producdo de metabolitos e enzimas pode ainda ser
melhorada e mais explorada através de pesquisas com fungos desse género, melhorando sua

atividade através de técnicas de detec¢ao de melhores meios de cultivo, pH e temperatura.

Outro isolado de interesse e que pode ser utilizado para aplicacdes foi o
fungo ITF13. Este isolado ndo foi identificado, entretanto, obteve atividades enzimaticas
significativas em placas para lacase, celulase e protease, também apresentando a melhor
atividade enzimatica especifica extracelular para proteases entre os fungos estudos. O ITF13
também foi capaz de inibir o crescimento de todas as 5 bactérias patogénicas testadas,
demonstrando uma alta aplicabilidade no segmento farmacéutico devido a sua atividade de

amplo espectro.

Aspergillus sydowii ITF30 apresentou atividades enzimaticas para lacase e
celulase, além de sua atividade antimicrobiana contra a E.coli, o qual obteve o menor valor
(0,031 mg mL") de concentragio de MIC deste estudo. Outro fungo do género Aspergillus
que obteve bons resultados foi o isolado ITF47 Aspergillus amoenus. A atividade
antimicrobiana em MIC revelou que esse isolado inibiu o crescimento de todas as bactérias
patogénicas testadas, sendo capaz de inibir 4 das bactérias testadas em concentragdes
inferiores a 1 mg mL™'. Através dos dados coletados na literatura e colocados em discusso
neste estudo, sabe-se que os fungos desta espécie ainda sao pouco explorados e os resultados

obtidos revelam esse isolado como um produtor promissor de antimicrobianos. Além da
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atividade antimicrobiana, o isolado ITF47 Aspergillus amoenus apresentou atividade de lacase
em placa com guaiacol e obteve o melhor resultado de producdo de celulase deste estudo
(50,69 U mL), tornando-se também um potencial candidato produtor dessa enzima para

aplicagdes industriais de produgdo de bioetanol de segunda geragao.

Todos os fungos (n=28) testados apresentaram atividade enzimatica em pelo
menos um dos testes realizados, sendo que todos foram capazes de produzir atividade de
celulase em placas contendo CMC. Todas as bactérias produtoras de compostos (n=20) de
interesse deste estudo foram capazes de produzir pelo menos uma atividade enzimatica, isso
demonstra o alto potencial de produgao enzimatica de todos os isolados microbianos obtidos
neste estudo e que podem ser aplicados em diversos segmentos industriais, principalmente na

saude e industria de enzimas.
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5 CONCLUSAO

Os objetivos do presente trabalho foram alcangados tendo em vista a
identificacdo de fungos filamentosos e bactérias com um grande potencial biotecnologico,
podendo ser aplicados em processos de biorremediagdo, diversos setores industriais,
principalmente o ramo farmacéutico. Poucos estudos foram encontrados relatando a atividade
de micro-organismos provenientes do efluente de uma industria téxtil. Esse ambiente
apresentou diversidade de espécies isoladas e se mostrou atraente para pesquisas de
compostos de interesse biotecnoldgico. Com mais estudos acerca da comunidade microbiana
desses ambientes, mais informagdes poderiam ser recuperadas para o melhor entendimento

dos grupos microbianos presentes neste ambiente de despejo industrial.

A busca por compostos biotecnologicos produzidos por micro-organismos
provenientes de ambientes hostis, como o efluente industrial téxtil, se mostrou bastante
promissor na obten¢do de enzimas para fins industriais, como ¢ o caso da celulase, e com alta
aplicabilidade médica, como ¢ o caso das lacases, proteases e, principalmente as gelatinases e
as colagenases. A exposicao a condigdes adversas também pode ter favorecido a producao de
compostos antimicrobianos por algumas espécies que até entdo, foram relatadas pela primeira
vez como produtoras de antibidticos, como € o caso da espécie Aspergillus amoenus. Como o
efluente industrial téxtil ainda pode ser largamente explorado, nossos estudos mostraram a
possibilidade da obtencdo de isolados microbianos distintos dos micro-organismos até entao
caracterizados, como o caso dos isolados ITF33 (Sarocladium sp.) o melhor isolado com
potencial biotecnoldgico e o ITF30 (Aspergillus sydoii), os quais, ainda precisam ser mais

estudados para confirmar esse achado.

A adaptagdo de uma comunidade microbiana ao estresse ambiental pode
envolver indu¢do de enzimas, alteragdes genéticas e a produ¢do de metabolitos secundarios.
Hé evidéncias consideraveis de que os micro-organismos podem se adaptar rapidamente a
substancias toxicas em seu ambiente. Porém, a consequéncia inevitavel deve ser a diminuigao
da diversidade genética, limitando a sobrevivéncia aos micro-organismos com melhores

recursos de adaptacao.

Existe uma necessidade crescente da exploracdo de novos ambientes para

identificacdo de bactérias e fungos que possam trazer beneficios a sociedade, tanto na
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producdo de enzimas com finalidades industriais, quanto na produ¢do de componentes que
possam ser aplicados para saide. Assim, a exploracdo de ambientes considerados toxicos
como os estudados no presente trabalho torna-se uma estratégia na obtengdo de células
adaptavas a esses compostos, as quais poderdo ser utilizadas em processos industriais e de
tratamento do proprio efluente estudado. Estudo futuros de otimizacdo, escalonamento e
purificacdo dos compostos biotecnologicamente promissores, produzidos pelas células
microbianas no presente estudo, poderdo ser realizados com o intuito de aplicar estes
compostos para melhorar a qualidade de vida da sociedade, principalmente os relacionados a

saude humana.
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