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Este livro traz uma coletdnea de trabalhos desenvolvidos pelo grupo de pesquisa da
Dra. Maria Helena Alves abordando aspectos importantes sobre os fungos, organismos
extremamente importantes devido, dentre outros aspectos, a sua diversidade, interagdes com o
ecossistema, potencial biotecnoldgico e caracteristicas bioquimicas e fisiologicas, entre outras.

As pesquisas abordam estudos realizados com fungos isolados do ar, devido a
importancia destes microrganismos na qualidade do ar dos ambientes fechados e fungos
isolados do solo, “habitat” extremamente rico e complexo, o qual induz os espécimes a
expressarem suas “capacidades” enzimaticas, considerando sua “funcdo” de decompositores
(juntamente com as bactérias), no ciclo da matéria organica.

Assim, o conteido aqui abordado contribui significativamente para o conhecimento
cientifico sobre os fungos no Brasil além de estimular o desenvolvimento de outras pesquisas
neste contexto.

Deixo aqui os parabéns aos autores dos capitulos que abordaram o assunto de forma
clara, objetiva e com literatura atual, alcancando resultados significativos para os interessados
em estudos que envolvem os fungos do ar e do solo, enfatizando a deteccdo de enzimas.
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Capitulo 2

Efeito da temperatura e pH na deteccao de

amilases e celulases por taxons de Aspergillus

isolados do ar

RESUMO

Os fungos anemofilos tém sido poucos

explorados  biotecnologicamente.  No
entanto, muitos desses fungos, como
Aspergillus, apresentam caracteristicas

fisiologicas que os tornam promissores
para estudos de producdo de enzimas como
amilases e celulases, que apresentam
grande  importancia  industrial  para
producdo de um grande nUmero de
produtos relevantes ao homem. A
otimizagdo destas enzimas ¢ essencial para
a producao das mesmas em grande escala.
Com isso, o objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito do pH e temperatura na
deteccdo de amilases e celulases por
Aspergillus isolados do ar. A coleta dos
propagulos fungicos se deu em setores da
Universidade Federal do Delta do
Parnaiba, Parnaiba, Piaui, através do
método de exposicdo de placas abertas
contento meio de cultivo Agar Martin. Os
espécimes foram isolados e identificados
por taxonomia classica. Os testes
enzimaticos foram realizados em meio de
cultura especifico: amido para amilases e
carboximetilcelulose para inducao de

Cruz et al.

Mateus Oliveira da Cruz
Diogo Xavier Lima
Jéssica Soares Barbosa
Ana Beartiz Sousa Morais
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celulases. O experimento foi carreado em
triplicata, sendo as amostras inoculadas em
meio de cultivo de diferentes faixas de pH
(entre 5.0 e 9.0) e incubadas sob as
temperaturas de 28°C, 33°C, 38°C e 42°C.
Apos 120 horas de incubagdo, a atividade
enzimatica foi determinada e expressado o
didmetro do halo formado em cm. Seis taxons
foram estudados: Aspergillus carbonarius, A.
flavus, A. foetidus, A. fumigatus, A. japonicus
var. japonicus € A. oryzae. Todas os taxons
apresentaram deteccdo de amilases ¢
celulases. Os diferentes valores de pH e
temperatura  influenciaram na  deteccdo
enzimatica dos isolados testados. Desta
forma, o presente estudo apresenta o potencial
biotecnoldgico de fungos anemofilos do
género Aspergillus quanto a deteccao
enzimatica de amilases e celulases, como
também a importancia dos parametros de pH ¢
temperatura na andlise qualitativa destas
enzimas.

PALAVRAS-CHAVE: Enzimas;
Metabolitos.

Fungos;
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1. INTRODUCAO

Fungos anemofilos sdo aqueles cuja dispersdo ocorre através do ar atmosférico. Estes
fungos estao expostos a condi¢des hostis, como alteragdao de temperatura e umidade, escassez
de nutrientes e radiacao ultravioleta (UV). Com isso, esses microrganismos apresentam
mecanismos metabodlicos apropriados e adaptados para diminuir os efeitos adversos do
ambiente e garantir a sobrevivéncia sob condicdes adversas. Estudos, como os de Tanaka et
al. (2019), vem apresentando perspectiva promissora para bioprospeccao destes fungos anemofilos.

Dentre os fungos anemofilos, o género Aspergillus Micheli ¢ o taxon de maior
representatividade conforme os autores Chaudhuri et al. (2019) e Fu et al. (2020). Taxons
deste género t€m sido estudados quanto ao seu potencial biotecnologico para a produgao de
compostos quimicos, como antibioticos (PRADO et al,, 2017) e proteinas (ASRAST;
GIRMA, 2018). Sobral et al. (2017) apontam que espécies de Aspergillus isolados do ar
possuem capacidade para produzir enzimas extracelulares.

As enzimas sdo bastante aplicadas biotecnologicamente na producdo de diversos
produtos, como alimentos, remédios, roupas, cosméticos, detergentes e papel, bem como na
industria téxtil e quimica (ORLANDELI et al., 2012; AVENDANO et al., 2016). Conforme
novos dados reportados pelo Global Market Insights Inc., o mercado de enzimas industriais
ultrapassara um movimento de USD 9.5 bilhdes até o ano de 2024 (AAL et al., 2019).
Diante da diversidade de enzimas existentes, tem-se aquelas que clivam ligagdes quimicas
através da agua, constituindo a classe das hidrolases, sendo o caso das amilases e celulases.

As amilases possuem por fung¢do a catalise da hidrélise do amido produzindo dextrina
e polimeros de glicose (GUPTA et al., 2003). Estas enzimas sdao usadas pelos fungos para
quebra do amido, que ¢ uma grande molécula formada por amilose ¢ amilopectina. A
clivagem dessa molécula libera carbono necessario para a nutricdo do fungo (PEIXOTO et
al., 2003). Condi¢des, como pH, temperatura, tempo de incubacao e crescimento celular, sdo
fatores determinantes na deteccdo de amilases por fungos (ARAST; GIRMA, 2018).

No que diz respeito as celulases, estas catalisam a hidrolise da celulose. Por meio das
celulases ocorre a liberagdo de hexoses e pentoses. Estas enzimas nao conseguem
individualmente hidrolisar a celulose de maneira eficiente, assim necessitando da a¢do conjunta
de varias outras enzimas. As celulases fungicas t€ém sido as mais estudadas e exploradas
biotecnologicamente quanto a aplicagdo industrial (ESPOSITO; AZEVEDO, 2010).

As enzimas sdo produzidas pelos fungos em meio controlado, por meio da
fermentacdo, onde o microrganismo ¢ inoculado em um biorreator que possui o nutriente

adequado. Para essa producdo ¢ necessario observar as condicdes fisico-quimicas,
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bioquimicas e operacionais. A sintese de enzimas extracelulares por fungos pode ocorrer em
processo submerso, semi-solido e de superficie. Neste Ultimo, as células crescem na
superficie do meio de cultura (AL-MAQTARI; AL-ANSI; MAHDI, 2019).

O cultivo de microrganismos em estado sélido torna-se mais viavel por apresentar
baixo custo (BARRIOS-GONZALEZ, 2012; EL-BAKRI et al., 2015). A temperatura ¢ pH
sao parametros importantes a serem avaliados para uma melhor producao de enzimas
(SHAH et al., 2014). Com isso, experimentos tém sido desenvolvidos com fermentagdo em
estado solido sob diferentes temperaturas e diferentes faixas de pH, com o intuito de
estabelecer parametros 6timos para producao de enzimas com potencial biotecnoldgico
(PATEL; PATEL; SHAH, 2014; BHAVSAR et al. 2015; ABDULLAH et al., 2018).

Diante do exposto, o presente estudo teve por objetivo caracterizar espécimes de
Aspergillus isolados do ar quanto a deteccao de amilases e celulases, bem como avaliar os

efeitos do pH e temperatura na producdo dessas enzimas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Isolamento e identificacdo dos fungos

Os propagulos fungicos foram isolados do ar de setores fechados e climatizados da
Universidade Federal do Delta do Parnaiba (UFDPar), Campus Ministro Reis Velloso
(CMRV), situada na cidade de Parnaiba, Piaui, através do método Settle plate de acordo com
a metodologia de Lacaz et al. (2002), com algumas modificacdes. As placas de Petri
contendo meio de cultivo Agar Martin (MARTIN, 1950) foram expostas por 10 minutos a
uma altura de um metro do chao.

Ap6s a exposicao das placas, as mesmas foram fechadas, vedadas com filme de PVC
e mantidas em luminosidade e temperatura (25°C+£2°C) ambientes para observacao do
desenvolvimento dos fungos, sendo a observacdo realizada no decorrer de cinco dias de
incubagdo. Os fungos isolados foram incubados em meio Agar Extrato de Malte (MEA)
(PITT; HOCKING, 1997) e/ou Agar Batata Dextrose (BDA) (LACAZ et al. 2002).

A identificagdo dos espécimes foi realizada por comparagdo morfologica e
morfocultural dos isolados com a literatura especializada seguindo Lacaz et al. (2002), Klich
e Pitt (1988) e Ellis (1971). Os isolados fingicos estdo armazenados no Laboratorio de

Micologia da Universidade Federal do Delta do Parnaiba — CMRV.

2.2. Triagem para producdo de enzimas e efeito da temperatura e pH
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Com o objetivo de evitar a variabilidade genética e obter uma cultura pura, foi
realizado o cultivo monosporico dos espécimes selecionados usando o protocolo de Santos et
al. (2009). A partir da cultura monosporica foi obtido a suspensao de esporos, da qual uma
aliquota foi removida para camara de Newbauer a fim de observar a contagem dos esporos
sob microscopio Optico, resultando em suspensdao de 106 esporos/mL, conforme a
metodologia adotada por Alves et al. (2002).

Para deteccdo de amilases usou-se a metodologia proposta por Hankin e
Anagnostakis (1975), com modificacdo, utilizando como substrato 0,2% de amido solivel
(Merck). Seguindo o método de Dingle et al. (1953), para a detec¢ao de celulases usou-se
Carboximetilcelulose como substrato especifico. Adotando a metodologia utilizada por
Alves et al. (2002), 15 mL do substrato foi vertido na placa de Petri e, apds solidificado, foi
realizado “pocinho” central de Smm de didmetro no qual foi adicionado 50 puL da suspensdo
de esporos 10°.

Para a revelacdo dos halos de amilases e celulases foi usado uma solucdo de iodo a
5%(m/v) (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975) e vermelho congo a 5% (m/v) (DINGLE et
al., 1953), respectivamente. A deteccao de enzimas foi analisada através do diametro do halo
de degradacdo a partir do verso da placa de Petri e representado em centimetro. Todos os
testes foram realizados em triplicata. A medicdo dos halos ocorreu com 120 horas.

Cinco valores de pH (5.0, 6.0, 7.0, 8.0 e 9.0) foram testados. Para a manipulacdo do
pH dos substratos usou-se NaOH (20%) e HCl (10%) (CHANDRASEKARAN;
KUMARESAN; MANAVALAN, 2015). Enquanto para a otimizacdo de temperatura,
trabalhou-se com estufa bacteriologica a temperatura de: 28°C, 33°C, 38°C e 42°C. Todos os

testes seguiram-se em triplicata.

2.3. Analises estatisticas

Para observar diferencas nos valores médios foi utilizado ANOVA de duas vias e
comparacao de médias pelo teste de Tukey (p = 0,05), com o pacote estatistico SPSS (versao

7.0). Valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente significativo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como resultado foram verificados seis taxons: Aspergillus carbonarius (Bainier)

Thom, A. flavus Lank, A. foetidus Thom & Raper, 4. fumigatus Fresen, A. japonicus Sait.
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var. japonicus e A. oryzae (Ahlburg) Cohn. Todas os taxons isolados apresentaram formagao
de halo por amilases e celulases. As diferencas das condi¢gdes de pH e temperatura
influenciaram no tamanho do halo de degradacao enzimatica produzida pelos estudados.

Para a deteccdo de amilases por 4. carbonarius, a ANOVA de duas vias demonstrou
que ocorreu efeito da temperatura no didmetro do halo [F (3,40) = 50,801; p < 0,001] e pH
[F (4,40) = 32,142; p < 0,001], como também houve efeito da interagdo entre temperatura e
pH [F (12,40) = 3,13; p < 0,005] na deteccao de amilases. O post-hoc de Tukey demonstrou
que nao ocorreu diferenca significativa entre o tamanho dos halos sob temperaturas 28°C e
33°C, e 38°C e 42°C. Além disso, as médias no pH 5.0 diferem de todos outros valores de pH
e neste o maior halo, medindo 3.2 cm, foi desenvolvido. Desta forma, o melhor pardmetro
para deteccao de amilases por A. carbonarius consistiu em pH 5.0 e temperaturas 38°C ou
42°C (Figura 1).
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Figura 1 - Didmetro médio do halo (cm) da atividade de Amilases por

Aspergillus carbonarius.
Letras maitisculas iguais ndo diferem significativamente em relagcdo ao pH de acordo com

Tukey (p < 0,05). Letras mintsculas ndo diferem significativamente em relacdo a
temperatura segundo o teste de Tukey (p <0,05). Barras de erros: 95% Cl.

Quanto aos testes para deteccdo de celulases, foi observado que houve efeito da
temperatura [F (3,40) = 19,438; p < 0,001] e pH [F (4,40) = 11,285; p < 0,001] no didmetro
do halo, como também ocorreu efeito da interacao entre temperatura e pH [F (12,40) =
12,522; p < 0,001] na detec¢ao de celulases por A. carbonarius. No entanto, ndo ocorreu

diferenga significativa entre a deteccdo enzimatica nas temperaturas 28°C e 38°C. Além
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disso, as médias dos halos formados no pH 8.0 diferiram de todas as médias dos halos
formados nos demais valores de pH. Os parametros 6timos de deteccao de celulases por A.
carbonarius foi sob as condigdes de temperatura 28°C e pH 8.0, onde detectou-se halo de 3.2

cm (Figura 2).
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Figura 2 - Diametro médio do halo (cm) da atividade de Celulases por

Aspergillus carbonarius.
Letras maiusculas iguais ndo diferem significativamente em relagdo ao pH de acordo

com Tukey (p < 0,05). Letras minusculas ndo diferem significativamente em relacdo a
temperatura segundo o teste de Tukey (p < 0,05).

Os testes com Aspergillus flavus demonstraram que houve efeito da temperatura [F
(3,40) =271,727; p < 0,001] e pH [F (4,40) = 50,344; p < 0,001] no didmetro do halo, como
também existiu efeito da interacdo entre temperatura e pH [F (12,40) = 71,361; p <0,001] na
deteccao de amilases por A. flavus. As médias dos halos apresentaram diferenca significativa
entre todas as temperaturas e também entre todos os valores de pH. Os maiores halos foram
sob 38°C em pH 5.0 € 9.0 medindo 5.2 cm. Assim sendo os parametros 6timos para deteccao
de amilases por A. flavus em meio de cultura solido (Figura 3). Os dados apresentaram que
houve efeito da temperatura [F (3,40) = 64,759; p < 0,001] e pH [F (4,40) = 37,401; p <
0,001] no diametro do halo, como também existe efeito da interacdo entre temperatura e pH
[F (12,40) = 17,115; p < 0,001] na producao de celulases por A. flavus. Nao houve diferencga
significativa entre as temperaturas 28°C, 33°C e 38°C. Além disso, ndo houve diferenca
significativa entre os pH 5.0 € 6.0, ¢ 6.0 ¢ 7.0. O maior halo (3.0 cm) foi formado em pH 8.0
sob temperatura de 33°C e 38°C, assim sendo os parametros otimos para producao de

celulases por este isolado de A4. flavus (Figura 4).
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Figura 3 - Diametro médio do halo (cm) da atividade de Amilases por
Aspergillus flavus.

Letras maiuasculas iguais ndo diferem significativamente em relagdo ao pH de acordo
com Tukey (p < 0,05). Letras minusculas ndo diferem significativamente em rela¢ao a
temperatura segundo o teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 4 - Didmetro médio do halo (cm) da atividade de Celulases por
Aspergillus flavus.

Letras maiusculas iguais ndo diferem significativamente em relacdo ao pH de acordo
com Tukey (p < 0,05). Letras minusculas ndo diferem significativamente em relagao a
temperatura segundo o teste de Tukey (p < 0,05).
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As médias dos halos mostram que ocorreu efeito da temperatura [F (3,40) = 46,121; p
<0,001] e pH [F (4,40) = 12,322; p < 0,001] como também existiu efeito da interagdo entre
temperatura e pH [F (12,40) = 36,756; p < 0,005] na producao de amilases por A. foetidus.
Além do mais, houve diferenca significativa entre as médias dos halos sob 28°C e todas as
demais temperaturas. As médias dos halos nao diferem entre pH 6.0, pH 8.0 e pH 9.0, entre
pH 6.0, pH 7.0 e pH 9.0 e entre pH 5.0 e pH 7.0. O maior halo apresentado foi de 5.2 cm em
pH 5.0 e temperatura igual a 33°C. Tendo por base as analises estatisticas, os pardmetros
otimos para deteccdo de amilases por A. foetidus ¢ a temperatura de 33°C tanto em pH 5.0
como em pH 7.0 (Figura 5). Quanto a detec¢do de celulases, os resultados apresentaram
efeito da temperatura [F (3,40) = 14,912; p < 0,001] e pH [F (4,40) = 18,407; p < 0,001] no
diametro do halo, como também existiu efeito da interacao entre temperatura e pH [F (12,40)
= 8,780; p < 0,001] na producao de celulases por A. foetidus. O post-hoc de Tukey
demonstrou que ocorreu diferenca significativa entre as médias dos halos formados sob 42°C
e todas as outras temperaturas. Além disso, ndo houve diferenga significativa entre estas
médias nos valores de pH 7.0, 8.0 € 9.0. O maior halo (5.0 cm) foi observado em pH 5.0 sob
38°C. Desta forma, sendo os parametros 6timos para deteccdo de celulases por este isolado
de A. foetidus (Figura 6).
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Figura 5 - Diametro médio do halo (cm) da atividade de Amilases por
Aspergillus foetidus.

Letras maiusculas iguais ndo diferem significativamente em relagdo ao pH de acordo
com Tukey (p < 0,05). Letras minusculas nao diferem significativamente em relacao a
temperatura segundo o teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 6 - Didmetro médio do halo (cm) da atividade de Celulases por
Aspergillus foetidus.

Letras maiusculas iguais nao diferem significativamente em relagdo ao pH de acordo
com Tukey (p < 0,05). Letras minusculas nao diferem significativamente em relacdo a

temperatura segundo o teste de Tukey (p < 0,05).

De acordo com as médias dos didmetros de halo ocorreu efeito da temperatura [F
(3,40) = 228,439; p < 0,001] e pH [F (4,40) = 9,060; p < 0,001] e da interacdo entre
temperatura e pH [F (12,40) = 26,840; p < 0,001] na detec¢ao de amilases por A. fumigatus.
Em contraste, ndo existiu diferenca significativa entre as temperaturas 33°C e 42°C. As
médias dos halos formados em pH 5.0 e 9.0 diferem das demais nos outros valores de pH. O
maior halo de amilases mediu 8.0 cm de diametro sob 38°C e em pH 6.0, 7.0 ¢ 8.0, desta
forma, sendo os parametros Otimos para a producao enzimatica (Figura 7). A deteccdo de
celulases por A. fumigatus foi influenciada pela temperatura [F (3,40) = 34,083; p < 0,001],
pH [F (4,40) = 21,150; p < 0,001] e pela a interacdo entre temperatura e pH [F (12,40) =
44,856; p < 0,001]. Nao demonstrou diferenca significativa entre os halos formados nas
temperaturas 33°C e 42°C. Além disso, as médias no pH 8.0 diferiram de todas nos demais
valores de pH. O maior halo de celulases formado por A. fumigatus teve um diametro de 6.9
cm em pH 8.0 e 33°C, sendo estes os melhores parametros na detec¢ao de celulases por este
isolado (Figura 8).

Quanto a otimizagdo para detec¢do enzimatica de amilases por A. japonicus var.
japonicus, houve efeito da temperatura [F (3,40) = 46,593; p < 0,001] e pH [F (4,40) =
12,695; p < 0,001] no diametro do halo, como também ocorreu efeito da interacdo entre
temperatura ¢ pH [F (12,40) = 15,089; p < 0,001]. O post-hoc de Tukey mostrou que nao

existiu diferenca significativa entre o tamanho dos halos em temperaturas de 28°C e 38°C, ¢
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que nao demonstrou diferencas significativas entre os halos em pH 5.0, 6.0 e 7.0.
Considerando a interacdo entre temperatura e pH, observa-se diferencas entre as médias em
28°C e pH 7.0, e 28°C em pH 9.0. Considerando a analise estatistica, 28°C e 38°C sao
temperaturas Otimas para detec¢do de amilases por A. japonicus var. japonicus em pH 5.0,
6.0 e 7.0. O maior halo de amilases por este isolado apresentou didmetro de 5.3 cm sob 38°C
e pH 5.0 (Figura 9).

A mudanca de temperatura mostrou efeito [F (3,40) = 82,164; p < 0,001], assim
como o pH [F (4,40) = 31,396; p < 0,001], no didametro do halo de celulases por A. japonicus
var. japonicus, como também verificou-se efeito da interagdo entre temperatura e pH [F
(12,40) = 11,982; p < 0,001]. Na comparagdo entre temperaturas, ndo existiu diferenca
significativa entre 28°C e 38°C, e 33°C e 42°C. Além disso, ndo existem diferencas
significativas entre os pH 5.0 ¢ 9.0, 6.0 e 7.0. O maior halo apresentou 2.4 cm de didmetro
em 38°C; pH 5.0, ndo apresentando diferencas significativas com aqueles em 38°C; pH 9.0 e
28°C em pH 5.0 e 9.0, assim sendo os parametros para maior degradacao do substrato por

celulases pelo isolado de A. japonicus var. japonicus (Figura 10).
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Figura 7 - Diametro médio do halo (cm) da atividade de Amilases por
Aspergillus fumigatus.

Letras maiusculas iguais ndo diferem significativamente em relagdo ao pH de acordo
com Tukey (p < 0,05). Letras mintisculas ndo diferem significativamente em relagdo a
temperatura segundo o teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 8 - Didmetro médio do halo (cm) da atividade de Celulases por
Aspergillus fumigatus.

Letras maiusculas iguais ndo diferem significativamente em relacdo ao pH de acordo
com Tukey (p < 0,05). Letras minusculas ndo diferem significativamente em relagdo a
temperatura segundo o teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 9 - Diametro médio do halo (cm) da atividade de Amilases por
Aspergillus japonicus var japonicus.

Letras maiusculas iguais ndo diferem significativamente em relacdo ao pH de acordo
com Tukey (p < 0,05). Letras minusculas ndo diferem significativamente em relagdo a
temperatura segundo o teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 10 - Diametro médio do halo (cm) da atividade de Celulases por
Aspergillus japonicus var. japonicus.

Letras maiusculas iguais ndo diferem significativamente em relacdo ao pH de acordo
com Tukey (p < 0,05). Letras minusculas ndo diferem significativamente em relagdo a
temperatura segundo o teste de Tukey (p < 0,05).

De acordo com a analise estatistica, foi demonstrado efeito da temperatura [F (3,40) =
19,382; p < 0,001] e pH [F (4,40) = 142,434; p < 0,001] no didmetro do halo, como também
ocorreu efeito da interacdo entre temperatura e pH [F (12,40) = 77,327; p < 0,001] na detecgao
de amilases por A. oryzae. Somente as médias dos halos formados sob 33°C apresentaram
diferenca significativa entre as demais nas outras temperaturas. Além do mais, ndo existiu
diferenca significativa entre as médias em pH 5.0 e 8.0, e entre 6.0 ¢ 7.0. O maior halo mediu
5.2 cm de didmetro em 33°C e pH 7.0 e ndo diferiu com o halo (5.0 cm) em pH 6.0, sendo
assim os melhores parametros quanto a detec¢do de amilases por 4. oryzae (Figura11).

Quanto a producdo de celulases por 4. oryzae, a Anova de duas vias demonstrou
efeito da temperatura [F (3,40) = 27,087; p < 0,001] e pH [F (4,40) = 44,496; p < 0,001] no
diametro do halo, como também efeito da interagdo entre temperatura ¢ pH [F (12,40) =
31,874; p < 0,001]. Entre as médias dos halos nas temperaturas 28°C e 33°C nao houve
diferenga significativa. Além disso, as médias no pH 5.0 e 8.0 diferiram das demais nos
outros valores de pH. O maior halo mediu 8,0 cm de didmetro em temperatura de 38°C e pH
8.0, sendo os valores de temperatura e pH 6timos para producao de celulases por A. oryzae

em meio solido especifico (Figura 12).
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Figura 11 - Diametro médio do halo (cm) da atividade de Amilases por
Aspergillus oryzae.

Letras maiutsculas iguais ndo diferem significativamente em relagdo ao pH de acordo
com Tukey (p < 0,05). Letras minusculas nao diferem significativamente em relacdo a
temperatura segundo o teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 12 - Didmetro médio do halo (cm) da atividade de Celulases por
Aspergillus oryzae.

Letras maiuasculas iguais ndo diferem significativamente em relagdo ao pH de acordo
com Tukey (p < 0,05). Letras minusculas nio diferem significativamente em relacao a
temperatura segundo o teste de Tukey (p < 0,05).

Sobral et al. (2017), ao analisarem a deteccdo enzimatica de Aspergillus flavus, A.

Jjaponicus, A. parasiticus e A. sydowii isolados do ar, constataram a producao de amilases por
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todos os isolados, excecdo feita a A. japonicus. O pH dos meios de cultivo e temperatura de
incubacdo das amostras nao foram apresentados no trabalho, mas considerando que as
metodologias classicas para deteccdo enzimatica consistem em meios de cultivo com pH 6.0
— 7.0 e temperaturas de incubacao das amostras igual a 30°C - 35°C, o isolado de A4. flavus
deste estudo, nas condicdes recém mencionadas, apresentou maior producdao de amilases em
comparacdo com o isolado explorado por Sobral et al. (2017) que relataram halo por
amilases de 6.0 mm. A deteccdo de amilases pelo isolado de Aspergillus japonicus ndo foi
detectada sob as condicdes de pH 8.0 e temperaturas de 28°C e pH 9.0 e 28°C e 30°C,
condigdes estas que, provavelmente, ndo foram utilizadas na analise enzimatica de A.
Japonicus por Sobral et al. (2017). Desta forma, o isolado utilizado neste estudo se sobressai
quanto a deteccdo de amilases em meio de cultivo solido especifico.

Ao avaliarem a producdo de amilases e celulases por cinco amostras de Aspergillus
endofiticos, Tavares et al. (2012) detectaram a producdo destas enzimas por todos os isolados
inoculados em meio de cultivo solido e mantidos sob temperatura de 25°C. A menor temperatura
usada neste trabalho foi 28°C e, de forma geral, o tamanho dos halos foram menores que aqueles
desenvolvidos em maiores temperaturas. Os halos por amilases e celulases formados pelos
isolados explorados por Tavares et al. (2012) variaram entre 2.0 cm — 3.0 cm e 2.6 cm — 3.5 cm,
respectivamente. Enquanto que os isolados aqui analisados apresentaram halos por amilases e
celulases variando entre 0,1 cm — 5,1 cm e 0,1 cm — 2.0 cm, respectivamente. Comparando os
resultados aqui apresentados com os de Tavares et al. (2012), a producao de amilases foi maior
no presente estudo onde a temperatura de incubagao foi maior. Por outro lado, halos por celulases
foram menores nestas condi¢oes de temperatura (>28°C).

Fonseca et al. (2017), analisaram a producdo de amilases em diferentes condicdes de
pH e temperatura por amostras de Aspergillus isolados do solo. O isolado de A4. flavus,
diferente do isolado explorado neste trabalho, ndo apresentou produ¢do em nenhuma
condicdo de pH e temperatura. Na avaliacao de Fonseca et al. (2017), 4. tamarii (UCP 1261)
apresentou maior halo por amilases em pH 6.0 sob temperatura de 37°C. A temperatura
usada no presente estudo mais proxima de 37°C foi 38°C e nesta, A. carbonarius, A. flavus,
A. fumigatus e A. japonicus formaram os maiores halos por amilases. Aspergillus (UCP
1392) formou maior halo em pH 6.0 e 7.0 a 45°C. A maior temperatura aqui usada foi de
42°C e somente A. carbonarius formou maior halo de amilases nesta. Além do mais, estes
dados corroboram com esta pesquisa visto que 4. fumigatus, A. japonicus var. japonicus € A.
oryzae formaram maiores halos por amilases em pH 6.0, e 4. foetidus, A. fumigatus, A.
Jjaponicus var. japonicus e A. oryzae em pH 7.0. O isolado de A. niger (UCP 1382), avaliado

por Fonseca et al. (2017) apresentou maior halo em pH 7.0 sob temperatura de 28°C. Nesta

Cruz et al. Amilases e Celulases por Aspergillus spp 32



temperatura, entre os fungos explorados no presente estudo, somente A. japonicus var.
Jjaponicus formou maior halo por amilases.

Outros estudos como os de Akula e Golla (2018) e Arast e Girma (2018) tém
ressaltados que pH e temperatura sdo parametros que influenciam a produ¢do de amilases e
celulases por fungos do género Aspergillus, assim contribuindo com os resultados aqui
relatados. Shah et al. (2014) salientam que a produgdo de enzimas corresponde de forma
proporcional ao crescimento do fungo.

Segundo Chalfoun e Batista (2003), Aspergillus se desenvolve bem sob as
temperaturas 25°C, 37°C e 42°C. Com isso, € comum taxons deste género apresentarem
maior producdo enzimatica em alguma destas temperaturas ou em temperaturas proximas a
estas, como os dados apresentados neste manuscrito. Cinco dos seis isolados avaliados
quanto a deteccao de celulases apresentaram maior producdo em pH alcalino, estes dados
diferem daqueles de Castro e Junior (2010) e Alves et al. (2020) que apresentaram maior
atividade celulolitica de Aspergillus sp. em substratos com pH entre 4.0 e 5.0.

A otimizagdo da producdo de enzimas hidroliticas, como amilases e celulases por
Aspergillus tem sido bastante avaliada em fermentacdo submersa, sendo poucos os estudos

voltados para andlise qualitativa como se caracteriza este estudo.

4.CONCLUSAO

A interacao dos parametros de temperatura e pH influenciaram na formagao do halo
de amilases e celulases por fungos do género Aspergillus em meio de cultura sélida
especifica. Este estudo aponta que a ndo producdo ou baixa producdo de amilases e
celulases, em analise qualitativa, por espécies de Aspergillus podem estar relacionadas, nao
somente a espécie e isolado, mas também ao valor de pH e temperatura utilizados que nao
favoreceram a produgdo enzimatica pelo fungo. Adicionalmente, triagem da atividade
enzimatica com isolados do ar demonstrou que os mesmos apresentam, de forma geral, a
mesma producdo de amilases e celulases que os fungos de solo e endofiticos, demonstrando

assim a propriedade biotecnoldgica dos fungos anemofilos.
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