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RESUMO

A biotecnologia microbiana tem desempenhado um papel central na descoberta e
aplicacdo de enzimas com elevado valor industrial, especialmente aquelas capazes de
atuar sob condicbes extremas. Nesse contexto, fungos isolados de amostras da Antartica
apresentam grande potencial como fonte de biocatalisadores devido a sua capacidade
adaptativa a ambientes de baixas temperaturas, alta radiacdo UV e escassez de
nutrientes. Este estudo teve como objetivo investigar a produgao das enzimas hidroliticas
celulase, amilase, lipase, protease e ligninases, por diferentes isolados fungicos
antarticos, com vistas a aplicagdo dessas enzimas nos setores alimenticio, ambiental,
energético e de bioprocessos. As linhagens foram cultivadas em meios especificos, com
formulagdes otimizadas para a indugcédo da expressdo enzimatica. A atividade celulolitica
foi verificada por meio da hidrélise de carboximetilcelulose e coloragdo com vermelho
Congo; a atividade amilolitica foi detectada com solugédo de iodo em meio de cultivo com
amido; a atividade lipolitica foi avaliada por meio da formacéo de halos fluorescentes sob
luz UV em meio contendo 6leo de oliva e rodamina B e a atividade proteolitica foi
evidenciada por zonas claras em meio com leite desnatado. Para a triagem de ligninases,
foi utilizado guaiacol como indicador da atividade destas enzimas e outras oxidases
fendlicas. A formacao de halos ou alteragdes de coloragao ao redor das colbnias fungicas
foi considerada indicativa de produgao enzimatica. Os experimentos foram realizados em
triplicata para garantir a confiabilidade dos dados. Dos 15 isolados avaliados, 3, 10, 6, 11
e 6 apresentaram atividade para celulase, amilase, lipase, protease e ligninase,
respectivamente. As faixas de atividade observadas foram: para celulase, entre 4,0 £ 0,9
e 7,0 £ 1,4; para amilase, entre 4,0 £ 0,01 e 30,0 £ 5,66; para lipase, variando de
fluorescéncia fraca a fluorescéncia intensa; para protease, entre 4,0 £ 0,89 e 31,0 £ 6,01;
e para ligninase, de atividade baixa (+) a alta (+++), demonstrando serem promissores
para aplicacbes biotecnoldgicas. Os resultados mostraram a relevancia de fungos
oriundos do continente antartico como fontes sustentaveis de enzimas, especialmente em
processos que exigem estabilidade em condigdes adversas. O presente estudo contribui
para a valorizagdo dos recursos microbioldgicos polares e amplia o0 conhecimento sobre

as potencialidades biotecnoldgicas dos organismos de ambiente extremo.

Palavras-chave: amilase; biotecnologia; celulase; enzimas hidroliticas; lignininases;

fungos antarticos; Lipase; protease.
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RESUMEN

La biotecnologia microbiana ha desempefado un papel central en el
descubrimiento y aplicacion de enzimas de alto valor industrial, especialmente aquellas
capaces de actuar en condiciones extremas. En este contexto, los hongos aislados de
muestras de la Antartida presentan un gran potencial como fuente de biocatalizadores
debido a su capacidad adaptativa a ambientes de bajas temperaturas, alta radiacion UV y
escasez de nutrientes. Este estudio tuvo como objetivo investigar la produccion de las
enzimas hidroliticas celulasa, amilasa, lipasa, proteasa y ligninasas, por diferentes
aislados fungicos antarticos, con miras a la aplicacion de estas enzimas en los sectores
alimentario, ambiental, energético y de bioprocesos, entre otros. Las cepas fueron
cultivadas en medios especificos, con formulaciones optimizadas para la induccion de la
expresion enzimatica. La actividad celulolitica se verific6 mediante la hidrélisis de
carboximetilcelulosa y coloracion con rojo Congo; la actividad amilolitica se detecté con
solucién de yodo en medio de cultivo con almiddn; la actividad lipolitica se evalud
mediante la formacién de halos fluorescentes bajo luz UV en medio que contenia aceite
de oliva y rodamina B; y la actividad proteolitica se evidencié por zonas claras en medio
con leche descremada. Para el cribado de ligninasas, se utiliz6 guayacol como indicador
de la actividad de estas enzimas y otras oxidasas fendlicas. La formacion de halos o
alteraciones de color alrededor de las colonias fungicas se considerd indicativa de
produccion enzimatica. Los experimentos se realizaron por triplicado para garantizar la
fiabilidad de los datos.De los 15 aislados evaluados, 3, 10, 6, 11 y 6 presentaron actividad
para celulasa, amilasa, lipasa, proteasa y ligninasa, respectivamente. Los rangos de
actividad observados fueron: para celulasa, entre 4,0 £ 0,9y 7,0 + 1,4; para amilasa, entre
4,0 + 0,01 y 30,0 + 5,66; para lipasa, variando de fluorescencia débil a fluorescencia
intensa; para proteasa, entre 4,0 + 0,89 y 31,0 + 6,01; y para ligninasa, de actividad baja
(+) a alta (+++), demostrando asi su potencial para aplicaciones biotecnolédgicas. Los
resultados mostraron la relevancia de los hongos provenientes del continente antartico
como fuentes renovables y sostenibles de enzimas, especialmente en procesos que
requieren estabilidad en condiciones adversas. El presente estudio contribuye a la
valorizacién de los recursos microbiolégicos polares y amplia el conocimiento sobre las

potencialidades biotecnoldgicas de los organismos de ambientes extremos.
Palabras clave: amilasa; celulasa; enzimas hidroliticas; enzimas ligninoliticas; lipasa;

produccion enzimatica; proteasa.
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ABSTRACT

Microbial biotechnology has played a central role in the discovery and
application of high-value industrial enzymes, particularly those capable of functioning
under extreme conditions. In this context, fungi isolated from Antarctic samples show great
potential as a source of biocatalysts due to their adaptive capacity to environments with
low temperatures, high UV radiation, and nutrient scarcity. This study aimed to investigate
the production of the hydrolytic enzymes cellulase, amylase, lipase, protease, and
ligninases by different Antarctic fungal isolates, with a view to applying these enzymes in
the food, environmental, energy, and bioprocessing sectors, among others. The strains
were cultivated in specific media, with formulations optimized to induce enzymatic
expression.  Cellulolytic  activity was verified through the hydrolysis of
carboxymethylcellulose and staining with Congo red; amylolytic activity was detected using
an iodine solution in culture medium containing starch; lipolytic activity was evaluated by
the formation of fluorescent halos under UV light in medium containing olive oil and
rhodamine B; and proteolytic activity was evidenced by clear zones in skim milk medium.
For ligninase screening, guaiacol was used as an indicator of the activity of these enzymes
and other phenolic oxidases. The formation of halos or color changes around the fungal
colonies was considered indicative of enzymatic production. The experiments were
performed in triplicate to ensure data reliability. Of the 15 isolates evaluated, 3, 10, 6, 11,
and 6 showed activity for cellulase, amylase, lipase, protease, and ligninase, respectively.
The observed activity ranges were: for cellulase, between 4.0 £ 0.9 and 7.0 + 1.4; for
amylase, between 4.0 £ 0.01 and 30.0 * 5.66; for lipase, ranging from weak fluorescence
to strong fluorescence; for protease, between 4.0 + 0.89 and 31.0 + 6.01; and for
ligninase, from low activity (+) to high activity (+++), thus demonstrating their potential for

biotechnological applications.

The results highlighted the relevance of fungi from the Antarctic continent as renewable
and sustainable sources of enzymes, especially in processes that require stability under
adverse conditions. This study contributes to the valorization of polar microbiological
resources and expands knowledge on the biotechnological potential of organisms from

extreme environments.

Keywords: amylase; biotechnology; cellulase; hydrolytic enzymes; ligninases; antarctic

fungi; lipase; protease.
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1 INTRODUGAO

A prospecgcao de enzimas por meio da biotecnologia microbiana tem se
consolidado como uma estratégia eficaz para atender demandas industriais, energéticas e
ambientais, devido a capacidade dos microrganismos de produzir enzimas de forma
sustentavel, adaptaveis a diferentes condigdes extremas, com alta especificidade e
potencial para redugado de custos e impactos ambientais. Essa abordagem permite a
descoberta de novos biocatalisadores com aplicagdes em processos mais limpos e
eficientes, contribuindo para a inovagao tecnoldgica e para o desenvolvimento de
solugbes alinhadas a bioeconomia. Dentro desses microrganismos, os fungos
psicrofilicos, os quais se ajustam eficientemente a baixas temperaturas, apresentam
caracteristicas unicas que os tornam excelentes fontes de biomoléculas funcionais em
condicbes extremas, como baixas temperaturas, radiacdo intensa e escassez de
nutrientes (BUZZINI et al., 2012).

Estudos destacam a Antartica, um ambiente caracterizado por baixas
temperaturas, alta radiacdo UV e escassez de nutrientes, como um ecossistema rico em
biodiversidade fungica adaptada a esses desafios. Jodtowska & Biatkowska (2024) e
Barros Cavalcante et al. (2023) apontam que fungos provenientes desse ambiente
produzem pigmentos e hidrolases com propriedades unicas. Além disso, Duarte et al.
(2018) observam que fungos de ambientes terrestres e marinhos da Antartica sintetizam
uma variedade de enzimas em baixas temperaturas, incluindo amilase, celulase, lipase,
protease e lacases, apresentando ampla faixa de pH e temperatura, além de rendimento

expressivo.

Zucconi et al. (2020) reforcam o potencial da prospeccao enzimatica de
fungos, destacando metodologias de cultivo e triagem em condi¢des frias, uma vez que
esses ambientes permitem explorar a capacidade unica dos microrganismos antarticos de
produzir enzimas ativas em baixas temperaturas. Essas enzimas, conhecidas como
cold-active enzymes, mantém alta eficiéncia catalitica mesmo em temperaturas reduzidas,
possibilitando processos industriais mais econdmicos, preservando compostos sensiveis
ao calor e ampliando a aplicabilidade industrial e ambiental, incluindo bioenergia,
processamento de alimentos, tratamento de residuos e biorremediacao, especialmente

em regides frias.
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A exploracao desses recursos ainda enfrenta desafios técnicos, incluindo
cultivo em laboratério, baixa produtividade e necessidade de meios especificos adaptados
ao frio. Essas limitagdes implicam que a produgdo de biomassa e de enzimas em larga
escala pode ser lenta e custosa, exigindo estratégias experimentais cuidadosas para
simular adequadamente o ambiente natural dos fungos. Além disso, a legislacdo Antartica
impde cuidados ambientais rigorosos, com diretrizes estabelecidas pelo Protocolo de
Madri, que incluem avaliagbes de impacto ambiental, gestdo de residuos e protecédo de
areas especificas (ASOC, 2017). Como consequéncia, a coleta e o estudo desses
organismos sao limitados e altamente regulados, restringindo o acesso a certas areas,
controlando o volume de amostras e aumentando a complexidade do planejamento de
pesquisas biotecnolégicas, o que impacta diretamente a escalabilidade e aplicabilidade

industrial dessas enzimas.

Tendo em vista essas particularidades, o presente estudo avaliou a
capacidade de produgdo de enzimas extracelulares, isto €, biocatalisadores liberados
para 0 meio pelo microrganismo e capazes de atuar fora da célula, adaptadas ao frio, por
fungos filamentosos isolados da Antartica. Foram realizados testes qualitativos para
amilase, lipase, protease, celulase e ligninases, empregando meios e indicadores
especificos, os quais evidenciaram a habilidade desses fungos de produzir enzimas
funcionais em baixas temperaturas, com potencial para aplicagcdes sustentaveis em

processos biotecnoldgicos, incluindo setores alimenticios, ambientais e energéticos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A biotecnologia microbiana tem se destacado na busca por novas
enzimas e metabdlitos com aplicagdes industriais e farmacéuticas. Microrganismos
extremdfilos, como os fungos isolados da Antartica, tém despertado interesse devido a
sua capacidade de produzir biocatalisadores e compostos bioativos estaveis em
condi¢des adversas (CAMACHO et al., 2024).

2.1. CONTEXTO AMBIENTAL DA ANTARTICA: ECOSSISTEMAS, CLIMA E SOLO

A Antartica, amplamente reconhecida por ser o continente mais extremo
do planeta, se encontra situada ao sul do Circulo Polar Antartico (Figura 1). As condi¢cbes
ambientais severas como temperaturas que podem atingir — 89 °C, radiacao ultravioleta
intensa, escassez de agua liquida e baixos niveis de nutrientes, moldam fortemente os
ecossistemas locais, impondo desafios significativos a vida microbiana (SILVA et al., 2018;
FISHER, 2014)

Figura 1 - Mapa da Antartica destacando o Circulo Polar Antartico em linha tracejada e areas livres de gelo
em marrom.

Ross Sea Y

Fonte: NASA EARTH OBSERVATORY ( 2016).

Apesar de somente cerca de 0,5% da superficie Antartica estar livre de

gelo, sdo justamente essas areas as que possuem uma variedade notavel de solos
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resultantes da diversidade geoldgica, da histéria glacial e das variagbes topograficas.
Esses solos sao frequentemente antigos, tendo milhées de anos, porém eles estdao mal
desenvolvidos e extremamente secos. O permafrost, que € o nome para o solo
permanentemente congelado, pode ocorrer mesmo sem a presenga de gelo visivel,
formando camadas frias e soltas a temperaturas de até -30° . Esses processos sao
exacerbados pela baixa precipitagdo (< 50 mm/ano) e pela sublimagao direta do gelo, que
concentra sais em camadas superficiais (ROYLES et al., 2013). Em regides como os
Vales Secos de McMurdo, a condutividade elétrica do solo pode superar 5 dS/m,

classificando-os como solos hipersalinos (FISHER, 2014).

Apesar das distintas condi¢des indspitas, como baixas temperaturas,
radiagdo UV intensa, ventos fortes e baixa disponibilidade de agua e nutrientes, os solos
antarticos abrigam uma diversidade microbiana significativa. Essas condi¢gées criam
microambientes especificos, como solos permafrost, camadas subsuperficiais e fendas
em rochas translucidas (hipdlitos e enddlitos), que selecionam microrganismos com
adaptagdes fisiolégicas e metabdlicas unicas, incluindo a produgao de pigmentos
protetores, esporulagdo e sintese de enzimas ativas em baixas temperaturas. Entre os
variados microrganismos encontrados destacam-se bactérias do filo Actinobacteriota,
como Streptomyces, Micromonospora e Nocardia, além de representantes dos filos
Firmicutes, Bacteroidota e Proteobacteria. Espécies como Streptomyces hypolithicus,
isolada de comunidades hipoliticas, e Deinococcus frigens, uma bactéria psicrofila
resistente a baixas temperaturas e radiacdo UV, exemplificam a diversidade adaptativa
desses ecossistemas. Esses microrganismos colonizam os nichos protegidos de forma
diferenciada, desempenhando papéis essenciais nos ciclos biogeoquimicos, como fixagao
de nitrogénio, degradacao de polimeros naturais e reciclagem de nutrientes, contribuindo
para a manutencgao da funcionalidade ecolégica e apresentando potencial para aplicagdes
biotecnolégicas (COWAN et al., 2014).

Nos ultimos anos, a Peninsula Antartica tem experimentado um
aquecimento acelerado, com temperaturas médias anuais aumentando significativamente
desde 1957, em ritmo estimado de aproximadamente 0,12 °C por década, representando
um aumento total de cerca de 0,5 °C (NASA Earth Observatory, 2016). Esse aquecimento
tem resultado em maior derretimento de gelo, exposicdo de novas areas de solo e
expansao da vegetacgao, alterando os ecossistemas locais. Estudos recentes indicam que

a atividade microbiana em bancos de turfa e o crescimento de musgos tém aumentado
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significativamente, associando diretamente o aquecimento climatico a intensificagdo da
biomassa vegetal e a maior atividade microbiana no solo. Esses fendmenos refletem a
rapida resposta do ecossistema antartico as mudangas climaticas, evidenciando a
sensibilidade da Peninsula Antartica a variagbes de temperatura e destacando a
importancia de monitoramento continuo para avaliar os impactos ecoldgicos e
biotecnolégicos desses ambientes (STEIG et al., 2009). Figura 2 representa um exemplo

de degelo no continente.

Figura 2 - Formacgao rochosa exposta apds colapso de plataformas de gelo na Antartica (1989-2022).

4

1989

B W TS 5 SE I ™

Bowman "
Island

Bowman e
= [Island

] MAWSON SEA

-

Unnamed island

Glenzer-Conger Glenzer-Conger
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Fonte: PLANETA (2022).
A suposta ilha, em fotos obtidas entre novembro de 1989 e janeiro de 2022. Crédito: Nasa Earth Observatory/Joshua
Stevens, com dados do Landsat do US Geological Survey e do ICESat-2 do National Snow & Ice Center.

Nesse sentido, a Antartica representa um reservatorio de diversidade
microbiana ainda pouco explorado, incluindo microrganismos extremdéfilos adaptados a
condi¢cdes de frio extremo, radiacdo intensa e escassez de nutrientes, e atua como um
sistema-sentinela para monitorar os efeitos do aquecimento global sobre ecossistemas
frageis. Sua singularidade biolégica e ambiental confere grande potencial para pesquisas
em bioprospeccao de compostos com aplicagdes farmacéuticas e industriais (SILVA et al.,
2018; COWAN et al., 2014).

Versao Final Honol ogada
25/ 09/ 2025 10: 31



17

2.2. MICRORGANISMOS EXTREMOFILOS

Microrganismos extremofilos sdo aqueles capazes de sobreviver e se
proliferar em condigdes ambientais extremas, como temperaturas elevadas ou baixas, pH
muito acido ou alcalino, alta salinidade, alta pressao e radiagao intensa. Suas adaptacdes
fisiolégicas e bioquimicas os tornam relevantes para diversas aplicagdes biotecnoldgicas,
especialmente na produgao de enzimas industriais, biopolimeros e compostos bioativos
(QUILLAGUAMAN et al., 2004; CAMACHO et al., 2024; LOPES et al., 2023). O Quadro 1
apresenta uma sintese da classificagdo dos principais tipos de extremofilos segundo o
fator ambiental extremo ao qual estdo adaptados, exemplificando seus habitats tipicos e

referéncias correspondentes.

Quadro 1 — Classificagdo de microrganismos extremofilos segundo o fator ambiental extremo

Tipo de extremofilo Condigcao ambiental Exemplo de habitat

Termofilos 50-80 °C Fontes hidrotermais,
compostos geotérmicos

Hipertermdfilos >80 °C Fontes hidrotermais,
compostos geotérmicos

Psicrofilos <15°C Ambientes polares,
marinhos profundos

Halofilos Alta salinidade Lagos hipersalinos, solos
alcalinos

Aciddfilos pH <3 Drenagem &acida de minas

Alcaldfilos pH >9 Solos alcalinos

Bardfilos/Piezéfilos Alta pressao Fossas oceanicas
profundas

Radiotolerantes Altos niveis de radiacao Locais com contaminacéao

ionizante radioativa

Fonte: Adaptado pela autora a partir de QUILLAGUAMAN et al., 2004; CAMACHO et al., 2024; LOPES et
al., 2023.

A producdo de enzimas por microrganismos extremofilos tem sido
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investigada devido a sua capacidade de operar em condigdes ambientais extremas, como
altas temperaturas, alta salinidade e pH extremo. Essas enzimas, chamadas
extremozimas, possuem propriedades unicas de estabilidade e atividade, o que as torna
valiosas para diversas aplicagbes biotecnologicas, incluindo processos industriais e
farmacéuticos (CAMACHO et al., 2024).

2.3. FUNGOS PSICROFILOS: ADAPTACOES MOLECULARES E POTENCIALIDADES

BIOTECNOLOGICAS

Os fungos psicrofilos sao organismos eucarioticos adaptados a ambientes
permanentemente frios, como os encontrados nas regides polares, especialmente na
Antartica. Nestes ambientes, que incluem solos expostos, musgos, além de sedimentos
marinhos e lacustres, ja foram identificadas diversas espécies fungicas. (ZHANG et al.,
2022). Esses organismos desenvolveram mecanismos moleculares altamente
especializados que garantem sua sobrevivéncia em temperaturas préximas ou inferiores a
0 °C. Dentre essas adaptagdes, destacam-se alteragdes na composicdo da membrana
plasmatica, como o aumento de acidos graxos insaturados e a produgao de proteinas
anticongelantes (AFPs), chaperonas moleculares, enzimas frias e pigmentos
fotoprotetores (FELLER, 2013; BUZZINI et al., 2012).

Enzimas como amilases, proteases, lipases e quitinases exibem atividade
catalitica eficiente em baixas temperaturas e sédo altamente termo sensiveis, 0 que
representa uma vantagem em processos industriais que requerem economia de energia
ou condicbes delicadas de processamento (RAMLI et al., 2011; ZUCCONI et al., 2020).
Na industria de alimentos, essas enzimas tém sido aplicadas na quebra de amido e
proteinas em produtos refrigerados, enquanto na industria de detergentes séao
empregadas pela sua eficiéncia em lavagens a frio (FELLER, 2013). Para organizar
melhor a diversidade de extremofilos e os tipos de enzimas que produzem, os principais

grupos estao resumidos no Quadro 2.
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Quadro 2 — Principais extreméfilos e enzimas produzidas com suas aplica¢des industriais

Tipo de Extreméfilo Enzimas tipicas Aplicagoes industriais /
biotecnologicas
Psicrofilos Amilases, proteases Processamento de
alimentos refrigerados,
detergentes a frio
Termofilos / Hipertermofilos | Lipases, proteases, _ _ .
celulases Pasteurizagéo, bioenergia
Halofilos Lipases, amilases Biorremediagao, alimentos
processados
Aciddfilos / Alcaléfilos Proteases, lipases Detergentes, tratamento de
efluentes
Bardfilos / Piezoéfilos Enzimas resistentes a Fermentacdes
pressao pressurizadas
Radiotolerantes Enzimas resistentes a Biorremediacao de areas
radiagao contaminadas

Fonte: Adaptado pela autora a partir de RAMLI et al., 2011; ZUCCONI et al., 2020; FELLER, 2013;
QUILLAGUAMAN et al., 2004; LOPES et al., 2023.

Outra frente promissora € a bioprospeccdo de compostos bioativos
produzidos por esses fungos em ambientes polares extremos. Estudos apontam para a
capacidade destes microrganismos de sintetizar metabdlitos com atividades
antibacterianas, antifungicas, antioxidantes e até antitumorais (ZHANG et al., 2022;
JODLOWSKA; BIALKOWSKA, 2024). Tais compostos podem ter papel fundamental no
desenvolvimento de novos farmacos, especialmente frente ao aumento da resisténcia
microbiana. Além disso, os fungos psicrofilos também se destacam em aplicagbes
ambientais, como a biorremediacdo de areas contaminadas por hidrocarbonetos e metais
pesados em regides frias, devido a sua habilidade de metabolizar compostos complexos
mesmo em baixas temperaturas (MARGESIN; MITEVA, 2010). Portanto, a combinacéo de

suas adaptacdées moleculares unicas e a capacidade de produzir uma variedade de
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biomoléculas funcionais torna os fungos psicrofilos uma fonte estratégica para aplicagoes

nas industrias alimenticia, farmacéutica, ambiental e de biotecnologia industrial.

2.4. ENZIMAS PRODUZIDAS POR FUNGOS ISOLADOS DA ANTARTICA

Fungos psicréfilos isolados da Antartica produzem enzimas extracelulares
"cold-active”, que mantém alta atividade catalitica em baixas temperaturas, caracteristica
essencial para a sobrevivéncia desses organismos em ambientes permanentemente frios.
Estudos recentes indicam que esses microrganismos tém um grande potencial para a
producao de enzimas com aplicagbes especificas em bioprocessos industriais (LOPES et
al., 2023; CAMACHO et al., 2024). Dentre os tipos de enzimas podem ser destacadas:

As celulases s&o enzimas responsaveis pela degradacdo da celulose,
catalisando a quebra das ligagdes glicosidicas entre as unidades de glicose. Essas
enzimas sao produzidas por diversos microrganismos, como Aspergillus, Trichoderma,
Penicillium e Humicola. As celulases psicrofilas apresentam elevada eficiéncia catalitica
em condi¢cdes de baixas temperaturas, préximas a 0 °C, e em pH &cido, caracteristicas
que ampliam seu potencial de aplicacdo em processos industriais que demandam
economia de energia. Uma das principais utilizacbes dessas enzimas esta na produgao
de biocombustiveis a partir de biomassa lignoceluldsica, na qual a celulose € convertida
em acgucares fermentesciveis. O processo pode ocorrer por meio de hidrélise sequencial
ou simultdnea da celulose e hemicelulose, seguida da fermentacdo alcodlica dos
acucares liberados (como glicose, xilose e arabinose) por microrganismos fermentadores,
como leveduras e bactérias, resultando na producédo de etanol e outros biocombustiveis
(CASTRO, 2010; ZUCCONI et al., 2020).

A amilase, enzima que catalisa a quebra de ligagdes glicosidicas do
amido, transformando-o em maltose e outros oligossacarideos, é produzida por diversos
organismos, incluindo animais, plantas, fungos e bactérias. As amilases psicrofilas sao
especialmente valorizadas por sua capacidade de atuar eficientemente em baixas
temperaturas. Essa caracteristica permite, na industria alimenticia, a modificagdo do
amido em processos sob refrigeracdo, preservando propriedades sensoriais e nutricionais
dos alimentos, como textura, volume e frescor de pades e massas, além de reduzir o
consumo energético e evitar danos térmicos (LIMA, 2017; ZUCCONI et al., 2020). Na area

farmacéutica, a flexibilidade estrutural dessas enzimas possibilita sua atuacido em
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diferentes condi¢des fisioldgicas, funcionando como auxiliares digestivos eficazes em

faixas variadas de temperatura, ampliando seu potencial terapéutico (FELLER, 2013).

As lipases sao enzimas que catalisam a hidrolise de triglicerideos em
acidos graxos livres e glicerol. Na produgao de biodiesel, as lipases psicrofilas podem
catalisar a transesterificagcdo de Oleos vegetais ou gorduras animais em temperaturas
mais baixas, reduzindo o consumo de energia e evitando a degradacdo térmica dos
reagentes e produtos. Na industria alimenticia, essas enzimas sao empregadas para
modificar lipidios em alimentos refrigerados, aprimorando textura, sabor e propriedades
nutricionais sem a necessidade de aquecimento. Outro campo promissor € a sintese de
ésteres em processos quimicos mais sustentaveis, onde sua atividade em frio permite
maior controle das reagdes. Além disso, as lipases psicrofilas apresentam potencial em
biorremediagdo ambiental, degradando contaminantes lipofilicos em solos e aguas
polares e contribuindo para a recuperacao de ecossistemas afetados (MESSIAS, 2011;
FELLER, 2013).

As proteases, também chamadas de peptidases, catalisam a quebra de
ligagcbes peptidicas entre aminoacidos, degradando proteinas em peptideos menores ou
aminodacidos livres. Na industria de detergentes, essas enzimas psicrofilas permitem a
remogao eficaz de manchas proteicas em lavagens a frio, reduzindo o consumo de
energia elétrica e preservando tecidos delicados. Na industria alimenticia, sao utilizadas
no amaciamento de carnes refrigeradas, na maturacao de queijos e na producao de
hidrolisados proteicos com alto valor nutricional e funcional, preservando sabores e
compostos volateis que seriam perdidos em processos térmicos intensos. Na area
farmacéutica, apresentam aplicacdo na producdo de medicamentos e suplementos
enzimaticos, além de potencial na engenharia de tecidos e terapias enzimaticas que
exigem atividade em condigdes fisioldgicas brandas (GIONGO, 2006; FELLER, 2013).

As enzimas ligninoliticas compreendem um grupo de oxidorredutases
responsaveis pela degradagao da lignina, um biopolimero complexo e resistente presente
na parede celular de plantas lenhosas. Entre as principais estdo a lacase (Lcc), a lignina
peroxidase (LiP) e a manganés peroxidase (MnP). Fungos antarticos tém se mostrado
fontes promissoras dessas enzimas, adaptadas a ambientes frios e com baixa
disponibilidade de nutrientes. Elas apresentam potencial elevado para aplicacbes

industriais sustentaveis, como o branqueamento de papel e celulose sem uso de
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compostos clorados, a biorremediacdo de solos contaminados por compostos aromaticos
recalcitrantes e a conversdo de biomassa vegetal em acgucares fermentaveis para
producao de bioetanol (MELO, 2004; MARGESIN; MITEVA, 2010). Além disso, lacases
psicrofilas tém sido estudadas para biossensores, sintese de farmacos e tratamentos de

efluentes industriais, destacando sua versatilidade catalitica (ZUCCONI et al., 2020).

Como demonstrado na Figura 3, as enzimas psicrofilas antarticas
apresentam aplicagdes diversificadas em setores industriais, desde alimentos até

biorremediag&o, destacando seu potencial biotecnolégico (LOPES, 2023).

Figura 3 - Panorama geral das aplica¢des de algumas enzimas de interesse industrial incluindo hidrolases,
agarase, celulase, amilase, esterase, lipase, protease e quitinase. Os quadros indicam os diferentes setores
industriais e os asteriscos coloridos indicam qual a respectiva enzima utilizada na aplicagéo apresentada
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adaptacbes estruturais especificas, como maior flexibilidade conformacional e
estabilidade térmica, que permitem a manutencgao da atividade catalitica em temperaturas
proximas a 0 °C, diferenciando-as das enzimas mesofilicas. Essas caracteristicas sao
essenciais para aplicagdes industriais que demandam processos em baixas temperaturas,
reduzindo custos energéticos e preservando compostos sensiveis (RAMLI et al., 2011;
FELLER, 2013).

2.5. DESAFIOS BIOTECNOLOGICOS NA EXPLORACAO DE FUNGOS ISOLADOS DE
AMBIENTES FRIOS

A exploragdo de fungos oriundos do continente antartico para fins
biotecnolégicos apresenta diversos desafios que vao desde limitagbes técnicas até
entraves legais e ambientais. Um dos principais obstaculos é o isolamento e cultivo
desses microrganismos em laboratério. A complexidade de comunidades fungicas de
ambientes frios é visivel no dendrograma da Figura 4, que compara nove micro-habitat
distintos na geleira Walker, no Artico (TSUJI, 2023). A figura ilustra uma diversidade
diferenciada entre as amostras coletadas na area da geleira e nas areas de recuo da
geleira, mostrando a grande diversidade fungica em ambientes frios. Muitos fungos
psicrofilos da Antartica sao de crescimento extremamente lento, apresentam metabolismo
especializado e sdo recalcitrantes a meios de cultura convencionais, o que limita
significativamente sua recuperacao por meétodos tradicionais (ZHANG et al., 2022; LIU et
al., 2023).
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Figura 4 - Dendrograma ilustrando a diversidade e composi¢do das comunidades fungicas em nove locais
distintos, tanto na geleira Walker quanto em sua area de recuo.
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m Vishmiacozyma victoriae ® Pseudogy P W Vishniacozyma tephrensis W Preussia octomera
m Vishniacozyma ellesmerensis ® Phoma herbarum u Kriegeriale . sp. Phaeococcomyce: sp,
B Mrakia robertii ® Dothideomycete Sp. Mrakia hoshinonis m Comoclathris lini
= Mrakia gelida W Cladosporium cladosporioides B Mrakia arctica W Botrytis cinerea

Fonte: TSUJI,2023.

Além disso, grande parte da diversidade fungica antartica permanece
inacessivel, sendo conhecida apenas por meio de técnicas de DNA ambiental e
metagendmica, indicando a necessidade de abordagens complementares, como o uso de
meios seletivos, co-cultivos e simulagdo de microambientes naturais para favorecer o
crescimento in vitro (ZHANG et al., 2022; LIU et al., 2023).

Outro desafio importante é a baixa produtividade de enzimas e
metabdlitos bioativos por parte de muitos fungos oriundos do continente antartico. Devido
a sua adaptagcao a ambientes extremos, esses microrganismos tendem a ter taxas
metabdlicas lentas, o que se traduz em baixos rendimentos em cultivos laboratoriais. Para
contornar esse problema, estudos vém utilizando tecnologias édmicas, como gendmica,
transcriptdbmica, metabolémica e protedmica, para identificar genes de interesse e otimizar
sua expressao em hospedeiros heterdlogos, como Escherichia coli e Pichia pastoris
(CAMACHO et al., 2024; DUARTE et al., 2018). No entanto, essas abordagens exigem
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infraestrutura avancada, investimento financeiro e expertise técnica especializada, o que

limita sua adogao por muitos grupos de pesquisa.

A prépria diversidade genética e metabdlica dos fungos oriundos do
continente antartico, embora promissora, representa um desafio adicional. A maioria das
espécies permanece pouco caracterizada, e suas vias metabdlicas especificas ainda sao
mal compreendidas. A aplicacao de ferramentas de sequenciamento de nova geracéao e
bioinformatica vem sendo fundamental para superar essas barreiras, permitindo o acesso
a genes codificadores de enzimas ativas ao frio e outros metabdlitos de interesse
industrial (BARROS CAVALCANTE et al., 2023; OGAKI et al., 2020).

Por fim, o desenvolvimento de bioprodutos a partir de fungos oriundos do
continente antartico também requer atencdo aos principios da sustentabilidade e da ética
na pesquisa. A pressao pela inovacado precisa ser equilibrada com a preservagao dos
ecossistemas polares e o respeito as normas internacionais de acesso a recursos
genéticos. Assim, embora o potencial biotecnoldgico desses organismos seja vasto, sua
exploragdo exige uma abordagem integrada, que ¢é uma ciéncia de ponta,

responsabilidade ambiental e acordos de cooperagao internacional.
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3 OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar experimentalmente o potencial de producdo de enzimas
extracelulares adaptadas ao frio por fungos psicroéfilos isolados da Antartica, com foco

em aplicagdes biotecnoldgicas.
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Reativar os fungos filamentosos isolados de amostras de solo e preservados em
ultracongelamento.

e Cultivar os fungos psicrofilos isolados em condi¢gdes controladas, incluindo baixa
temperatura (12 £ 0,5 °C); meios indutores especificos (amido, CMC, ¢leo, leite,
guaiacol) —para induzir a producédo de enzimas extracelulares adaptadas ao frio.

e Detectar qualitativamente, a atividade enzimatica utilizando meios de cultivo para

cada tipo de enzima.
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4 METODOLOGIA
4.1. CRESCIMENTO DOS FUNGOS PRESERVADOS

AMOSTRAS DE SOLO

Os fungos utilizados neste estudo foram previamente isolados a partir de
amostras de solo rico em ferro, coletadas no interior de um recipiente historicamente
utilizado no processamento de 6leo de baleia, localizado na Baia dos Baleeiros, llha
Deception, Antartica (coordenadas: 62° 58'43,1" S; 60° 33'33,9" O) (Figura 5). A coleta foi
realizada durante a operacao cientifica brasileira OPERANTAR XLI, no verdo austral de
2022/2023.

Figura 5 — Coleta de amostras.‘A esquerda: localizagao da Illha Deception com destaque para o ponto de
coleta (sinalizado em amarelo). A direita: solo coletado da Baia dos Baleeiros, armazenado em recipiente de
ferro.

Fonte: GOOGLE EARTH, 2025; PASSARINI, 2023.

REATIVACAO DOS ISOLADOS FUNGICOS

Os isolados fungicos foram previamente preservados em tubos contendo
Agar Batata Dextrose (BDA) inclinado, mantidos sob refrigeracdo a 4 °C. Para a
reativacao, foram cultivados em meio sélido BDA (Kasvi®, Brasil), composto por glucose
10 g L™, 4gar 15 g L™ e infusdo de batata 200 g L. Sob condigbes assépticas, os
isolados foram transferidos diretamente dos tubos de preservacdo para o centro das
placas de BDA utilizando alga de inoculagao estéril. As placas foram incubadas a 12 °C,

em camara fria, por até 7 dias, até o desenvolvimento visivel das col6nias (ATLAS, 2010;
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POINTING, 1999).

Apds o crescimento, as col6nias fungicas foram avaliadas quanto ao
aspecto morfolégico (textura cotonosa ou filamentosa, presengca de micélio aéreo e
coloragao tipica), velocidade de crescimento e contaminagdes. Isolados com crescimento
vigoroso e caracteristicas morfolégicas compativeis com fungos filamentosos foram
selecionados para as analises enzimaticas subsequentes (POINTING, 1999; FULZELE et
al., 2011).

4.2 PRODUCAO DE CELULASE

A avaliacdo qualitativa da produgado de celulase foi realizada conforme
Teather & Wood (1982), com modificagdes. Os isolados foram cultivados em meio de
cultura contendo: 0,2 g L™ de sulfato de magnésio, 0,02 g L™ de cloreto de calcio, 1 g L™
de fosfato monobasico de potassio, 1 g L de fosfato dibasico de potassio, 0,5 g L™ de
sulfato de aménio, 0,5 g L™ de nitrato de sodio, 0,5% de carboximetilcelulose (CMC), 0,6 g
L™ de extrato de levedura e 15 g L™ de agar. Os fungos isolados da Antartica foram
incubados a 12 °C por 5 dias. Apds 3 dias de crescimento, foram adicionados 5 mL de
corante vermelho do Congo a 2,5 g L™ ao meio de cultura contendo as amostras. Apos 15
minutos, as placas foram lavadas com NaCl 1 M. Os experimentos foram realizados em
triplicata. A formagcao de um halo de descoloracido ao redor das colbnias foi considerada

um resultado positivo para atividade celulolitica (BERNAL,2021).

4.3 PRODUCAO DE AMILASE

A triagem para atividade amilolitica foi realizada segundo o método
modificado proposto por Andualem (2014). Os fungos isolados da Antartica foram
cultivados em meio SBDA (Agar Amido Batata Dextrose), composto por 1% de amido
soluvel, 5 g L™ de glicose e 15 g L™ de agar, preparado em infusdo de batata. Discos de
micélio com 0,5 cm de diametro foram inoculados nas placas contendo o meio SPDA e
incubados a 12 °C por 7 dias. Apds esse periodo, foi adicionada a superficie do meio de

cultura uma solucdo composta por 1% de iodo em 2% de iodeto de potassio. A formacéao
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de um halo de clareamento ao redor das colbénias foi considerada indicativa de hidrdlise
do amido e, portanto, de atividade positiva de amilase. Os experimentos foram realizados
em triplicata (BERNAL,2021).

4.4 PRODUCAO DE LIPASE

Os fungos isolados da Antartica foram cultivados em meio Agar Batata
Dextrose com Rodamina (RO-BDA), conforme descrito por Kumar et al. (2012). A solugéo
RO foi preparada com 31,25 mL de dleo de oliva e 10 mL de Rodamina B (1,0 mg mL™),
misturados sob agitagdo vigorosa. Discos de micélio com 0,5 cm de didmetro foram
inoculados nas placas contendo o meio RO-BDA, que foram incubadas por 7 dias a 12 °C.
A producao da enzima lipase foi confirmada apds sua exposi¢cao das placas a luz UV,
sendo considerada positiva a formagao de halos fluorescentes ao redor das colbnias,
indicando a hidrélise do 6leo presente no meio de cultura (ABU-RUWAIDA, 1991). Os

experimentos foram realizados em triplicata (BERNAL, 2021).

4.5 PRODUCAO DE PROTEASE

Para realizar a triagem preliminar dos isolados produtores de protease, os
15 fungos isolados da Antartica foram cultivados em placas de Petri contendo meio de
cultura a base de Agar Batata Dextrose — BDA (10 gL de glicose, 15 gL de agar em
1000 mL de infusdo de batata), suplementado com 10% de leite desnatado. As placas
foram incubadas a 12 °C por 7 dias. A formacado de halos transparentes ao redor das
colénias foi considerada como evidéncia positiva de atividade proteolitica (FULZELE et
al., 2011; BERNAL,2021).

4.6 PRODUCAO DE ENZIMAS LIGNINOLITICAS

Para a avaliagcdo da producdo de enzimas ligninoliticas, os fungos
oriundos do continente antartico foram cultivados em meio PDA conforme descrito
anteriormente, com adicdo de 425 pL de guaiacol a 99%, utilizado como indicador da

presenca de fenol oxidases. Discos de 0,5cm de didmetro, obtidos das margens das
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colénias, foram inoculados nas placas de PDA e incubados por 7 dias a 12°C. A
formagdo de uma coloragdo acastanhada ao redor do micélio fungico foi considerada
como resultado positivo para a atividade ligninolitica. Os experimentos foram realizados
em triplicata (BERNAL,2021).

Nota metodoldgica sobre tratamento estatistico:

As anadlises foram realizadas em ftriplicata, e os didmetros dos halos
enzimaticos foram expressos como média + desvio padrdo, de modo a indicar a

reprodutibilidade dos resultados. Usando as seguintes formulas:

Média

Onde:

e Xxi = cada valor individual medido (por exemplo, didametro do halo em mm);

e n = numero de replicatas.

Desvio padrao

[0 (2 — 3)?

J:v n—1

Onde:

e Xi = cada valor individual
e X = média dos valores

e n = numero de replicatas

Por se tratar de uma triagem preliminar com namero limitado de amostras,
nao foram aplicados testes estatisticos inferenciais para comparagao entre os isolados.

Estudos futuros poderdo incorporar analises quantitativas mais detalhadas, incluindo
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determinacao de parametros cinéticos detalhados das enzimas, com aplicacao de testes

estatisticos apropriados para comparacao de rendimento e estabilidade enzimatica.
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5 RESULTADOS
5.1 CRESCIMENTO DOS FUNGOS PRESERVADOS

Os 15 isolados fungicos apresentaram crescimento satisfatorio, sem ocorréncia de
contaminagdes. Assim como apresentado na Figura 6, todas as colbnias exibiram
morfologia tipica de fungos filamentosos, o que possibilitou a selecdo de todos os isolados

para as analises enzimaticas subsequentes.

Figura 6 — Fotografia dos 15 isolados fungicos utilizados no estudo (I indica cada isolado).

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

5.2 PRODUGCAO DE CELULASE

A evidéncia da atividade celulolitica foi observada na Figura 7, na qual se
verificam halos de descoloracdo ao redor das colébnias em meio contendo
carboximetilcelulose (CMC) nos isolados 2, 4 e 5. Os valores médios dos diametros dos
halos estdo apresentados na Tabela 1. Entre os 15 isolados testados, 3 apresentaram

atividade positiva, com halos variando de 4,0 £ 0,9 mm a 7,0 £ 1,4 mm. Esses resultados
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confirmam a capacidade de hidrolise da celulose pelo sistema enzimatico produzido pelos

fungos.

Figura 7 — Fotografias dos halos de descoloragédo, indicativos de atividade enzimatica celulolitica (presente
ou ausente), observados nos isolados apos coloragdo com vermelho do Congo.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Tabela 1 - Atividade celulolitica dos fungos testados em meio carboximetilcelulose.

Isolado Diametro do halo (mm) = DP Positivo/Negativo
Isolado 1 0 Negativo
Isolado 2 4,3+0,85 Positivo
Isolado 3 0 Negativo
Isolado 4 40+0,9 Positivo
Isolado 5 70+14 Positivo
Isolado 7 0 Negativo
Isolado 8 0 Negativo
Isolado 9 0 Negativo
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Isolado 10.1 0 Negativo
Isolado 10.2 0 Negativo
Isolado 11 0 Negativo
Isolado 12 0 Negativo
Isolado 13 - Indeeterminado
Isolado 14.1 0 Negativo
Isolado 14.2 0 Negativo

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

5.3 PRODUGAO DE AMILASE

A evidéncia da atividade amilolitica foi observada na Figura 8, na qual se verificam
halos de clareamento ao redor das colénias apds adicdo da solucéo de iodo. Os valores
médios dos diametros dos halos estdo apresentados na Tabela 2. Entre os 15 isolados
testados, 11 apresentaram atividade positiva, com halos variando de 4,0 + 0,01 mm a 30,0
+ 5,66. Esses resultados confirmam a produgao de amilase e indicam diferentes niveis de
atividade enzimatica entre os isolados.

Figura 8 — Fotografias dos halos de clareamento indicativos de atividade enzimatica amilolitica (presente ou
ausente), observados nos isolados apés adigéo da solugéo de iodo.

. L W T sl U [ = G

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).
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Tabela 2 — Atividade amilolitica dos fungos isolados em meio contendo amido.

Isolado Didmetro do halo (mm) = DP Positivo/Negativo
Isolado 1 6,33 +1,28 Positivo
Isolado 2 5,33+1,8 Positivo
Isolado 3 5,0 £ 0,01 Positivo
Isolado 4 6,33+1,15 Positivo
Isolado 5 7014 Positivo
Isolado 7 0 Negativo
Isolado 8 14,0 £ 2,65 Positivo
Isolado 9 14,0+ 2,9 Positivo
Isolado 10.1 17,67 £ 3,54 Positivo
Isolado 10.2 0 Negativo
Isolado 11 30,0 + 5,66 Positivo
Isolado 12 4,0+0,01 Positivo
Isolado 13 - Indeterminado
Isolado 14.1 0 Negativo
Isolado 14.2 - Indeterminado

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

5.4 PRODUCAO DE LIPASE

A evidéncia da atividade lipolitica foi observada na Figura 9, na qual seis isolados

apresentaram halos fluorescentes sob luz UV, sendo os isolados: 2, 3, 5, 8, 10.1, 11, 12 e

13, sugerindo a produgéo de lipases. Entretanto, foi identificado um erro na preparagao do
meio, uma vez que a concentragao da rodamina foi calculada em gramas em vez de
miligramas, resultando em uma concentracdo cerca de 1000 vezes superior a
recomendada. Esse equivoco pode ter comprometido a sensibilidade do ensaio, o que
torna necessaria a repeticdo do experimento para validagdo dos resultados. Os dados

obtidos até o momento encontram-se apresentados na Tabela 3.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Figura 9 — Fotografias dos halos fluorescentes indicativos de atividade lipolitica em isolados (da esquerda
para a direita) sob luz UV.

Tabela 3 - Atividade lipolitica dos fungos isolados em meio contendo rodamina.

Interpretacao preliminar

Isolado Observagao sob luz UV sobre atividade lipolitica

Isolado 1 (-) Sem fluorescéncia Sem ewdelncn?.de atividade
lipolitica

Isolado 2 (+) Fluorescéncia fraca Atividade lipolitica baixa ou
ausente

Isolado 3 (++) Fluorescéncia moderada | Potencial atividade presente

Isolado 4 (-) Sem fluorescéncia Sem eV|de.nC|§.de atividade
lipolitica

Isolado 5 (+) Fluorescéncia fraca Atividade lipolitica baixa ou
ausente

Isolado 7 (-) Sem fluorescéncia Sem eV|de.nC|§.de atividade
lipolitica

Isolado 8 (+) Fluorescéncia apenas em Possivel atividade lipolitica
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algumas zonas localizada
Isolado 9 (-) Sem fluorescéncia Sem eV|de_nC|rf1_de atividade
lipolitica
Isolado 10.1 (-) Sem fluorescéncia Sem ewde_nmg_de atividade
lipolitica
Isolado 10.2 (+) Fluorescéncia apenas em Possivel at|V|_dade lipolitica
algumas zonas localizada
Isolado 11 (-) Sem fluorescéncia Sem ewde_nmg_de atividade
lipolitica
Isolado 12 (-) Sem fluorescéncia Sem ewde_nmg_de atividade
lipolitica
Isolado 13 (++) Fluorescéncia intensa Forte atividade lipolitica
Isolado 14.1 (-) Sem fluorescéncia Sem ewdelnc:lg.de atividade
lipolitica
Isolado 14.2 (-) Sem fluorescéncia Sem ewdelncw'j.de atividade
lipolitica

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

5.5 PRODUCAO DE PROTEASE

A evidéncia da atividade proteolitica foi observada na Figura 10, na qual

onze isolados apresentaram halos transparentes ao redor das colénias. Os didmetros

meédios dos halos variaram entre 4,8 + 0,2 mm e 31,0 + 6,01 mm, indicando diferentes

niveis de produgao da enzima protease entre os isolados. Os resultados detalhados estao

apresentados na Tabela 4. Esses resultados demonstram que os isolados diferem na

capacidade de produzir protease, evidenciando variabilidade enzimatica entre as cepas

avaliadas.
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Figura 10 — Fotografias dos halos transparentes indicativos de atividade proteolitica, observados nos

isolados apods incubagdo em meio adequado.

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Tabela 4 - Atividade proteolitica dos fungos isolados em meio especifico para protease

Isolado Diametro do halo (mm) + DP Positivo/Negativo
Isolado 1 4,67 £ 0,92 Positivo
Isolado 2 8,67 +1,63 Positivo
Isolado 3 11,33 £ 2,26 Positivo
Isolado 4 40+0,89 Positivo
Isolado 5 10,33 £ 0,57 Positivo
Isolado 7 0 Negativo
Isolado 8 9,67 +1,53 Positivo
Isolado 9 6,33 + 1,06 Positivo
Isolado 10.1 21,67 £2,89 Positivo
Isolado 10.2 31,0 +6,01 Positivo
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Isolado 11 27,67 +2,52 Positivo

Isolado 12 8,67 + 1,69 Positivo

Inconcluso. Crescimento
excessivo impediu a

Isolado 13 - . L L
visualizacdo e medicao do
halo
Isolado 14.1 0 Negativo
Inconcluso. Crescimento
Isolado 14.2 ) excessivo impediu a

visualizagao e medi¢ao do
halo

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

5.6 PRODUGCAO DE ENZIMAS LIGNINOLITICAS

A avaliagdo da atividade ligninolitica revelou que seis isolados foram capazes de
produzir enzimas ligninoliticas, evidenciado pela formagdo de halos acastanhados ao
redor das col6nias, como mostrado na Figura 11. O meio foi suplementado com guaiacol,
que reage com a lignina degradada, permitindo a visualizagado da atividade enzimatica. A
intensidade da coloracdo observada em cada isolado esta detalhada na Tabela 5, sendo
classificada como positiva ou negativa. Esses resultados indicam que ha variabilidade na
capacidade de producao de enzimas ligninoliticas entre os isolados analisados, sugerindo

diferengas no potencial biotecnoldgico das cepas estudadas.
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Figura 11 — Fotografias dos halos acastanhados indicativos de atividade ligninolitica observados nos
isolados apods crescimento em meio suplementado com guaiacol.

40

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Tabela 5 — Intensidade da coloragdo observada em cada isolado, em meio contendo guaiacol classificando a

atividade ligninolitica como positiva ou negativa.

Isolado Coloragao observada Positivo/Negativo
Isolado 1 (-) Nula Negativo
Isolado 2 (-) Nula Negativo
Isolado 3 (+) Pouca Positivo
Isolado 4 (-) Nula Negativo
Isolado 5 (-) Nula Negativo
Isolado 7 (++) Média Positivo
Isolado 8 (+++) Alta Positivo
Isolado 9 (++) Média Positivo

Isolado 10.1 (-) Nula Negativo
Isolado 10.2 (-) Nula Negativo
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Isolado 11 (-) Nula Negativo
Isolado 12 (++) Média Positivo
Isolado 13 (+) Pouca Positivo
Isolado 14.1 (-) Nula Negativo
Isolado 14.2 (-) Nula Negativo

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

A Tabela 6 apresenta a atividade enzimatica observada em todos os isolados

fungicos avaliados para as cinco enzimas: amilase, celulase, lipase, protease e ligninase.

Essa consolidagao facilita a comparagao direta entre os isolados, evidenciando aqueles

com multiplas atividades enzimaticas, o que pode indicar maior potencial biotecnolégico.

Tabela 6 - Perfil das atividades enzimaticas (amilase, celulase, lipase, protease e ligninase) dos isolados

fungicos provenientes de amostras antarticas

Isolado Celulase | Amilase Lipase Protease | Ligninase _ r.\l°
actividades
Isolado 1 - + - + - 2
Isolado 2 + + + + - 4
Isolado 3 - + + + + 4
Isolado 4 + + - + ) 3
Isolado 5 + + + + - 4
Isolado 7 - - - - + 1
Isolado 8 - + + + + 4
Isolado 9 - + - + + 3
Isolado - + - + ) 2
10.1
Isolado - - + + i 5
10.2
Isolado 11 - + - + ) 2
Isolado 12 - + - + + 3
Isolado 13 - - + - + 4
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Celulase | Amilase Lipase Protease | Ligninase N°
Isolado . .
actividades
Isolado 1 - + - + - 2
Isolado 2 + + + + - 4
Isolado - - - - - 0
14 .1
Isolado - - - - - 0
14.2
TOTAL 3 10 6 11 6

Fonte: Elaborado pelo autor (2025).

Legenda: + atividade presente; — atividade ausente.
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6 DISCUSSAO

Entre os 15 isolados avaliados, destacaram-se os isolados 2, 3, 5, 8, e 13, por
apresentarem halos expressivos de atividade em mais de um tipo enzimatico. O isolado
10.1, por exemplo, exibiu os maiores halos médios para amilase e protease, sugerindo
sua capacidade de atuar em processos alimenticios e farmacéuticos que envolvam
hidrolise de amido e proteinas. Ja o isolado 13, com forte fluorescéncia no ensaio lipolitico
e halo de celulase, revelou-se promissor para aplicacbes em producido de
biocombustiveis e detergentes frios, alinhado ao que reportam Zucconi et al. (2020) e
Feller (2013).

No ensaio de lipase, embora a concentracdo inadequada de Rodamina B possa ter
comprometido a sensibilidade do teste, os resultados preliminares indicam que pelo
menos seis isolados apresentam capacidade de hidrolise de lipidios. A intensa
fluorescéncia observada no isolado 13 reforga sua prioridade para futuros estudos, com
ajustes metodoldégicos necessarios. Para enriquecer a interpretagdo desses dados
preliminares, foram consultadas imagens de halos fluorescentes publicadas por Misbah et
al. (2019), que empregaram metodologia semelhante utilizando 6leo de oliva e Rodamina
B sob luz UV. A semelhanca visual entre os halos detectados neste estudo e os descritos
no referido artigo serviu como referéncia auxiliar para identificar isolados potencialmente
positivos. Contudo, essa comparagao nao substitui a necessidade de repetir o
experimento com a concentragdo adequada de Rodamina B, a fim de validar de forma
conclusiva a atividade lipolitica.

Quanto as enzimas ligninoliticas, a producao de coloragdo acastanhada em sete
isolados indica a atividade de lacases ou outras oxidases fendlicas. Esses dados sao
consistentes com estudos prévios (MELO, 2004; MARGESIN & MITEVA, 2010) que
apontam fungos psicrofilos como fontes de enzimas relevantes para biorremediagcédo e
industria de papel e celulose. O isolado 8, com coloragao classificada como "alta", merece
destaque nessa categoria.

A comparacdo entre as enzimas revela que a atividade proteolitica foi a mais
amplamente distribuida entre os isolados (11 positivos), seguida pelas amilases (10
positivos), o que corrobora com a literatura que aponta alta prevaléncia dessas atividades
em ambientes com escassez de nutrientes e necessidade de mobilizacao eficiente de
carbono e nitrogénio (BUZZINI et al., 2012; DUARTE et al., 2018).

Diversos estudos realizados na llha Deception, nas llhas Shetland do Sul,

identificaram fungos com expressao enzimatica ativa sob condi¢des frias. Géneros como
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Pseudogymnoascus, Cladosporium e Geomyces foram isolados em solos e substratos
lignoceluldsicos, produzindo amilases, celulases e lipases. Entre as leveduras, Mrakia
frigida e Vishniacozyma victoriae (anteriormente Cryptococcus victoriae) também
demonstraram producéao de lipase, protease e amilase em temperaturas abaixo de 15 °C .
No mesmo ambiente, a espécie Solicoccozyma terricola apresentou atividade lipolitica e
producao de lipidios em baixas temperaturas (VAZ, 2011; DUARTE, 2018; TEIXEIRA,
2025).

As caracteristicas ambientais especificas da Baia dos Baleeiros, na llha Deception,
influenciam diretamente o perfil enzimatico dos fungos isolados, refletindo adaptacgdes
essenciais para a sobrevivéncia em um ambiente antartico extremo. O solo rico em ferro e
matéria organica residual, proveniente de atividades histéricas como o processamento de
Oleo de baleia, cria um microambiente singular que favorece a selecdo de microrganismos
capazes de degradar compostos complexos e recalcitrantes, como lignina e residuos
lipidicos.

A predominancia de enzimas cold-active, como amilases, proteases e lipases, esta
diretamente relacionada as baixas temperaturas permanentes da regiao, que impdem um
forte filtro seletivo para microrganismos com metabolismo ativo em frio. Essas enzimas
permitem a degradagédo eficiente de substratos orgénicos limitados, garantindo a
mobilizacdo de carbono e nitrogénio em um ambiente com escassez de nutrientes e
processos biogeoquimicos lentos (BUZZINI, 2012; DUARTE, 2018).

Além disso, a presenca de coloracdo acastanhada indicativa de atividade
ligninolitica em vaérios isolados sugere que esses fungos estdo adaptados para
metabolizar compostos aromaticos complexos e metais pesados presentes no solo,
reforcando seu potencial para aplicagbes em biorremediagdo ambiental, especialmente
em solos contaminados ou enriquecidos com residuos organicos e minerais (MELO, 2004;
MARGESIN & MITEVA, 2010).

A influéncia da proximidade marinha e a possivel variagdo na salinidade local
também podem explicar a atividade lipolitica observada em alguns isolados, uma vez que
lipidios marinhos e residuos organicos derivados da fauna local constituem fontes
potenciais de substratos para esses fungos (FELLER, 2013).

Por fim, a heterogeneidade microambiental da Baia dos Baleeiros, incluindo
variagdes locais em temperatura, umidade e composi¢ao quimica do solo, contribui para a
diversidade funcional observada, com isolados apresentando multiplas atividades

enzimaticas. Essa diversidade confere vantagem competitiva aos fungos, permitindo-lhes
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colonizar nichos especificos e responder a diferentes desafios ambientais, o que reforca a
relevancia biotecnoldgica desses microrganismos para aplicagdes industriais e ambientais
em regides frias (TEIXEIRA, 2025; VAZ, 2011).
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7 CONCLUSAO

O presente estudo evidenciou que 13 dos 15 fungos psicréfilos isolados de solo
antartico apresentam capacidade significativa de produzir enzimas extracelulares
hidroliticas, mesmo em condicbes de baixa temperatura, demonstrando seu potencial
biotecnolégico para aplicagdes industriais. A produgdo enzimatica em ambientes frios,
comprovada por halos amplos e bem definidos nos ensaios de celulase, amilase e
protease, destaca a adaptabilidade e eficiéncia metabdlica desses microrganismos em
condi¢cbes extremas, caracteristicas essenciais para o desenvolvimento de processos
biotecnolégicos inovadores. A capacidade desses fungos de sintetizar enzimas ativas em
baixas temperaturas representa uma vantagem competitiva para diversos setores
industriais, como o alimenticio, detergentes, bioenergia e biorremedia¢do. A utilizacdo de
enzimas psicrofilas permite a otimizacdo de processos produtivos, reduzindo
significativamente o consumo energético, uma vez que reag¢des enzimaticas podem
ocorrer em temperaturas inferiores as convencionais, diminuindo a necessidade de
aquecimento. Além disso, a operagao em baixas temperaturas minimiza a degradagao de
compostos volateis e preserva a integridade de biomoléculas termossensiveis, ampliando

a qualidade e a eficiéncia dos produtos finais.

Os resultados obtidos reforgcam a importancia da Antartica como um reservatorio unico
de diversidade microbiana funcionalmente ativa, cuja exploracdo biotecnoldgica pode
contribuir para o desenvolvimento sustentavel e inovador de tecnologias. A bioprospec¢ao
de microrganismos extremofilos, como os fungos psicrofilos estudados, emerge como
uma estratégia promissora para a descoberta de enzimas com propriedades adaptativas
ao frio, que podem ser aplicadas em processos industriais que demandam alta eficiéncia

catalitica em condicdes adversas.

Para aprofundar o conhecimento sobre o potencial biotecnoldégico desses isolados,
recomenda-se que estudos futuros incluam a purificagdo e caracterizagao bioquimica
detalhada das enzimas mais promissoras, visando compreender suas propriedades
cinéticas, estabilidade térmica, pH 6timo e especificidade de substrato. Paralelamente, a
identificacdo molecular dos fungos por meio do sequenciamento da regido ITS e analises
filogenéticas permitira a correta taxonomia dos isolados, facilitando a comparagdo com

outros microrganismos e a exploragao de suas caracteristicas genéticas e funcionais.

Versao Final Honol ogada
25/ 09/ 2025 10: 31



47

E fundamental destacar que a exploracdo da biodiversidade polar deve ser
conduzida com rigor ético e responsabilidade ambiental, respeitando os acordos
internacionais vigentes, como o Protocolo de Madri, que regulam a pesquisa e 0 uso dos
recursos genéticos da Antartica. A ciéncia antartica deve estar alinhada aos principios da
sustentabilidade, do acesso justo e do compartilhamento equitativo dos beneficios
derivados da utilizacdo desses recursos, garantindo que a conservagao do ecossistema

polar seja preservada para as futuras geragoes.

Em suma, este trabalho ndo apenas amplia o conhecimento sobre a diversidade e
o potencial funcional dos fungos psicréfilos antarticos, mas também reforga a relevancia
da Antartica como fonte estratégica de recursos biotecnoldgicos unicos. A continuidade
das pesquisas nessa area € essencial para explorar plenamente as capacidades desses
microrganismos, contribuindo para o desenvolvimento de tecnologias que atendam as

necessidades globais de sustentabilidade, inovagao e preservagao ambiental.
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