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RESUMO

A exploracédo de novos antibidticos naturais € um desafio que demanda tempo e elevados
custos. A induastria farmacéutica tem em grande parte abandonado estes compostos em
favor do grande numero de moléculas sintéticas j& conhecidas e descritas na literatura.
Porém, os antibidticos naturais produzidos por microrganismos possuem algumas
caracteristicas que fazem a busca dessas moléculas necesséria. S0 moléculas originais,
com uma imensa diversidade de estruturas quimicas e atividades bioldgicas. Sabe-se que
fungos isolados de diversos substratos do bioma Amazonico sdo microrganismos
produtores de biomoléculas com potencial terapéutico e, dentre tais fungos, podemos
destacar os géneros Aspergillus e Penicillium. Tais géneros também sdo conhecidos por
produzirem enzimas de interesse biotecnoldgico, como as proteases, que sdo utilizadas
em diversos segmentos da industria. Com isso, 0 estudo teve como objetivo avaliar o
potencial antimicrobiano e proteolitico de fungos filamentosos estocados na Cole¢éo de
Fungos da Amazodnia — CFAM, bem como caracterizar o perfil quimico dos fungos com
melhores atividades. Foram selecionadas 100 culturas fungicas, sendo 50 de Aspergillus
spp. e 50 de Penicillium spp., armazenadas na Colecdo de Fungos da Amazo6nia — CFAM
do ILMD/FIOCRUZ. A reativacdo das culturas foi feita conforme literatura
especializada. Para obtencfo dos extratos as culturas viaveis foram cultivadas em Agar
Extrato de Levedura e Sacarose (YES), a 28°C e, ap0s sete dias, foi feita a extracdo a frio
dos biocompostos em Acetato de Etila. Os biocompostos extraidos foram testados frente
a Candida albicans CFAM 1286, Staphylococcus aureus CBAM 0324 e Escherichia coli
CBAM 0002, pelo método de “cup plate” e foi feita a Concentragdo Minima e Inibitoria
(CIM). Os extratos que apresentaram atividade foram submetidos a CIM e, os que
apresentaram as menores concentracdes nesta (0,156 e 0,312 mg/mL) seguiram para a
caracterizagdo do perfil quimico por Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e
respectivas revelagdes fisicas (com luz UV de 254 e 365 nm), quimicas (utilizando
Dragendorf, Anisaldeido, Cloreto Férrico, Sulfato Cérico e NP/PEG) e biologicas
(bioautografia com E. coli 0002, S. aureus 0324 e C. albicans 1286) e, também foram
avaliados quanto a sua producdo proteolitica onde os fragmentos dos fungos foram
cultivados em solucdo manachini por durante 5 dias, a 28°C, onde foram possiveis 0s
testes em “Cup plate” e leitura da produgdo enzimatica atraves do espectrofotdmetro.
Dentre os extratos obtidos das 100 culturas fangicas selecionadas, 64% (n=64) dos
extratos apresentaram atividade positiva para pelo menos um microrganismo testado com
halos de inibicdo variando de 2 a 30 mm de didametro. Na CIM, dos 64 extratos que
apresentaram atividade, 24% (n=15) apresentaram atividade nas menores concentragoes
do estudo (0,156 e 0,312 mg/mL) e estes seguiram para a CCD, onde foi possivel notar
uma grande variedade de compostos encontrados. Dos 15 fungos, cinco foram perdidos
por contaminacao, sendo apenas dez utilizados para producdo enzimatica. Nos testes de
“Cup plate”, apenas um filtrado fingico ndo apresentou atividade. Os fungos estudados
apresentaram atividade satisfatoria tanto para antimicrobianos quanto para a producéo de
proteases, contribuindo para a melhor caracterizacdo das espécies fungicas da regido
Amazonica, especificamente os géneros Aspergillus e Penicillium, bem como para o
avango no setor biotecnoldgico. Os extratos fungicos estudados apresentaram resultados
promissores, entretanto faz-se necessario testes futuros para a melhor elucidacdo dos
compostos.

PALAVRAS-CHAVE: Antimicrobiano; enzimas; compostos quimicos.
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1. INTRODUCAO

A sociedade vem cada vez mais utilizando descontroladamente antibi6ticos sem
prescricdo médica, causando muitas vezes resisténcia bacteriana, as chamadas bactérias
super-resistentes. Com isso, ha uma grande corrida cientifica a fim de encontrar farmacos
de origem natural que possam combater tais agentes patogénicos e, nesse quesito, 0s
fungos se destacam por possuirem diversos compostos ja descritos na literatura que
podem ser utilizados para a produgédo de farmacos promissores. Além dos compostos que
podem ser antimicrobianos, os fungos também produzem diversos tipos de enzimas que,
nos ultimos anos, tém ganhado destaque na producao industrial movimentando milhares
de dolares. Essas enzimas, tais como as proteases, podem ser utilizadas desde a industria
alimenticia até a farmacéutica, sendo de relevante importancia uma vez que produtos de
origem brasileira nesse ramo ainda ndo sao facilmente encontrados. Apesar dos diversos
artigos encontrados sobre fungos e seu grande potencial biotecnoldgico, ainda pouco se
sabe sobre os fungos da regido amazonica, os estudos existentes nao suprem a necessidade
de conhecimento a respeito destes, com isso, 0 presente estudo visa alcancar melhor

compreensdo sobre os géneros Aspergillus e Penicillium da regido amazonica.

1.1 Fungos

Os fungos sdo microrganismos que pertencem ao reino Fungi, eucariéticos, em
sua maioria multicelulares, como no caso dos fungos filamentosos, com parede celular
contendo quitina e a-glucano. Esses organismos ndo apresentam plastos ou pigmentos
fotossintéticos, sdo quimio-heterotroficos e realizam a absorcéo dos nutrientes e formam

esporos (reproducdo sexuada) como estruturas tipicas de reprodugdo (TORTORA, 2012).

Os fungos apresentam uma ampla distribuicdo geografica, podendo ser
encontrados no ar, solo, alimentos, 4gua, matéria organica em decomposicéo, plantas,
animais e homem, sendo predominantes nas regides tropicais que tém um clima mais
quente e umido, favorecendo a sua multiplicacdo. Dentre os biomas tropicais, a Floresta
Amazobnica contém grande biodiversidade, com uma larga quantidade de plantas,

animais e microrganismos que nao conhecemos totalmente (CELESTINO et al., 2014).

O reino Fungi pertence ao dominio Eukaria, que redine todos 0s seres eucariontes.
Este reino é dividido em sete filos, sendo eles Chytridiomycota, Neocallimastigomycota,

Blastocladiomycota, Microsporidia, Glomeromycota, Ascomycota e Basidiomycota, e
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um grupo, chamado de fungos anamorficos, porém este este tltimo grupo nao possui valor
taxonémico, e seus membros estdo relacionados aos filos Ascomycota e Basidiomycota
(HIBBET et al., 2007).

Dentre os filos pertencentes a esse reino, pode-se ressaltar o filo Ascomycota, por
abrigar aproximadamente 75% de todos os fungos descritos. Tal filo tem como principal
caracteristica a presenca de asco contendo ascosporos, geralmente oito, que representam
a estrutura de propagacao do grupo. Estes sdo produzidos por reproducao sexuada, porém
a reproducdo assexuada também pode ser encontrada. (MORAES; PAES; HOLANDA;
2009).

Na regido amazonica os fungos filamentosos do filo Ascomycota merecem
destaque, dentre os quais os géneros Aspergillus e Penicillium fazem parte. O género
Aspergillus (Figuras 1l.a e 1.b) foi primeiramente catalogado por um bidlogo italiano
chamado Pietro Micheli, em 1729 e assim denominado devido sua morfologia
assemelhar-se com um Aspergillum (Figura 2) — o aspersorio onde é colocada a agua
benta que o sacerdote utiliza para aspergir o povo (COUTINHO; SOUZA, 2018).

Fonte: Acervo pessoal, 2018.

Fonte: MBBS, 2018.

s

At o~

Figura 1.a— Macromorfologia de A. flavus:  Figura 1.b — Micromorfologia de A. flavus:

Fonte: Wikipedia, 2019.

Figura 2 — Aspergillum
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Quanto a sua taxonomia, as espécies do género pertencem a classe Ascomicetos e
a familia Aspergillaceae, sendo importante salientar existéncia de mais de 200 espécies.
Dentre as vérias espécies de Aspergillus, encontram-se as seguintes: A. fumigatus, A.
flavus, A. niger, A. terreus, A. nidulans, dentre muitas outras (COUTINHO; SOUZA,
2018). Também vale ressaltar que esse género contém um grande nimero de espécies
que sao conhecidas por produzir metabolitos com estruturas variadas e com consideraveis
atividades bioldgicas (LOTFY, 2018).

Uma variedade de produtos naturais com intrigantes atividades bioldgicas tem
sido isolada a partir desse género, tais como os alcaldides, peptideos, terpenos e ligninas
(LOTFY, 2018). Apesar das espécies de Aspergillus serem muito comuns em suas areas
de distribuicdo, os constituintes bioativos do género ainda ndo sdo amplamente
explorados.

Destaca-se também o género Penicillium (Figuras 3.a e 3.b). O nome desse
género significa “escova”, devido sua morfologia assemelhar-se a uma, e estd
classificado como pertencente ao subfilo Pezizomycotina, classe Eurotomycetes, ordem
Eurotiales e familia Trichocomanaceae (MOURA, 2018).

@
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Vs s
Figura 3.a — Macromorfologia de Figura 3.b — Micromorfologia de
Penicillium sp. Penicillium sp.

Espécies desse género possuem uma grande diversidade, tanto em sua morfologia
quanto na producao dos metabdlitos primérios e secundarios, produzindo compostos que
podem ser utilizados para os mais diversos fins, tais como as enzimas, peptideos,
micotoxinas, antioxidantes, antimicrobianos, anticancerigenos, inseticidas, herbicidas, e
fungicidas, de grande potencial biotecnolégico (MOURA, 2018).
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1.2 Enzimas

Em seu metabolismo primario, os fungos contam, dentre outros compostos, com
a producdo de proteinas, dentre as quais podemos ressaltar as enzimas, que funcionam
como catalizadores bioldgicos. Tal produgdo vem se destacando cada vez mais, como
sendo uma das areas da biotecnologia que mais cresce atualmente, agitando cada vez
mais 0 mercado financeiro nos ultimos anos, justamente devido essa alta diversidade que
0S compostos possuem e a grande variedade de técnicas disponiveis mais simples e de

custo reduzido para a extracdo destas moléculas (CHAMY, 2017).

Segundo AZEVEDO (2018) séo diversos os segmentos financeiros dentre 0s
quais as enzimas podem ser utilizadas. Além do fato de servirem como fonte de lucro
para as industrias de maneira geral, também podem ser utilizadas visando a
sustentabilidade, uma vez que demandam menos custos, gastos com energia, produtos

quimicos, agua e tempo de producéo.

A grande variedade de enzimas industriais que sdo encontradas é, em sua maioria,
obtida a partir de microrganismos devido terem uma producdo muito rapida, alto
rendimento (transformando grande parte do substrato em que estdo inseridos em
metabdlitos), alta versatilidade e baixa complexidade genética para a manipulagdo de
seus individuos (CHAMY, 2017).

Dentre tais microrganismos, destacam-se os fungos (Tabela 1):

Tabela 1 — Enzimas comercializadas produzidas por fungos

FUNGO PRODUTOR ENZIMAS COMERCIAIS
Aspergillus aculeatus B-glucanase, pectinase
Aspergillus melleus protease

aminopeptidase, a-amilase, a-
galactosidade, catalase, celulase, fitase,

Aspergillus niger B-glutanase, glucoamilase, hemicelulase,
inulase, lipase, pectinase, protease,
xinalase
Aspergillus oryzae Aminopeptidase, a-amilase, lactase,
protease
Aspergillus pulverulentus pectinase
Chaetomium erraticum dextranase
Penicillium camembertii lipase
Penicillium citrinum irotease
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Penicillium funiculosum pactinase, xilanase

Penicillium lilacinum dextranase

Penicillium rogueforti lipase
Fonte: Orlandelli et al., 2012.

1.2.1 Proteases

Dentre as diversas enzimas fangicas, pode-se destacar as proteases, (também
conhecidas como peptidases, proteinases e enzimas proteoliticas) que possuem uma
grande aplicabilidade para a industria. Essas sdo o grupo de enzimas hidroliticas
responsaveis por hidrolisar ligacGes peptidicas e pertencem ao grupo considerado um dos
mais importantes industrialmente devido a sua ampla diversidade de aplicacdo
(WERNECK, 2016). Dos mais de US$3 bilhdes que o mercado mundial de enzimas

movimenta 60% correspondem as proteases.

Séo utilizadas em diversos segmentos, tais como as industrias alimenticia (para a
producdo de biscoitos, transformacédo de leite em queijo atraves da coagulacdo), téxtil
(producdo de 1a, seda e couro), cosmética (renovacdo celular atraves da retirada da
queratina) e farmacéutica (desenvolvimento de agentes terapéuticos eficazes, como a

busca por coagulantes sanguineos) (AZEVEDO, 2018).

1.3 Resisténcia microbiana e a busca por novos antimicrobianos

A resisténcia microbiana € um problema de salde publica associado a diversos
fatores e fasciculado entre os sistemas de saude de todo o mundo, sendo a resisténcia
bacteriana segundo a World Economic Forum Global Risks listada como uma das grandes
ameacas a saude humana (BLAIR et al., 2014).

Cerca de 70% das bactérias que causam infeccdes hospitalares sdo resistentes a
pelo menos um dos medicamentos utilizados no combate a elas. Tal fator contribui para
uma ineficacia no tratamento, além de constituir em prejuizo econdmico na saude, pois
devido a essa limitacdo de opgOes, o uso de drogas que sdo mais toxicas ao organismo
humano se faz necessaria (NEILL, 2014; INDRANINGRAT et al., 2016). Estudos
mostram que a capacidade de uma bactéria patogénica se tornar resistente a um
medicamento é bem mais rapida do que a da industria farmacéutica de produzir um novo
antimicrobiano (MOTA et al., 2005).
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O desenvolvimento de novos antibioticos esté atrelado ao desafio de combater
tais microrganismos super-resistentes, bem como possuir amplo espectro de acdo mais
seguro, potente e pontual. A exploracao de novos antibi6ticos naturais é um desafio que
demanda tempo e elevados custos, e a industria farmacéutica tem em grande parte
abandonado estes compostos em favor do grande nimero de moléculas sintéticas ja
conhecidas e descritas na literatura (WRIGHT, 2014). Porém, os antibidticos naturais
produzidos por microrganismos possuem algumas caracteristicas que fazem a busca
dessas moléculas necessaria. SAo moléculas originais, com uma imensa diversidade de
estruturas quimicas e atividades bioldgicas. (WITTING; SUSSMUTH, 2011; WRIGHT,
2014).

Sabendo da grande biodiversidade fdngica existente, faz-se necessaria a
bioprospeccéao que, de um modo geral, tem por objetivo a busca por compostos organicos
provenientes de microrganismos, animais e plantas que sejam Uteis para a humanidade
(ASTOLFI FILHO et al., 2014).

Com isso destaca-se a prospeccao biotecnoldgica, a partir da diversidade fungica,
de novos compostos com atividade antimicrobiana, que tem sido uma das principais areas
estudadas atualmente no mundo, devido entre outros fatores, ao uso irracional de
medicamentos, levando ao crescimento de bactérias multirresistentes e a falta de drogas
para combater tais agentes patogénicos (ABREU et al., 2015; CLEMENTINO et al.,
2015).

1.4 Antimicrobianos de origem flngica

A grande descoberta dos antimicrobianos data-se a partir de 1928, quando
Alexander Fleming observou que um fungo, em placa de Petri, “acidentalmente” estava
produzindo uma substancia capaz de matar uma bactéria. Apos isolada a substancia,
produzida pelo fungo Penicillium chrysogenum, ficou conhecida como penicilina, sendo

um marco inicial para o desenvolvimento de outros antimicrobianos (LIMA, 2016).

Apbs quase uma década, em 1941, Howard Florey e Ernst Chain, isolaram a
penicilina e investigaram as suas propriedades bioldgicas, com isso foi muito utilizada na
Il Guerra Mundial como um potente agente antimicrobiano (WRIGHT; SEIPLE;
MYERS, 2014). A partir da descoberta da penicilina, muitas classes de fungos que
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produzem substdncias de interesse passaram a ser estudadas (SELIM, 2012;
VANDERLINDE & ONOFRE, 2010), como as penicilinas, as cefalosporinas,
pleuromutilinas e o &cido fusidico (WRIGHT; SEIPLE; MYERS, 2014).

Diante disso, os fungos provenientes de paises de clima tropical e subtropical
como o Brasil, tem sido fonte para a producdo de compostos naturais com atividade
biologica importantes para a humanidade, devido a grande diversidade de moléculas
produzidas por eles e provenientes do metabolismo primario e secundario (TEIXEIRA et
al., 2011; CELESTINO et al., 2014; MORAIS et al., 2014; ABREU et al., 2015).

Dentre os diversos tipos de fungos, os filamentosos destacam-se por
disponibilizarem produtos importantes para a humanidade e o ambiente, com
propriedades eficientes para a producdo de alimentos, na industria farmacologica,
cosmética, além da reciclagem de compostos da biosfera (ABREU et al., 2015). Nesse
sentido, as espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium sdo consideradas de grande
importancia biotecnoldgica, por serem produtoras de diversos compostos naturais com
acdo biologica e, com isso, dentre os demais géneros, se destacam como sendo 0S
comercialmente viaveis (ABREU et al., 2015; LIMA, 2016; SILVA, 2017;)).

Estima-se que 23.000 produtos microbianos bioativos ja foram isolados e desse
total, 42% s&o produzidos por fungos. S&o conhecidos cerca de 6.500 compostos
bioativos de origem microbiana, sendo que 30% destes provem dos géneros Aspergillus
e Penicillium (CLEMENTINO et al., 2015).

Considerando a grande necessidade de novas pesquisas sobre a busca de
biomoléculas bioativas, a biodiversidade de fungos ocorrentes na regido amazénica e a
possibilidade de se obter novos bioprodutos oriundos de fungos muito comuns nos
ecossistemas terrestres da Amazonia, essa pesquisa tem como objetivo a busca por
biomoléculas bioativas com acdo antimicrobiana provenientes dos extratos brutos de
Aspergillus spp. e Penicillium spp., além de determinar suas classes quimicas e avaliar a

producéo de proteases pelos fungos promissores.

A literatura ainda é vaga a respeito da biodiversidade fungica na regido
amazoénica, uma vez que temos uma area de floresta muito extensa, geograficamente se
torna inviavel a coleta em determinadas areas, fazendo com que muitos pesquisadores

acabem ndo dando continuidade em seus trabalhos, sendo necessario muitos estudos para
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preencher as lacunas de conhecimento existentes. Além disso, o trabalho visa também a
ampliacdo dos conhecimentos relacionados a esses géneros para a Cole¢do de Fungos da
Amazonia — CFAM, tais como a saber se 0s mesmos possuem atividade antimicrobiana,
quais os microrganismos que esses fungos sdo capazes de inibir, quais as menores
concentracdes que tais fungos atuam, as provaveis classes quimicas responsaveis por essa

inibicdo, bem como a atividade proteolitica de tais géneros.

Portanto, este projeto apresenta potencial para o desenvolvimento tecnolégico,
uma vez que seus produtos naturais sdo de grande relevancia para a obtencdo e
desenvolvimento biotecnologico de novos farmacos, visando a prospec¢ao de metabolitos
primarios e secundarios biologicamente ativos com acdo enzimatica e antimicrobiana a

partir de fungos da regido amazonica.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

- Avaliar a producédo de compostos antimicrobianos e proteases de culturas de Aspergillus

e Penicillium estocados na Colecéo de Fungos da Amazonia (CFAM-Fiocruz).
2.2 Especificos

- Avaliar a capacidade dos extratos fungicos em inibir o crescimento de microrganismos
patogénicos;

- Determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos que apresentarem

atividade antimicrobiana;

- Determinar as classes quimicas das moléculas presentes nos extratos fungicos

promissores;

- Avaliar a producéo de proteases extracelulares das culturas fungicas promissoras;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local de realizacéo do estudo

O trabalho foi realizado nas dependéncias do Laborat6rio multiusuério em satde/
Micologia do Instituto Leonidas e Maria Deane — ILMD/FIOCRUZ Amazonia e Escola
Superior de Ciéncias da Saude — ESA/UEA.

3.2 Microrganismos

Para este estudo foram utilizadas 100 culturas de fungos, sendo 50 do género
Aspergillus e 50 de Penicillium (Tabela 2), preservadas em agua destilada e estocadas na
Colecdo de Fungos da Amazobnia-CFAM, do Instituto Lebnidas e Maria Deane-
ILMD/FIOCRUZ.

3.3 Reativacao e identificacdo em nivel de género dos fungos filamentosos

O processo de reativacéo e a autenticacdo das culturas foi realizado de acordo com
literatura especializada (RIFAI, 1969; PITT, 1985; KLICH & PITT, 1988). O meio de
cultura utilizado foi Agar Extrato de Malte (MEA), onde as culturas foram incubadas em
BOD a 28°C durante 7 dias.

3.4 Extracéo dos biocompostos com atividade antimicrobiana

As culturas de Aspergillus e Penicillium viaveis foram cultivadas em frascos de
Erlenmeyer contendo meio Agar Extrato de Levedura Sacarose (YES), a 28 °C, e ap06s
sete dias de incubacdo foi feita a extracdo a frio dos biocompostos em 200 mL de Acetato
de Etila. Os extratos obtidos apds 48 horas de extracdo foram filtrados e submetidos a
concentracdo em Rotaevaporador e redissolvidos com 0 mesmo solvente extrativo para

determinacéo da atividade antimicrobiana (SILVA et al, 2010).

3.5 Determinacdo da atividade antimicrobiana pelo método de “cup plate” por difusdo
em agar

Os biocompostos extraidos no item 4.4. foram testados contra levedura e bactérias
Gram-positiva e Gram-negativa: Candida albicans CFAM 1186, Staphylococcus aureus
CBAM 0324 e Escherichia coli CBAM 0002, respectivamente. A levedura foi semeada
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em placas de Petri contendo meio de cultura Agar Sabouraud durante 48 horas a 28 °C,
enquanto as bactérias foram semeadas em agar Mueller Hinton a 37 °C por 24 horas,
ambas com o padréo de turbidez de acordo com a Escala de Mcfarland n° 1. Como padréo
foi utilizado um disco central com Itraconazol e Cloranfenicol, sendo o primeiro para a
levedura e o segundo para as bactérias (MERCK, Alemanha, 20 mg/mL). O extrato
fangico (20 mg/mL) foi adicionado em trés pocos equidistantes e a atividade
antimicrobiana foi avaliada medindo-se o diametro do halo de inibi¢do (mm) (SILVA et
al., 2010).

3.6 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) pelo método de
microdiluicdo em caldo

A determinacdo da CIM foi realizada com todas as culturas fungicas que
apresentaram atividade antimicrobiana no teste de cup plate (item 4.5). Em microplacas
estéreis de 96 orificios foram adicionados 100 uLL de meio de cultura liquido (caldo) sendo
utilizados os meios Sabouraud (para a levedura) e Mueller Hinton (para as bactérias) em
todos os orificios. Na linha A da placa foram adicionadas 100 puL dos extratos fungicos a
serem analisados na concentracdo de 20 mg/mL. Em seguida, com uma pipeta de
microdiluicdo de 12 canais, foram feitas as dilui¢Oes seriadas, transferindo-se 100 uL. da
linha A para a linha B, e assim sucessivamente até a linha F da placa, sendo a linha G
reservada para o solvente utilizado para solubilizar as amostras (DMSO- controle
negativo), e a linha H, mantida sem extratos fungicos, utilizando o cloranfenicol (20

mg/mL) para bactérias e o itraconazol (20 mg/mL) para os fungos como controle positivo.

Posteriormente foram inoculados 25 pL da suspensdo celular de cada
microrganismo tomando como base a densidade da coluna n°1 da escala de MacFarland
e 25 uL de cloreto de trifeniltetrazolium 1,0% (MERCK@®) como solugdo indicadora em

cada um dos orificios da placa.

As placas foram seladas e incubadas a 28 e 37 °C, para levedura e bacteérias,
respectivamente. Apds o periodo de incubacdo a leitura foi realizada verificando-se o
crescimento do microrganismo, indicado pela cor vermelha, e inibicdo, indicada pela
auséncia da cor vermelha. A CIM foi determinada como a menor concentragdo do extrato
fangico capaz de impedir o crescimento celular. Todos os testes foram realizados em
triplicata.
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3.7 Analise cromatografica dos extratos por Cromatografia em Camada Delgada
(CCD)

Com a cromatografia é possivel a separacao das moléculas provenientes do extrato
bruto. Logo, para a determinacdo do perfil cromatogréafico dos extratos promissores, ou
seja, daqueles que apresentaram melhor desempenho no CIM com concentracédo igual ou
inferior a 0,312 ug/mL, foram analisados por placas de CCD em silica gel 60G
(MERCK®) (SILVA, 2010).

As placas foram desenvolvidas em sistema de elui¢cdo adequado e a revelacéo dos
biocompostos foi realizada através de reveladores fisicos, quimicos e bioldgicos para
identificacdo dos metabdlitos secundarios e os respectivos Fatores de Retencdo (Rf). O
Rf é a funcdo do eluente (solvente) e da fase estacionaria usada, esses fatores foram
determinados nas bandas com atividades biolégicas visualizadas. O calculo do Rf se deu
através da razdo entre a distancia percorrida pela mancha do componente e a distancia

percorrida pelo eluente.

3.7.1 Revelacdo das cromatoplacas por reveladores fisicos

Para a revelacdo das cromatoplacas utilizando reveladores fisicos, as mesmas
foram observadas sob luz ultravioleta de 365 e 254 nm para determinadas classes de
metabdlitos secundarios. Os respectivos Rf foram determinados nas manchas com

atividades biologicas visualizadas.

3.7.2 Revelacdo das cromatoplacas por reveladores quimicos

Ja para a revelacdo utilizando reveladores quimicos, foram utilizados os reagentes
Dragendorff (responsavel por revelar alcaldides, compostos nitrogenados heterociclicos
e aminas quaternarias — apresentando manchas de coloracdo alaranjada), Cloreto
Férrico (revela substancias fendlicas — com manchas azuladas), Aminoetilfenilborato a
1% em etanol (NP) e polietilenoglicol a 5% em etanol (PEG) (revela flavonoides — com
manchas amareladas) (SANTOS; SCHRIPSEMA; KUSTER, 2005) e Anisaldeido-

sulfurico (revelador universal).
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3.7.3 Revelacdo das cromatoplacas por bioautografia

Para a revelacdo por bioautografia, em condicdes assepticas, foram utilizados 20
mL (Agar Mueller Hinton ou Agar Sabouraud), mantidos a 40 °C contendo 500 uL de
suspensdo celular de cada microrganismo testado e 500 pL de cloreto de
trifeniltetrazoliun - TCC 1% p/v, que foram vertidos nas cromatoplacas acondicionadas
em placa de Petri. As placas foram incubadas a 28 °C e 37 °C por 24 e 48 h,
respectivamente, para a levedura e as bactérias. A atividade antimicrobiana foi avaliada

visualizando-se a area de inibicdo (SILVA et al., 2010).

3.8 Avaliacdo qualitativa da producéo de proteases

O cultivo dos fungos selecionados nas etapas anteriores foi realizado em meio
Agar Extrato de Malte (MEA) e incubados em BOD a 28°C por 7 dias. Ap6s 0
crescimento flngico, seis fragmentos de 1 ¢cm de didmetro de cada cultura foram
inoculados em Erlenmeyers contendo 50 mL de solu¢do Manachini, e mantidos a 150

rpm, por 5 dias a 28°C. Os cultivos foram realizados em duplicata.

Ao término do cultivo o caldo fermentado foi separado da biomassa foi filtracdo
a vacuo e a avaliacdo da atividade enzimética qualitativa foi realizada através do metodo
de cup plate. Foram feitas trés perfuracdes circulares (5 mm) em placa de Petri contendo

20 mL de meio especifico para verificar a producéo de proteases (Tabela 2).

Protease — Agar Gelatina Leite

Solugédo 1
Agar 189
Tampéo Citrato Fosfato (pH 5,0) 900 mL
Solugéo 2
Gelatina 10g
Tampéo Citrato Fosfato (pH 5,0) 50 mL
Solucgéo 3
Leite desnatado 10g
Tampéo Citrato Fosfato (pH 5,0) 50 mL

Tabela 2 — Meios de cultivo para determinacdo da atividade enzimética
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Em cada poco foram inoculados 100 pL da amostra enzimatica no meio de cultura
e as placas foram incubadas em BOD a 37°C por 48 horas. A observacao da formacéo de
halos de hidrolise transllcidos se deu 24 e 48h ap6s incubagdo. A atividade enzimatica
foi avaliada pela medicdo do diametro do halo (mm) de hidrdlise no verso da placa, com
o auxilio de uma régua para se determinar o indice de Atividade enzimatica (1), conforme

Lima (2006), dado pela formula abaixo:
I= didmetro do halo (mm) / diametro do pog¢o (mm)

Para considerar um microrganismo produtor de enzimas extracelulares em meio
s6lido, o valor do Indice de atividade enzimatica (I) deve ser maior ou igual a 2,0
(SOARES et al., 2010).

3.9 Avaliacdo quantitativa da producao de proteases

A atividade quantitativa foi determinada utilizando a metodologia descrita por
Leighton et al., (1973). Foram adicionados 0,25 mL de amostra enzimatica em tubo
Falcon ja contendo 0,25 mL de substrato (azocaseina a 1% (p/v) em tampé&o Tris-HCI 0,2
M, pH 7,2). Apbs 60 minutos de incubagdo a temperatura ambiente, na auséncia de luz, a
reacdo foi interrompida pela adi¢do de 1,2 mL de acido tricloroacético (TCA) 10% (p/v)
seguido de centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 minutos a 4° C. Foram retirados 0,8 mL do
sobrenadante e adicionados em 1,4 mL de hidréxido de sédio 1M. A leitura foi realizada
a 440 nm. Uma unidade de atividade proteolitica foi definida como a quantidade de
enzimas capaz de produzir um aumento na absorbancia de 0,1 em uma hora. Todas as

analises foram preparadas em duplicata.

3.10 Analise estatistica da producéo de proteases
Os resultados experimentais foram expressos como média + erro padrdo da média
e submetidos a analise de variancia (ANOVA), seguida de teste de Tukey para determinar

a significancia das diferencas observadas nas amostras, ao nivel de significancia de 5%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Reativacao das culturas selecionadas

No processo de reativacdo as culturas selecionadas apresentaram-se viaveis,

preservando as caracteristicas macro e micromorfologicas. As 100 culturas puras, 50

Aspergillus e 50 Penicillium, estio dispostas na Tabela 3.

1 P. purpurogenum p01 26 P. citrinum p17 51 A flavus al6 76 A. clavatus a29

2 A sydowii a0l 27  Penicillium sp. p18 52 A subolivaceo al7 77 Aspergillus sp. a30
3 A candidus a02 28  Penicillium sp. p19 53 A.flavus al8 78 Penicillium sp. p48
4 A. caespitosos a03 29 P. citrinum p20 54 A.oryzae al9 79 A. japonicus a31

5 Penicillium sp. p02 30 Penicillium sp. p21 55 A flavipes a20 80 A. flavus a32

6  P. steckii p03 31 A pseudonomiusal0 56 P. citrinum p36 81 Aspergillus sp. a33
7 A awamori a04 32 A flavusall 57 Penicillium sp. p37 82 A. niger a34

8 A oryzae a05 33 P.citrinum p22 58 P. citrinum p38 83 A. aculeatus a35

9 A oryzae a06 34  P. fellutanum p23 59 P. decumbens p39 84 A. flavus a36

10 P. janthinellum p04 35 Penicillium sp. p24 60 A. niger a2l 85 A. niger a37

11 P. citrinum p05 36 P. fellutanum p25 61 P.citrinum p40 86 A. oryzae a38

12 A oryzae a07 37 Penicillium sp. p26 62 Penicilliumsp. p41 87 Penicillium sp. p49
13 Aspergillus sp. a08 38 Al nigeral2 63 Penicilliumsp. p42 88 Aspergillus sp. a39
14  P. fellutanum p06 39 P. fellutanum p27 64 Penicilliumsp. p43 89 A. flavus a40

15 P. fellutanum p07 40 P. fellutanum p28 65 A. flavus a22 90 A. flavus a4l

16 P. fellutanum p08 41 P. purpurogenum p29 66 A. oryzae a23 91 Aspergillus sp. a42
17  P. waksmani p09 42 A flavus al3 67 A. flavus a24 92 A. flavus a43

18 P. spinulosum p10 43  P. citrinum p30 68 Penicilliumsp. p44 93 A. flavus a44

19  Penicillium sp. p11 44 A aculeatus al4 69 Penicilliumsp. p45 94 A. amoenus a45

20  Penicillium sp. p12 45  A. niger al5 70 P. citrinum p46 95 A. awamorii a46
21  P.citrinum p13 46  P. citrinum p31 71 Aspergillus sp. a25 96 A. niger a47

22 A flavus-furcatisa09 47 Penicillium sp. p32 72  Penicillium sp. p47 97 A. giganteus a48
23 P. lividum p14 48 P. citrinum p33 73 A.niger a26 98 P. rubens p50

24 P. citreonigrum p15 49  Penicillium sp. p34 74 A flavus a27 99 A. aculeatus a49
25  P. citrinum p16 50 P. citrinum p35 75 A. aculeatus a28 100  A. aculeatus a50

Tabela 3 - Culturas fungicas dos géneros Aspergillus e Penicillium preservadas em

agua destilada.
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Atividade antimicrobiana

Pela técnica de cup plate, verificou-se que 64% (n=64) dos extratos fungicos
apresentaram atividade positiva para pelo menos um microrganismo testado. Dos 50
extratos do género Aspergillus e 50 do género Penicillium, 78% (n=39) e 50% (n=25),
respectivamente, inibiram o crescimento de pelo menos um dos microrganismos teste,

com halos de inibicéo variando de 2 a 30 mm de diametro.

Vale ressaltar que destes, 10 extratos foram capazes de inibir o crescimento dos
trés microrganismos testados, sendo todos pertencentes ao género Aspergillus: A.
candidus a02, A. oryzae a05, A. flavus all, A. oryzae a23, A. flavus a27, A. flavus a32,
Aspergillus sp. a39, Aspergillus sp. a42, A. flavus a44 e A. giganteus a48 (Tabela 4).

Em relacdo aos extratos de Penicillium, apenas 4% (n=2) apresentaram atividade
antimicrobiana positiva contra a C. albicans, mas nenhum contra E. coli, entretanto 48%

(n=24) inibiram o crescimento da S. aureus (Tabela 4).

No trabalho de Clementino e colaboradores (2015), dos 72 fungos endofiticos
filamentosos coletados no Bioma Caatinga, 57 (79%) extratos apresentaram atividade
antimicrobiana, sendo que apenas quatro tiveram acéo contra E. coli, os demais inibiram
S. aureus. Essa prevaléncia pela inibigdo de S. aureus também é possivel notar no presente
estudo. Uma vez que os extratos apresentaram ag6es inibitorias mais promissoras contra
bactérias gram-positivas, tal resultado pode ser atribuido em razéo de que os metabolitos
que foram produzidos pelos fungos com atividade antimicrobiana sejam mais eficazes
contra bactérias Gram-positivas tendo em vista que sua parede celular é mais “acessivel”
que a das bactérias Gram-negativas, que sdo dotadas de uma membrana externa a sua

parede celular, dificultando ainda mais a acdo de certos antibioticos.
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Linhagem Fungica

Halos de Inibi¢éo (mm)

ITEM (CFAM) . coli S. aureus C. albicans
1 P. purpurogenum p01 - S) -
2 A. sydowii a0l - 5 -
3 A. candidus a02 7 9 7,5
4 A. caespitosos a03 - - -
5 Penicillium sp. p02 - - -
6 P. steckii p03 - 3 -
7 A. awamori a04 - - -
8 A. oryzae a05 4 5 11
9 A. oryzae a06 - - -
10 P. janthinellum p04 - - -
11 P. citrinum p05 - - -
12 A. oryzae a07 - 8 -
13 Aspergillus sp. a08 - - -
14 P. fellutanum p06 - - -
15 P. fellutanum p07 - 8 5
16 P. fellutanum p08 - 5 -
17 P. waksmani p09 - 10 -
18 P. spinulosum p10 - - -
19 Penicillium sp. p11 - 5 -
20 Penicillium sp. p12 - - -
21 P. citrinum p13 - 5 -
22 A. flavus-furcatis a09 - - 13
23 P. lividum p14 - - -
24 P. citreonigrum p15 - 7 -
25 P. citrinum p16 - 8 -
26 P. citrinum p17 - 10 -
27 Penicillium sp. p18 - - -
28 Penicillium sp. p19 - - -
29 P. citrinum p20 - 14 -
30 Penicillium sp. p21 - - -
31 A. pseudonomius al10 14 10 -
32 A. flavus a1l 4 10 10,5
33 P. citrinum p22 - 8 -
34 P. fellutanum p23 - - -
35 Penicillium sp. p24 - - -
36 P. fellutanum p25 - 7 -
37 Penicillium sp. p26 - - -
38 A. niger al2 - - -
39 P. fellutanum p27 - - 5
40 P. fellutanum p28 - 4 -
41 P. purpurogenum p29 - 10 -
42 A. flavus al13 - 5 9,8
43 P. citrinum p30 - 5 -
44 A. aculeatus al4 - - 3,2
45 A. niger al5 - - -
46 P. citrinum p31 - 5 -
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47 Penicillium sp. p32 - - -
48 P. citrinum p33 - 7 -
49 Penicillum sp. p34 - 4 -
50 P. citrinum p35 - 4 -
51 A. flavus al16 - 5 -
52 A. subolivaceo al7 - - -
53 A. flavus a18 - 10 -
54 A. oryzae al9 - 5 -
55 A. flavipes a20 - 5 -
56 P. citrinum p36 - 5 -
57 Penicillium sp. p37 - - -
58 P. citrinum p38 - 30 -
59 P. decumbens p39 - - -
60 A. niger a2l - - 4,8
61 P. citrinum p40 - 8 -
62 Penicillium sp. p41 - - -
63 Penicillium sp. p42 - - -
64 Penicillium sp. p43 - - -
65 A. flavus a22 - 10 8
66 A. oryzae a23 5 7,5 55
67 A. flavus a24 - - -
68 Penicillium sp. p44 - - -
69 Penicillium sp. p45 - - -
70 P. citrinum p46 - 5 -
71 Aspergillus sp. a25 - 8 8
72 Penicillium sp. p47 - - -
73 A. niger a26 - 4 9
74 A. flavus a27 5 4 10
75 A. aculeatus a28 - - 7,5
76 A. clavatus a29 - - 8,3
77 Aspergillus sp. a30 - - -
78 Penicillium sp. p48 - - -
79 A. japonicus a3l - 10 -
80 A. flavus a32 7 8 9,3
81 Aspergillus sp. a33 - 3,5 -
82 A. niger a34 - 4 11
83 A. aculeatus a35 - - 6,3
84 A. flavus a36 - 5 -
85 A. niger a37 - - -
86 A. oryzae a38 - - 10,5
87 Penicillium sp. p49 - - -
88 Aspergillus sp. a39 5 4 9,5
89 A. flavus a40 - - -
90 A. flavus a4l - 2 10
91 Aspergillus sp. a42 4 5 11,3
92 A. flavus a43 - - 8,8
93 A. flavus a44 10 10 15
94 A. amoenus a45 - 12 -
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95 A. awamorii a46 - 9,3 -

96 A. niger a47 - 10 -
97 A. giganteus a48 9 7 8
98 P. rubens p50 - - -
99 A. aculeatus a49 - - 6
100 A. aculeatus a50 - 17 -

Tabela 4 — Atividade antimicrobiana dos extratos de Aspergillus e Penicillium pelo
método do “cup plate” com 0s halos de inibicdo em mm.

No trabalho desenvolvido por Neto e colaboradores (2017), também foi possivel
verificar que seus extratos fungicos do género Penicillium também comprovam atividade
contra S. aureus, corroborando com os dados do presente estudo. Entretanto, os extratos
fangicos do género Penicillium ndo apresentaram formacédo de halos de inibicdo contra
E.coli, divergindo do que foi encontrado no trabalho de Silva (2008), sugerindo assim
que haja diferenga no mecanismo microbiano de cada espécie (NETO et al., 2017). Além
disso, de maneira geral em seu estudo observou-se a formacéo de halos de inibigdo com
valores superiores aos encontrados no presente estudo para as espécies desse género, com

excecdo do P. citrinum p38 que apresentou halo de 30 mm.

Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

Pela técnica de microdiluicdo em caldo, verificou-se que dentre todos os extratos
que apresentaram atividade antimicrobiana positiva contra pelo menos um
microrganismo no teste de cup plate, aproximadamente 24% (n=15) apresentaram
atividade nas menores concentragfes do estudo (0,156 e 0,312 mg/mL de CIM) contra 0s
microrganismos, tendo como destaque o extrato de A. pseudonomius al0 que foi o Unico
a apresentar a menor concentracdo, de 0,156 mg/mL para inibic¢do de E. coli, os demais
extratos tiveram CIM de 0,312 mg/mL. Todos os menores valores de CIM destacados em

negrito na Tabela 5.

Em um trabalho realizado em solo do cerrado mineiro, também com estudos de
fungos filamentosos incluindo espécies do género Penicillium, notou-se que a CIM de
tais extratos fungicos foi maior do que a obtida no presente estudo, onde a CIM
encontrada foi de 2 mg/mL, enquanto que no presente estudo foram encontrados valores
entre 0,156 e 0,312 mg/mL (MOREIRA, 2009).
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Também, em um trabalho desenvolvido por Vanderline & Onofre (2010), quanto

ao estudo dos metabdlitos produzidos pelo fungo Pycnoporus sanguineus contra S.

aureus, foi possivel verificar valores de CIM superiores, de 6,25% de concentracao,

divergindo do que foi encontrado no presente estudo.

Tendo em vista tais resultados, as amostras apresentaram valores de CIM com

atividade antimicrobiana com alta inibi¢cdo, mostrando um forte potencial para pesquisa

e desenvolvimento de novas

multirresistentes.

substancias

antimicrobianas

contra bactérias

Linhagem Fungica

Valores de CIM (mg/mL)

ITEM (CFAM) E. coli S. aureus C. albicans
1 P. purpurogenum p01 - 10 -
2 A. sydowii a0l - 0,625 -
3 A. candidus a02 5 5 5
4 P. steckii p03 0,312 -
5 A. oryzae a05 10 1,25 2,5
6 A. oryzae. a07 - 10 -
7 P. fellutanum p07 - 0,312 2,5
8 P. fellutanum p08 - 10 -
9 P. waksmanii p09 - 10 -
10 Penicillium sp. p11 - 10 -
11 P. citrinum p13 - 10 -
12 A. flavus-furcatis a09 - - 2,5
13 P. citreonigrum p15 - 0,312 -
14 P. citrinum p16 - 10 -
15 P. citrinum p17 - 10 -
16 P. citrinum p20 - 10 -
17 A. pseudonomius al0 0,156 5 -
18 A. flavus all 0,312 5 2,5
19 P. citrinum p22 - 10 -
20 P. fellutanum p25 - 10 -
21 P. fellutanum p27 - - 2,5
22 P. fellutanum p28 - 0,312 -
23 P. purpurogenum p29 - 2,5 -
24 A. flavus al13 - 0,312 2,5
25 P. citrinum p30 - 2,5 -
26 A. aculeatus al4 - - 0,312
27 P. citrinum p31 - 2,5 -
28 P. citrinum p33 - 10 -
29 Penicillium sp. p34 - 5 -
30 P. citrinum p35 - 10 -
31 A. flavus al6 - 10 -
32 A. flavus a18 - 5 -
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33 A. oryzae al9 - 2,5 -

34 A. flavipes a20 - 10 -
35 P. citrinum p36 - 10 -
36 P. citrinum p38 - 0,312 -
37 A. niger a21 - - 10
38 P. citrinum p40 - 10 -
39 A. flavus a22 - 10 5
40 A. oryzae a23 10 5 S)
41 P. citrinum p46 - 10 -
42 Aspergillus sp. a25 - 1,25 5
43 A. niger a26 - 2,5 5
44 A. flavus a27 0,312 0,312 5
45 A. aculeatus a28 - - 0,625
46 A. clavatus a29 - - 10
47 A. japonicus a3l - 2,5 -
48 A. flavus a32 10 0,312 2,5
49 Aspergillus sp. a33 - 2,5 -
50 A. niger a34 - 5 0,625
51 A. aculeatus a35 - - 0,625
52 A. flavus a36 - 0,312 -
53 A. oryzae a38 - - 10
54 Aspergillus sp. a39 2,5 0,625 0,625
55 A. flavus a4l - 0,312 5
56 Aspergillus sp. a42 0,625 0,625 0,625
57 A. flavus a43 - - 2,5
58 A. flavus a44 0,625 1,25 2,5
59 A. amoenus a45 - 10 -
60 A. awamori a46 10 0,312 -
61 A. niger a47 - 0,312 -
62 A. giganteus a48 10 0,625 0,625
63 A. aculeatus a49 - - 0,625
64 A. aculeatus a50 - 2,5 -

Tabela 5 — Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) dos extratos de Aspergillus spp. e
Penicillium spp. Em negrito se encontram os menores valores de CIM.

Analise cromatografica dos extratos por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A andlise cromatografica foi realizada com 14 (Tabela 6) dos 15 extratos
promissores provenientes da CIM devido a perda de uma cultura por contaminagéo, nao
apresentando viabilidade nas tentativas de purificagéo.

O sistema de eluicéo utilizado foi o Cloroférmio-Metanol na proporgéo de 8:1,
pois somente neste sistema se obteve uma melhor defini¢do e maior quantidade de bandas

visualizadas. A partir da visualizacao das bandas foi possivel calcular os respectivos RF.
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ITEM Linhagem Fungica Rf Rf com Revelador Cor Sugestao de classe
(CFAM) Total atividade
01 P. steckii p03 12 Rf8-0,63 Anisaldeido Roxo Terpenos
(S. aureus)
02 P. fellutanum p07 6 Rf1-0,09 Anisaldeido Amarelo Flavonoides
Cloreto Feérrico
Rf6-0,79 NP/PEG Azul Alcaloides e cumarinas
(S. aureus) Nenhum - -
03 P. citreonigrum p15 Né&o teve RF com atividade
04 A. pseudonomius 5 Rf4* Dragendorff Laranja Alcaloides
al0 (E. coli) NP/PEG Azul Alcaloides e cumarinas
Rf3* UV 365 nm Azul Alcaloides e cumarinas
(S. aureus) NP/PEG Azul Alcaloides e cumarinas
05 A. japonicus all 6 Rf1-0,36 UV 254 nm Azul Alcaloides e cumarinas
(E.coli) UV 365 nm Amarelo Flavonoides
Rf2-0,40 Dragendorff Laranja Alcaloides
(S. aureus) Sulfato Cérico Lilas Terpenos
06 A. flavus al13 4 Rf 4* Anisaldeido Lilas Terpenos
(S. aureus) Cloreto Férrico Vermelho Fendlicos
07 A. aculeatus al4 Né&o teve RF com atividade
08 P. citrinum p38 7 Rf6—0,84 Dragendorff Laranja Alcaloides
(S. aureus)
09 A. flavus a27 5 Rf1-0,34 UV 254 nm Azul Alcaloides e cumarinas
(E. coli) Dragendorff Laranja Alcaloides
Rf3-0,40 Sulfato Cérico Lilas Terpenos
(S. aureus)  Cloreto Férrico Vermelho Fendlicos
10 A. flavus a32 8 Rf3-0,34 UV 254 nm Azul Alcaloides e cumarinas
(E. coli) Sulfato Cérico Lilas Terpenos
Cloreto Férrico Vermelho Fendlicos
Rf4-0,43 NP/PEG Azul Alcaloides e cumarinas
(S. aureus) Dragendorff Laranja Alcaloides
11 A. flavus a36 7 Rf3-0,38 Cloreto Férrico Vermelho Fendlicos
(S. aureus) NP/PEG Azul Alcaloides e Cumarinas
12 A. flavus a4l 8 Rf2-0,34 UV 254 nm Azul Alcaloides e Cumarinas
(E.colieS. Dragendorf Laranja Alcaloides
aureus) Sulfato Cérico Lilas Terpenos
13 A. awamori a46 Né&o teve RF com atividade
14 A. niger a47 8 Rf2-0,37  Sulfato Cérico Lilas Terpenos
(S. aureus)

31



Tabela 6 — Fatores de Retencdo (RF) com atividade encontrados. (*) Valores de Rf ndo
calculados devido a problemas na obtencgdo do extrato.

Pode ser visualizado abaixo algumas das bandas de amostra com atividade e seus
respectivos reveladores os quais permitiram a sugestdo das provaveis classes quimicas
com acéo antimicrobiana (Figura 5):

a b) o d) e)

Rf1 Rf 3

Ec 254 D S.a CF

Figura 5 — A. flavus a27 com Rf 1 para atividade contra E. coli (a) sendo revelado através
de Luz UV 254 nm (b) e dragendorff (c) e, Rf 3 com atividade contra S. aureus (d) sendo
revelado por cloreto férrico (e).

Nos cromatogramas revelados por luz UV de 254 e 365 nm, todos os extratos
apresentaram fluorescéncia, indicando assim, que possuem ligagdes duplas (segundo a
revelagdo de luz UV 254 nm) e duplas conjugadas (revelacdo em luz UV 365 nm),
assemelhando-se a estudos recentes de OLIVEIRA (2018) que trabalhou com
identificacdo do perfil quimico de 21 espécies de fungos endofiticos, e destacou que todos
0S seus extratos apresentavam fluorescéncia nos dois comprimentos de onda, luz UV de
254 e 365 nm.

De maneira geral, ndo considerando apenas as bandas com atividade bioldgica,
foram encontrados nos extratos uma maior quantidade de bandas sugestivas das classes
dos terpenos, seguido das cumarinas, compostos fenolicos, alcaloides e, por fim,
flavonoides (Tabela 7). Os resultados corroboram com o estudo de Oliveira (2018) quanto
a sugestdo de moléculas da classe dos terpenos, onde em seu trabalho com fungos
endofiticos, sugere-se que grande parte dos extratos pertencem a essa classe, indicando
assim que os terpenos estdo bem distribuidos nos fungos. J& no trabalho realizado por

Silva (2017), também com fungos endofiticos é evidenciada a ampla distribuicdo de
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outras classes quimicas nos fungos, destacando em seus resultados os flavonoides e

fenolicos, que também podem ser visualizados no presente estudo.

Terpenos, flavonoides, alcaloides, compostos fendlicos sdo classes quimicas
bastante procuradas por pesquisadores por apresentarem diversas atividades
farmacologicas como as atividades antiviral, antitumoral, anti-inflamatoria, antioxidante,
hormonal, dentre outras (SANTOS e RODRIGUES, 2017; SILVA, 2017; OLIVEIRA,
2018).

Com isso, 0s extratos se mostraram promissores para o desenvolvimento de novos
farmacos, apresentando moléculas com grande variedade de classes quimicas como 0s
terpenos, fendlicos, cumarinas, alcaloides e flavonoides, que sdo classes ja conhecidas
por serem produtoras de antimicrobianos, entretanto como perspectivas futuras, faz-se
necessario o desenvolvimento de outras técnicas para a melhor elucidacdo de tais

compostos.

Sugestédo das classes quimicas encontradas nos Rfs dos extratos
ITEM  Alcaloides Terpenos Compostos Fendlicos  Flavonoides Cumarinas

1 - + - + -
2 - + - + -
3 + + - + +
4 + + - + +
5 + + + + +
6 - + + - -
7 - + - - +
8 + + + + +
9 + + + - +
10 + + + - +
11 + + + - +
12 - + + - +
13 - + - - -
14 - - + - +
Total 7 13 8 6 10

Tabela 7 — Caracterizacdo quimica das bandas encontradas nos extratos com ou sem atividade
bioldgica

Avaliagdo qualitativa da producéo de proteases

A avaliacdo qualitativa da produgéo de enzimas foi realizada com 10 dos 14
fungos utilizados na CCD devido a perda de 4 culturas por contaminagdo, nédo

apresentando-se vidveis nas tentativas de purificacdo. Os fungos utilizados foram: P.
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steckii p03, P. fellutanum p07, P. citreonigrum p15, A. flavus all, A. flavus al3, A.

aculeatus al4, A. flavus a27, A. flavus a32, A. flavus a36 e A. flavus a41.

Apobs o periodo de 24h de incubacgdo, oito (80%) das 10 amostras enzimaticas
apresentaram atividade (Tabela 8). O menor indice enzimético encontrado nas primeiras
24h foi da amostra de A. flavus al3 com | = 2,5 ja o maior indice foi encontrado na
amostra A. flavus a32, com | = 3,21 (Figura 6). Apos o periodo de 48 horas de incubacéo
das 10 amostras enzimaticas, apenas um ndo apresentou atividade (Tabela 9), tendo
portanto 90% dos fungos com producdo proteolitica. O menor indice encontrado nesse
periodo foi da amostra de A. aculeatus al4 com | = 2,21 (que nas primeiras 24h ndo
apresentou producdo enzimatica, ou seja, nao formou halo) e o maior foi de A. flavus a32
com | =411

Figura 6 - Halo de hidrolise da
amostra de A. flavus a32 apds 24 horas.
Com isso, tais fungos podem ser considerados produtores de enzimas
extracelulares em meio solido, nesse caso proteases, uma vez que apresentaram | > 2,0
(SOARES et al., 2010).

ITEM Linhagem Fungica Indice Indice Desvio
(CFAM) Enziméatico Enzimatico Padréo
(1) 24h (1) 48h

1 P. steckii p03 2,56 3,25 0,49

2 P. fellutanum p07 2,73 3,41 0,48

3 P. citreonigrum p15 0,00 0,00 0,00

4 A. flavus all 2,75 3,70 0,67

5 A. flavus a13 2,5 3,22 0,51

6 A. aculeatus al4 0,00 2,21 1,56

7 A. flavus a27 2,5 3,07 0,40
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8 A. flavus a32 3,21 411 0,64
9 A. flavus a36 2,7 3,63 0,66
10 A. flavus a41 2,56 3,26 0,49
Tabela 8 — Analise qualitativa, Indice enzimatico (1) das amostras em 24 e 48h

Em um estudo com fungos endofiticos isolados de plantas do cerrado realizado
por Werneck (2016), dos 58 isolados fungicos, apenas 36 formaram halo de hidrolise em
meio de cultura contendo caseina, no periodo de 24h. Sendo assim, em seu trabalho houve
62,07% de producdo proteolitica, divergindo do que foi encontrado nesse estudo onde a
producdo no mesmo periodo de 24h foi de 80%. Além disso, no trabalho citado néo foi
estabelecido um valor minimo de halo para considerar essa producdo, divergindo do
presente estudo, onde foi estabelecido o | > 2 para se considerar um fungo produtor de

enzimas proteoliticas.

No estudo de Chamy (2017), com a identificagdo de fungos produtores de enzimas
extracelulares, dos 14 fungos que foram analisados para a atividade proteolitica, apenas
3(21,42%) obtiveram resultados positivos para a producdo de proteases, com | > 2, tendo
destaque para a cepa CCA1 que apos o periodo de 36h obteve | = 5,46, superior ao que

foi encontrado no presente estudo.

Avaliacdo quantitativa da produgao de proteases

A avaliacdo quantitativa da producdo de proteases foi realizada com as mesmas
amostras enzimaticas que passaram pela atividade qualitativa. Das dez amostras, duas
apresentaram os maiores valores de atividade, sendo estas as amostras de P. steckii p03,

P. fellutanum p07 e A. flavus a32, com valores acima de 70 U/mL (Tabela 9).

No estudo de Werneck (2016), dos 33 fungos que formaram halo para a produgéo
de protease, 0 maior valor de atividade encontrado em sua analise quantitativa foi de 41
U/mL, divergindo do que foi encontrado no presente estudo. Ja no trabalho de Azevedo
(2018) com 200 fungos isolados do solo amazénico, 11 se destacaram, produzindo
atividade proteolitica superior a 50 U/mL, destacando os géneros Fusarium e Aspergillus
com | =97 e | =54 U/mL, respectivamente. Nesse ponto destaca-se o género Aspergillus

que apresentou indices satisfatorios de atividade enzimatica também no presente estudo.
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No trabalho de Chamy (2017), dos 3 fungos com atividade proteolitica, a cepa
CCA1 ganhou destaque com atividade igual a 186 U/mL. Tais estudos comprovam que

os fungos, de maneira geral, sdo bons produtores de enzimas de interesse industrial.

ITEM AMOSTRA Atividade Desvio
(CFAM) proteolitica Padréo
(U/mL)
1 P. steckii p03 72,00 3,36
2 P. fellutanum p07 153,33 1,68
3 P. citreonigrum p15 2,00 0,00
4 A. flavus all 31,33 0,67
5 A. flavus al13 17,33 2,91
6 A. aculeatus al4 16,67 2,14
7 A. flavus a27 37,33 2,69
8 A. flavus a32 93,33 0,38
9 A. flavus a36 26,67 0,67
10 A. flavus a4l 19,33 1,76

Tabela 9 — Atividade proteolitica (U/mL) de linhagens de Aspergillus.
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5. CONCLUSAO

Foi possivel verificar que os extratos fangicos apresentam capacidade para a
inibicdo de microrganismos patogénicos, tendo uma prevaléncia pelas bactérias Gram-
positivas. As amostras apresentaram valores de CIM com atividade antimicrobiana com
alta inibicdo, evidenciando potencial para pesquisa e desenvolvimento de novas

substancias antimicrobianas contra bactérias resistentes.

Os extratos apresentaram moléculas com grande variedade de classes quimicas
como os terpenos, fendlicos, cumarinas, alcaloides e flavonoides, que sdo classes ja
conhecidas por serem produtoras de antimicrobianos, contribuindo assim com a
caracterizacdo quimica do acervo das espécies de fungos do género Aspergillus da
CFAM.

Quanto a producéo de proteases, os filtrados obtiveram resultados que comprovam
que sdo bons produtores e obtiveram bom desempenho com os valores de atividade
proteolitica, sendo necessario estudos mais aprofundados para a caracterizacdo de tais

proteases.

De maneira geral, os fungos estudados apresentaram potencial atividade tanto para
antimicrobianos quanto para a producdo de proteases, contribuindo para a melhor
caracterizagdo das espécies fungicas da regido Amazonica, especificamente os géneros

Aspergillus e Penicillium, bem como para 0 avanco no setor biotecnoldgico.

Como perspectivas futuras, faz-se necessario 0 uso de outros métodos quimicos
para a melhor separacao e purificacao das moléculas com atividades bioldgicas presentes

nos extratos.
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