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Esta obra constituiu-se a partir de um processo colaborativo entre professores,
estudantes e pesquisadores da area da microbiologia que reuniram alguns dos seus
resultados recentes de pesquisas com foco na obtencédo de produtos microbianos de
interesse biotecnoldgico. Resulta também, de um movimento interdisciplinar trazendo
como aliada a fotografia cientifica, onde a imagem da capa foi produzida a partir de um
ensaio fotografico para registro artistico da beleza e sutileza do trabalho executado na
rotina de um laboratério de microbiologia, apresentando uma das Actinobactérias objeto
de estudo nesta obra, trazendo portanto, a identidade deste livro.

Esta iniciativa se construiu a partir de um movimento interdisciplinar e interinstitucional
reunindo ag¢des de incentivo a pesquisa que uniu pesquisadores de diferentes
especialidades dentro da grande area da Microbiologia de instituicdes de ensino superior
publicas e privadas, nacionais e internacionais.

As informagdes aqui apresentadas tem a finalidade de estimular a leitura sobre a
vivéncia da biotecnologia microbiana em nossa rotina e, portanto, fomentar a formagéo
cientifica por meio da produgéo, socializagdo e estimulo de acesso ao conhecimento
especializado.

Agradecemos aos autores pela disponibilidade, empenho e dedicagao para o
desenvolvimento dessa obra, especialmente por aceitarem este desafio em um momento
delicado que vivemos em recluséo devido a Pandemia de COVID-19. Esperamos também
que esta obra sirva de instrumento didatico-pedagogico para estudantes, professores
dos diversos niveis de ensino em seus trabalhos e demais interessados pela temética.

Silvia Katrine Rabelo da Silva
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Plataformas Microbianas para Producao
de Biofarmacos

Renata Ligia de Araujo Furlan

Gabriel Padilla
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RESUMO

Os compostos bioativos despertam compostos bioativos que despertam grande interesse
das industrias farmacéuticas, alimenticias, agricolas e outras. Produzidos em grande parte
por microrganismos e plantas apresentam aplicacdes terapéuticas como agentes antimi-
crobianos, imunossupressores, anticancerigenos e anti-inflamatérias. Conhecidos como
Produtos Naturais (PNs) séo classificados como pequenas moléculas, representadas pelos
metabolitos microbianos, moléculas sinalizadoras, fatores de crescimento entre outros.
Geralmente, os PNs ja estudados sdo derivados da sintese de metabdlitos secundarios dos
microrganismos e plantas (DEMAIN, 2000; DHAKAL; DHAKAL; SOHNG, 2017). Além dos
PNs, diversos produtos farmacéuticos biolégicos, denominados biofarmacos sao produzidos
utilizando a tecnologia do DNA recombinante em plataformas de células de animais, vegetais
e microrganismos (TRIPATHI; SHRIVASTAVA, 2019). Desde a sua introducao nos tratamen-
tos clinicos em 1982, os medicamentos biofarmacéuticos revolucionaram o tratamento de
doencas como cancer, disturbios metabdlicos e infeccoes. Como exemplos de biofarmacos
apresentam-se a producao de anticorpos monoclonais, interferons, citocinas, vacinas, mo-
duladores de enzimas (LACANA; AMUR; MUMMANNENI; ZHAO et al., 2007; MICHAEL,
2015). O mercado biofarmacéutico se desenvolveu muito mais rapido do que o mercado de
PNs e medicamentos sintéticos, devido ao envelhecimento da populagcéo. Objetivo: referen-
ciar as principais plataformas microbianas de producéo de biofarmacos. Método: o trabalho
envolve uma pesquisa descritiva por coleta de dados bibliograficos. Resultados: apresen-
tacao de sistemas procaribticos, principalmente Escherichia coli, sistemas eucaribticos de
leveduras, Saccharomyces cerevisiae e Pichia pastoris e atividade biolégica provenientes
dessas plataformas. Conclusao: as plataformas microbianas devem se tornar primordiais
no processo de producéo de biofarmacos, devido ao interesse das industrias farmacéuticas
e aplicacdo em terapéuticas.

Palavras-chave: Biofamacos, Plataformas Microbianas, Proteinas Recombinanates.



B INTRODUGCAO
Tecnologia de DNA recombinante propulsora da producéao de biofarmacos

N&o sdo apenas os PNs que vislumbram o setor industrial farmacéutico, com o advento
da tecnologia do DNA recombinante esta havendo uma explosao de produtos biologicos,
conhecidos como biofarmacos. O termo biofarmaco cunhado na década de 1980 refere-se
a produtos farmacéuticos produzidos por processos biotecnolégicos usando a tecnologia
de DNA recombinante, que modifica geneticamente uma célula para a producéo de uma
proteina de interesse (RADER, 2008).

O exemplo classico é a producéo de insulina recombinante para pacientes diabéticos,
aprovada em 1982 pelo FDA (Food and Administration), produzida a partir de cultura de uma
bactéria geneticamente modificada (JOHNSON, 1983). Os biofarmacos apresentam vanta-
gens quando comparados aos medicamentos convencionais, pois tem como alvo apenas
moléculas especificas, o que raramente causam efeitos colaterais (CRAIK; FAIRLIE; LIRAS;
PRICE, 2013) além de, apresentarem excelente atividade biologica (MITRAGOTRI; BURKE;
LANGER, 2014). Com essas vantagens sdo cada vez mais requeridos, principalmente para
o tratamento de pacientes que ndo respondem bem a medica¢do com drogas sintéticas.

A area de produtos biofarmacéuticos € um mercado crescente na industria de biotecno-
logia direcionada, principalmente, a medicina humana. A maioria dos biofarmacos aprovado
para comercializagao sao obtidos a partir proteinas: anticorpos monoclonais, fatores de
crescimento, proteinas purificadas, proteinas, horménios, vacinas, enzimas recombinantes,
terapias celulares e genéticas, imunomoduladores sintéticos entre outros. Segundo o relatorio
apresentado pela empresa Mordor Intelligence, o mercado biofarmacéutico foi avaliado em
cerca de US $325,17 bilhdes em 2020 e espera-se que o crescimento da receita para 2026
chegue a US $496,71 bilhdes. De acordo com a empresa no inicio deste ano, o mercado
de biofarmacos esta sendo impulsionado pela crescente populagcéo geriatrica, aumento de
doencas crénicas, pela pandemia da COVID-19, além da demanda de contornar os efeitos
colaterais associados a algumas terapias realizadas com pequenas moléculas (sintéticos)
e tratamentos cirargicos invasivos. A aplicacao terapéutica desses produtos esta principal-
mente nas areas de oncologia, doencas infecciosas e inflamatorias, distarbios autoimunes,
disturbios metabdlicos, disturbios hormonais, doencas cardiovasculares, doengas neurologi-
cas. Nesse mesmo estudo a consultoria apresenta como principal mercado biofarmacéutico
os Estados Unidos, onde os investimentos em atividades de pesquisa e desenvolvimento sao
fortemente considerados, tornando-os a capital global de startups nessa area. Atualmente,
grande parte das empresas de biofarmacos dos Estados Unidos esta direcionada no de-
senvolvimento de terapias para COVID-19 (MORDOR INTELLIGENCE, 2022). De acordo



com a Pharmaceutical Research and Manufacturers of America, em janeiro de 2021 cerca
de 1.750 ensaios clinicos estavam em andamento para o desenvolvimento de vacinas e
medicamentos (PHRMA, 2021).

A producéo de biofarmacos é bastante complexa, onerosa e requer diretrizes bem claras
sobre o processo de producéo, eficacia e seguranca. A reproducao de biofarmacos é bem
complexa, podendo apresentar variagdes na formulagado quando realizado em laboratérios
diferentes (KESIK-BRODACKA, 2018). Com o término da protecéo de patentes sobre os
biofarmacos abriu- se a possibilidade de producao de biossimilares. O termo biossimilar foi
definido pela Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) e, se refere a produtos biolégicos
gue contenham uma versao do insumo farmacéutico ativo encontrado nos medicamentos
biol6gicos de referéncia previamente registrados (KESIK-BRODACKA, 2018) e (EMA, 2014).
Esses por sua vez podem apresentar diferencia¢cao no padréo de glicosilagéo ou no potencial
do ingrediente ativo e, com isso pode haver influéncia nas propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas dos biossimilares em relagao ao biofarmaco. Para evitar que isso aconte-
¢ca, melhoramentos no processo de producao estéo sendo realizados. O mercado brasileiro
de biofarmacéuticos é dominado por produtos bioldgicos importados, sendo os anticorpos
monoclonais 0s mais vendidos. A nao producao de tecnologia e de produtos, no Brasil, €
preocupante, visto que torna importagdes de bioldgicos um gasto muito relevante para a
saude publica (SALERNO; MATSUMOTO; FERRAZ, 2018). Tentando sanar esse problema
houve a formagédo de um consorcio entre laboratérios da rede publica nacional e laboratorios
de empresas privadas, se uniram para somar conhecimentos, capacitacédo profissional e
transferéncia de tecnologia, com o objetivo de fornecer a custo reduzido esses medicamentos
estratégicos para o Sistema Unico de Satde (SUS) (SALERNO; MATSUMOTO; FERRAZ,
2018). Segundo Deloitte 2018 citado em LiNAbiotec, o Brasil ocupa o 9° lugar ranking de
paises, com 37 biossimilares em desenvolvimento.

A regulamentacao de para produtos biolégicos no pais foi definida pela Anvisa em
2010, por meio da resolucéo:

RDC N° 55, DE 16 DE DEZEMBRO DE 2010,

Art. 1° Com o objetivo de estabelecer os requisitos minimos para o registro
de produtos biolégicos novos e produtos biol6gicos no pais, visando garantir
a qualidade, seguranca e eficacia destes medicamentos.

Essa resolucéo é aplicada aos produtos: | - vacinas; Il - soros hiperimunes; Il - hemode-
rivados; IV - biomedicamentos classificados em: a) medicamentos obtidos a partir de fluidos
biolégicos ou de tecidos de origem animal; e b) medicamentos obtidos por procedimentos
biotecnolbgicos. V - anticorpos monoclonais; VI - medicamentos contendo microorganismos



vivos, atenuados ou mortos; deixando de fora os antibi6ticos e estrogenos conjugados se-
mi-sintéticos, probidticos e alérgenos, que apresentam regulamentacéao propria.

Este trabalho de revisdo atualizada da literatura apresenta as plataformas microbianas
para a producao de produtos farmacéuticos.

H MATERIAL E METODO

O material apresentado trata- se de uma pesquisa descritiva por coleta de dados biblio-
graficos pautados em artigos cientificos e textos gerais. Bases eletrdnicas como, NCBI, Scielo,
Google Scholar, ANVISA, FDA e OMS, foram consultadas para essa revisao bibliografica.

H RESULTADOS E DISCUSSAO

O que sao proteinas recombinantes e como sao produzidas?

A informacéo para sintese de proteinas € armazenada no DNA, que serve como mol-
de para processos transcricionais altamente regulados, que produzirao o RNA mensageiro
(mRNA). A mensagem codificada pelo mRNA é entéo traduzida em sequéncias definidas
de aminoacidos, sendo as unidades constituintes da proteina.

As proteinas recombinantes sdo proteinas codificadas por DNA recombinante, que
por meio da ligacdo do gene codificador da proteina de interesse a um vetor (DNA plas-
midial) pode expressar excesso de proteina exdbgena em uma célula hospedeira, podendo
ser células procarioticas ou eucaridticas. A proteina recombinante é uma forma manipulada
da proteina original, necesséria para o0 aumento de escala da produg¢éo da proteina de in-
teresse. Sua producdo inicia-se com o isolamento e clonagem em um vetor plasmidial de
expressao da sequéncia de codificacdo da proteina de interesse. A maioria das proteinas
recombinantes para uso terapéutico sdo de humanos, mas sao expressas em microrganismos
como bactérias, leveduras ou em culturas de células animais. Os genes humanos sao muito
complexos e apresentam sequéncias de DNA né&o codificadoras de proteinas conhecidas
como introns. Para a retirar os introns do gene deve haver um processo de converséo do
mRNA em cDNA. Com a auséncia de regides reguladoras pelo cDNA, essas deverao ser
fornecidas pelo vetor de expresséo (Figura 1a).

Muitas proteinas recombinantes requerem modifica¢cdes pos- traducionais (MPTs),
como glicosilagao, fosforilagdo, metilacdo, carboxilacdo, além da formacao de ligagdes de
dissulfetos. As MPTs introduzem modificacbes quimicas especificas na cadeia primaria de
aminoacidos por meio da adicéo de estruturas ramificadas complexas. Elas estéo relacio-
nadas com o crosstalk metabdlico, dobramento e estabilidade da proteina e na sinalizagao



de erros. As principais MTPs sao a glicosilacao e ligacao dissulfeto, que estdo diretamente
envolvidas na regulacao, funcao e estabilidade da proteina (MACEK; FORCHHAMMER,;
HARDOUIN; WEBER-BAN et al., 2019).

A sintese de proteinas recombinantes em microrganismos se destaca devido algumas
vantagens, tais como: mais rapidez no processo de producao, mais econémico, manipula-
cOes genéticas faceis, processos a jusante (Figura 1b) mais faceis quando comparados com
sistemas de mamiferos. Aqui sédo apresentadas as principais plataformas de microrganismos
utilizadas para expressao de proteinas recombinantes de produtos com aplicacao terapéutica.
Figura 1. Esquema reduzido de processos envolvidos na producdo de biofarmacos. 1a) Plataforma de expressao - 1.
Selecdo do gene de interesse; 2. Clonagem do inserto no vetor de expressao; 3. Transformacdo do plasmideo recombinante
e expressao na plataforma adequada; 4. Selecdo dos clones recombinantes por meio de marcadores. 1b) Producdo da
proteina recombinante- 1. Expansao do clone recombinante; 2. Produ¢do em biorreator de larga escala e recuperagdo da

massa por filtracdo e centrifugacdo, 3. Purificacdo por cromatografia do ingrediente ativo, 4. Caracterizacdo, estabilidade,
formulacdo e envase. Figura (1a)- adaptada de BIOLOGICSCORP.
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Plataformas para producao de biofarmacos

Os biofarmacos incluem proteinas recombinantes e acidos nucleicos como seus in-
gredientes ativos, sendo as proteinas recombinantes as principais. Essas proteinas po-
dem ser produzidas em diferentes plataformas de expresséao industrial, incluindo: sistemas
procaridticos, principalmente Escherichia coli, sistemas eucaritticos a base de leveduras,
Saccharomyces cerevisiae e Pichia pastoris e fungos filamentosos, também em linhagens
celulares de mamiferos, células de insetos ou plantas (DEMAIN; VAISHNAYV, 2009). Outra
plataforma que esta sendo aprimorada como alternativa para expressoées é a CFPS (do in-
glés: Cell Free Protein Synthesis, também conhecida como sistemas de expressao “in vitro”
(ZEMELLA; THORING; HOFFMEISTER; KUBICK, 2015). Apesar de inumeras plataformas
estarem disponiveis para a producéo de proteinas recombinantes, cada uma apresenta sua
peculiaridade, com vantagens e desvantagens (RETTENBACHER; ARAUZO-AGUILERA;
BUSCAJONI; CASTILLO-CORUJO et al., 2021). A escolha da melhor plataforma no momento
da utilizacao tem que ser com base em propriedades especificas da proteina de interesse
com protocolo e estratégias de producéo bem definidos (KESIK-BRODACKA, 2018). As pla-
taformas microbianas sao almejadas para a producao de biofarmacos por serem mais faceis
de trabalhar, robustas e economicamente mais viaveis quando comparadas, por exemplo,
com a de mamiferos. Representam bioprodutos farmacéuticos oriundos de plataformas
microbianas as vacinas, hormdnios, interferons e fatores de crescimento, além de enzimas
industriais que ndao possuem aplicacao terapéutica, com aplicacao na industria de alimentos,
racao, téxteis e outras.

Entre as plataformas microbianas, as que compdem o sistema bacteriano sdo as mais
utilizadas para a expresséo de proteinas recombinantes. Segundo dados da BioProcess
Technology Consultants, em 2010, a producéo total de proteinas puras como ingredientes
ativos biofarmacéuticos foi de 26,4 toneladas, sendo 68% produzidos em sistemas bacte-
rianos e 32% em sistemas mamiferos (KESIK-BRODACKA, 2018). Mais de 400 biofarma-
cos (peptideos e proteinas) ja sdo comercializados e, um numero superior a 1000 estéo
em desenvolvimento (SANCHEZ-GARCIA; MARTIN; MANGUES; FERRER-MIRALLES
et al., 2016). As areas terapéuticas com mais biofarmacos disponiveis para tratamento sao:
distarbios metabdlicos com 24% de aprovacgao para tratamento de diabetes tipo 1, tipo 2,
obesidade ou hipoglicemia, doengcas hematoldgicas com 18% para tratamento de anemia
renal, hemofilia A, distarbios hemorragicos ou de coagulacao e oncologia que apresenta
aprovacéo de 15% de biofarmacos para o tratamento melanoma, cancer de mama ou co-
lorretal (SANCHEZ-GARCIA; MARTIN; MANGUES; FERRER-MIRALLES et al., 2016).

Como descrito anteriormente, a escolha da plataforma de expresséo para pro-
ducéo de biofarmacos deve estar pautada nas propriedades especificas da proteina



recombinante. As vantagens e desvantagens das principais plataformas microbianas usadas
pelas industrias biofarmacéuticas estao resumidas na tabela 1.

Tabela 1. Comparacdo entre as principais plataformas de expressdo microbianas identificando as vantagens e desvantagens
de cada uma, para producdo de proteinas recombinantes (PHAM; YILMA; FELIZ; MAJID et al., 2019).

T e

Escherichia coli Altos rendimentos Auséncia de modificagbes pos- insulina, horménio de crescimento
Expressdo riapida traducionais de mamiferos humano, a, B, y-interferons e G-CSF
Crescimento rapido e econémico - N3o produz corretamente ligagbes
Ampliagdo da escala dissulfetos
Facil manipulagio genética - Presenca de endotoxinas
- Problemas na solubilidade de proteinas

Bacillus Secregdo livre de toxinas - Produgdo de muitas proteases interleucina-3EGF e esterase
Altos rendimentos extracelular que podem destruir as de Pseudomonas .
Facil manipulagio proteinas recombinantes
Recuperagdo eficiente e econdmica - Instabilidade plasmidial

Excelentes propriedades fermentativas

Producio estavel - Podem produzir hipermanolisagao insulina, antigeno de superficie da

Alta produtividade resultando em atividade alterada e uma hepatite B, urato oxidase, glucagon, fator
Presenca de modificages pds- resposta imunogénica estimulador de colénia de macrofagos de
traducionais de mamiferos granulocitos (GM-CSF), hirudina e fator de
Pode lidar com proteinas ricas em 5-5 crescimento derivado de plaguetas.
Auxilia no dobramento de proteinas

Fotos: Google Imagem

Plataformas Procarioéticas

As plataformas de procariotos para expressao de proteinas recombinantes sdo menos
dispendiosas, mais facilmente manipuladas, com crescimento e produg¢ao mais rapidas, além
da ampla compreensao de suas caracteristicas fisiolégicas e genéticas. O exemplo classico
é representado por Escherichia coli, relatada como hospedeiro de producao de primeira es-
colha (BANEYX, 1999). Abordagens que combinam conhecimento de biologia de sistemas,
biologia sintética e engenharia evolutiva influenciaram no desenvolvimento de um sistema
robusto de E. colicomo um hospedeiro para expressao heterdloga de biofarmacos (CHOI;
KATSUYAMA; BAI; DENG et al., 2018). Além desse sistema, a producéao de biofarmacos
conta com o de Pseudomonas putida mostrando-se um hospedeiro importante devido a
sua flexivel regulacdo metabdlica intrinseca, capacidades enzimaticas divergentes e tole-
rancia a xenobioticos (IPEK SUNTAR AND SUMEYRA CETINKAYA AND ULKU SELCEN
HAYDAROGLU AND SOLOMON, 2021 ). Os ramnolipidios, terpendides, PKs, NRPs e outras
substancias bioativas derivadas de aminoacidos sao produzidos em sistemas de P. putida
(RACHEL, 2012). Outro sistema bem conhecido para expressao de proteinas recombinantes
€ o de bacilos Gram-positivos, que se adapta a diferentes condicdes ambientais e capacidade
de alto rendimento de producéo de proteina. A producédo € completamente livre de toxinas e
sédo representados por Bacillus megaterium, B. subtilis, B. licheniformis e Bacillus brevis. O B.
subtilis apresenta como vantagem sobre E. coli ser um hospedeiro livre de endotoxinas para
a expressao de proteinas recombinantes, sendo escolhidos para a producédo de heparina
(PHAM; YILMA; FELIZ; MAJID et al., 2019). De um modo geral, as espécies de Bacillus


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/pseudomonas-putida
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/xenobiotic
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/rhamnolipid

produzem alto rendimento na producéo de enzimas, até 2006 eram responsaveis por 60% da
producdo comercializada (FU; XU; LI et al., 2007). Além da producdo de enzimas, também
é utilizado como sistema de expresséao para produgao de citocinas como interleucina-3EGF
e esterase de Pseudomonas.

Corynebacterium glutamicum é um sistema alternativo de destaque, sendo classificado
como altamente promissor. C. glutamicum sofreu modificagbes para ampliar a produgéo de
proteinas recombinantes; com sistema Corynex produz e secreta grandes quantidades de
fator de crescimento epidérmico humano e Fabs (LIU; YANG; ZHANG; SUN et al., 2016).
Apesar dos sistemas bacterianos serem muito requeridos e cada vez mais robustos, ainda
existem gargalos a serem resolvidos, eles sao funcionais para proteinas que nao reque-
rem glicosilagéo.

Plataformas Eucarioticas

As plataformas de eucariotos sdo geralmente utilizadas para expressar proteinas
maiores que 100 kD, também requeridas para producéo de proteinas que necessitam de
MPTs. A classica Saccharomyces cerevisiae (levedura usada para fazer o pao) e Pichia
pastoris estao entre as leveduras eucarioticas mais estudadas e, mais comumente, usadas
como hospedeiros heterdlogos para sintese de biofarmacos (DEMAIN; VAISHNAYV, 2009;
KARBALAEI; REZAEE; FARSIANI, 2020). Ambas passaram por processos de melhoramento
genético e sao capazes de produzir altos rendimentos de proteinas a baixo custo, proteinas
maiores que 50 kD, podem realizar processo de remoc¢ao de sequéncias de sinal, desenca-
dear a glicosilagdo na modificagao pos transducional, além de serem capazes de produzirem
chaperoninas que auxiliam durante o processo de dobramento de certas proteinas e podem
lidar com proteinas ricas em S-S (QI; LI; YU; ENGQVIST et al., 2020).

O uso do sistema de expressao de S. cerevisiae apresenta vantagens com relacao
ao rapido crescimento e capacidade de exportar o produto extracelularmente, porém com
relacdo as MPTs, pode ocorrer a producao de hipermanosilacéo, sendo indesejada, pois
pode resultar em uma resposta imunogénica alterada quando indicada em aplicagoes te-
rapéuticas (GUPTA; SHUKLA, 2017). Por meio de uma combinacao de ferramentas de
gendmicas e transcriptbmicas foram selecionadas cepas de P. pastoris com melhores efi-
ciéncias de transformacéao e melhores produtoras, tornando-a uma plataforma de expresséao
muito utilizada, podendo superar a plataforma de mamiferos (BRADY; WHITTAKER; TAN;
KRISTENSEN Il et al., 2020). Apresenta crescimento rapido atingindo altas densidades, tem
disponivel promotores fortes e bem regulados, pode produzir quantidades significativas da
proteina recombinante intracelular e extracelular. Algumas desvantagens também podem
interferir no sistema de P. pastoris, entre eles pode ser necessario a otimizacao do processo



para o alcance da produ¢do maxima das proteinas recombinantes, essa otimizagao pode
variar segundo a proteina alvo.

Entre as células de levedura, a Saccharomyces cerevisiae € usada na fabricacéo de
vacinas contra hepatite B e papilomavirus humano, ambas produzindo uma resposta imune
protetora contra virus do tipo selvagem (BILL, 2015). Em sistemas de P. pastoris novas va-
cinas de subunidades recombinantes foram expressas, tais como: botulismo, malaria, sars,
tuberculose, dengue e outras.

Os avancos desenvolvidos nas plataformas de produgéo para biofarmacos estéo direta-
mente relacionados com o advento das ferramentas “omics” (BECKER; WITTMANN, 2018).
Que envolve a compreenséao global de um sistema bioldgico, conhecendo, definindo e men-
surando as moléculas que o compdem, desde os genes, passando pelo RNA mensageiro,
proteinas até os metabdlitos produzidos. Essas ferramentas sdo: genémica (os genes de um
organismo), transcriptdmica (os processos de transcricdo de um organismo), protedmica (as
proteinas em um organismo), metabolémica (os metabdlitos em um organismo) e fluxomics
(a taxa de reacdes metabodlicas em um organismo).

Atividade Biol6égica de Biofarmacos de Plataformas Microbianas

O exemplo classico de biofarmaco é a producéao de insulina recombinante utilizada para
tratamento de diabetes, porém muitos outros fazem parte de uma lista de biofarmacos comer-
cializados como, por exemplo os anticorpos monoclonais Trastuzumab (Herceptin®©) utilizado
para o tratamento de cancer de mama e o Rituximab (Rituxan ou Mabthera®) disponivel para
o tratamento de linfomas e leucemias. Na tabela 2 estdo apresentados alguns exemplos de

biofarmacos produzidos em plataformas microbianas que ja sdo comercializados.

Tabela 2. Exemplos representativos de biofarmacos comercializados

Biofarmaco ® Tratamento Sistemas de Expressdo Referéncias

Humulin Diabetes E. coli (JOHNSON, 1983)

(MOHAMMED; AHMED; ROOP; MOHA-
MED et al., 2015; SANCHEZ-GARCIA;

Protropin e Humatrope Horménio de crescimento E. coli MARTIN; MANGUES; FERRER-MIRAL-
LES et al., 2016)
(MOHAMMED; AHMED; ROOP; MOHA-
Krystexxa Gota crénica E. coli MED et al,, 2015; SANCHEZ-GARCIA;
¥ ' MARTIN; MANGUES; FERRER-MIRAL-
LES et al., 2016)
Verrugas genitais, melanoma maligno, (MOHAMMED; AHMED; ROOP; MOHA-
Intron A leucemia de células pilosas, linfoma E. coli MED et al., 2015; SANCHEZ-GARCIA;
folicular, sarcoma de Kaposi e hepa- MARTIN; MANGUES; FERRER-MIRAL-
tite cronica B ou C LES et al., 2016)
(JOZALA; GERALDES; TUNDISI; FEITOSA
. . ) . et al., 2016; SANCHEZ-GARCIA; MAR-
Lantus Analogo da insulina E. coli

TIN; MANGUES; FERRER-MIRALLES et
al., 2016);

S. pneumoniae e Corynebac- (JOZALA; GERALDES; TUNDISI; FEITOSA

Prevnar Vacinas pneumocadcicas
P terium diphtheriae et al., 2016)
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Biofarmaco © Tratamento Sistemas de Expressdo Referéncias

(SANCHEZ-GARCIA; MARTIN; MAN-

Scimax Estimula hematopoiese E. coli GUES; FERRER-MIRALLES et al,, 2016)

Imunizagdo contra difteria, tétano, co-
Pediarix queluche, poliomielite e infec¢do por S. cerevisiae (NANDY; SRIVASTAVA, 2018)
subtipos conhecidos de HBV

Infecgdo de subtipos do virus da he- .. (SANCHEZ-GARCIA; MARTIN; MAN-
S. cerevisiae

. .
ecombivax patite B GUES; FERRER-MIRALLES et al., 2016)

Material residual nos produtos comercializados

Como a origem dos biofarmacos esta sustentada em sistemas biol6gicos, ha uma
enorme preocupacao quanto a presenca de residuos celulares e residuos celulares de DNAs
(rcDNA) no produto final. Recomendacdes da OMS estabelecem limites desses residuos
considerando as caracteristicas do substrato celular, a aplicacédo terapéutica pretendida e
a via de administracao dos biofarmacos, mas, principalmente, a atividade biol6gica do frag-
mento de DNA da célula hospedeira. Processos, como filtragem, devem ser implementados
e validados para garantir que nao havera residuos de células intactas no produto final. Para
diminuicdo da quantidade e redugao do tamanho de rcDNA, tratamentos com DNAse ou
inativagdo quimica sdo recomendados, garantindo um DNA n&o funcional. Segundo FDA
para células nao tumorigénicas o limite de rcDNA é < 10ng/ dose para inoculagcéo paren-
teral. No Brasil a RDC N° 55, DE 16 DE DEZEMBRO DE 2010, n&o apresenta uma diretriz

que seja especifica para limites de residuos no produto final.

B CONCLUSAO

As plataformas microbianas contam com o avancgo das ferramentas “omics” e técnicas
de biologia de sistema para melhor compreenséo da fisiologia e processos biotecnoldgicos,
que resultaram em melhoria dos sistemas microbianos. Em E. coli os resultados obtidos de
manipulagdo com as ferramentas “omics” mostram melhorias significativas no dobramento
da proteina. Bacillus alcanca titulos de producéo para enzimas industriais excelentes e,
nos ultimos anos, ha um esforgco para transpor o conhecimento adquirido para elevar os
titulos de producao de proteinas farmacéuticas. Quanto aos sistemas de expressdo em
leveduras, S. cerevisiae continua tendo esforcos de pesquisa para melhor compreenséo do
hospedeiro e P. pastoris esta em ascensao como sistema para producao de proteinas recom-
binantes e mostra-se como hospedeiro para a producéo de proteinas que requerem MPTs
complexas, chegando a desafiar as plataformas de mamiferos. Apesar de todas as melhorias
ja realizadas nas plataformas microbianas, essas ainda sao superadas pelas plataformas de
mamiferos, principalmente quando a producéo é de proteinas farmacéuticas. Muitos esfor¢os

em pesquisa ainda deverao ser realizados para que as plataformas microbianas se tornem



primordiais no processo de producédo de biofarmacos, isso acontecera bem mais rapido do
gue imaginamos pois, ha o interesse crescente das industrias farmacéuticas e a aplicacéao

cada vez maior em terapéuticas.
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RESUMO

Objetivo: Este trabalho de revisao tem como objetivo descrever brevemente a evolucao da
Biologia Sintética em bactérias e a criacao de circuitos genéticos induzidos pela luz, conhe-
cida como optogenética. Método: Foram utilizados bases de dados online como PubMed-
NCBI e OptoBase, para realizar a busca e analise dos artigos cientificos escolhidos usando
como palavras-chave: “optogenetics”, “optogenetics and applications”, e “optogenetics and
synthetic biology”. Resultados: Um dos marcos da historia da biologia sintética € o uso da
luz visivel para o controle da regulacéo genética em bactérias, principalmente no modelo
Escherichia coli. Proteinas fotorreceptoras ocorrem naturalmente em microrganismos e eu-
cariotos (como fitocromos e opsinas), mas também podem ser construidas através da fusao
de diferentes dominios sensiveis a luz combinados a diversos outros dominios efetores.
Estes novos sistemas responsivos, representados geralmente pelo complexo Cph1-Rcp1,
CcaS/R e YF1-FixJ, sdo induzidos por comprimentos de onda de luz entre 650-705 nm (luz
vermelha/vermelho longo), 563 nm (luz verde) e 470 nm (luz azul), respectivamente. Além da
descricao do funcionamento desses receptores de luz, alguns exemplos de suas aplicacdes
sao citados. Conclusao: O uso de sistemas optogenéticos permitiu obter um maior controle
espacial e temporal da expressao génica em bactérias, abrindo novas perspectivas para a
automatizacao de processos biolégicos e diminuicdo dos custos de bioproducao no setor
da biotecnologia industrial.

Palavras-chave: Biologia Sintética, Optogenética, Luz, Circuitos Genéticos.



B INTRODUGCAO

A biologia sintética nasceu como area de pesquisa dentro das ciéncias bioldgicas na
virada do século 21 (CAMERON; BASHOR; COLLINS, 2014). Apesar de n&o possuir uma
definicdo consensual entre seus expoentes, esse campo multidisciplinar da biologia importa
técnicas da engenharia (principalmente do campo da microeletrénica) para modificar, otimizar
e criar novas vias metabdlicas, bioquimicas, genomas e até mesmo componentes celulares.
Ainda, de forma singular, essa area se vale da modularidade e padronizacao para melhorar
a capacidade pratica de programar e construir sistemas biol6gicos que produzem resultados
projetados com propriedades e fungdes previsiveis (CLARKE; KITNEY, 2020), com base no
ciclo autoexplicativo de projecao-construcao-testagem-aprendizado (do inglés, Design-Build-
Test-Learn, DBTL) (NATIONAL ACADEMIES OF SCIENCES; DIVISION ON EARTH AND
LIFE; BOARD ON LIFE; BOARD ON CHEMICAL SCIENCES AND et al., 2018). Apesar de
ser pouco conhecida no Brasil, a biologia sintética possibilitou inUmeros avangos tecnolo6-
gicos consideraveis para solucionar os desafios globais atuais como segurancga alimentar,
pandemias emergentes, poluicdo dos oceanos (RAMAN; SINHA; VICKERS; NIKEL, 2021).

Para entender o desenvolvimento da biologia sintética, foram selecionados alguns
trabalhos publicados e eventos chaves na linha do tempo dessa ciéncia na Figura 1. No ano
2000, o grupo de Collins e colegas (GARDNER; CANTOR; COLLINS, 2000) construiram
um dos primeiros interruptores genéticos, contendo promotores que conduzem a expressao
de repressores transcricionais mutuamente inibitorios, sendo que as células que continham
este circuito podiam alternar entre dois estados de expressao estaveis em resposta a sinais
externos. Além deste exemplo, a dupla Elowitz e Leibler (2000) construiram o primeiro “re-
pressilator” (repressilador), formado por um ciclo de feedback triplo negativo de sequencias
de promotores inibitérios, de forma que o transcrito do primeiro gene inibe a expressao do
segundo, o segundo inibe o terceiro e o terceiro inibe o primeiro, fechando assim o ciclo
(ELOWITZ; LEIBLER, 2000). O “repressilator” foi o primeiro oscilador sintético introduzido
em um organismo, abrindo possibilidades para o estudo de comportamentos ciclicos e
oscilatérios que naturalmente ocorrem em organismos, como por exemplo o ciclo circadia-
no. A partir destas publica¢des, outros tipos de osciladores foram surgindo e, de forma mais
abrangente, encorajaram a constru¢ao de circuitos cada vez mais complexos, culminando
na evolugcao do estudo da comunicacao célula-célula, formacéo de padrdes estruturais em
organismos, e o controle fino das respostas celulares através da optogenética (CAMERON;
BASHOR; COLLINS, 2014).

Por fim, para além do ilustrado nos anos da histéria da biologia sintética, atualmen-
te existem diversos produtos no mercado que usufruem desta tecnologia. Dois exemplos



interessantes em campos diferentes sdo: PROVEN, um fertilizante de nitrogénio biol6gico
para milho da Pivot Bio e “Hamburgueres que sangram” por “impossible foods” (VOIGT, 2020).

Como ilustrado na Figura 1, um dos marcos na histéria da biologia sintética foi o
desenvolvimento de um sistema capaz de induzir a expressao génica pelo controle da
luz. Publicado em 2005 pelo grupo do renomado pesquisador Christopher A. Voigt, este
circuito e sua aplicagao ficaram conhecidos como fotografia de bactéria (LEVSKAYA, A;
CHEVALIER, A. A.; TABOR, J. J.; SIMPSON, Z. B. et al., 2005). Atualmente, Voigt € um dos
expoentes da investigacao das bases de biologia sintética para a chamada area da optoge-
nética que, contudo, surgiu ao final da década de 1970 com o desafio proposto por Francis
Crick (CRICK, 1979). Constatou-se que a resposta para o desafio de estimular precisamente
neurdnios estava no uso da luz e de sistemas responsivos que permitem ativar ou inativar
populacdes especificas de neurbnios controlando suas fungbes e comportamentos, com
uma alta resolucao espaco-temporal. Vale ressaltar que o termo optogenética foi cunhado
em 2005 pelo pesquisador Boyden em seu trabalho sobre regulacéo éptica em neurénios
(BOYDEN; ZHANG; BAMBERG; NAGEL et al., 2005; LINDNER; DIEPOLD, 2021). Por esse
motivo, 0 uso da palavra chave “optogenetic” na base de publicacbes americana, PubMed-
NCBI, gera cerca de 8.912 trabalhos (ano da consulta: 2022) sendo que a grande maioria
deles perpassa neurociéncia e neuromodulacéo. Interessantemente, ao fazer a consulta
em uma base de dados publica especializada em optogenética (OptoBase) a palavra chave
“neuroscience” retorna 30 publicacbes em oposi¢cdo a "synthetic biology” que retorna 173
publicacdes, cerca de cinco vezes mais trabalhos publicados (ano da consulta: 2022).

Considerando uma definicao ampla, a optogenética combina técnicas Opticas e gené-
ticas para programar e empregar proteinas sensiveis a luz que sao capazes de controlar
processos celulares dentro de organismos vivos. De forma didatica, é possivel dividir as
proteinas (ou dominios de proteinas) sensiveis a luz em: opsinas microbianas e interrupto-
res Opticos. Esta variedade de sensores bacterianos/eucariéticos de luz que evoluiram para
detectar sinais ultra-violeta, azul, verde, vermelho/vermelho longo e infravermelho foram
expressos de forma heter6loga em E. coli, ou seja, na bactéria modelo que n&o ocorre de
forma natural (JIANG; CUIl; RAHMOUNI, 2017; LINDNER; DIEPOLD, 2021). Ademais, 0s
sistemas melhores caracterizados nessa bactéria séao os de recepcéo da luz azul, vermelho
e verde (descritos nos topicos seguintes deste capitulo).



Figura 1. Linha do tempo da biologia sintética. iIGEM (International Genetically Engineered Machine), MIT (Massachusetts
Institute of Technology), SB1.0 (Synthetic Biology 1.0).
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Fonte: adaptado de Cameron et al., 2014.

Dito isso, a optogenética oferece uma série de vantagens em relagéo aos outros tipos
de inducéo da expressao genética em bactérias, principalmente no contexto de bioproducéo.
Atualmente neste setor, € comumente utilizado indutores quimicos, como IPTG (lsopropyl
B-D-1-thiogalactopyranoside) (sistema Lacl-pLac) ou arabinose (sistema araC-pBAD), para a
ativacao da expressao de genes de interesse em E. coli. O uso desses indutores, entretanto,
impdem uma série de dificuldades: a incapacidade de obter uma resposta rapida de ativacao
e repressao da expressao génica para um controle metabdlico mais dinamico e complexo, e
o problema relacionado a concentragéao de indutores quimicos, que varia ao longo do tempo
de cultura devido a sua degradacao (SOFFER; PERRY; SHIH, 2021). Promotores sensiveis
a mudanca de temperatura apresentam carater reversivel, mas o gradiente de temperatura
do ambiente impossibilita a precisdo espacial de indug¢ao, possui baixa amplitude dinamica
de expresséao e geralmente a mudanca de temperatura aumenta o estado de estresse nas
células (MOSER; THAM; GONZALEZ; LU et al., 2019; PIRANER; ABEDI; MOSER; LEE-
GOSSELIN et al., 2017). Em contrapartida, a luz é capaz de propiciar um controle mais
robusto de forma precisa e instantanea, garantindo um equilibrio fino durante a fase de



crescimento da cultura e a fase de bioprodugcédo, maximizando o acumulo do produto final.
Além disso, também garante de forma pratica a reversibilidade do estimulo, o que néao é
viavel ao utilizar indutores quimicos.

Por fim, a luz garante o controle de feedback remoto das culturas de células, um atri-
buto necessario para a automatizacao da bioproducéao, uma vez que o estimulo luminoso
e a sua retirada garantem a ativacédo e desativacéo génica de forma rapida o suficiente
para modular o metabolismo celular em tempo real (LIU; ZHANG; JIN; GENG et al., 2018;
POUZET; BANDERAS; LE BEC; LAUTIER et al., 2020).

H METODOS

O capitulo é uma reviséo baseada em diversos artigos cientificos. O material bibliogra-
fico e os dados utilizados foram adquiridos através da base eletronica PubMed-NCBI (https:/
pubmed.ncbi.nim.nih.gov/) e OptoBase (https://www.optobase.org/), usando palavras-chave

LE 1] LE 1]

“optogenetics”, “optogenetics and applications”, “optogenetics and synthetic biology”.

H RESULTADOS E DISCUSSAO

Circuito genético responsivo a luz vermelha.

O sistema de deteccéao de luz vermelha mais conhecido é baseado em complexos
sensoriais de dois componentes que, similar aos sistemas de percepcéao da luz verde e
azul (descritos também neste capitulo), sdo constituidos de uma proteina sensora do tipo
quinase (primeiro componente) que atua como um fotorreceptor e sinalizador, e outra pro-
teina reguladora (segundo componente) que responde a sinalizagdo para iniciar uma de-
terminada resposta celular (BAUMSCHLAGER; KHAMMASH, 2021; LINDNER; DIEPOLD,
2021) através da mudancga da expressao génica. Os fitocromos bacterianos sensiveis a luz
vermelha mais estudados estéo relacionados as cianobactérias Synechocystis sp. PCC6803
(Cph1 e CcaS) e Fremyella diplosiphon (RcaE), sendo que o mecanismo de acao destas
proteinas estdo bem caracterizadas (DREPPER; KRAUSS; MEYER ZU BERSTENHORST;
PIETRUSZKA et al., 2011; HIROSE; SHIMADA; NARIKAWA; KATAYAMA et al., 2008;
TERAUCHI; MONTGOMERY; GROSSMAN; LAGARIAS et al., 2004; YEH; WU; MURPHY;
LAGARIAS, 1997). Entre esses fitocromos, o Cph1 tem se destacado por ser amplamente
utilizado na construcao de circuitos genéticos controlados pela luz vermelha/vermelha lon-
ga ou na combinag&o com outros tipos de luzes (e.g., luz verde e/ou azul) (FERNANDEZ-
RODRIGUEZ; MOSER; SONG; VOIGT, 2017; SCHMIDL; SHETH; WU; TABOR, 2014;
TABOR; LEVSKAYA; VOIGT, 2011).



O funcionamento do sistema Cph1—Rcp1 descrito por Yeh e colaboradores (1997),
mostrou que o primeiro componente (Cph1) é uma proteina transmembrana quinase, onde a
regido N-terminal (periplasma) funciona como fotorreceptor, e é constituida por trés dominios
altamente conservados que servem como ponto de ligagdo para o cromoéforo de tetrapirrol
ficocianobilina (PCB), sendo que este é responsavel pela absorcdo dos comprimentos de
onda da luz vermelha. Ja a regiao C-terminal (citoplasma) atua como sinalizador, e é com-
posta por um dominio de histidina quinase dependente de ATP que exibe atividade fosforila-
tiva quando o Cph1 se encontra no estado ativo (Pr) (ESSEN; MAILLIET; HUGHES, 2008).
Consequentemente, o dominio quinase fosforila a proteina fosfotransferase Rcp1 (segundo
componente) que em resposta a fosforilagcdo, transduz o sinal para outras moléculas mediante
a sua desfosforilacao (DREPPER; KRAUSS; MEYER ZU BERSTENHORST; PIETRUSZKA
et al., 2011). A biossintese do croméforo PCB na cianobactéria Synechocystis sp. comeca
pela oxidagcao do grupo prostético heme codificado pelo produto do gene ho1, produzindo o
pigmento intermediario biliverdina (BV) que posteriormente é reduzido pelo produto do gene
pycA (BAUMSCHLAGER; KHAMMASH, 2021). Desse modo, a ligacédo do PCB na regido
fotorreceptora permite que o fitocromo Cph1 possa absorver a luz vermelha (~650 nm) ou
do vermelho longo (~700-730 nm) criando-se assim um estado de absorcéo de vermelho
(Pr) e um estado de absorcéo de vermelho longo (Pfr), sendo que ambos estados Pr e Pfr
sao reversiveis entre si (DWIJAYANTI; ZHANG; POH; LAUTIER, 2022; ROCKWELL; SU;
LAGARIAS, 2006). Curiosamente, em plantas o fitocromo (Phy) é ativo no estado Pfr, enquan-
to na cianobactéria Synechocystis sp. o fitocromo Cph1 € ativo no estado Pr (ROCKWELL;
SU; LAGARIAS, 2006; YEH; WU; MURPHY; LAGARIAS, 1997).

Em resumo, a transducéao de sinal do sistema Cph1—-Rcp1 se inicia quando o dominio
fotossensor do fitocromo Cph1, contendo o croméforo PCB, absorve uma faixa de luz do
vermelho longo conduzindo o complexo para o estado Pr, neste ponto ocorre a homodime-
rizacao do fitocromo, promovendo a autofosforilacdo do dominio histidina quinase. Logo, a
proteina reguladora Rcp1 é fosforilada pela interacdo com o dominio quinase do Cph1, e
finalmente a proteina Rcp1 transfere esses grupos fosfato para outras moléculas que iréo
desencadear uma resposta celular. Entretanto, a auséncia de luz também converte o fitocro-
mo Cph1 na forma ativa (Pr), processo conhecido como “reversao no escuro” (ROCKWELL;
SU; LAGARIAS, 2006). Todavia, a inativagéo da autofosforilagcédo do Cph1 também pode ser
realizada mediante a iluminagao com a luz vermelha, conduzindo o fitocromo para o estado
Pfr (YEH; WU; MURPHY; LAGARIAS, 1997).

O fato do dominio fotossensor do fitocromo acoplado ao PCB ser funcional mesmo na
auséncia do dominio quinase (JONES; EDGERTON, 1994; YEH; WU; MURPHY; LAGARIAS,
1997), possibilitou a criagcao de fotorreceptores com diferentes propriedades. Levskaya e



colaboradores (2005) demonstraram pela primeira vez em E. coli, que a fusao da regiao
N-terminal do dominio conservado do fotorreceptor Cph1 com o dominio do sensor osméti-
co EnvZ de E. coli, resulta em uma proteina de membrana denominada Cph8-EnvZ, capaz
de receber o sinal de luz vermelho longo (705 nm) para ativar o fator transcricional OmpR
e induzir a expressao de genes controlados pelo promotor ompC. De forma contraria, a
expressao do gene de interesse é reprimida quando o Cph8 é irradiado com luz vermelha
(~650 nm) ocasionando a desfosforilacdo do regulador OmpR pelo dominio EnvZ (Figura
3a). Adicionalmente, os genes da biossintese do PCB também foram expressos heter6lo-
gamente na E. coli, uma vez que estes componentes ndo sdo enddgenos nesta bactéria.

A partir do trabalho de Levskaya et al., (2005), Tabor e colaboradores (2009) perce-
beram o grande potencial do sistema Cph8-EnvZ/OmpR e, inspirados em um algoritmo
de processamento de sinal para o reconhecimento de imagens denominado “deteccéo de
borda”, os autores construiram uma linhagem de E. coli capaz de identificar a regido de in-
tersecao entre uma area escura e outra iluminada de uma cultura homogénea em placa de
Petri. Para isto, os genes da biossintese do cromo6foro PCB sao expressos nas células de
forma constitutiva, enquanto que Cph8-EnvZ/OmpR promove a producéo da enzima Luxl|
e da proteina repressora cl apenas nas células da area escura. Por sua vez, Luxl realiza
a sintese do autoindutor AHL (N-acil homoserina lactona), uma molécula responsavel pela
comunicacéo entre células e pela ativagao da proteina LuxR (LuxR-AHL), que € expresso
constitutivamente neste circuito. Consequentemente, a regidao promotora regulada pelo
ativador LuxR-AHL e pelo repressor cl permitem a producdo da enzima (-galactosidase
gue converte um substrato no meio em um pigmento escuro apenas nas células proximas
da intersecao da area iluminada, uma vez que o repressor cl ndo é produzido na presenca
de luz e a molécula sinalizadora AHL tem difusdo extremamente limitada. Desse modo,
somente as células localizadas espacialmente na area iluminada e proximas da intersecao
escuro/luz se tornam escuras, enquanto células mais afastadas da intersecdo mantém o
seu fendtipo inalterado (Figura 2). A funcionalidade deste elegante circuito genético abre
um leque de possibilidades para o desenvolvimento de sistemas de liberagcéo controlada
de farmacos ou na producéo de materiais vivos, onde a expressao génica responsavel
pela formacéo dos produtos finais precisam ser finamente controlados de forma espacial,
temporal e sob condi¢des especificas nas populagdes de células (DIN; DANINO; PRINDLE;
SKALAK et al., 2016; GURBATRI; LIA; VINCENT; COKER et al., 2020; MOSER; THAM;
GONZALEZ; LU et al., 2019).



Figura 2. Detecgdo de borda por bactérias programadas. a) Células programadas para identificar e processar o limite entre

a area escura/iluminada, resultando na produgdo de um pigmento para demarcar esta regido. b) O sinal de comunicagdo

AHL (circulos verdes) produzidas pelas bactérias no escuro, se difunde através da interse¢do escuro/claro e sdo recebidas

apenas pelas bactérias expostas a luz e préoximas da intersecgdo. Estas células se tornam positivas para a expressdao de um

gene repdrter pigmentoso, enquanto bactérias no escuro e bactérias da drea iluminada longe da intersec¢do sdo incapazes
de responder ao sinal de comunicagao.
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Fonte: adaptado de Tabor et al., (2009).
Circuito genético responsivo a luz verde

O sistema CcaS/R é um dos mais conhecidos para o controle da expressao génica
mediada pela luz verde (532 nm). E caracterizado por ser um tipico sistema de dois compo-
nentes, apresentando um sensor de histidina quinase associado a membrana (CcaS) e um
regulador de resposta (CcaR) (HIROSE; SHIMADA; NARIKAWA; KATAYAMA et al., 2008).

CcaS/R foi primeiramente identificado em um grupo de fotorreceptores exclusivo de
cianobactérias conhecido como cianobacteriocromo (HIROSE; SHIMADA; NARIKAWA;
KATAYAMA et al., 2008). CcaS apresenta uma estrutura composta por uma regiao N-terminal
com uma hélice transmembrana, seguida de um dominio cGMP phosphodiesterase/adenylyl
cyclase/FhIA (GAF), de dois dominios Per-ARNT-Sim (PAS) e da regido C-terminal contendo
o dominio da histidina quinase. J4 a CcaR corresponde a um tipico regulador OmpR, apre-
sentando um dominio receptor na regido N-terminal e um dominio de ligacdo ao DNA, na
regido C-terminal (Hirose et al., 2008). E no dominio GAF, encontrado em CcasS, que ligacdes
covalentes ocorrem, promovendo a associacao do croméforo PCB, responsavel pela percep-
céo da luz verde (CASTILLO-HAIR; BAERMAN; FUJITA; IGOSHIN et al., 2019). Em resumo,
como verificado na Figura 3b, PCB ao receber o estimulo luminoso verde, libera fétons que
ativam Cca$S (CASTILLO-HAIR; BAERMAN; FUJITA; IGOSHIN et al., 2019). Com CcaS ativo,
h& o sequestro de grupos fosfato, na forma de ATPs, e sua transferéncia para a regiéo histi-
dina quinase, que por sua vez o é transferido para CcaR (HIROSE; SHIMADA; NARIKAWA;
KATAYAMA et al., 2008). A fosforilagao de CcaR resulta em sua ativagcao, o que promove o
aumento do acoplamento ao promotor PcpcG2 e 0 aumento da expressao génica (HIROSE;



SHIMADA; NARIKAWA; KATAYAMA et al., 2008). A exposicao a luz vermelha (650 nm),
diferentemente da luz verde, desencadeia a desfosforilacdo de CcaS promovendo a reversao
do processo (HIROSE; SHIMADA; NARIKAWA; KATAYAMA et al., 2008).

Baseado na descoberta do funcionamento de CcaS/R, um sistema de indugéo por luz
verde foi criado para E. coli (TABOR; LEVSKAYA; VOIGT, 2011). Nao s6 essa transposicao
apresentou sucesso, mas também foi acompanhada da combina¢do com um segundo sis-
tema, responsivo a luz vermelha (LEVSKAYA, ANSELM; CHEVALIER, AARON A.; TABOR,
JEFFREY J.; SIMPSON, ZACHARY BOOTH et al., 2005; TABOR; LEVSKAYA; VOIGT, 2011).
Como o cromdéforo PCB néo é naturalmente sintetizado em E. coli, a indugcéo da expresséo
da sua via de sintese também foi expressada de forma heterdloga. Esse foi o primeiro siste-
ma de controle da regulacédo génica multicromatico, onde diferentes comprimentos de onda
geram a regulacao de diferentes genes em um Unico organismo. Esse sistema biestavel abriu
oportunidades para um controle espacial e local mais refinado da regulagéo génica (TABOR,;
LEVSKAYA; VOIGT, 2011). Projetos seguintes focaram no aperfeicoamento desse circuito
através da diminuicéo da expresséao inespecifica e do aumento da faixa dinamica, conse-
guindo alcances de até 600 vezes no nivel de expressdo (NAKAJIMA; FERRI; ROGNER,;
SODE, 2016; ONG; TABOR, 2018; SCHMIDL; SHETH; WU; TABOR, 2014). O aumento da
eficacia da percepcéao da intensidade de luz verde ocorreu pela delecdo dos dominios PAS,
o qual ainda nao tem sua funcao bem determinada (CASTILLO-HAIR; BAERMAN; FUJITA;
IGOSHIN et al., 2019).

Em relacdo as aplicagbes, o CcaS/R ja foi utilizado em modelos integrados de E. coli
e Caenorhabditis elegans, para auxiliar na compreensao das relagdes entre micrdbios e
hospedeiros. Neste estudo, feito por (HARTSOUGH; PARK; KOTLAJICH; LAZAR et al.,
2020), E. coli foi engenheirada para conter o sistema CcaS/R regulando a biossintese do
acido colanico, exopolissacarideo relacionado ao aumento da longevidade em C. elegans
(HAN; SIVARAMAKRISHNAN; LIN; NEVE et al., 2017). Para o estudo, o controle da expres-
sao génica por indutores quimicos apresenta desvantagens quando o interesse se encontra
na precisao, pois a velocidade e a eficiéncia do transporte e da degradacéo dos indutores
ndo pode ser controlada e o risco da ocorréncia de efeitos colaterais nos organismos mo-
delos é uma possibilidade indesejada. Por esse motivo, a optogenética é uma alternativa
viavel, pois proporciona um controle quantitativo preciso, temporal e espacial. Além disso, a
transparéncia do hospedeiro C. elegans também contribuiu para uma inducao efetiva pela
luz verde, e este conjunto de fatores permitiu a elucidagéo da fungao de 24 genes relacio-
nado a longevidade no presente artigo (OLSON; TABOR, 2014). Por fim, visando aumentar
a precisao do sistema CcaS/R, Soffer, Perez e Shih (2021), desenvolveram uma plataforma
optogenética capaz de analisar, calcular e sugerir os parametros de luminosidade de verde



e vermelha necessarios para manter em constante equilibrio o funcionamento do circuito
CcaS/R, diminuindo o estresse celular e aumentando o tempo de sobrevida do circuito. Essa
ferramenta néo é restrita a CcaS/R, sendo o seu uso recomendado para outros modelos
optogenéticos que desejam um controle retroativo (sistema com base em feedback).

Circuito genético responsivo a luz azul

Por altimo, um dos sistemas mais estudados para o controle da expresséo génica atra-
vés da luz azul (470 nm) utiliza a proteina fusionada YF1, um fotorreceptor soluvel composto
pelo dominio N-terminal da proteina YtvA e pela porcao efetora C-terminal da enzima FixL
(BAUMSCHLAGER; KHAMMASH, 2021; MOGLICH; MOFFAT, 2010).

YtvA é originaria de Bacillus subtilis, e composta por um dominio N-terminal LOV (Light-
Oxygen-Voltage) da superfamilia PAS, que utiliza FMN (flavin mononucleotide) como cromo-
foro. O dominio LOV atua como um sensor molecular de luz que transduz o sinal de ativagéo
através da mudanca conformacional da regido C-terminal da proteina (LOSI; POLVERINI;
QUEST; GARTNER, 2002). Uma vez ativada, YtvA é capaz de interagir com o fator de
transcricao sigmaB para entdo expressar os genes responsaveis pela resposta e tolerancia
a estresses ambientais (AKBAR; GAIDENKO; KANG; O’'REILLY et al., 2001; AVILA-PEREZ;
HELLINGWERF; KORT, 2006; GAIDENKO TATIANA; KIM; WEIGEL ANDREA; BRODY
MARGARET et al., 2006). FixL/FixJ por sua vez, &€ um sistema de dois componentes respon-
savel pela regulacéo do metabolismo do nitrogénio em resposta ao baixo nivel de oxigénio
na bactéria Bradyhizobium japonicum (NELLEN-ANTHAMATTEN; ROSSI; PREISIG; KULLIK
et al., 1998). FixL também é composto por um dominio PAS e uma regiao C-terminal efetora
que possui atividade de fosfatase e histidina quinase. Uma vez ativado, FixL fosforila FixJ,
que atua como um fator de transcricao ao se ligar no promotor do gene fixK2 e promover a
sua expressao (TAYLOR; ZHULIN, 1999).

Como as proteinas YtvA e FixL possuem o dominio PAS e dominios efetores com
funcées distintas, (MOGLICH; AYERS; MOFFAT, 2009) et al. (2008) hipotetizou que essas
regides poderiam ser intercambiaveis e propés a fusao da regiao LOV de YtvA, com o dominio
efetor de FixL, resultando em YF1. Curiosamente, constatou-se que YF1 possuia uma acéo
quinase constitutiva e, era capaz de fosforilar FixJ para a ativacdo do promotor FixK2 em
ambiente escuro. Por outro lado, a incidéncia da luz azul em YF1 foi capaz de reverter a sua
atividade para uma fosfatase, inibindo a expresséo do gene regulado pelo promotor FixK2.

Com o intuito de construir um circuito que ativa a expressao do gene de interesse atra-
vés da incidéncia de luz, (OHLENDORF; VIDAVSKI; ELDAR; MOFFAT et al., 2012) cons-
truiu um plasmideo denominado pDawn (Figura 3c), o qual € formado pelos genes yf1 e fixL
expressos constitutivamente, o promotor FixK2 controlando a expresséao do gene repressor



(cl), e o gene de interesse negativamente regulado pelo repressor cl (promotor pR). Esta
estratégia de adicionar um repressor controlando a expressao de um segundo repressor
€ conhecida como um NOT gate em biologia sintética, uma porta légica conceitualmente
importada do campo da eletrénica que tem como obijetivo inverter a polaridade do sinal de
inducéo. Desta forma, a luz ativa a expressao do gene de interesse ao invés de reprimi-la,
como havia sido constatado originalmente.

Recentemente, um grupo de pesquisadores publicou um trabalho utilizando o plasmi-
deo pDawn regulando a expressédo de uma adesina (Ag43) (Jin e Riedel-Kruse 2018). Esta
proteina aumenta a adesé&o entre as células e promove a formacgao de biofilme (KLEMM;
HJERRILD; GJIERMANSEN; SCHEMBRI, 2004). Ao utilizar uma fonte de luz azul para projetar
uma imagem em uma cultura de E. coli /pDawn-Ag43, observou-se a formacgao de biofilme
apenas na area onde a luz incidiu. A imagem formada pelo biofilme atingiu uma resolucéo
maxima de 25 um, e a velocidade de adeséo de novas camadas celulares aumentou de
acordo com a intensidade da luz, até a sua saturacéo em aproximadamente 41 uW/cm2 (JIN;
RIEDEL-KRUSE INGMAR, 2018). Ainda neste estudo, a alta preciséo espacial da indugéo de
adesina, somado ao uso de modelos computacionais, permitiu demonstrar que a formacéao
do padrao de biofilme sé € possivel se considerarmos que Ag43 contribui para a diminuicao
da constante de dessor¢éo das células, e ndo devido ao aumento da constante de adsorcéo
entre elas, como havia sido hipotetizado anteriormente. Estes resultados reforcam o imenso
potencial do uso da optogenética no controle da formacéao de biofilmes, tanto para entender
0S mecanismos e processos basicos de sua estrutura, quanto para a criacéo de diferentes
materiais bioldgicos baseados em biofilmes, através do controle da intensidade, espaco e
tempo de inducgao pela luz.

Um outro exemplo simples de aplicacao da optogenética na biologia sintética consistiu
na construcdo de um circuito genético no qual o promotor Lac é regulado pela incidéncia de
luz azul. O promotor Lac contém sitios conhecidos como operadores onde o repressor Lacl
pode se ligar para interferir com a expressao do gene subsequente. Normalmente, a indugcao
da expressao ¢ feita através da adi¢cao de IPTG, o qual interage com o Lacl e libera a regido
promotora para que a RNA polimerase possa iniciar a transcricao. Com o intuito de modificar
0 modo de indugao dos genes de interesse controlados pelo promotor Lac, (LALWANI, M. A_;
IP, S. S.; CARRASCO-LOPEZ, C.; DAY, C. et al., 2021) et al. (2020) utilizaram o plasmideo
pDawn para regular a expresséo de Lacl em uma E. coli contendo circuitos génicos para
a producéao de biomoléculas de interesse, que sdo regulados pelo promotor Lac. Desta
forma, em ambiente escuro, Lacl é produzido e inibe a expresséo dos genes de interesse.
Por outro lado, a luz azul reprime a expresséo de Lacl e acarreta na liberacao da expressao
de genes controlados pelo promotor Lac. Esta estratégia da regulagcao do promotor Lac



através da luz azul foi chamada de OptoLAC e, apesar da resposta de ativacdo ser mais
lenta quando comparada ao indutor quimico IPTG, possui a vantagem de ser um método
de indugao mais barata, menos toxica para as células, e com um maior controle dindmico
no processo de bioproducéo.

Figura 3. Funcionamento de trés sistemas de percepgdo de luz. a. Sistema Cph8-EnvZ/OmpR com fotorreceptor de

membrana, ativado pela luz vermelha longa (705 nm) b. Sistema CcaS/R com fotorreceptor de membrana, ativado pela
luz verde (563 nm). c. Sistema pDawn com fotorreceptor solUvel, responsivo a luz azul (470 nm). GDI: Gene De Interesse.
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Fonte: adaptado de Baumschlager e Khammash. (2021).
Sistema RGB: combinando as trés cores (vermelho, verde e azul) em um Unico sistema

Tendo em vista 0 sucesso da aplicacdo de cada uma das cores de luz de forma in-
dividual, alguns estudos tém usado a combinacdo de 2 ou mais cores com o objetivo de
modular vias metabdlicas mais complexas (LALWANI, MAKOTO A.; IP, SAMANTHA S.;
CARRASCO-LOPEZ, CESAR; DAY, CATHERINE et al., 2021). (FERNANDEZ-RODRIGUEZ;
MOSER; SONG; VOIGT, 2017) construiu um sistema RGB (do inglés Red, Green e Blue)
que possibilita a E. coli distinguir entre as luzes vermelha, verde e azul, e responder a esses
estimulos com mudancas na expressao de diversos genes. Para isso, foi necessario a jungao
dos trés sistemas de percepcéo de luz (Cph8*, CcasS/R e YF1) de forma otimizada, para
gue estes funcionassem em conjunto, diminuindo a interferéncia entre eles e equilibrando
as suas respostas. A otimizacéo consistiu em alteragdes nas sequéncias RBS (do inglés,
Ribosome binding site) dos genes, promotores, NOT gates, peptideo sinal de degradacao
e o0 uso de diferentes origens de replicacao dos plasmideos.

Este circuito RGB foi utilizado por Fernandez-Rodrigues et al. (2017) para o desenvolvi-
mento de uma forma eficiente de reduzir a producéo de acetato pelo controle das enzimas de
sua via metabdlica. Para isso, foi acoplado ao circuito um sistema de CRISPR de interferéncia,
em que os produtos (output) dos sistemas vermelho, verde e azul, resultam na expressao



de um RNA guia especifico para cada um deles, que bloqueiam os genes das enzimas da
glicdlise PoxB, Pta e AckA, respectivamente. Assim, foi possivel acessar com facilidade a
producao de acetato, com repressdo dos genes das enzimas individualmente, ou em diferen-
tes combinagdes, considerando também a reversibilidade do sinal de indu¢do. Essa mesma
metodologia pode ser utilizada para o estudo de diversas vias metabdlicas de interesse de
forma a possibilitar a otimizacéo do rendimento de variados produtos biotecnolégicos.

B CONCLUSAO

O design de circuitos genéticos e a sua otimizagdo por meio de modelos matematicos/
computacionais, empregados pela biologia sintética, tem sido fundamental para a rapida
evolucao desta area na ciéncia. Além disso, o advento da modularidade e melhor caracte-
rizacdo das partes genéticas e o baixo custo de sintese de fragmentos de DNA, estéo pro-
porcionando a construcao de circuitos genéticos cada vez mais complexos e que requerem
um maior grau de controle e preciséo. A partir desta demanda, a optogenética ressurgiu no
campo da biologia sintética, pois o controle da expressao génica pela luz € acurado e re-
versivel, abrindo novas possibilidades no ramo da biotecnologia e até mesmo na terapia de
doencas humanas. A exemplo disto, a luz vermelha/infravermelha, por ser menos energéti-
ca, consegue penetrar de forma mais eficiente nos tecidos biol6gicos (STOLIK; DELGADO;
PEREZ; ANASAGASTI, 2000) e, portanto, pode ser uma 6tima alternativa ndo invasiva na
terapia celular e génica (MANSOURI; FUSSENEGGER, 2021). A luz vermelha também
se mostrou menos absorvivel pelo meio de cultura, 0 que pode ser uma vantagem para
bioprodug¢do em larga escala, onde a densidade de células alcanca valores muito elevados
(LINDNER; DIEPOLD, 2021).

A optogenética também tem se expandido para além do controle de bactérias, esten-
dendo o seu uso para células animais, vegetais e principalmente em leveduras. Por ser
considerado um importante modelo eucarioto, o desenvolvimento de ferramentas da optoge-
nética tem se focado em Saccharomyces cerevisiae, tanto para estudar os fundamentos do
processo celular em organismos mais complexos quanto para a bioprodugao na biotecnologia
(FIGUEROA; ROJAS; ROMERO; LARRONDO et al., 2021; XU; DU; LIU; LI et al., 2018).

No entanto, vale ressaltar que ainda ha alguns desafios a serem considerados. Por
exemplo, alguns estudos tém mostrado que comprimentos de onda visivel de alta energia
(380 - 500 nm), possuem efeitos deletérios em células eucaridticas e no crescimento de
organismos modelo como Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa (EL NAJJAR; VAN
TEESELING; MAYER; HERMANN et al., 2020; GENTILE; LATONEN; LAIHO, 2003), apesar
de pulsos luminosos de curta duracgao aliviar esses efeitos (LINDNER; DIEPOLD, 2021).



Em sintese, como citado nos exemplos de aplicagdes neste capitulo, a combinacéao
de sistemas optogenéticos oferecem interessantes abordagens para o desenvolvimento de
sistemas complexos e automatizados, ao mesmo tempo que abre portas para melhorias dos
processos industriais de grande porte no futuro.
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RESUMO

Os fungos séo representados por aproximadamente 120.000 espécies distribuidas em 19
filos e sdo microrganismos de grande importancia biotecnolégica. Mesmo com a grande
diversidade fangica, alguns autores acreditam que o numero de espécies descritas atual-
mente é subestimado. Diante da diversidade e complexidade de caracteristicas que incluem
o reino Fungi, percebe-se uma grande capacidade de adaptacéo e sobrevivéncia e dessa
forma possuem grande aplicacdo na industria de diversas categorias, sendo largamente
utilizadas desde a industria alimenticia até a farmacéutica, entre outras. O presente traba-
lho teve por objetivo explorar o potencial biotecnoloégico dos fungos, com base na literatura.
Devido a importancia econémica dos fungos no meio industrial, trabalhos envolvendo a
biotecnologia de fungos e seus metabdlitos secundarios ganhou maior destaque. Pesquisas
recentes demonstram propriedades medicinais de diversas espécies, tais como antioxidante,
anticonvulsivante e até inseticida e antiparasitario. Por isso deve-se enfatizar a importancia
da biotecnologia em tais processos de obtencao dos produtos e dar continuidade a estudos
envolvendo a mesma.

Palavras-chave: Metabodlito Secundério, Reino Fungi, Bioprospecéo.



B INTRODUGCAO

Os fungos sdo microrganismos que possuem uma alta importancia biotecnolégica.
Eles sédo utilizados na industria desde a producéo alimenticia, nas aplicacbes na industria
farmacéutica e até mesmo nos processos de biorremediacao de fungos capazes de degradar
petroleo, pigmentos entre outros. Apesar desse ramo ter ganhado forca recentemente o ho-
mem em 8.000 a.C ja lidavam com a Biotecnologia na produ¢ao de bebidas lacteas fermen-
tadas no Egito e na Babil6nia, mesmo sem compreender a existéncia dos microrganismos e
que 0s mesmos eram responsaveis pelos processos de fermentacao (HYDE; XU; RAPIOR,;
JEEWON et al., 2019). Enfim, os fungos s&o microrganismos de grande interesse biotecno-
l6gico. No mundo, a producéo e o investimento em biotecnologia varia entre os paises, em
funcéo da disponibilidade dos recursos naturais, econémicos e politicos, das caracteristicas
das empresas envolvidas e do papel assumido pelos setores publico e privado (TIAN; FU;
ZHANG; DONG et al.). Portanto, o presente trabalho busca a partir de dados na literatura
informacgdes sobre o potencial biotecnolégico dos fungos e seus principais metabolitos.

H METODO

Trata-se de uma pesquisa de revisao bibliografica. Para a execucao da mesma, fo-
ram utilizados artigos dispostos em plataformas com bancos de dados incluindo Pubmed,
Lilacs e Scielo. Os artigos selecionados encontravam-se em lingua portuguesa e inglesa
com corte temporal de artigos principalmente a partir de 2005. Finalmente, no levantamento
bibliografico, foram utilizados 31 artigos, selecionados conforme a qualidade e relevancia
com o tema proposto.

H RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracteristicas gerais, identificacao, biodiversidade e classificacao dos fungos

Dentre os microrganismos eucaribticos, isto €, aqueles que possuem uma membrana
nuclear que envolve o nucleo, destacam-se os fungos. Esse grupo de organismos nao apre-
sentam pigmentos fotossintetizantes e absorvem a energia contida nas ligagdes quimicas de
varios nutrientes através de enzimas, sendo classificados como heterotréficos. A morfologia
dos fungos € variada e se apresentam de forma unicelular (levedura) e/ou pluricelulares
(filamentosas). Os fungos filamentosos sé&o constituidos por um conjunto de células cilin-
dricas multinucleadas separadas por septos ou ndo (cenociticas). O agrupamento dessa
estrutura, formam o micélio. Por outro lado, as leveduras sao constituidas por pseudo-hifas,



estruturas denominadas de brotos que se multiplicam e permanecem unidas umas as ou-
tras com constricées nos sitios septais. Essas estruturas fungicas, cumprem tanto o papel
vegetativo, como o reprodutivo.

Do ponto de vista reprodutivo, os fungos sao capazes de reproduzir de maneira as-
sexuada (fragmentacéo, brotamento e esporulacéo), sexuada (plasmogamia, cariogamia
e meiose) e parassexuada (fusdo das hifas e formagcao de um heterocarion com nucleos
haploides). No geral, a classificagéao taxonémica dos fungos é baseada nas caracteristicas
morfolégicas da hifa, corpos de frutificacao, esporo e ciclo de vida. Durante muito tempo, os
fungos encontravam-se inseridos no reino Plantae e, apenas 1969, passaram a ser classi-
ficados em um reino a parte: o reino Fungi (WHITTAKER, 1971).

Atualmente, os fungos sao representados por aproximadamente 120.000 es-
pécies distribuidos em 19 filos: Aphelidiomycota, Ascomycota, Basidiobolomycota,
Basidiomycota, Blastocladiomycota, Calcarisporiellomycota, Caulochytriomycota,
Chytridiomycota, Entomophthoromycota, Entorrhizomycota, Glomeromycota, Kickxellomycota,
Monoblepharomycota, Mortierellomycota, Mucoromycota, Neocallimastigomycota,
Olpidiomycota, Rozellomycota e Zoopagomycota (JANBON et al., 2019; NETO et al., 2019;
WIJAYAWARDENE et al., 2020). Apesar da grande diversidade fungica, alguns autores acre-
ditam que o numero de espécies descritas atualmente é subestimado e o que conhecemos
€ menos de 5% da real diversidade existente desse grupo (HYDE; XU; RAPIOR; JEEWON
et al., 2019; WU; HUSSAIN; ZHANG; STADLER et al.).

A diversidade de grupos e a complexidade de caracteristicas que incluem o reino Fungi,
fazem com que esses organismos apresentem grande capacidade de adaptacéo e sobrevi-
véncia e sejam extremamente importantes tanto do ponto de vista biolégico, como econémico.
Diariamente as pessoas sao beneficiadas por produtos originados direta ou indiretamente de
fungos como alimentos, fermentados e bebidas alcodlicas; farmacos, tratamento bioldgico de
efluentes, producao de enzimas de interesse industrial e na biotransformacéo, entre outros
(HYDE; XU; RAPIOR; JEEWON et al., 2019). Em vista da sua relevancia, informagdes sobre
0S principais grupos e suas caracteristicas, além da distribuicdo no ambiente, representam
um componente primordial no desenvolvimento de estratégias de busca e de exploragao de
novos dos recursos biologicos.

Biotecnologia

A biotecnologia € a busca e utilizagao de recursos bioldgicos industrialmente explora-
veis, seja para a producéo de produtos, ou seja, na mediacdo de processos (CDB, 1992).
Apesar desse ramo ter ganhado forca recentemente o homem em 8.000 a.C ja lidavam
com a Biotecnologia na producédo de bebidas lacteas fermentadas no Egito e na Babilonia,



mesmo sem compreender que 0S microrganismos eram responsaveis pelos processos de
fermentacdo. No entanto, foi apenas em 1675 que Anton Van Leeuwenhoek descobriu a
existéncia dos microrganismos e, a partir dai, avancos cientificos e tecnologicos alcangcados
nos ultimos anos vem revolucionando as abordagens tradicionais de exploracao desse grupo
de organismos com avangos em biologia molecular, genémica e bioinformatica (HYDE; XU;
RAPIOR; JEEWON et al., 2019).

No mundo, a producéao e o investimento em biotecnologia varia entre os paises, em
funcdo da disponibilidade dos recursos naturais, econdmicos e politicos, das caracteristicas
das empresas envolvidas e do papel assumido pelos setores publico e privado. No entanto,
considerando a crescente participacao da Biotecnologia na economia e a importéancia para
o desenvolvimento do pais, diversos governos estéao aplicando estratégias, planos de acéo
e politicas de incentivo a educacéo, pesquisa e desenvolvimento desse ramo da Biologia.
Atualmente, o mercado de culturas biotecnolégicas no mundo foi avaliado em US$ 18,15
bilhdes em 2018, de acordo com o Coherent Market Insights e que esse valores chegaréao
a US$ 37,46 bilhdes até 2027, exibindo uma taxa 8,7% de ao ano.

O Brasil, devido a sua diversidade bioldgica, ocupa lugar de destaque no panorama
mundial da Biotecnologia. Com a criacdo do Comité Nacional de Biotecnologia, instituido
pelo Decreto N° 6.041 de 08/02/2007 e considerando a participa¢ao crescente desse ramo
na biologia na economia, o governo brasileiro assim como outros, estdo aplicando estraté-
gias, planos de acéao e politicas de incentivo a educacao, pesquisa e desenvolvimento da
Biotecnologia. A Associacao Brasileira de Bioinovagao (ABBI) projetou que no pais havera
um crescimento do setor de biotecnologia industrial para os proéximos 20 anos. Segundo a
ABBI, o setor pode agregar aproximadamente US$53 bilhdes anuais a economia brasileira.

Biotecnologia como bioproduto

Os fungos sao considerados um dos maiores produtores de compostos bioativos (RANA;
KOUR; SHEIKH; YADAV et al., 2019), classificados em primarios e secundarios (WATSON,
2019). Os metabdlitos primarios sao compostos envolvidos nos processos de crescimento
vegetativo fungico, como armazenamento de energia e estrutural. Por outro lado, os meta-
bélitos secundarios ndo estao envolvidos nas fung¢des basicas dos fungos mas encontram-se
envolvidos na sobrevivéncia do organismo ao meio ambiente, sintetizados na fase estaciona-
ria (DEVI; KAUR; GULERIA; RANA et al., 2020) ABREU; RODOVIDA; PHAMPHILE, 2015).
Para a biotecnologia e para o meio ambiente, os metabdlitos secundarios, pela riqueza de
bioativos, sdo importantes, responsaveis por auxiliar na adaptacéo do fungo a estresses
bidticos e abidticos (ALAMGIR, 2018; TAIZ; ZEIGER, 2006), além de possuirem atividades
antimicrobiana, anti-inflamatéria, antifingica e antiviral (WINK; SCHIMMER, 2018).



Os compostos secundarios originam-se de precursores do metabolismo primario que
sao modificados a partir de sucessivas acoes enzimaticas e sdo convertidos em compostos
bioativos (JACOBY; KOPRIVOVA; KOPRIVA, 2021). Como existe uma grande diversidade
de fungo, as vias biossintéticas utilizadas para produzir os metabdlitos secundarios, também
sao multiplas (ex: B-lactama, peptideo ciclico, diterpenos, dicetopiperazinas, entre outras)
(KELLER, 2019). De acordo com as propriedades quimicas e estruturais dos metabdlitos
secundarios, eles se dividem em quatro grupos principais: terpendides, policetideos, pep-
tideo nao ribossomal e composto derivado do acido shiquimico (DEVI; KAUR; GULERIA;
RANA et al., 2020). Além desses, ja foram observados nos fungos a presenga de compostos
alcalbides, benzopirenos, chinonas, citocalasinas, depsipeptideos, enniatinas, furandionas,
flavondides, isocumarinas, peptideos, fendis, policetonas, quinonas, esterdides, terpendides
e tetralonas (RANA; KOUR; SHEIKH; YADAV et al., 2019).

Os metabdlitos secundarios, séo produzidos por uma grande variedade de espécies
fungicas (Tabela 1). No entanto, sua producao predominam nos fungos filamentosos per-
tencentes as classes dos Ascomycetes e dos Basidiomycetes, com destaque para espécies
pertencente aos subfilos Pezizomycotina e Agaricomycotina, considerados os maiores pro-
dutores de metabdlitos secundarios do reino Fungi (NARANJO-ORTIZ; GABALDON, 2020).
Além dos fungos filamentosos, as leveduras também séo produtoras de metabdlitos secun-
darios, encontrados em espécies mais e menos conhecidas dentro de Saccharomycetes,
como Saccharomyces cerevisiae e Kluyveromyces lactis, respectivamente (KELLER, 2019;
KRAUSE; KOMINEK; OPULENTE; SHEN et al., 2018).

Um grupo de microrganismos que tem se destacado nos ultimos anos pela produ-
cao de metabdlitos bioativos sdao os fungos endoéfitos, que representam uma importante
fonte genética para a biotecnologia (BENGYELLA; IFTIKHAR; NAWAZ; FONMBOH et al.,
2019). Os fungos endofiticos sdo simbiontes que ocupam a regido inter e intracelular das
plantas, pelo menos em alguma fase do seu ciclo de vida, habitando de modo geral as par-
tes aéreas como folhas e caules, mas também as raizes, sem Ihes causar doenca no seu
hospedeiro. Esses microrganismos tém estimulado o interesse da comunidade cientifica,
devido a producao de metabdlitos secundarios com aplicagdes biotecnoldgicas na industria
alimenticia, farmacéutica e além disso apresentam potencial para impulsionar a agricultura
com bases numa economia sustentavel (BENGYELLA et al., 2019) (JACOBY; KOPRIVOVA;
KOPRIVA, 2021). Um aspecto interessante é que o nUmero de metabdlitos secundarios
produzidos por fungos endofiticos € maior do que para qualquer outro grupo de micro-orga-
nismos, 0 que esta associado a alta diversidade encontrada em plantas.



Tabela 1. Levantamento dos metabdlitos secundarios produzidos pelos fungos.

Espécie

Metabdlito Autor

Amphirosellinia nigrospora, Ascotricha
sp, Dematophora bunodes, Nemania
bipapillata, Nemania sp, Rosellinia sanc-
tae-cruciana, Xylaria cf . curta, Xylaria
sp, X. cubensis, X. longipes, X. granatum,
X. nigripes, X. papulis, X. allantoidea,
Hypoxylon. pulicicidum, H. rubiginosum,
H. guilanense, H. fuscum, H. fendleri,
H. rickii, Daldinia concentrica, Daldinia
eschscholtzii

corloxin
(2R,3R)-1,2,3,4,-butanetetraol-1,4-diosellinate
demathophorane A
nemenonediol A (2R,45,5R,8S)-4-deacetyl-5-hydroxy-botryenalol
19,20-epoxycytochalasin C
phoenixilane Ae B
jammosporin A
curachalasin Ae C
xylarichalasin A
cytochalasin P1
epoxyrosellichalasin
xylarisin B
xylochalasin
nigriterpene C
xylarilongipin A
xylarinoditerpene |
xylapapuside A
xylariane B
xylareremophil
hydroxydecandrin G
mannosylxylarinolide
chaxine C
ellisiamide A
xylapeptide A e B
pentaminolarin
E10111
clonostachydiol
(5e)-10-heptyl-3,4,5,8,9,10-hexahydro-5,8,9-trihydroxy-2H-oxecin-2-one
fimbriether B
xylarianin A
penixylarin C
arugosin O
(-)-mangostafeejin A
xylarodon A
xylarianin B
6-ethyl-7,8-dihydroxy-4h-chromen-4-one
xylaromanone A
xylaropyranone C
xylariahgin A
xylarianin C
6-heptanoyl-4-methoxy-2H-pyran-2-one
(3S)-3,4-dihydro-5,7,8-trihydroxy-3-methylisocoumarin
xylarphthalide A
griseofulvin
7-fluoro-7-dechloro-griseofulvin
wheldone
(+)-xylaridine A
(+)-xylaridine D
allantoside
2,5-diamino-N-(1-amino-1-imino-3-methybutan-2-yl) pentanamide
fragiformin D
daldinin
rutilin C
hybridorubrin A
fragirubrin A
fendlerinine D
fendleral A
fendlerin D
16-D-glucopyranosyl-oxypimar-7-en-19-oic acido

(BECKER; STADLER,
2021)
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Espécie

Metabolito

Autor

hypoxyside
brasilane D
hpoxylide
5,6-epoxyphomol
viridistratin B
daldiquinone
fendleryl A
(-)-dalescone D
(-)-galewone
daldinione E
flaviolin
3,3’-biflaviolin
daldinium A
7-0-alfa-D-ribosyl-5-hydroxy-2-methyl-4H-chromen-4-one
daldinisin
hypoxyolide
trienylfuranol A
hypotien A
dalesindoloid A
nodulisporic acid
phomopsidin
10-hydroxyphomopsidin
emodepside

Alternaria alternata

Capsaicina

LEE, 2016

Ascomycota sp.

Ascomicotina A; Diorcinol

ZAIN et al., 2020

Aspergillus sp.

-7 acido -desoxi-7,8-didesidro-12-hidroxissidonico; -7,10-acido epoxysy-

donic

(WANG; YU; ZHU;
WANG et al., 2018)

Dothiorella sp

dothiorelones K—M

(ZHENG; HUANG;
LIAO; MEI et al.,
2019)

Drechmeria sp.

indol, 2'-epiterpendol A

(ZHAO; LUAN;
LIANG; CHENG et
al., 2018)

Penicillium sp.

7-hidroxipaxilina-13eno; ; Viridicatol; Ciclopenol; Penerpenos A;
Penerpenos B; Penerpenos E-H; Paxiline; Emindole SB; Frutigenina A;
Echinulin.

NAZIR et al., 2021

Phoma sp.

1-metoxi-3,5’-dimetil-2,3’-oxibifenil-5,1’,2’-triol; Ciperina; (10’S) - Ver-
ruculida B.

NAZIR et al., 2021

Stemphylium lycopersici

Stemfilina; Stemfipirona; Infectopirona; Fomapirona A

MEDINA et al., 2021

Trichoderma koningiopsis

Koningindis A — C

(CHEN; LI; CHEN; LI

et al., 2019)
Trichoderma harzianum 10-cicloneren-3,5,7-triol; 11-metoxi-9-cicloneren-3,7-diol; metil (SONG; FANG;
3,7-dihidroxi-15-cicloneranato MIAO; YIN et al.,
2018)

Fonte: O autor.

Fungos e suas aplicacées biotecnoldgicas

A utilizacdo de compostos bioativos de origem fungica traz diversos beneficios tanto
para a saude humana, quanto ao ecossistema (JACOBY; KOPRIVOVA; KOPRIVA, 2021).
Biotecnologia € a definicdo dada a aplicagédo dos organismos, sistemas ou processos, as-
sim como qualquer fracdo, tecidos ou células presentes nestes para fins de aplicagao in-
dustrial através do uso das ciéncias bioldgicas e engenharias (MUKHERJEE et al., 2018).
Enquanto que a micotecnologia é o termo utilizado para fazer referéncia a diversos proces-
sos onde os fungos conferem impacto biotecnolégico e econémico (MUKHERJEE et al.,
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2018). A biotecnologia de fungos promete estimular a transicdo da economia, atualmente
baseada na exploracao de petrdleo, para uma arquitetura econédmica sustentavel com con-
sonéncia as necessidades das sociedades, contribuindo para reducéo do efeito estufa, mi-
tigacdo das mudancas climéticas e oferecendo solugdes para o abastecimento alimenticio
frente ao crescimento populacional (MEYER; BASENKO; BENZ; BRAUS et al., 2020).

A producéo biotecnolégica baseada em produtos derivados de fungos € responsavel
por um mercado milionario e de rapido crescimento, envolvido na industria alimenticia, far-
macéutica, onde os fungos filamentosos ocupam posicao de destaque, participando da pro-
ducéo de enzimas, farmacos e quimicos (MEYER; BASENKO; BENZ; BRAUS et al., 2020).
Além dos produtos disponiveis, especialistas de diferentes areas, como das engenharias e
ciéncias bioldgicas, projetam a utilizacao dos fungos na formulagao de produtos com pegada
de carbono reduzida para além das areas classicas com aplicacées em produtos espaciais,
automobilisticos, téxteis e de construcéo civil; com qualidade semelhante ou superior aos
atualmente disponiveis (Tabela 2) (MEYER; BASENKO; BENZ; BRAUS et al.).

Tabela 2. Principais areas, produtos e espécies de fungos com potencial Biotecnolégico.

Area Produto Espécie
Téxtil Couro vegano
Quimica Acidos organicos
- . , Bipolaris
Quimica Biocombustivel P .
Curvularia

Dematophora bunodes, Nemania sp, Xylaria sp. (BE-
Farmacéutica Antibidticos CKER; STADLER, 2021) Flavodon flavus (SILVA; POLONIO;
POLLI; OLIVEIRA et al., 2021)

Stromatoneurospora phoenix, Annulohypoxylon viridis-

Farmacéutica Antimicrobiano tratum (BECKER; STADLER, 2021)
Farmacéutica Antifungico Xylaria cf . curta (BECKER; STADLER, 2021)
Farmacéutica Anticancerigeno Xylaria cf . curta e Xylaria sp (BECKER; STADLER, 2021)
Farmacéutica Vitaminas
Farmacéutica Proteinas
Farmacéutica Anticonvulsivante Nemania bipapillata (BECKER; STADLER, 2021)
Farmacéutica Coagulantes Rosellinia sanctae-cruciana (BECKER; STADLER, 2021)
Farmacéutica Imunossupressores Xylaria longipes (BECKER; STADLER, 2021)
Farmacéutica Anti-neuroinflamatério Xylaria nigripes (BECKER; STADLER, 2021)
Alimenticia Alternativas a carne
Agricultura Controle de pragas/herbicida Xylaria cubensis, Xylaria sp. (BECKER; STADLER, 2021)
Agricultura Inseticida e antiparasitario H. pulicicidum (BECKER; STADLER, 2021)
Agronomia Antiparasitario H. pulicicidum (BECKER; STADLER, 2021)

Fonte: O autor.

A biotecnologia fungica € baseada na capacidade desses microrganismos em produzir
compostos de interesse humano a partir de matéria organica; sua aplicacao para producao
de itens alimenticios esta presente na vida social ha milénios com a manipulacdo das leve-
duras e ainda hoje é um importante componente da industria global (MEYER; BASENKO;
BENZ; BRAUS et al., 2020). A producéo industrial de artigos biotecnologicos derivados de
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fungos é uma realidade desde 1919 quando a Pfizer iniciou a comercializagéo de acido citrico
para as industrias farmacéutica, quimica e alimenticia (MEYER; BASENKO; BENZ; BRAUS
et al., 2020). Produzido pela acao do Aspergillus niger, uma espécie de fungo potencialmente
produtora de 4cidos, a exemplo o itaconato e o galactarato com aplicacbes na industria de
polimeros e plasticos; a produgcao do acido citrico baseada na fermentagao submersa por
acao de estirpes de Aspergillus niger em matéria-prima rica em agucar é ainda hoje uma
area de interesse crescente da industria (MEYER; BASENKO; BENZ; BRAUS et al., 2020).

Os fungos ocupam um papel fundamental entre os processos biotecnolégicos moder-
nos, onde além da sua participacao em reagcdes geracao de produtos de interesse, a propria
célula fungica também apresenta potencial biotecnoldgico ao permitir a producéo de protei-
nas para fins especificos a partir do uso de ferramentas da biologia molecular, funcionando
como estrutura para fabricacédo (ADRIO, 2003).

Biotecnologia de fungos e a producao de farmacos

Os microrganismos em geral séo fornecedores de uma quantidade abundante de pro-
dutos naturais para fins de interesse a saude de animais e plantas, como farmacos e drogas
(KATZ, 2016). O uso da biotecnologia de fungos esta presente na producéo de antibioticos,
antitumorais e imunossupressores e reflete a importancia dos fungos nas ciéncias médi-
cas. Os antibi6ticos estao entre os farmacos obtidos pelo uso da biotecnologia de fungos
desde a descoberta da possibilidade de utilizagdo desses microrganismos como ferramenta
biotecnoldgica e, ainda hoje, contribuem para a obtencao de produtos naturais de interesse
humano (KATZ, 2016). Anterior a medicina moderna, no Egito antigo e na China, os meta-
bélitos produzidos por fungos filamentosos ou bolores ja eram utilizados no tratamento de
feridas, e até hoje os bioprodutos desses microrganismos possibilitam o desenvolvimento de
uma diversidade de medicamentos como imunossupressores e anti-hipercolesterolémicos
(KAWAGUCHI et al., 2013). A penicilina foi o primeiro antibiético produzido em escala comer-
cial com ampla aplicacdo durante as duas guerras mundiais, este farmaco € um antibiético
eficaz contra muitas doencas graves produzido a partir do Penicillium fungi (KATZ, 2016).

Algumas espécies fungicas apresentam capacidade de produzir até 50 metabolitos
secundarios, fato que somado a grande diversidade de espécies fungicas e a importante
participacao dos produtos naturais como fontes de insumos farmacéuticos, a utilizagcdo desses
microrganismos e seus metabolitos secundarios se revela como uma alternativa potencial
para industria farmacéutica (BEEKMAN, 2014; KATZ, 2016). Os fungos filamentosos sao
destacaveis produtores de antibibticos, enquanto que os fungos terrestres saprofiticos e os
marinhos apresentam potencial impacto, sendo esperada uma grande quantidade de novos
bioativos, visto a exploracao ainda limitada desse ecossistema, e a expressiva competitividade



neste ecossistema, gerando enorme biodiversidade ambiental nos oceanos (SILBER et al.,
2016). Somada a estes fatores, a possibilidade de estimulagcao dos conjuntos de genes néo
expressos através de estimulos externos podera possibilitar a descoberta de novos com-
postos (SILBER et al., 2016).

O uso de microrganismos como fontes para producao de bioprodutos é uma alternativa
interessante devido a possibilidade de cultivo em grande escala com bom custo-beneficio
(SILBER et al., 2016). A participacéo dos fungos é marcante na producéo de antibiéticos,
onde os fungos filamentosos ocupam 20% do total dessa classe de farmacos com producéo
anual de 60.000 toneladas de penicilinas, 5.500 toneladas de tetraciclinas e 2.500 toneladas
de cefalosporinas (SILBER et al., 2016). Dessa forma é possivel perceber que a producéo
de antibidticos para todas as necessidades apresentadas pela demanda atual é diretamente
ligada a capacidade de manipulacéo de diferentes espécies desses microrganismos, assim
relacionada a biotecnologia de fungos que surge como propulsora de estratégias realistas
para o fornecimento de bioprodutos de interesse a industria farmacéutica (SILBER et al.,
2016). Entre as espécies fungicas utilizadas para producao de diferentes proteinas farma-
céuticas destaca-se a Saccharomyces cerevisiae apresentando viabilidade de cultivo rapido
e vetor seguro (por ter conhecimento de seus mecanismos moleculares), permitindo assim
a possibilidade de seu uso para fins de consumo alimentar (ADRIO, 2003).

A mimetizagao de condigOes ambientais, a possibilidade de co-cultivo, assim como a
geracao de diferentes estimulos estressores a diferentes espécies fungicas sao métodos
gue podem possibilitar o0 desenvolvimento de novos bioprodutos a partir da biotecnologia de
fungos (SILBER et al, 2016). A incorporacéo das técnicas de biologia molecular, e os avangos
da bioinformatica e das ciéncias émicas, permitindo a manipulagcao de caracteristicas dos
microrganismos contribuem para a selecé&o de fungos viaveis, possibilitando a descoberta
de novos produtos naturais, assim como também semissintéticos e sintéticos (KATZ, 2016;
SILBER et al., 2016).

Biotecnologia de fungos e producao enzimatica

Enzimas microbianas contribuem significativamente com a industria ao catalisar varias
reacdes quimicas e reduzirem o impacto ambiental da producéo, no entanto estas enzimas
precisam apresentar especificidade ao substrato, estabilidade e eficiéncia catalitica em
condic¢des industriais de producéao, para viabilizar sua utilizacao (GUDYNAITE-SAVITCH;
2016). Dentre os microrganismos viaveis nas condi¢cdes de producdo em escala, os fungos
apresentam caracteristicas que os tornam bons sistemas de producéo de enzimas com capa-
cidade de secretar grandes quantidades das enzimas de interesse, de modo que metade das
enzimas atualmente utilizadas na industria sdo de origem fungica (GUDYNAITE-SAVITCH,



2016; MCKELVEY AND MURPHY, 2017). A producéo das enzimas fungicas ocorre prin-
cipalmente pelos métodos de fermentacdo submersa ou em estado sélido, sendo estas
enzimas principalmente aplicadas na elaborac&o de detergentes com adicao de proteases
e amilases; enquanto que no comércio as proteases, celulases, xilanases, lipases, amilases
e fitases sé@o as enzimas em destaque (MCKELVEY AND MURPHY, 2017).

Os fungos filamentosos sao importantes para a producao de enzimas em escala in-
dustrial devido a alta capacidade de producéo de enzimas extracelulares Uteis na facilitacao
de processos de fabricagao de produtos, facil cultivo e resisténcia a condi¢des ambientais
estressantes (GUIMARAES, 2006). Além da ampla aplicacdo dessas substancias na in-
dustrializacao de detergentes, amido, bebidas, alimentos, pigmentos, racdo animal, papel,
couro, e produtos de interesse quimico e biomédico (GUIMARAES, 2006). A utilizacdo das
ferramentas de biologia molecular para a manipulagcéao de cepas alvo direcionadas a geragao
de produtos enzimaticos de interesse industrial através de processos robustos e genéricos
€ uma realidade especialmente porque a industria de enzimas esta voltada a reducao de
custos (Tabela 3) (ARNAU, 2020).

Tabela 3. Enzimas fungicas com potencial biotecnolégico.

Enzima Aplicagdo Autor

Empregadas no preparo do mosto para fabricagdo de
cerveja, bem como inseridas nas ragdes animais para
aumentar a digestibilidade das B-glucanas presentes
em graos como trigo, cevada, aveia e centeio

B-glucanases Orlandelli et al., 2012

Utilizadas em ensaios de imunoabsor¢do enzimatica
Fosfatases alcalinas (ELISA), sondagem ndo isotdpica, sistemas de blotting Guimaraes, 2006
e sequenciamento

Utilizadas nas etapas de produgdo de ragdo animal
Fosfatase acida com capacidade de liberagdo de menor teor de fitato Guimaraes, 2006
liberado canas excretas animais

Aplicagdo em testes biomédicos, com utilizagdo para
a quantificagdo de glicose e também para a marcacdo
Glicose oxidase de antigenos ou anticorpos utilizados em técnicas imu- Guimaraes, 2006
noldgicas para a identificagdo de moléculas especificas
para pesquisa em saude

Aplicagdo ambiental, responsaveis pela mineraliza-
Lignina peroxidase ¢do de grande quantidade de compostos aromaticos Orlandelli et al., 2012
recalcitrantes

Utilizadas em todos os tipos de detergentes e tem
Proteases como fungdo a degradagdo de compostos tipicamente Orlandelli et al., 2012
proteinaceos, como sangue e leite.

Presente nas industrias de alimentos, papel e no setor
Xilantases téxtil sendo importante para o processo de branque- Guimaraes, 2006
amento com redugdo do uso de cloro

Fonte: O autor.

Biotecnologia de fungos e a sustentabilidade agricola

Uma das principais preocupagdes da intensificacao da producéo agricola € um cenario
de mudancas climaticas vem afetando negativamente a produtividade agricola e podem
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comprometer a seguranca alimentar em varios estagios, sendo necessarias medidas para
atenuar os desdobramentos negativos da producéo de alimentos através de praticas agri-
colas sustentaveis capazes de garantir a seguranca alimentar em um cenario de aumento
populacional crescente sem comprometer a saude do solo (BAHUGUNA, 2020). O uso de
microrganismos surge como alternativa segura para substituir o emprego de fertilizantes
quimicos; neste contexto os fungos podem atuar sob uma ampla variagéo de condi¢des do
solo, como em solos alcalinos ou acidos, suportando variagdes de temperaturas e déficit
nutricional (BAHUGUNA, 2020).

A utilizacao dos fungos, seus processos e metabdlitos para fins de uso eficiente e
sustentavel dos recursos naturais, possibilita associar progresso econémico a sustentabi-
lidade e desempenha um papel importante na abordagem dos principais desafios globais
com a criagao de sistemas sustentaveis (SOMOLON, 2019). Os fungos podem participar do
sistema agricola como agentes de biocontrole, biofertilizagcdo e na lixiviagdo de residuos,
contribuindo para a seguranga ambiental e para o aumento da produtividade agricola atra-
vés de agropraticas modernas (HYDE; XU; RAPIOR; JEEWON et al., 2019) (KHALID et al.,
2017; ODOH, 2020).

O uso prolongado de fertilizantes quimicos provoca desequilibrio na qualidade e na
estrutura da comunidade microbiana do solo e um impacto adverso no ecossistema agri-
cola, assim os biofertilizantes sdo uma possivel solugéo sustentavel para reduzir as agres-
sbes ao meio ambiente e manter os altos niveis de producao (ODOH, 2020; BAHUGUNA,
2020). O uso de microrganismos é uma das estratégias mais efetivas como estratégias de
controle de pragas através de diferentes mecanismos como antibiose, parasitismo e disputa
nutricional (VINALE, 2014). Os biofertilizantes fungicos suprimem as condi¢des de estresse
abidbtico, interferem em func¢des bioquimicas das plantas e fornecem nutrientes ao influenciar
na aquisi¢ao e transporte de substancias, aumentando seu crescimento e protegendo-a con-
tra patdbgenos (ODOH, 2020). Os fungos e/ou seus metabdlitos secundarios utilizados como
biofertilizantes interagem com outros microrganismos encontrados no solo para promover a
resisténcia das plantagcbes e expansao de safras (VINALE, 2014). Entre os agentes frequen-
temente utilizados estdo Mycorrhiza sp., Trichoderma sp., Chaetomium sp. e Gliocladium sp.
(ODOH, 2020). A capacidade de espécies fungicas como Empusa sepulchrasis, Metarhizium
anisopliae e Cordyceps melothac também séo uteis para a agricultura porque podem ser
utilizadas no controle de pragas como insetos (YUVARAJ, 2020).

Grupos de fungos séo importantes para a sustentabilidade agricola (TABELA 2), os
micorrizicos vesiculares arbustulares (MVA), do filo Glomeromycota, possuem a capacidade
de formar ligagbes do tipo micorrizicas com uma variedade de plantas através de esporo-
carpos, possibilitando beneficios a planta hospedeira devido ampliagao da absorcéo de



nutrientes, disponibilizacdo de metabdlitos que contribuem para o crescimento e resisténcia
a ambientes insalubres, através de uma relacao comensal (YUVARAJ, 2020). As alteracdes
morfologica e bioquimica permitem a sobrevivéncia da planta em situacdes desafiadoras
como solos secos, excessivamente salinos por ampliar a capacidade da planta de extrair
0s nutrientes e volumes necessarios de agua (YUVARAJ, 2020). A inoculagao da micorriza
arbuscular também pode ser util para absor¢céo em niveis eficientes de fosforo pela planta,
aumentando a capacidade de producéo da espécie; estando esses fungos envolvidos tam-
bém na regulacao da absorcao de outros minerais como calcio, zinco (YUVARAJ, 2020).

Biotecnologia de fungos e a industria téxtil

A necessidade de conservagao ambiental impulsiona as industrias de produg¢éo na bus-
ca por processos que possibilitem a melhoria dos produtos de base biol6gica, com reducéo
da pegada de carbono e dos impactos ambientais, associada a diminui¢do dos custos de
fabricacdo (AZIZAN, 2016). A biotecnologia branca consiste na aplicacéo de células vivas
ou enzimas para fabricacdo de produtos facilmente degradaveis, com reducao do gasto
de energia e da geracéo de residuos. A aplicagao de microrganismos como fungos, seus
metabdlitos primarios e secundarios sdo importantes para os processos de industrializacéo
tanto para a producao quanto para a etapa de lixiviamento de residuos (AZIZAN, 2016).
Neste sentido os fungos sao relevantes contribuintes por sua versatilidade e por facilidades
no seu cultivo sendo explorados em diferentes areas da industria como para a producgéo de
alimentos; medicamentos antitumorais, antibidticos, antifungicos; pesticidas; melhoria de
safras; silvicultura; cosméticos; enzimas; conservantes; pigmentos téxteis e acidos organicos
(HYDE et al., 2019).

Os pigmentos produzidos por fungos estdo envolvidos na producédo de cosméticos,
alimentos e na industria téxtil para tingir tecidos, sendo a busca pela identificacdo de co-
rantes naturais eficazes e com baixo impacto ambiental um dos objetivos dessa industria
(SUWANNARACH, 2019; AGURTO, 2020). Pigmento vermelho e magenta foram extraidos
dos fungos Scytalidium cuboideum e Phoma herbarum, respectivamente; a busca por pig-
mentos fungicos é essencial visto o desafio ecolégico provocado pela liberacéo de substan-
cias toxicas por corantes sintéticos comumente utilizados na industria téxtil (AGURTO, 2020;
CHIBA, 2006; VENIL, 2020). Além desses pigmentos, o uso de ferramentas biotecnolégicas
possibilitaria a producéo e extracdo de outros corantes fungicos como carotendides, mela-
nina, indico e violacepina em escala industrial (VENIL, 2020).



Fungos e a industria de alimentos e bebidas

A contribuicao dos fungos na producao de alimentos e bebidas é uma realidade co-
nhecida, no entanto a participagcado desses microrganismos na producao de artigos para
industria alimenticia n&o se restringe aos processos de fermentacéo, envolvendo a sintese
de vitaminas, aminoéacidos e lipidios, para incorporag¢ao de valor nutritivo e saborizagao
(YUVARAJ, 2020). Os corpos frutiferos formados por cogumelos comestiveis, células de
leveduras e micélios de fungos comestiveis sdo comercializados a fins de consumo humano
(YUVARAJ, 2019).

O uso de enzimas fungicas como as pectinases sdo aplicadas na producéo industrial
de vinhos e sucos de frutas ao ajudar na decomposi¢ao da parede celular, facilitando a
liberacdo do suco (GUIMARAES, 20086).

Biotecnologia de fungos e impacto econémico

Os beneficios da aplicagao das enzimas fungicas na industria alcangou a marca de 6
bilhdes de dblares em 2017, e a industria de alimentos foi a principal beneficiada pelo uso
dos fungos e seus metabdlitos, correspondendo a cerca de 2 bilhdes de dblares em 2017.
Nos mercados emergentes onde a preocupacgao dos consumidores e as agéncias ambientais
incentivam o consumo de produtos com menor impacto ecoldgico é esperado um crescimento
de 6%, com ampliagdo da aplicagao das enzimas fungicas nos setores industriais téxtil, e
da producéao de papel biodiesel e biocombustivel (ARNAU, 2020).

H CONCLUSAO

A partir desse levantamento foi possivel observar que existe um aumento no interes-
se da comunidade cientifica em pesquisar compostos bioativos dos fungos na sintese de
produtos ou processos de interesse econdmico. Os fungos sao onipresentes no ambiente
e capazes de produzir inumeras substancias benéficas. Os metabdlitos secundarios pro-
duzidos por esse microrganismos possuem aplicabilidade em diversos setores econémicos
(ex: agricultura, industria farmacéutica, alimenticia, entre outros). No entanto, apesar da
importéncia dos fungos para a Biotecnologia, ainda ha muito a ser explorado e € perceptivel
a lacuna existente sobre algumas informacgdes. Além disso, atender a demanda industrial
para a producao em larga escala, ainda é um problema. Dessa forma, pesquisas futuras
séo importantes sobre a classificacéo das espécies de fungos e a sua interacdo com o meio
ambiente, propiciando efeitos significativos tanto ambientais quanto econémicos. Além disso,
aumentar as abordagens das vias biossintéticas, as reacoes de biotransformacao e avaliar



alvos de novos compostos secundarios do ponto de vista industrial facilitara ainda mais a
utilizacdo dos fungos e o fortalecimento frente a Bioeconomia.
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RESUMO

A resisténcia aos antibidticos é um grave problema de saude publica. Adicionalmente, o
uso de antibidticos para tratamento de pacientes com COVID-19 aumentou a incidéncia de
bactérias multirresistentes (MDR), agravando o problema de escassez global de antibiéticos.
Neste cenario, fontes ndo convencionais como os anfibios tém surgido como uma nova fonte
de peptideos e probidticos. Sendo que a pele é a primeira linha de defesa contra patoge-
nos, os peptideos antimicrobianos (PAMs) presentes nas secrecdes cutaneas e bactérias
cutaneas produtoras de metabdlitos (BPMs) fornecem compostos com potencial atividade
antimicrobiana. Esta reviséo apresenta o potencial dos PAMs e dos BPMs contra bactérias
patogénicas de interesse clinico, assim como sua atividade sinérgica em combinagdo com
os antibioticos comercialmente disponiveis. Evidéncias elucidaram que os PAMs apresen-
tam atividade antimicrobiana contra isolados clinicos, porém sao limitados na sua aplicacao
farmacologica devido a toxicidade. Por outro lado, os BPMs tém se mostrado promissores
na inibicdo de patdgenos, entretanto seu espectro de acéo é reduzido. O estudo de anfibios
demonstra ser promissor na busca de novos antibiéticos, assim como também para poten-
cializar o efeito terapéutico dos antibibticos disponiveis. Estes fatos sao relevantes no Brasil,
0 pais com maior diversidade de anfibios no mundo.

Palavras-chave: Atividade Antimicrobiana, Secre¢cdes Dérmicas, Microbiota Cutanea, Pro-
bidticos, Anfibios.



B INTRODUGCAO

A resisténcia aos antimicrobianos € um grave problema de saude publica (CDC,
2019). Devido ao aumento de patdogenos multirresistentes (MDR), a Organizagédo Mundial
da Saude (OMS) divulgou em 2017 uma lista de patégenos de prioridade global de acor-
do com a urgéncia de novos antibiéticos, classificados como: critica, alta e média (SS1).
Adicionalmente, o uso de antibidticos para tratamento de pacientes com COVID-19 aumen-
tou o surgimento de resisténcia, diminuindo as opc¢des terapéuticas disponiveis (LAl et al.,
2021; LUCIEN et al., 2021).

Enfrentar a crise de resisténcia requer da pesquisa de compostos com novos me-
canismos de acao, capazes de inibir patbgenos para os quais os antibidticos se tornaram
ineficazes, e de moléculas capazes de potencializar o efeito terapéutico dos antibidticos
disponiveis (WANG et al., 2020). Neste sentido, a busca de novos antimicrobianos esta
sendo direcionada a fontes pouco exploradas, que geralmente fornecem moléculas com
estruturas complexas, importantes para o reconhecimento especifico por alvos de bactérias
patogénicas (COATES et al., 2020).

Fontes naturais com interac6es ecologicas complexas como os anfibios podem resultar
na descoberta de compostos quimicamente diversos e biologicamente ativos (MARTIN et al.,
2020). Os anfibios possuem uma pele mucosa que produz centos de moléculas uteis na luta
contra patégenos. Como parte dos seus mecanismos de defesa inata produzem secre¢des
dérmicas, ricas em alcaloides e peptideos antimicrobianos (PAMs), e como mecanismos
de defesa adquirida possuem barreiras bioldgicas como bactérias cutédneas produtoras de
metabdlitos (BPMs) com atividade inibitéria (BARROS et al., 2021;(FLECHAS; ACOSTA-
GONZALEZ; ESCOBAR; KUENEMAN et al., 2019; WOODHAMS et al., 2020).

Desde que os anfibios sdo afetados pelos fungos Batrachochytrium dendrobatidis
(Bd) e Batrachochytrium salamandrivorans (Bsal), aumentaram os esfor¢cos para conhecer
a contribuicdo destas defesas quimicas contra patégenos. A partir disto foram descritas
moléculas que além de apresentar fungcao anti-Bd e anti-Bsal também inibem patdégenos de
importancia clinica. Esta revisdo apresenta o potencial dos PAMs e dos BPMs contra bac-
térias patogénicas de interesse clinico, assim como sua atividade sinérgica em combinacéo

com os antibi6ticos comercialmente disponiveis.
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A natureza oferece multiplas fontes de compostos com potencial biotecnol6gico como:
antibiéticos, analgésicos, imunomoduladores, inibidores enzimaticos e agentes antitumorais
(SPINELLI et al., 2020). Dentro destes, os PAMs dos anfibios sdo considerados um recurso
importante para o desenvolvimento destas moléculas. Estes peptideos sao produzidos nas
glandulas granulares (venenosas e serosas) € mucosas, que atuam como uma primeira linha
de defesa contra patdbgenos como Bd e Basal (BARROS et al., 2021).

Em termos gerais, os PAMs podem ser definidos como biomoléculas formadas pela
ligacao de dois ou mais aminoacidos unidos por meios de ligacdes peptidicas (XU et al.,
2015). Em anfibios ja foram descritos mais de mil PAMs, observando-se que cada espé-
cie tem sua propria assinatura de peptideos com espectro de acéo diferente (LADRAN e
NICOLAS, 2016; MOOKHERJEE et al., 2020). O principal mecanismo de a¢ao € a ruptura da
membrana fosfolipidica, que mata patbgenos MDR antes de que elas possam desenvolver
resisténcia (CASCIARO et al., 2017; SCHMIDTCHEN et al., 2014).

Sendo uma fonte promissora de antibiéticos naturais, a producao de peptideos antimi-
crobianos faz parte do sistema imune inato, e exercem fung¢des de extrema importancia para
a sobrevivéncia, atuando em sinergia com a microbiota, o protegendo a um custo metabdlico
minimo (FLECHAS et al., 2019). Muitas espécies de ras tém um ciclo de vida bifasico, na qual
0s girinos residem em um ambiente aquatico seguido por uma transicao pdés-metamorfose
para um ambiente terrestre. A exposicdo a ambos ambientes pode ter exigido a evolucéo de
um amplo arsenal de defesa antimicrobiana em sua secrecao cutanea (VARGA et al., 2019).

Foi reportado que o PAM japonicin-2LF, isolado da secrecédo da ra Limnonectes fu-
jianensis (Figura 1. A), inibiu Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) com
Concentracao Minima Inibitoria (CIM) e Concentracao Minima de Erradicacéo de Biofilme
(CMEB) de 4 pg/mL. Adicionalmente, ao ser injetada em larvas de Galleria mellonella diminuiu
em 50% a mortalidade de larvas infectadas com MRSA (YUAN et al., 2019). Da mesma forma,



o peptideo CPF-B1 obtido de Xenopus borealis (Figura 1. B) demonstrou atividade contra
isolados de MRSA e Acinetobacter baumannii multirresistente (MDRAB) (MECHKARSKA
et al., 2010), e peptideos de Agalychnis callidryas (Figura 1. C) inibindo a formacao de
biofilme de S. aureus (GONG et al., 2020).

No entanto, o potencial terapéutico desses peptideos é limitado devido a sua baixa
seletividade que pode ocasionar citotoxicidade e hemdlises em células eucaribticas, preju-
dicando sua possivel aplicagéo farmacologica sistémica (VERLY et al., 2008). Um exemplo
sao os peptideos de ocelatina, obtidos da ra Leptodactylus labyrinthicus (Figura 1. D).
Estes apresentam atividade contra bactérias e fungos, mas também atividade hemolitica e
citotoxicidade em células humanas. Adicionalmente, verificou-se que embora os peptideos
isolados tivessem alta homologia entre si, seus espectros de atividade antimicrobiana e ativi-
dade hemolitica diferiam, estando a maior atividade antimicrobiana diretamente relacionada
a sua capacidade disruptiva de membrana (GUSMAO et al., 2017).

Apesar desses reveses, devido a falta de alternativas terapéuticas para combater o
crescente problema de resisténcia, o uso de PAMs é considerado uma nova fonte de farma-
cos para tratamento de infeccbes por organismos multirresistentes (GUSMAO et al., 2017).
Dessa forma, as pesquisas estao sendo direcionadas para desenvolver metodologias que
permitam diminuir os problemas relativos a sua toxicidade em células eucari6ticas.

Uma alternativa para diminuir os efeitos anteriormente mencionados € o uso dos PAMs
em combinagdo com os antibi6ticos convencionais. Desta forma reduz as concentragdes
ativas individuais (antibi6ticos e peptideos), diminuindo também os efeitos indesejaveis.
Adicionalmente, podem apresentar efeito sinérgico no tratamento de infec¢des, e retardar
o surgimento da resisténcia (CASCIARO et al., 2017).

Combinacgdes testadas com sucesso para inibicao de MRSA foram baseadas nos
AMPs da Rana chensinensis (Figura 1. E), e antibiéticos como: penicilina, ampicilina e
eritromicina. As CIMs foram reduzidas em 16 vezes para eritromicina e 32 vezes para pe-
nicilina (SHANG et al., 2019). Para Pseudomonas aeruginosa e Vibrio vulnificus os pep-
tideos de Hydrophylax bahuvistara (Figura 1. F), em combinacdo com canamicina, tetra-
ciclina e ciprofloxacina mostraram interacao sinérgica reduzindo de 4 a 25 vezes as CIMs
(LEKSHMIPRIYA et al., 2021).



Figura 1. Anfibios produtores de peptideos antimicrobianos. (A) Limnonectes fujianensis; (B) Xenopus borealis; (C)
Agalychnis callidryas; (D) Leptodactylus labyrinthicus; (E) Rana chensinensis; (F) Hydrophylax bahuvistara.

Fonte: Wikimedia Commons.

H METABOLITOS SECUNDARIOS DAS BACTERIAS CUTANEAS

As bactérias presentes na pele de anfibios produzem uma ampla gama de metabdlitos
envolvidos na defesa contra predadores e patégenos como os fungos Bd e Bsal (MARTIN
et al., 2020; WOODHAMS et al., 2018). Consequentemente, com a relevancia ecologi-
ca destes patdbgenos a procura de moléculas capazes de controla-los tem sido o maior
foco das pesquisas.

No entanto, estudos recentes demonstram que os metabdlitos das bactérias cutaneas
dos anfibios inibem bactérias clinicamente relevantes como bactéria produtoras de beta-
-lactamase de espectro estendido (CTX-M) e/ou produtoras de carbapenemases (KPC-2,
OXA-23, NDM-1) (BECERRA et al., 2021). Até a data, somente quatro compostos com ati-
vidade antimicrobiana foram descritos: (A) violaceina; (B) prodigiosina (C) (2,4 DAPG); (D)
Indol-3-carboxaldeido (I3C) (Figura 2).



Figura 2. Principais compostos com atividade anti-Bd e anti-Bsal com potencial antimicrobiano.
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Fonte: Woodhams et al., 2018.
Violaceina

A violaceina (VIO) (Figura 2) é um pigmento de cor purpura, produzido principalmente
por bactérias ambientais dos géneros Chromobacterium spp., Alteromonas spp., Duganella
spp., e Janthinobacterium spp. (DURAN et al., 2021). Estas bactérias podem ser isoladas
de mar profundo, rios, solos, glaciares, pele de anfibios, entre outros. Estudos relatam o po-
tencial farmacol6gico da violaceina como molécula antimicrobiana, antitumoral, tripanocida,
antileishmania, imunomoduladora, antiviral, antinematoide e antiulcerogénica (DURAN etal.,
2021; WOODHAMS et al., 2018).

Uma das aplicagcées mais promissérias atribuidas a violaceina reside no seu potencial
para inibir patégenos (Figura 3). O principal mecanismo de a¢ao associado a esta atividade
€ a disrupcéo da bicamada lipidica (CAUZ et al., 2019). Estudos mostram a atividade da vio-
laceina contra bactérias Gram-positivas como Bacillus subtilis e MRSA (CAUZ et al., 2019),
e contra Gram-negativas como Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Vibrio
cholerae e Salmonella typhi, entre outros (BARICZ et al., 2018; SUBRAMANIAM et al., 2014).

Figura 3. Inibicdo de violaceina produzida por Janthinobacterium lividum contra Enterococcus faecium resistente a
vancomicina. (A, B) Efeito bacteriostatico; (C) Efeito bactericida; (D) Controle. Barra preta=6mm.

Fonte: Baricz et al., (2018).
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A VIO apresenta efeito sinérgico quando usada conjuntamente com antibiéticos. No es-
tudo de Subramaniam et al., (2014), foi calculado indice de concentragao inibitéria fracionada
(ICIF) para violaceina em combinagdo com antibiéticos (Tabela 1). Este indice classifica o
tipo de interacé&o dos antimicrobianos, quando o valor é menor a 0,5 a interacéo é conside-
rada sinérgica, entre 0,5-1,0 aditivo, entre 1,0-2,0 n&do interacao, e superior a 2,0 antago-
nica. O valor € calculado baseado na CIM. Por exemplo, para S. aureus o valor do ICIF da
combinacgao VIO + GEN pode ser calculado como: [CIM de VIO em combinacgao (1,0) /CIM
da VIO sozinha (5,7)] + [CIM de GEN em combinacgéao (1,0) /CIM de GEN sozinha (4,0)] = 0,4.

Tabela 1. Concentracdo Minima Inibitdria (CIM) da violaceina e em combinagdo com antibidticos contra bactérias
patogénicas.

P. aeruginosa K. pneumoniae S. aureus
AG (ug/ml)

° C F R 1 C F R 1 € F R
VIO 31,7 - - - 15,6 - - - 5,7
VAN 15,0 11,7 1,3 N 10,4 8,9 1,2 N 8,0 4,4 0,5 S
ERT 20,0 12,5 1,0 A 15,6 7,4 0,4 S 5,0 3,8 1,0 A
TET 16,0 8,8 0,5 S 46,7 13,3 0,5 S 8,0 4,4 0,6 A
GEN 2,5 2,0 0,9 A 3,0 2,0 0,7 A 4,0 1,0 0,4 S
CIp 1,5 0,5 0,4 S 2,0 1,0 0,5 S 3,5 2,0 0,9 A
oTC 12,0 4,0 0,5 S 34,0 10,0 1,0 A 8,0 1,8 0,5 S
CLo 6,2 5,0 1,0 A 3,9 1,8 0,5 S 16 4,0 0,9 A
KAN 64,0 14,0 1,0 A 16,0 8,0 1,0 A 2,0 0,8 0,5 S
POL 4,0 1,5 0,4 S 2,0 1,0 0,5 S 32,0 8,0 1,6 N

aAgentes (AG): VIO: violaceina; VAN: vancomicina; ERT: eritromicina; TET: tetraciclina; GEN: gentamicina;
CIP: ciprofloxacina; OTC: oxitetraciclina; CLO: cloranfenicol; KAN: canamicina; PMB: polimixina B.
bl: individual; C: combinago violaceina + antibiético (1:1); F: Indice de concentragao inibitdria fracionada (ICIF): <0,5 (sinergia);
0,5-1,0 (aditivo), 1,0-2,0 (ndo interagdo) e >2,0 (antagonismo); R: resultados (N: ndo interagado, S: sinergia, A: aditivo).

Modificado de Subramaniam et al., (2014).

Neste estudo, a VIO em combinagdo com os antibioticos em propor¢cao de 1 a 1 apre-
sentou sinergismo nas classes tetraciclinas, macrolideos e aminoglicosideos. A combinacéo
de VIO + TET foi eficiente contra todos patdogenos, com um ICIF de = 0,5. As combinagdes
CIP + VIO e POL + VIO apresentaram sinergismo contra as bactérias Gram-negativas P. ae-
ruginosa e K. pneumoniae. Por sua parte, as combina¢des de VIO + VAN, VIO + GEN, VIO
+ OTC e VIO + KAN agiram sinergicamente contra o Gram-positivo S. aureus (tabela 2)
(SUBRAMANIAM et al., 2014).

As bactérias patogénicas podem aumentar sua resisténcia aos antibiéticos quando es-
tabelecem a formacao de biofilme. Estudos de Dodou et al., (2020), mostram que a VIO inibe
a formacao de biofilme em S. epidermidis nas concentragcées de 20 pg.mL™" de concentracéo
inibitéria minima em biofilme (CIMB), e 160 ug.mL" de concentra¢cao minima de erradicacao
de biofilme (CMEB). Ao avaliar o efeito modulador da VIO sobre a agdo de antibidticos como
vancomicina, cefepime, ciprofloxacina e meropenem, observou-se sinergismo, especialmente
na associacao VIO-CIP, que erradicou completamente o biofilme.
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Prodigiosina

A prodigiosina (PG) (Figura 2) é um pigmento vermelho derivado principalmente do
metabolismo da bactéria Gram-negativa Serratia marcescens, e em menor grau produ-
zida por bactérias do género Janthinobacterium spp., Streptomyces spp., Vibrio spp., €
Pseudoalteromonas spp. (CHOI et al., 2021; WOODHAMS et al., 2017). Estas podem ser
isoladas de agua de mar, agua doce, pele de anfibio e de ambientes terrestres. Diversas ati-
vidades biolégicas tém sido descritas como fung&o antimicrobiana, antitumoral, antimalérica,
algicida, inseticida e imunossupressora, com potencial aplicacéo na clinica, meio ambiente,
alimentos, entre outros (CHOI et al., 2021).

Um dos mecanismos de acéo para sua atividade é a ruptura da membrana lipidica, como
foi descrito para a VIO. No entanto, estudos de Darshan e Manonmani (2016) descrevem
a producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que interagem com o DNA, clivando
a fita dupla. Estudos de Feng et al., (2015), demonstram a atividade inibitéria de PG con-
tra B. burgdorferi resistente a amoxicilina, diminuindo a CIM para < 0,2 pg/mL.

No trabalho de Gohil et al., (2020), foi calculado o indice de Concentragcéo Bactericida
Fracionada (IFBC), o qual esta baseado nos valores da Concentracéo Bactericida Minima
(CBM). A partir destes, foi observado que a combinagao de PRO com os antibi6ticos comer-
ciais ampicilina, cloranfenicol, canamicina, tetraciclina e acido nalidixico mostraram sinergia
para inibir S. aureus, com um valor de IFBC < 0,25, e para Pseudomonas aeruginosa somente
houve sinergia nas combinacdes PRO + cloranfenicol e PRO + acido nalidixico.

Indol-3-Carboxaldeido

O Indol-3-Carboxaldeido (I3CA) (Figura 2) pertence a uma classe de compostos na-
turais bioativos encontrados em plantas, bactérias e fungos. Suas complexas estruturas
tém sido atribuidas a potentes atividades como: antimicrobiana, anticancerigena, anti-infla-
matoria, antimalarica (EL-SAWY et al., 2018; FU et al., 2015). Este composto é produzido
por bactérias como Janthinobacterium spp., simbionte da salamandra Plethodoncinereus
(BRUCKER et al., 2008), Marinomonas spp., presente em ambientes marinhos (RAJALAXMI
et al., 2016), e Chromobacterium violaceum (DAVIS et al., 1976).

Em experimentos in-vitro verificou-se que o I3C atua reduzindo a formacgao de biofilme
e a expressao do fator de viruléncia, precisando de concentragcdes ainda mais baixas do
gue os acidos miristico e esteérico utilizando como controle (Figura 4) (RAJALAXMI et al.,
2016). Da mesma forma, derivados do indol apresentam atividade inibitéria contra MRSA e
Escherichia coli (SHIRINZADEH et al., 2011).



Figura 4. Efeito do indol-3-carboxaldeido e de acido estearico, acido mistiricona na inibicdo (%) de biofilme de Vibrio
cholerae. *Significancia estatistica de p <0,05 e ** p < 0,01 em relagdo aos controles.
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Fonte: Rajalaxmi et al., 2016.
2,4-diactilfloroglucinol

O 2,4-diactilfloroglucinol (2,4 DAPG) (Figura 2), possui uma estrutura tnica com gru-
pos acil, alquil e hidroxil que o permite interagir multiplos alvos tanto de células eucari6ticas
como procaridticas. Inicialmente foi descrito como um metabdlito produzido por bactérias
rizosféricas, como Pseudomonas spp., (KANKARIYA et al., 2019). Também foi encontrado
em Staphyloccocus spp., e Microbacterium spp., isoladas dos anfibios Craugastor fitzingeri e
Ranamuscosa, com fung¢éo anti-Bd e anti-Bsal (MYERS et al., 2012; BRUCKER et al., 2008;
REBOLLAR et al., 2018). Para este composto tem sido descritas atividades de interesse
biotecnolégico e farmacoldgico como: antimicrobiana, anti-helminticas, antiviral, antiparasi-
taria e anticancerigena (KANKARIYA et al., 2019).

Uma das suas caracteristicas promissorias é a inibicao de patégenos MDR como MRSA
(MITTAL et al., 2019), e de virus como 0 SARS-CoV-2 (KANKARIYA et al., 2022). O meca-
nismo de acao antimicrobiana desse metabdlito inclui a inibicdo e disfuncao em trés pontos
chave na fungao celular (Figura 5), € apontado para: (i) disfungdes mitocondriais, nas quais
interrompe o potencial de membrana, altera a homeostase celular e libera oxigénio reativo
em Saccharomyces cerevisiae, (ii) inibe a fotossintese no cloroplasto, e (iii) altera a integri-
dade da membrana celular bacteriana (KANKARIYA et al., 2019; RAJALAXMI et al., 2016).



Figura 5. Mecanismos de acdo do DAPG em células eucariotas e células procariotas.
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Fonte: Kankariya et al., (2019).

B PERSPECTIVAS

Estudos que tém usado os anfibios como fonte néo convencional de moléculas com
potencial antimicrobiano mostram que os compostos produzidos nas peles dos anuros sao
uma rica fonte de principios ativos com potencial aplicagcéo clinica e no desenho de produtos
de inovacéo biotecnoldgica. Atualmente, com o advento das 6micas e com novas ferramentas
de sequenciamento e analises de dados in silico, sera cada vez mais eficiente a pesquisa
de novas moléculas a partir de fontes naturais.

Para possibilitar o continuo acesso ao potencial biotecnoldgico das moléculas produzi-
das nas peles dos anfibios devemos adotar estratégias que contribuam para a conservacéo
da rica biodiversidade desses organismos. Essas iniciativas requerem um trabalho colabo-
rativo que envolva perspectivas econdmicas, cientificas, tecnologicas, politicas, ambientais
e sociais que além de preservar, promovam o aproveitamento dessa riqueza.

Apesar de promissoras, tanto os PAMs, quanto os BPMs apresentam algumas limi-
tacdes inerentes do seu mecanismo de acao sobre células eucariotas que impedem sua
rapida implementacéo como produtos antimicrobianos. Considerando isso, se faz importante
nao apenas descobrir novas moléculas, mas também garantir que seu mecanismo de acao
seja seletivo e nado toxico. Inovacdes dos ultimos anos como sistema de liberacéo contro-
lada com direcionamento para alvos especificos podem ser um caminho para garantir que
as biomoléculas descobertas a partir dos anfibios atuem em alvos celulares especificos
dos patégenos, a nivel sistémico, reduzindo sua toxicidade. Por outro lado, existem outras
limitacdes relacionadas a concentragao plasmatica maxima atingida por alguns peptideos
as quais muitas vezes sdo menores que a concentracédo inibitoria minima CIM, porém este
fator ndo se aplica para uso topico onde teriam um maior potencial de aplicacdo. O custo da
obtencéo e purificagado dos peptideos também pode inviabilizar a aplicagao sistémica que

muitas vezes requer uso prolongado em altas concentragoes.



Com relac¢ao aos probidticos existe um enorme potencial pela biodiversidade microbiana
pouco estudada. Embora estes probidticos estejam associados com producgao de bacterio-
cinas de espectro restrito, 0 uso de um cocktail de probidticos poderia aumentar o espectro
de atividade. Especificamente na hora de obter as bacteriocinas deve ser considerada a
solubilidade dos composto como um fator limitante.

Finalmente, a atividade sinérgica de antibiéticos disponiveis comercialmente em combi-
nacao com os PAMs demonstraram ser alternativas terapéuticas contra patégenos MDR. Esta
terapia combinada permite reduzir a dose dos antibiéticos enquanto mantém as atividades
terapéuticas, o que é util para retardar o aparecimento de novas resisténcias. No contexto
atual, a terapia combinatoria podera ser a base da prdéxima geragao de antibiéticos no com-
bate para patégenos resistentes.

MATERIAL SUPLEMENTAR

SS1. Lista de agentes patogénicos prioritarios da OMS para a Pesquisa e
Desenvolvimento (P & D) de novos antibiéticos.

Prioridade 1: Critica#

Acinetobacter baumannii, resistente a carbapenema

Pseudomonas aeruginosa, resistente a carbapenema
Enterobacteriaceae*, resistente a carbapenema, produtoras de ESBL

Prioridade 2: Alta

Enterococcus faecium, resistente a vancomicina

Staphylococcus aureus, resistente a meticilina, com sensibilidade intermediaria a vancomicina
Helicobacter pylori, resistente a claritromicina

Campylobacter spp., resistente as fluoroquinolonas

Salmonella spp., resistentes as fluoroquinolonas

Neisseria gonorrhoeae, resistente as cefalosporina, resistente as fluoroquinolonas

Prioridade 3: Média

Streptococcus pneumoniae, sem sensibilidade a penicilina
Haemophilus influenzae, resistente a ampicilina

Shigella spp., resistente as fluoroquinolonas

#Mycobacteria (incluindo Mycobacterium tuberculose).
*Enterobacteriaceae: Klebsiella pneumonia, Escherichia coli, Enterobacter spp., Serratia spp., Proteus spp., Providencia
spp, € Morganella spp.
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RESUMO

Objetivou-se avaliar a silagem de milho com diferentes inoculantes bacterianos, utilizando-se
cepas de bactérias isoladas de silagem de sorgo. Para isso, a silagem foi armazenada em
silos laboratoriais de PVC com adicionados de inoculante e agua peptonada estéril. Utilizou-se
o delineamento inteiramente casualizado com cinco tratamentos e quatro repeticdes. Apds
33 dias de fermentacao, procedeu-se a analise sensorial e em seguida foram retiradas as
amostras para a analise do nitrogénio amoniacal (N-NH3), pH, MS e PMS (perda total de
matéria seca), e avaliacdes quimico-bromatoldgicas. Para o ensaio da estabilidade aerdbica
foi coletada uma amostra composta de cada tratamento e acondicionada em baldes de poli-
propileno. As temperaturas da sala foram monitoradas duas vezes ao dia (8:00 h e 18:30 h),
durante sete dias. As avaliacbes sensoriais apresentaram classificacao “Boa a Muito Boa” e
resultados sanitarios positivos. Houve diferenca significativa entre os tratamentos na relacao
N-NH3/N-Total. N&do houve diferenca significativa as variaveis de pH, MS e PMS. Todas
as silagens apresentaram temperatura maxima entre 31°C e 36°C, mantendo-se menores
do que a temperatura ambiente até aproximadamente 32 horas, a partir de entdo houve
deterioracao aerdbica. Os valores da relacdo N-NH3/N-total das silagens produzidas com
inoculantes podem ser consideradas de boa qualidade. Contudo, a adi¢cdo de inoculantes
a silagem de milho promoveu uma deterioracédo aerdbica mais rapida da mesma. Foram
observados menores teores de matérias secas nas silagens sem inoculantes. O uso dos
inoculantes ndo foram suficientes para melhorar os teores de proteina, digestibilidade e NDT.

Palavras-chave: Deterioracdo Aerbbica, Streptomyces sp., Proteina.



B INTRODUGCAO

A sazonalidade climatica no Brasil promove grandes oscila¢cdes na oferta de alimentos
aos animais domésticos, refletindo em sua produtividade e desempenho, ja que a agéo direta
sobre a producéao de forragens torna, por vezes, a exploracdo de herbivoros vulneraveis
(MOTA et al., 2010). Entre os alimentos usados na producéo agropecuaria esta a forragem,
gue consiste em tornar a producéo agropecuaria menos dependente das condi¢des clima-
ticas, desta forma a disponibilidade deste alimento € um ponto estratégico para o produtor
(CALESCURA; GAI, 2012). Diante desse contexto, nos ultimos anos houve a ampliagédo das
técnicas de conservacao de forragens, sendo a ensilagem o processo mais preponderante
nos sistemas produtivos (ASSIS et al., 2014).

Entre as culturas mais utilizadas para essa finalidade, encontra-se o milho (Zea mays),
pois apresenta caracteristicas desejaveis na producao de silagem, como alta produtividade,
alto valor nutritivo e adequado processo de fermentacao (BASSO et al., 2012). No entanto,
muitos fatores podem afetar a qualidade da silagem de milho, dentre eles destacam-se a
cultivar, adubacéo, controle de pragas e plantas daninhas, colheita, tamanho de particula e
o processo de ensilagem (CALESCURA; GAI, 2012).

A microbiota da silagem encontra-se dividida em dois grupos distintos, os micro-orga-
nismos desejaveis e os indesejaveis. Os desejaveis sao as bactérias do acido latico e as
bactérias do acido propiénico e os indesejaveis sao aqueles micro-organismos prejudiciais
a conservacao da forragem (leveduras, fungos filamentosos, bactérias do género bacillus),
podendo apresentar um alto consumo de nutrientes ou causarem a deterioracdo aerébica
(ASSIS et al., 2014).

A qualidade dessas silagens pode ser avaliada através da quantidade de nitrogénio
amoniacal contido na mesma. O nitrogénio amoniacal presente na silagem & um indicador
da eficiéncia fermentativa dos clostridios, podendo levar ao aumento do pH e revelar a acao
deletéria de enzimas da planta e de micro-organismos sobre a parte proteica da forragem
(NEUMANN et al., 2010). Além disso, ele € um indicativo da degradacao da proteina durante
o processo de ensilagem (OLIVEIRA et al.,2010).

Quando a silagem € exposta ao ar, sua deterioracao € inevitavel, podendo resultar
em perda substancial de matéria seca. Isso ocorre principalmente, em silagens resultantes
de fermentacao desejavel, sugerindo a busca por novas cepas de micro-organismos que
promovam o aumento da estabilidade aerdbica das mesmas (BASSO et al., 2012). Diante
do exposto, foi realizado um experimento com objetivo de avaliar o nitrogénio amoniacal,
a estabilidade aerdbica e a composicao bromatoldgica de silagem de milho com diferentes
inoculantes bacterianos.



H METODO

O plantio do milho hibrido utilizado a silagem do experimento foi realizado na Fazenda
Experimental da Universidade Federal Do Oeste Do Para (UFOPA), Km 37 da PA-370, na
cidade de Santarém-Para. A regido caracteriza-se pelo tipo climatico Am com caracteristicas
gerais de clima quente e umido de acordo com a classificagcdo de Képpen, e uma pluviosidade
média anual de 2150 mm (CLIMA-DATA, 2017). Para a elaboracdo da silagem colheu-se
todo o milho entre 90 e 100 dias, quando o grao estava no estagio farinaceo. Empregou-se
a colheita manual rente ao chdo com o auxilio de uma picareta estacionaria com tamanho
de particulas de 4.0 cm.

Foram utilizadas cepas de bactérias isoladas de silagem de sorgo, denominadas Actino
2, Actino 9 e Actino 1 e como controle positivo um inoculante comercial LactoSilo Gold (BASF)
que continha as bactérias Lactobacilus curvatus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus aci-
dophilus, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus acidilactici, Enterococcus faecium, Bactéria
latica Sorgo S1. Os inoculantes foram preparados no Laboratério de Microbiologia da UFOPA,
onde as actinobactérias estavam em um bloco com 165 mL de caldo ALA, em quadruplicata
e o inoculante comercial (4 g) em 165 mL de caldo ALA. Os inoculantes ficaram 24 horas
em agitacao, shaker, a 25°C e 180 RPM. Apdés o periodo de incubagéo obteve-se a conta-
gem de células de 9 log UFC mL™ do caldo, conforme metodologia desenvolvida por ASSIS
et al. (2014). Utilizou-se as cepas das actinobactérias para os testes, considerando-se o
inoculante comercial como o controle positivo e sem inoculantes o controle negativo, cada
um contendo 165 mL de caldo ALA.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado com cinco tratamentos e quatro
repeticoes: 1- Tratamento sem inoculante (Caldo - controle negativo), 2- inoculante comer-
cial (Lactobacilos-controle positivo), 3- inoculante 2 (Actino 2), 4- inoculante 3 (Actino 9), e
5- inoculante 4 (Actino 1).

No Laboratério de Bromatologia da UFOPA, o material foi compactado manualmente
nos silos laboratoriais PVC (100 mm) com altura de 30 cm e raio de 5 cm, utilizando so-
quete de madeira, de modo a atingir a densidade de 600 kg/m3 (1.650 kg de silagem em
cada silo), e adicionados de 165 ml de inoculantes diluidos em 44 mL de agua peptonada
estéril cada. Os silos foram dotados de véalvula do tipo Bunsen para o escape dos gases e
vedados com tampas comerciais de PVC a fim de evitar a entrada de ar e em seguida foram
pesados e armazenados.

Apéds 33 dias de fermentacédo, os silos foram abertos, as partes deterioradas foram
descartadas e procedeu-se a avaliagao sensorial das silagens conforme os critérios estabe-
lecidos por Meyer, Bronsch e Leibetseder (1989), quanto aos aspectos de odor, coloragao



e manipulacéo (MS), para os quais as silagens receberam pontuacdes e a partir da soma
destas, foram classificadas em boa a muito boa, satisfatoria, regular e insatisfatéria.

Para a determinacéo dos teores de Matéria Seca (MS) foram retiradas amostras de
500 g de silagem pré-secas, em estufa de circulacéo de ar a 55°C por 72 horas, e poste-
riormente determinados os valores de Matéria Seca e Nitrogénio Total, conforme os méto-
dos da AOAC (1990).

Para a analise do nitrogénio amoniacal (N-NH3) foram retiradas 25g de amostras de
silagens e as anélises foram determinadas seguindo a metodologia de Bolsen et al. (1992).
Para a determinacao dos valores de pH das silagens utilizou-se a metodologia descrita por
Silva e Queiroz (2002). A determinacao das perdas totais de Matéria Seca (PMS) foi calcula-
da pela diferenca entre o peso bruto de MS inicial e final dos silos, em relacédo a quantidade
de forragem ensilada. Foi descontado o peso do silo na ensilagem e na abertura, conforme
equacéo descrita por Schmidt (2006): PMS = [(MSi - MSf) x 100] / MSi, onde PMS = Perda
Total da MS e MSi = Quantidade de MS inicial, ou seja peso do silo apds o enchimento,
menos o0 peso do conjunto vazio sem a forragem, antes do enchimento (tara seca) multipli-
cados pelo teor de MS da forragem na ensilagem; MSf = Quantidade de MS final, onde o
peso do silo cheio antes da abertura menos o peso do conjunto vazio sem a forragem, apés
a abertura dos silos (tara umida) multiplicados pelo teor de MS da forragem na abertura.

Para o ensaio da estabilidade aerdbica juntou-se uma amostra de cada tratamento
com 2 kg de silagem n&o compactados, acondicionadas em baldes de polipropileno com
capacidade para 15 kg, onde ficaram por 7 dias em uma sala fechada com temperatura
ambiente. As temperaturas da sala foram monitoradas duas vezes ao dia (8:00 h e 17:00 h)
durante sete dias, com o uso de um termémetro inserido a 10 cm da massa e a temperatura
ambiente foi monitorada com 0 mesmo termémetro. Foram analisados 14 tempos de avaliagao
(0, 24, 31, 48, 55, 72, 79, 96, 103, 120, 127, 144, 151, 168 horas) apds a abertura dos silos
e nos mesmos horarios foram aferidos também os valores de pH, segundo a metodologia
descrita por Silva e Queiroz (2002).

A estabilidade aerodbica foi calculada em horas, assim como o tempo, para que as si-
lagens, ap0Os a abertura do silo, elevassem sua temperatura em 2°C acima da temperatura
média ambiente (O'KIELY; CLANCY; DOYLE, et al., 2001).

Para a determinacédo dos teores de Matéria Seca foram retirados 500 g de amostras
de silagem de cada repeticao e, estas foram pré-secas, em estufa de circulacao forcada de
ar a 55°C por 72 horas, pesadas e em seguida, foram trituradas em moinho de facas com
peneira de 1 mm.

Para a determinacdo da MS definitiva, uma amostra do material triturado foi levado em
estufa a 105°C, por 12 horas, conforme a metodologia de Silva e Queiroz (2002).



A proteina bruta (PB) foi determinada pelo método micro Kjeldahl, conforme a meto-
dologia descrita por Silva e Queiroz (2002).

As fibras em detergente neutro (FDN) e em detergente acido (FDA) foram determinadas
conforme a metodologia de Van Soest, Robertson e Lewis (1991). A FDN foi corrigida para
cinzas e a FDA foi corrigida para nitrogénio insoluvel em detergente acido.

Os teores de compostos nitrogenados insoluveis em detergente acido (NIDA) foram
estimados a partir dos residuos obtidos ap6s a extracdo das amostras nos detergentes neutro
e acido, respectivamente (VAN SOEST; ROBERTSON; LEWIS, 1991), por intermédio do
procedimento de Kjeldahl (AOAC, 1990). O nitrogénio insoluvel em detergente acido (NIDA)
foi realizado a partir da anélise do nitrogénio presente no residuo na FDA, pelo método de
micro Kjeldahl.

O extrato etéreo (EE) foi determinado pelo método de Goldfish segundo AOAC (1990).

Os nutrientes digestiveis totais (NDT), digestibilidade da matéria seca (DMS), fibra
bruta (FB) e extrativo ndo nitrogenado (ENN), foram estimados, respectivamente, pelas
formulas: NDT = 87.84 — (0.7 x FDA), DMS =88.9 — (0.779 x FDA), FB = FDA x 0.83, ENN
=100 — (%EE + %PB + %FB + %MM), descritas por Rodrigues (2010). Os carboidratos néo
fibrosos (CNF) da silagem foram obtidos pela equagéao: 100 — (%FDN + %PB + %EE + %MM)
de acordo com Weiss (1999). Os carboidratos totais (CT) foram obtidos por intermédio da
equacao: 100 — (%PB + %EE + %MM) (SNIFFEN; O'CONNOR; VAN SOEST, 1992).

Os valores da composicao bromatoldgica da planta inteira de milho picada antes de

ensilar esta na Tabela 1.

Tabela 1. Composicdao bromatoldgica planta inteira de milho picada antes de ensilar.

Variavel % MS
MS (%) 30.0
EE (%) 13.0
PB (%) 12.0
MM (%) 6.0
FDN (%) 42.0
FDA (%) 25.0
CT (%) 65.0
CNF (%) 25.0
ENN (%) 45.0
NDT (%) 70.0

DMS (%) 68.0

Os dados foram submetidos a andlise de variancia utilizando-se o programa SISVAR
5.6 e as médias comparadas pelo teste de Tukey, considerando o valor de P<0.05 como
nivel de significancia estatistica (FERREIRA, 2011).
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H RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve diferenca estatistica entre os tratamentos sem e com inoculacéo a silagem
de milho para os parametros MS, pH e PMS.

Os dados obtidos nos niveis de pH nas silagens produzidas variaram de 5.95 a 6.04
(Tabela 2) e a adi¢cao dos inoculantes actinobactérias ndo acelerou sua diminui¢do. Van
Soest, Robertson e Lewis (1991) mencionam que em silagens com alto teor de MS (> 35%), o
pH torna-se um parametro de pouca importancia, pois o desenvolvimento da acidez € inibido
pela deficiéncia de agua e pela alta pressao osmética. Segundo Neumann et al. (2010) as
silagens que apresentam pH superior a 4.2 podem ser classificadas como de boa qualidade,
se levarem em consideracao seu teor de matéria.

As silagens produzidas neste trabalho apresentaram teores de matéria seca adequa-
dos (Tabela 2), tanto no tratamento sem inoculagéo (32.07%), como nos demais (33.67 a
39.9%). A MS préxima a faixa de 30% a 35% ¢é sugerida como ideal para uma boa fermen-
tacdo, pois abaixo desse nivel ocorre a proliferacao de bactérias do género Clostridium, as
quais sao responsaveis pela fermentacao indesejavel (McDONALD, 1981).

As perdas de matéria seca nao variaram em funcéo dos tratamentos avaliados, entre-
tanto, os valores variaram de 4,4 a 5,6 (inoculante 4- actino1 e sem inoculante, respectiva-
mente) (Tabela 2).

Houve diferencga significativa entre os valores de relacdo N-NH3/N-Total (Tabela2)
(P<0.0001). O tratamento sem inoculacgéo foi 0 Unico que apresentou maior percentagem
de N-NH3/N-Total, indicando uma possivel atividade de bactérias do género Clostridium.
Segundo Silva (2015) maiores concentracdes sdo obtidas quando as plantas sao colhidas
com teor de matéria seca abaixo do ideal (30 a 35 %), proporcionando uma fermentacéao
indesejavel devido a baixa presséo osmotica, ocorrendo um aumento populacional de bac-
térias do género clostridium. Os tratamentos 2, 4 e 5 com o inoculante comercial actino 2,
actino 9 e actino 1, foram os que apresentaram menor relacdo N-NH3/N-Total, indicando
gue o uso desses inoculantes representou menores perdas de nitrogénio comparada aos
demais tratamentos.



Tabela 2. Valores de matéria seca (MS), potencial hidrogenionico (pH), perdas de matéria seca (PMS) e relagdo de nitrogénio
amoniacal e nitrogénio total (N-NH3/NT) de silagens de milho em fungdo dos tratamentos: 1- Sem inoculante, 2- inoculante
comercial (Lactobacilos-controle positivo), 3- inoculante 2 (Actino 2), 4- inoculante 3 (Actino 9), e 5- inoculante 4 (Actino 1).

TRATAMENTO
Variaveis
1 2 3 4 5
MS 32.07 33.67 33.83 35.97 39.9
pH 5.95 5.95 5.99 6.01 6.04
PMS 5.6 5.3 5.3 5.05 4.4
N-NH3/NT 0.043 a 0.035 b 0.036 b 0.029 b 0.025 b

Médias seguidas por letras iguais na linha n&o diferiram entre si pelo teste Tukey (P<0,05). T1- Trat-
amento sem inoculante, T2- inoculante comercial (Lactobacilos-controle positivo), T3- inoculante 2
(Actino 2), T4- inoculante 3 (Actino 9), e T5- inoculante 4 (Actino 1).

Os valores da relagcdo N-NH3/N-Total obtidos nesse trabalho foram bem menores do
gue os obtidos Guimaraes Junior et al. (2005), que variaram de 3.39% a 5.27%.

De maneira geral as silagens apresentaram uma relacédo N-NH3/N-Total dentro do
preconizado por Neumann et al. (2010), onde valores inferiores a 10% de nitrogénio amo-
niacal em relagdo ao nitrogénio total indicam que o processo de fermentagéo néo resultou
em quebra excessiva da proteina em amonia e os aminoacidos constituem a maior parte do
nitrogénio nao-proteico. Os valores de nitrogénio amoniacal em percentagem do nitrogénio
total obtidos nesse estudo podem ser considerados baixos, demonstrando uma baixa redu-
cao nos niveis de proteina verdadeira ao longo da fermentacgao.

No ensaio de estabilidade aerdbica da silagem houve maior estabilidade naquelas que
foram inoculadas. No entanto, todas as silagens apresentaram temperatura maxima entre
31°C e 36°C, mantendo-se menores do que a temperatura ambiente até aproximadamente
32 horas, com excec¢ao do tratamento 3 (inoculante Actino 9), cuja temperatura da silagem
se manteve abaixo da temperatura até 48 horas. Segundo Jobim et al. (2007), a avaliacéo
da temperatura em ambiente controlado pode apresentar baixa acuracia para estimar a
velocidade de deterioragao da silagem, por ndo se assemelhar a situacédo de campo.

Em silagens de milho adequadamente fermentadas, a maior preocupagéo ocorre duran-
te a exposi¢ao ao oxigénio, uma vez que as leveduras utilizam o acido latico como substrato.

Neste trabalho as silagens ficaram estaveis, néo apresentando aquecimento superior
a 2°C em relacdo ao ambiente até 32 horas. Houve grande variagcao nos valores de pH du-
rante o periodo de exposicao aerdbica (Tabela 3), verificando-se valores proximos a 3.5 e
superiores a 7.0, o que segundo Kung Jr, Stokes e Lin (2003) pode ser um indicativo pratico
de que a silagem esta sendo deteriorada devido a degradacéo dos acidos organicos.



Tabela 3. Comportamento temporal das silagens de milho em aerobiose com relagdo ao pH dos tratamentos: 1- Sem
inoculante, 2- inoculante comercial (Lactobacilos-controle positivo), Tra 3- inoculante 2 (Actino 2), Tra 4- inoculante 3
(Actino 9), e Tra 5- inoculante 4 (Actino 1).

Tempo (h)/

Tratamentos PH
1 2 3 4 5
0 3.52 3.41 3.37 3.35 3.45
24 3.36 3.76 3.55 3.54 337
31 34 5.82 3.7 3.59 3.56
48 3.58 5.92 3.95 3.79 3.75
55 6.06 6.0 4.94 4.46 6.03
72 6.38 6.29 6.11 5.42 6.0
79 6.79 6.4 6.5 6.2 6.62
96 6.88 6.44 6.62 6.34 6.87
103 7.0 6.49 6.61 6.39 6.78
120 6.3 6.52 6.64 6.64 6.8
127 6.6 6.56 6.7 6.7 6.86
144 6.82 6.68 6.87 6.68 6.93
151 7.3 6.69 6.9 6.7 6.73
168 7.12 6.84 7.09 6.83 6.77

No presente estudo encontrou-se um pH médio de 5.79 para o tratamento sem ino-
culante e para os tratamentos 2; 3; 4 e 5, as médias de pH foram 5.98; 5.68; 5.47 e 5.75,
respectivamente. As condi¢cbes acidas foram estabelecidas rapidamente com a utilizagao
de inoculantes, contudo, o pH nao foi suficientemente baixo para inibir a atividade proteoliti-
ca. O desenvolvimento de micro-organismos foi acompanhado de altera¢cdes na composicao
quimica da silagem, o que promoveu a elevacao dos valores de pH.

Barbosa et al. (2011) avaliando a estabilidade aerébica de silagens de milho e soja
exclusivas ou associadas, encontraram valores semelhantes de pH aos encontrados neste
trabalho em relagdo a deterioracédo aerdbica, assim como Gimenes et al. (2006) que rela-
taram um valor médio de pH de 6.64 em silagem de milho, sem utilizacdo de inoculantes,
apos 72 horas de exposicao aerdbica.

No ensaio de estabilidade aerdbica, foram observados teores de MS menores, nas
silagens sem inoculantes (P=0.04), entretanto, todas as silagens inoculadas apresentaram
teores de MS superiores a 30%, critério indicativo de silagens de boa qualidade. Os resulta-
dos deste trabalho discordam dos observados por Rodrigues et al. (2004) que apresentaram
incrementos nos teores de MS de todas as silagens, nos hibridos da Agroceres AG510 e
AG5011, usando inoculantes.

Os teores de extrato etéreo foram inferiores nas silagens com inoculante 2 (Actino 2)
(P=0.03) (Tabela 4).

Os teores de proteina bruta ndo variaram em funcéo dos tratamentos (P=0.37%) (Tabela
4), entretanto, todas as silagens apresentaram valores superiores a 7%. Todos os valores
de PB deste trabalho foram superiores aos obtidos por Rocha et al. (2006), que registraram



valores médios de 6.3; 6.7 e 6.7%, respectivamente, para a silagem controle e as tratadas
com Maize All e Biomax, de modo que o teor de PB das silagens inoculadas foi superior ao
da nao inoculada.

Os maiores teores de matéria organica foram observados nas silagens sem inoculantes
e com o inoculante 2 (actino 2) (P<0.0001). Valores superiores de matéria mineral foram
observados em silagens com o inoculante comercial (Lactobacilos-controle positivo), nas
silagens com o inoculante 3 (Actino 9) e com o inoculante 4 (Actino 1) (P<0.0001) (Tabela 4).

Os teores de fibra em detergente neutro das silagens nao foram afetados em virtude
dos tratamentos (P=0.31) (Tabela 4), todos os valores ficaram abaixo de 50%, o que é
adequado para silagens de milho. Nos estudos de Rodrigues et al. (2004) os valores de
FDN foram superiores a 55%, em silagens de hibridos da Agroceres AG510 e AG5011,
usando inoculantes.

Os teores de fibra em detergente acido foram menores em silagens sem inoculante, e
nas silagens com inoculante comercial (Lactobacilos-controle positivo) (P=0.0001) (Tabela
4). Nos estudos de Rocha et al. (2006) o teor de FDA, também foi influenciado somente pela
auséncia de inoculante, estimando valor minimo de 30.27%, em silagens de milho produzidas
com inoculantes enzimo-bacterianos.

Os teores de nutrientes digestiveis totais, extrativos néo nitrogenados e digestibilidade
da matéria seca diminuiram com os tratamentos com os inoculantes 2 (Actino 2), 3 (Actino 9) e
4 (Actino 1) (Tabela 4). Silva et al. (2005) observaram um menor valor de DIVMS na silagem
de milho nao tratada com inoculante, estimando-se, valores maximos em torno de 71%.

Tabela 4. Composi¢do bromatoldgica das silagens de milho com diferentes inoculantes dos tratamentos: 1- Sem inoculante,
2- Inoculante comercial (Lactobacilos-controle positivo), 3- Inoculante 2 (Actino 2), 4- Inoculante 3 (Actino 9), e 5- Inoculante

4 (Actino 1).
Tratamento
Variavel Probabilidade
1 2 3 4 5

MS (%) 29.0 b 30.8 ab 30.9 ab 32.8 ab 36.3 a 0.04
EE (%) 12.9 a 11.4 ab 10.6 b 11.5 ab 12.4 ab 0.03
PB (%) 14.3 17.5 16.3 15.2 14.9 0.37
MO (%) 94.1 ab 93.5 bc 94.7 a 93.2 c 93.6 bc <0.0001
MM (%) 5.9 bc 6.5 ab 5.3 c 6.7 a 6.4 ab <0.0001
FDN (%) 41.1 42.6 45.9 41.5 43.8 0.31
FDA (%) 26.0 b 25.6 b 35.4 a 37.9 a 37.6 a 0.0001
CT (%) 66.9 64.5 67.8 66.6 66.2 0.58
CNF (%) 25.8 22.0 21.8 25.1 224 0.66
ENN (%) 45.2 a 43.3 ab 38.4 bc 35.1 c 34.9 c 0.00001
NDT (%) 69.6 a 69.9 a 63.1 b 61.2 b 61.5 b 0.0001
DMS (%) 68.6 a 68.9 a 61.4 b 59.3 b 59.6 b 0.0001

Médias seguidas de letras distintas na linha, diferem entre si pelo teste de Tukey (P<0.05). Teor de matéria seca
(MS), extrato etéreo (EE), proteina bruta (PB), matéria organica (MO), matéria mineral (MM), fibra em detergente
neutro (FDN), fibra em detergente acido (FDA), carboidratos totais (CT), carboidratos n&o fibrosos (CNF), extrativo
nao nitrogenado (ENN), nutrientes digestiveis totais (NDT), digestibilidade da matéria seca (DMS).



B CONCLUSAO

A silagem de milho com diferentes inoculantes, apresentou caracteristicas fermenta-
tivas e analises sensoriais aceitaveis. Os valores da relagcdo do nitrogénio amoniacal pelo
nitrogénio total (N-NH3/N-Total) indicam que as silagens com inoculantes séo de boa quali-
dade. Contudo, a adi¢cao dos inoculantes promoveu uma deterioragdo aerdbica mais rapida
a silagem de milho.

O uso dos inoculantes nao foram suficientes para melhorar os teores de proteina, diges-
tibilidade, NDT e extrativos ndo nitrogenados, entretanto, foram eficientes para reduzir a FDA.
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RESUMO

Objetivo: Este trabalho teve como objetivo avaliar a producao de substancias fitoestimu-
lantes por cepas de actinobactérias in vitro, isoladas da rizosfera na Amazénia. Método:
Foram analisadas 10 cepas de actinobactérias (Streptomyces spp.), pertencentes ao acer-
vo da Bacterioteca do Laboratério de Microbiologia da UFOPA, obtidos de solo rizosférico
de Aniba parviflora Syn. A. fragans (Macacaporanga), em area de transicéo entre floresta
ombrofila densa e Savana no municipio de Santarém-PA. Para a confirmacdo do género
Streptomyces spp. foram avaliados morfolégicos e moleculares pelo gene 16S rRNA, sen-
do assim nomeadas MPO1, MPO2, MPO3, MPO4, MPO5, MPO6, MPO7, MPOS8, MP10,
MPO11. Os morfotipos foram avaliadas quanto a capacidade de producao dos fitoestimu-
lantes acido indolacético, sider6foros, amoénia, producao de fosfatases e solubilizagao de
fosfato. Para tanto, foram realizados ensaios biolégicos qualitativos, todos em triplicata.
Resultados: Este estudo apresenta pela primeira vez a capacidade de actinobactérias do
género Streptomyces spp. nativas da rizosfera de Aniba parviflora na Amazénia em produzir
substéancias fitoestimulantes. Os isolados com melhor desempenho foram Streptomyces
spp. MPO11 para producao sideréforos e AlA; Streptomyces spp. MPO1, Streptomyces
spp. MPO2, Streptomyces spp. MPO11 na solubilizacédo de fosfato, e Streptomyces spp.
MPOB, Streptomyces sp. MPO7 na producéao de amoénia (NH3); e Streptomyces spp. MPO1
e Streptomyces spp. MPO10 na producao de fosfatases. Conclusao: As cepas de actinobac-
térias produzem substancias fitoestimulantes, com destaque para Streptomyces spp. MPO
11, produtora de sideroforos, acido indol-3-acético e solubilizagcéo de fosfato, apontando
potencial uso na inducao do crescimento vegetal.

Palavras-chave: Acido Indolacético, Sideroforos, Fosfatase, Actinomiceto, Amazdnia.



B INTRODUGCAO

Os microrganismos presentes na rizosfera possuem diversidade genética que os per-
mitem se adaptar em diferentes condi¢cdes naturais, possibilitando sua acéo nos variados
bioprocessos de ecossistemas terrestres. Entre as interagcdes da microbiota do solo e os
vegetais, a relacéo de simbiose & uma das formas mais valiosas do ponto de vista biotec-
nolégico, uma vez que resulta no aporte de nutrientes limitantes, e na produtividade ao
regular processos importantes de mineralizacao de substancias fitoestimulantes, como fixa-
céao bioldgica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato, producao de sideroforos, entre outros
(BHATTACHARYYA; JHA, 2012).

Os metabdlitos secundarios estdo sendo obtidos gragcas as pesquisas que envolvem
microrganismos, 0s quais elucidam a estrutura e a¢do bioldégica de uma gama de compos-
tos de estruturas complexas e variada atividade biolégica (SOUZA; RESCAROLLI; NUNEZ,
2018). Sao diversos os metabdlitos secundarios de origem microbiana responsaveis por
estimular o desenvolvimento vegetal, substancias da classe dos sideroforos, os quais sao
guelantes com massa molecular entre 400 e 2000 Da, tém funcéo na ligagao com o Fe (lll),
em condi¢cdes de baixo ferro livre. O ferro € um elemento essencial para os vegetais e bac-
térias, entretanto, apesar de abundante na maioria dos solos, esta indisponivel pois se en-
contra no estado férrico. Assim, para assimilar o ferro do solo, os microrganismos e plantas
gramineas (estratégia ) produzem sideréforos, para quelar as moléculas férricas (BENITE;
MACHADO; MACHADO, 2002; MORRISSEY; GUERINQOT, 2009).

O &cido indol-3-acético (AlA) € um importante fitohormdnio com capacidade de influen-
ciar a fisiologia vegetal de maneiras benéficas e deletérias. A capacidade de sintetizar AIA é
um atributo que muitas bactérias apresentam, incluindo aquelas promotoras de crescimento
de plantas (ROCHA; SANTOS; COLONIA; CHAGAS JUNIOR, 2018). O Fésforo (P) é um
dos nutrientes mais requeridos no crescimento das plantas, sendo um componente estrutural
de muitas coenzimas, fosfo-proteinas, fosfolipideos, do acido desoxirribonucléico (DNA) de
todos os organismos vivos e, € responsavel pela transferéncia e armazenamento da ener-
gia utilizada para o crescimento e reproducao. O fésforo é importante em varios processos
fisiologicos das plantas, especialmente na fotossintese, metabolismo de carbono e formacéo
de membrana (CRUZ; SOUZA; PELACANI, 2015).

De acordo com (RIBEIRO; CARDOSO, 2012), a principal fonte de fosfatase no solo é
de origem microbiana, e sua atividade na rizosfera aumenta gradualmente, tendo acéo sobre
compostos de fosforo, podendo hidrolisar uma variedade de ésteres e anidridos do acido
fosférico, resultando na liberacdo de fosfato. Adicionalmente, atuam em reacdes de trans-

fosforilacéo de fosfoésteres de glicerol. O aumento da atividade das fosfatases na rizosfera



influencia positivamente estimulando o crescimento vegetal, visto a biodisponibilidade do
solo e a absorgao de fosfato pelas plantas (YOUNG; HAMEED; PENG; SHAN et al., 2013).

Para muitos microrganismos principalmente bactérias e fungos, a aménia (NH3), € a
fonte de nitrogénio preferencial, ja para as plantas, o nitrogénio na forma (NO,-) serve como
fonte principal para o seu crescimento e desenvolvimento, sendo também usado como forma
de recuperacéao de nitrogénio pelas folhas (Ty et al., 2017).

As actinobatérias sdo bactérias Gram-positivas amplamente distribuidas nos ecossiste-
mas terrestres e aquaticos. Este grupo apresenta ampla diversidade morfolégica como cocos
(Micrococcus), coco-bacilo (Artobacter), hifas curtas e rudimentares (Nocardia spp.) e micélio
ramificado (Streptomyces spp.) (VENTURA; CANCHAYA; TAUCH; CHANDRA et al., 2007).

Segundo (BENTLEY; CHATER; CERDENO-TARRAGA; CHALLIS et al., 2002), as act-
nobactérias sdo abundantemente distribuidas no solo, correspondendo a cerca de 10 a 50%
dessa comunidade. Esse grupo bacteriano, tém sido associado como agente de biocontrole
em varios estudos, especialmente no controle de fungos patogénicos para plantas e micror-
ganismos patogénicos de interesse médico (LOQMAN; BARKA; CLEMENT; OUHDOUCH,
2009). Segundo (HAMDALI; HAFIDI; VIROLLE; OUHDOUCH, 2008), também sao capazes
de promover o crescimento das plantas pela produg¢ao de fitohormoénios e compostos de
acido indolacético, segundo (HAMDALI; HAFIDI; VIROLLE; OUHDOUCH, 2008). Neste
grupo, Streptomyces, ganha destaque pela grande quantidade de metabdlitos secundarios
descritos, a exemplo os antibiéticos, antiparasitarios e imunossupressores (PROCOPIO;
SILVA; MARTINS; AZEVEDO et al., 2012).

Estudos de prospeccao de substancias estimulantes do desenvolvimento vegetal pro-
duzidas por actinobactérias tem sido de grande relevancia, pois colaboram para a obtencéo
de novos métodos para desenvolvimento de bens e produtos na agricultura. Diante do po-
tencial de aplicacao biotecnoldgico, este trabalho teve como objetivo avaliar a produgao de
substancias fitoestimulantes por cepas de actinobactérias in vitro, isoladas da rizosfera de
Aniba parviflora Syn A. fragans (Macacaporanga) na Amazoénia.

H METODO
OBTENCAO DAS ACTINOBACTERIAS

Foram analisadas 10 cepas de actinobactérias pertencentes ao acervo da Bacterioteca
do Laboratoério de Microbiologia, do Instituto de Saude Coletiva, da Universidade Federal
do Oeste do Pard. Estes isolados obtidos de solo rizosférico de Aniba parviflora Syn. A. fra-
gans (Macacaporanga), sao provenientes de uma area de transicao entre floresta ombrofila



densa e Savana Amazoénica no municipio de Santarém-PA, Brasil (Latitude 20 28’ 01.28” S e
Longitude 540 49’ 45.32” O).

As cepas foram analisadas através de aspectos morfolégicos e moleculares pelo gene
RNAr 16S, para confirmacéao do género Streptomyces spp., correspondendo a similaridade
de 99% das sequéncias nucleotidicas, entretanto diferindo quanto aspectos bioquimicos,
sendo assim nomeadas como Streptomyces spp. MPO1, MPO2, MPO3, MPO4, MPOS5,
MPO6, MPO7, MPO8, MPO10, MPO11. Os isolados foram preservados em 6leo mineral
e reativados pelo cultivo em meio de cultura International Streptomyces Project n°2 (ISP2)
(PRIDHAM; ANDERSON; FOLEY; LINDENFELSER et al., 1956) durante 7 dias a 30°C, até
a completa esporulacao bacteriana. Entao foram realizadas as analises descritas abaixo.

AVALIACAO DA PRODUCAO DE SUBSTANCIAS FITOESTIMULANTES POR
MORFOTIPOS DE Streptomyces spp.

A producao de sideréforos foi determinada de acordo com a metodologia de
(ALEXANDER; ZUBERER, 1991).

A producéo de acido 3-indolacético (AlA) foi determinada quantitativamente através do
método de (GLICKMANN; DESSAUX, 1995).

A avaliacao da producao de amonia foi realizada segundo (KAVAMURA; SANTOS;
SILVA; PARMA et al., 2013). Para quantificacdo de amoénia produzida pelas linhagens de
Streptomyces spp. foi realizada uma curva-padrédo em concentracdes de sulfato de aménio
variando de 1,25 a 240 ug mL', sendo obtida a equacao y=36,255x+0,5801, correspon-
dendo a R?=0,98.

Deteccao da producao de fosfatases

A producgao de fosfatases bacteriana foi determinada por meio da metodologia de
(RIBEIRO; CARDOSO, 2012).

Avaliacao da solubilizacao de fosfato em meios sélidos NBRIP E VERMA

A avaliacdo da solubilizacdo de fosfato em meio soélido foi realizada segundo me-
todologia descrita por (VERMA; LADHA; TRIPATHI, 2001) e (KUMAR; BHARTI; NEGI;
GUSAIN et al., 2012).
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Analise dos dados

Os dados foram submetidos a analise de variancia, e se significativos, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade. Todos os testes foram realizados em triplicata e os resultados
apresentados como média + desvio padréao.

H RESULTADOS E DISCUSSAO

Este estudo apresenta pela primeira vez a capacidade de actinobactérias do géne-
ro Streptomyces spp. nativas da rizosfera de Aniba parviflora na Amazénia em produzir
substancias fitoestimulantes. Os isolados com melhor desempenho foram Streptomyces
spp. MPO11 para producéo sideréforos e AlA; Streptomyces spp. MPO1, Streptomyces
spp. MPO2, Streptomyces spp. MPO11 na solubilizacdo de fosfato, e Streptomyces spp.
MPOG6, Streptomyces sp. MPO7 na produgéo de amonia (NH,); e Streptomyces spp. MPO1
e Streptomyces spp. MPO10 na producéo de fosfatases (Tabela 1).

Apenas Streptomyces spp. MPO11 produziu sider6foros (Tabela 1). De acordo com
(J B NEILANDS; LEONG, 1986), os sideroforos de Streptomyces se ligam ao Fe** do meio
ambiente e podem ser utilizados pelas plantas como estratégia para obtencéo de ferro, po-
dendo inibir o crescimento de fitopatdgenos pela competicao pelo ferro nos solos da rizos-
fera, promovendo o crescimento das plantas (HORSTMANN, 2017) estudaram 11 isolados
de actinobactérias obtidos da rizosfera de plantas de Fabaceae, e verificaram que todos os
isolados produziram sideroforos, com maior potencial o isolado CLV46.

Em um estudo realizado com cinco isolados de Streptomyces spp. (CAI-17, CAI-68,
CAI-78, KAI-26 E KAI-27) do solo na India, GOPALAKRISHNAN et al. (2015) detectaram
em analise qualitativa producéao de sider6foros em todos os isolados (GOPALAKRISHNAN;
SRINIVAS; ALEKHYA; PRAKASH et al., 2015).

Ja (DA SILVEIRA; IORIO; MARCOS; FERNANDES et al., 2019) analisaram 13 li-
nhagens de Streptomyces, isoladas de caules sadios e de raizes de cana-de-agucar em
Campinas-SP, cultivadas em campo observaram que (69,2%) produziram sideréforos. Esses
isolados apresentaram um indice de sideroforo que variou entre 0,07 a 5,37 pg.mL". Os da-
dos apresentados por esses autores revelam que a maioria dos isolados de actinobactérias
rizosféricas apresentam a capacidade de produzir sideroforos, diferentemente dos resulta-
dos obtidos neste estudo, onde somente o isolado Streptomyces spp. MPO11 apresentou
resultado positivo.

Dos 10 isolados de Streptomyces spp. avaliados quanto a produgéo de auxina, foi ob-
servado que (30%), sendo eles Streptomyces spp. MPO1, MPO2 e MPO11, foram capazes
de produzir o (AlA). Em estudo realizado por (RODRIGUES; FORZANI; SOARES; SIBOV



et al., 2016), 136 isolados bacterianas foram isoladas de folhas, caule, raizes e rizosfera
da cana-de-acucar, onde a producao de AlA foi observada em 57% dos isolados, variando
21,05-139,21 ng.mL" em 72 h, o que mostra uma diferenca significativa com os resultados
obtidos no presente trabalho, o qual 30% dos isolados mostraram eficiéncia para producéo
de &cido 3-indolacético, variando entre 0,68 e 0,69 pg.mL™".

(SOUZA; RESCAROLLI; NUNEZ, 2018) avaliaram 81 bactérias isoladas da cana-de-
-acucar, sob manejo organico, e estas foram isoladas em meio de cultura livre de nitrogé-
nio, observaram a producéo de AlA em pelo menos 46% dos isolados e, as concentracoes
produzidas tiveram uma variagéo nos periodos avaliados, de 0,5 a 36,15 ug mL' em 24 h,
de 0,5 a 59,48 ng.mL"'em 48 h e de 0,23 a 87,07 ug.mL" em 72 h. A maioria dos isolados
produziram mais de 20 ug.mL" de AIA no periodo de 72 h. J& no trabalho realizado por
(KAVAMURA; SANTOS; SILVA; PARMA et al., 2013), foram feitos testes com 48 rizobac-
térias isoladas de plantas do bioma Caatinga, onde foi possivel detectar que cerca de 30%
das cepas produzem AIA em concentragdes variando 1,0 a 135,22 ug.mL", corroborando
assim, com resultados obtidos no presente trabalho.

Aris et al., (2019), estudaram 53 isolados de acnotmicetos obtidos da rizosfera da soja,
desse total, 18 isolados foram capazes de produzir AIA, com concentracao de AlA produzida
por essas actinobactérias variando de 2,08 a 16,70 pg.mL". A maior concentracao de AlA
foi produzida pelo isolado ARK 48 (16,70 ppm), enquanto que a menor producao foi obser-
vada no isolado ARK 86 (2,08 ppm). Conforme os resultados obtidos em nosso trabalho, de
acordo com a média de 5,22 ppm, os isolados de Streptomyces spp. apresentam potencial
fitoestimulante a partir da producéo de acido indolacético.

O teste qualitativo realizado no presente trabalho, indicou que 30% dos isolados, sendo
eles Streptomyces spp. MPO6, MPO7 e MPO8 produzem NH,. No trabalho de (RODRIGUES;
FORZANI; SOARES; SIBOV et al., 2016), foram avaliados 136 actinobactérias isoladas de
folhas, caule, raizes e rizosfera de cana-de-agucar, onde a producao de amoénia foi obser-
vada em (45%) isolados.

(DAGNAW; ASSEFA; GEBREKIDAN; ARGAW, 2015), estudaram 116 isolados de ac-
tinobactérias da rizosfera da cana-de-agUcar, observaram que, 75 isolados foram capazes
de produzir aménia. Com isso, pode-se observar que a capacidade de produzir amdnia &

um aspecto comum entre 0 grupo das actinobactérias.



Figura 1. A: Morfologia do micélio aéreo da Streptomyces sp. MPO11; B — Microscopia eletronica da Streptomyces sp.
MPO11 C: Produgdo de acidoindolacético, em amarelo, da MPO11.
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Em analise qualitativa, os resultados do presente trabalho mostraram que (50%) dos
isolados de Streptomyces spp. produzem fosfatases. (RIBEIRO; CARDOSO, 2012) avaliaram
96 actnobactérias associadas a raizes de Araucaria angustifolia e observaram que (85%)
foram capazes de produzir fosfatases. Este resultado tem uma diferenca dos resultados
encontrados neste trabalho, o qual 50% dos isolados foram capazes de produzir fosfatase.

Lins et al., (2013), estudaram 80 actnobactérias isoladas da rizosfera da Caatinga,
pertencentes a colecédo de cultura de microrganismos do departamento de antibi6ticos
(UFPEDA), desse total, 97% actinobactérias produziram fosfatases. Ja (MEENA; RAJAN;
VINITHKUMAR; KIRUBAGARAN, 2013) observaram que das 26 actnobactérias isoladas de
ambientes marinhos, 30,77% foram capazes de produzir fosfatases. Os resultados obtidos
neste trabalho mostram uma grande diferenga diante do encontrado na literatura.

Todos Streptomyces spp. (100%) isolados de Aniba parviflora séo solubilizadores de
fosfato, sendo capazes de atuar nos dois meios de cultura utilizados. No estudo realizado
por (SOUZA; RESCAROLLI; NUNEZ, 2018) com bactérias isoladas da rizosfera da cana-
-de-acgucar, a solubilizagao do fosfato foi observada em 86,5% dos isolados, com indice
de solubilizacdo variando de 1,82 a 53,78 ug.mL". Estes dados séo inferiores ao resultado
encontrado no presente estudo, o qual 100% das cepas estudas foram capazes de solu-
bilizar fosfato.

(PONTES; SOUZA; GRANADA, 2015), avaliaram 160 cepas bacterianas isoladas do
solo rizosférico e de raizes de plantas de cevada coletadas em trés diferentes regides do
estado do Rio Grande do Sul, Brasil. Dessas 160 cepas, 28 foram capazes de solubilizar
fosfato, sendo que, as raizes rizosféricas de solo e cevada obtidas na localidade de Séo
Borja apresentaram o maior nUmero de cepas solubilizadoras de fosfato totalizando 65%,



comparadas aos demais locais, enquanto neste trabalho, todas os isolados avaliados apre-
sentaram resultados positivos.

No trabalho de Aris et al., (2019), foram estudadas 18 cepas de actinobactérias isoladas
da rizosfera da soja, onde todos os 18 isolados foram capazes de solubilizar fostato, com in-
dice de variagcao entre 2,05 +0,06-2,72+0,08 ug.mL". (VERMA; YADAV; TIWARI; LAVAKUSH
et al., 2010), avaliaram 3 cepas de actinobactérias isolados de tecidos do caule e da raiz
de Azadirachta indica Juss (Meliaceae), em analise qualitativa, e também observaram que
todas elas apresentaram capacidade de solubilizar fosfato.

Tabela 1. Producdo de fitoestimulantes por morfotipos de Streptomyces spp. isoladas de Aniba parviflora Syn. A. fragans
(Macacaporanga), em area de transicao entre floresta ombrofila densa e Savana, no municipio de Santarém-PA.

Acido Indolacético (AIA)  Aménia (NH3) Fosfatase Solubilizagio de Sideréforos
Isolado 168h agh 120h esfaie 336 h
37°C 37°C 37°C 37°C 37°C+2°C

MPO1 + - + +

MPO2 + - + +

MPO3 - - - +

MPO4 = . - +

MPO5 - - - +

MPO6 - + + +

MPO7 - + - +

MPOS - + - +
MPO10 - - + +
MPO11 + - + + +

Positivo (+) Negativo (-)
H CONCLUSAO

As cepas de actinobactérias isoladas da rizosfera de Aniba parviflora A. Syn Fragans
na Amazonia produzem substéncias fitoestimulantes, com destaque para Streptomyces spp.
MPO 11, produtora de siderdforos e acido indol-3-acético, além de apresentar capacidade
de solubilizar fosfato, caracteristica esta que interfere positivamente na fisiologia vegetal.
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RESUMO

Cresce a procura por fontes naturais de produtos para os mais diversos usos, como industrias
e métodos de biorremediacao, visto que os bioprodutos apresentam vantagens como menor
toxicidade e geracédo de residuos. Dentre 0os microrganismos geradores de bioprodutos estao
as actinobactérias, reconhecidas por produzirem uma diversidade de moléculas bioativas
como antibiéticos, antitumorais, enzimas e biossurfactantes. Objetivo: Neste estudo foi
verificado a capacidade de cepas de actinobactérias isoladas da rizosfera de Aniba parvi-
flora Syn Fragans, em produzir substancias biossurfactantes, avaliando sua acdo emulsi-
ficante em substratos lipidicos e fésseis. Método: As cepas bacterianas foram isoladas e
identificadas através de dados morfoldgicos, bioquimicos e moleculares. Posteriormente,
foi realizada a selecao das cepas produtoras das enzimas lipase e esterase, sendo que as
cepas com maiores indices enzimaticos foram selecionadas para os testes de producao
de biossurfactantes. Resultados: Os 11 isolados foram identificadas como pertencentes
ao género Streptomyces sp., e 0s valores de indice de emulsificacdo encontrados sao pro-
missores quando comparadas a estudos com o género Bacillus. Conclusao: A maior acao
emulsificante foi registrada para o liquido do cultivo bacteriano das cepas Streptomyces sp.
MPO2 e Streptomyces sp. MPO11, indicando que a acao biossurfactante seja resultante de
moléculas associadas a biomassa bacteriana.

Palavras-chave: Streptomyces sp., Emulsédo, Oleos Vegetais, Biossurfactante.



B INTRODUGCAO

A Amazébnia constitui-se de um enorme conjunto de ecossistemas de diferentes dimen-
sbes e complexidades nas intera¢gdes ambientais. Dessa forma, torna-se uma grande con-
tribuinte para a regulacéo da dindmica ambiental global (Miguel, 2007). A regido Amazonica
€ apontada como detentora de uma importante biodiversidade, o que desperta o interesse
da industria farmacéutica na prospeccéao de substancias bioativas aplicaveis em processos
industriais em setores produtivos (Diniz, 2019).

A obtencéo de bioprodutos de microrganismos potencialmente exploraveis tem pos-
sibilitado o desenvolvimento de tecnologias de grande aplicagao em diversos ramos da
industria, como por exemplo, a producédo de compostos quimicos como alcool, acido acé-
tico, biogas; bioinseticidas, inoculantes agricolas, enzimas como lipase, amilase e protea-
ses; biossurfactantes, antibidticos, anti-inflamatérios e antiparasitarios (Canhos e Manfio,
2001; Barnum, 2005).

Entre as substancias microbianas de interesse, destacam-se moléculas biossurfactan-
tes, que apresentam carater anfipatico. Estas moléculas despertam grande interesse devido
sua aplicacao na reducéao da tensado superficial e interfacial, formando microemulsées onde hi-
drocarbonetos podem ser solubilizados. Moléculas surfactantes podem ser obtidas de origem
sintética, a partir de sinteses quimicas, ou biolégicas, classificadas como biossurfactantes.

Os biossurfactantes apresentam grande capacidade de detergéncia, emulsificacéo e
formacao de espuma, tornando-se de grande interesse para a industria (Greek, 1990), além
de sua aplicacédo em diversos processos, diferentemente dos surfactantes sintéticos. Sao
descritas aplicacdes de biossurfactantes na protecdo ambiental (Rahman et al., 2002), bio-
degradabilidade (Costa et al., 2006) e formacao de espuma em ampla faixa de temperatura
e pH (Banat, 1995). Além disso, os biossurfactantes sao utilizados como antimicrobianos por
possuir acao desestabilizante da parede celular de alguns microrganismos (Nitschke, 2004).

Biossurfactantes de origem microbiana possuem algumas vantagens quando compa-
rados aqueles de origem quimica, como maior biodegradabilidade, baixa toxicidade, maior
taxa de reducao da tensao superficial, estabilidade térmica, estabilidade quando submetidos
a valores extremos de pH. Além disso, s&o produzidos a partir de substratos renovaveis e
passiveis de modificagcdo estrutural através da engenharia genética ou de técnicas bioqui-
micas (Colla, 2007).

Muitos microrganismos sé&o capazes de produzir moléculas biossurfactantes com acéao
bactericida, fungicida e herbicida, além de apresentar alta capacidade de detergéncia. Dentre
eles, estao as actinobactérias, que sao microrganismos de grande interesse biotecnolégico
devido sua versatilidade metaboélica, de onde sao obtidos diversos metabdlitos secundarios

de estrutura quimica e acao bioldgica variada. Actinobactérias sdo bactérias Gram-positivas,



filamentosas, com grande distribuicdo no solo, onde exercem papel fundamental na cicla-
gem de nutrientes através da acao de suas diversas enzimas hidroliticas e lipoliticas sobre
a matéria organica (Nguyen et al., 2015).

Dos 23.000 metabdlitos secundarios descritos produzidos por microrganismos cerca
de 10.000 séo metabdlitos bioativos produzidos por Actinobactérias, sendo que o género
Streptomyces é responsavel pela producéo de mais de 70% destes compostos (Arasu et al.,
2009; Jorgensen et al., 2010).

Dentre os mais de 130 géneros de actinobatérias, o género Streptomyces sp. se destaca
na producéao de diversas moléculas bioativas como antibidticos (Dastager et al., 2008; Ruan,
2013), antitumorais, antiparasitarios, vitaminas, biossurfactantes e enzimas de interesse
industrial como lipases, pectinases, amilases (Manivasagan et al., 2015).

E crescente a preocupagao com a prospeccao e desenvolvimento de novos produtos
de origem biolbgica visto as vantagens que estes apresentam sobre os sintéticos. Assim,
a microbiota Amazdnica vem sendo cada vez mais explorada e tem demonstrado ser uma
inesgotavel fonte de moléculas bioativas com as mais diversas aplicagoes.

Tendo em vista o grande potencial Amazonico e a possibilidade de obter uma diversi-
dade de moléculas produzidas por actinobactérias, este estudo buscou isolar actinobatérias
do género Streptomyces sp. presentes na rizosfera de Aniba parviflora Syn Fragans (maca-
caporanga) e avaliar a capacidade de producado de substéncias biossurfactantes.

H METODO

Isolamento, caracterizacao fenotipica e identificacao molecular

As actinobactérias foram isoladas a partir da inoculacdo de 100 pL de suspensdes
microbianas preparadas a partir de 10 g de solo rizosférico de Aniba parviflora Syn Fragans
(macacaporanga) em tampao fosfato (PBS). A amostra de solo foi coletada em uma zona
de transicao de floresta ombrofila densa e savana (Latitude 20 28’ 01.28” S e Longitude 540
49’ 45.32” O) na cidade de Santarém, Par4, Brasil.

A suspenséao microbiana foi obtida por agitacdo mecéanica a 180 rpm por 30 minutos,
e posteriormente preparado diluicbes para obtencédo das suspensdes de semeadura nas
concentracdes 10-3, 10-4, 10-5.

O meio de isolamento foi Agar Asparagina Levedura (ALA) (Nonomura e Ohara, 1969)
suplementado com Nistatina (64 ug/mL), sendo as placas inoculadas e mantidas em estufa
bacteriol6gica durante 21 dias a 37°C. As colbnias de actinobactérias foram previamente
selecionadas através de caracteres fenotipicos das colbnias, seguindo os padrdes de colbnias



pequenas, rigidas, opacas, com formacao de micélio aéreo compacto e rasteiro, além da
producédo de pigmento (Williams et al., 1983).

Apobs obtencao das culturas puras, foram realizadas analises bioquimicas (Williams
et al., 1989) e morfologicas através da técnica de Gram e microcultivo (Holt et al., 1994)
seguido de microscopia de luz comum e microscopia eletrénica de varredura (MEV), para
caracterizagao da cadeia de esporos.

O DNA bacteriano foi extraido conforme descrito por (Stirling, 2003) a partir de 5 ml
de suspensao celular obtida ap6s 72h de cultivo em meio liquido ISP2. Para a reagéao de
amplificagao foram utilizados os pares de oligonucleotideos Eub338F/Act1159R seguindo
0s passos: 95°C (3’); 35 ciclos de 94°C (30”), 68°C (30”), 72°C (90”); extensao de 72°C
(7°). E para o par fD1/rD1: 95°C (3’); 30 ciclos de 94°C (1), 55°C (30”), 72°C (2’); extensao
de 72°C (7°). O produto da PCR foi purificado utilizando o kit GFX (GE Healthcare 28-
9034-70) e subclonado no vetor CRTM2.1-TOPO® vector utilizando o kit TOPO TA Cloning
(ThermoFisherScientific 451641).

Para o sequenciamento foram utilizados os oligonucleotideos M13F
(GTAAAACGACGGCCAGT) e M13R (AACAGCTATGACCATG) para todos os fragmen-
tos subclonados. O completo sequenciamento do gene 16S RNAr foi realizado com os
oligonucleotideos (Lane, 1991) 341-357F (CCTACGGGAGGCAGCAGCAG), 685-704f
(GTAGSGGTGAAATACGTAGA) e 1099-1114f (GCAACGAGCGCAACCCQC), por se-
guenciamento Sanger, realizado no sequenciador ABI PRISM 3730 DNA ANALYZER
(AppliedBiosystems/Hitashi) no Laboratério de Gendémica e Elementos de Transposicao
(GaTE) do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao Paulo (http://gate.ib.usp.
br/GateWeb-new/).

Selecao preliminar de actinobactérias produtoras de biossurfactantes

Para a triagem de bactérias produtoras de biossurfactantes, foi inicialmente realiza-
da uma selecéo observando a capacidade de producdo de enzimas lipoliticas e proteoli-
ticas. As colbnias bacterianas obtidas do cultivo de 196h em meio ISP2 foram inoculadas
nos meios de cultura contendo os respectivos substratos para producéo das enzimas lipase
(Sierra, 1957), esterase (Sierra, 1957) e hemolisinas (Carrillo et al., 1996). O indice enzi-
matico foi determinado a partir da relac&o entre o didmetro do halo enzimatico e o diametro
da colbnia, sendo considerados com potencial enzimatico valor superior a 1.5 (Hankin &
Anagnostakis, 1975).


http://gate.ib.usp.br/GateWeb-new/
http://gate.ib.usp.br/GateWeb-new/

Avaliacao da producao de biossurfactante

As cepas de actinobactérias selecionadas pelo maior indice enzimatico foram cultivadas
sob agitacéao continua de 180 rpm por 120 h a 30°C em Erlenmeyer (500 mL) contendo 180
ml do meio Caldo Nutriente (CN) aditivado com (1%) de azeite de oliva.

A avaliagao da producéo de biossurfactante foi verificada pela capacidade tanto da
suspensao microbiana, quanto do liquido metabdlico livre de células, em emulsionar subs-
tratos lipidicos 6leo diesel (OD), 6leo de motor (OM), 6leo de canola (OCA), 6leo de milho
(OM), 6leo de girassol (OG) e Oleo de soja (OS). Para tanto, foi preparado uma mistura a
partir de 2 mL da suspenséo bacteriana e 2 mL dos substratos, por agitacdo mecénica em
vortex durante 2 minutos. Apds 24h foi verificado o indice de emulsificacéo (E24), resultado
da razao entre a altura da camada de emulsao e a altura total, multiplicada por 100 (Cooper
& Goldenberg, 1975).

B RESULTADOS E DISCUSSAO
Isolamento, cultivo e manutencao

Foram isoladas 11 cepas de actinobactérias, apresentando variada coloragéo do micélio
aéreo e micélio vegetativo, com desenvolvimento de coldnias velutinas e pulverulentas. As ce-
pas isoladas sao Gram-positivas € a morfologia da cadeia de esporos variou nos padrdes
reta, flexuosa e Retinaculum apertum, padrdes caracteristicos do género Streptomyces.
Esses dados foram corroborados com a analise molecular do gene RNAr 16S evidencian-
do similaridade acima de 96% com o género Streptomyces sp. As cepas Streptomyces
MPOG6, Streptomyces MPOB8 produzem pigmentos difusos no meio ISP2, e a Streptomyces
MPO11 em meio ISP4.



Figura 1. Morfologia bacteriana dos isolados selecionados. |. Microscopia eletronica de varredura (MEV). Il.Col6nias
bacterianas cultivadas em meio ISP2. IlI. Registro da emulsdo formada em dleo de soja. A. Streptomyces sp. MPO 2.
B.Streptomyces sp. MPO6. C. Streptomyces sp. MPO11.

Fonte: Autores.

As 11 cepas de Streptomyces sp. produziram colénias na maior parte dos meios de
cultura testados, com excecao da cepa Streptomyces sp. MPO6 que coloniza apenas 0 meio
ISP2 (Tabela 1). Foi observada a tolerancia dos isolados em colonizar meios contendo NaCl
em concentracao variando entre 5 e 9%.

Cepas produtoras de enzimas biossurfactantes

As cepas de Streptomyces sp. isoladas produzem pelo menos uma das enzimas relacio-
nadas a acao surfactante, com destaque para a cepa Streptomyces MPO11 que apresentou
maior indice enzimatico para lipase e esterase (Figura 2).

As cepas Streptomyces sp. MPO2, Streptomyces sp. MPOG6 e Streptomyces sp. MPO11
selecionadas na triagem apresentaram maior capacidade de emulsificacdo de em todos
os substratos lipidicos de origem vegetal e somente a cepa Streptomyces sp. MPO11 néo
emulsionou Oleo Diesel. Foi também determinado que o liquido contendo a biomassa bac-
teriana apresentou maior capacidade de emulsao (figura 2).
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Figura 2. A: indices enzimaticos registrados na triagem em meio sélido para as cepas de Streptomyces sp. B: indices de
emulsificagdo (IE24) do liquido livre de células; C: indices de Emulsificacdo (IE24) do cultivo bacteriano. (OD: dleo diesel;
OM: 6leo de motor; OCA: dleo de canola; OMI: éleo de milho; OG: déleo de girassol; OS: éleo de soja).

B Lipase S Esterase BHemolise

MPO1 MPO2 MPO3 MPO4 MPO5 MPO6 MPO7 MPOS MPO9 MPO10 MPOI11
A Streptomyces sp.

20 mMPO2 sSMPO6 BMPOI11 90 - EMPO2 SMPO6 EMPOI11

Fonte: Autores.

O solo é uma importante fonte de microrganismos, os quais participam de diversas
reagdes metabdlicas, promovendo a ciclagem de nutrientes, sendo, portanto, indispensaveis
na manutencao da qualidade desse ambiente. Actinobactérias do género Streptomyces tem
sido frequentemente isoladas a partir de amostras de solo, apresentando col6nias bacteria-
nas de aspecto variado quanto a coloracédo do micélio e produgcéo de pigmentos nos meios
International Streptomyces Project, principalmente ISP2 (RASHAD, 2015). OSKAY (2004)
isolou 50 cepas de Streptomyces de uma amostra de solo de uma fazenda na Turquia,
onde as cepas apresentaram diferentes coloragdes de micélio aéreo e vegetativo, sendo
a maioria delas produtoras de moléculas com atividade antagénica frente a microrganis-
mos patogénicos.

A producado de enzimas como esterases e lipases por Streptomyces sp. tém sido
descritas por Karanja et al. (Karanja et al., 2012) que isolaram de uma amostra de solo do
Quénia, quatro cepas produtoras de diversas enzimas de interesse industrial, entre elas a
lipase. Malviya et al. (Malviya et al., 2013) também descrevem o potencial enzimatico de ac-
tinobactérias isoladas de um ambiente extremo no nordeste do Himalaia na india, produtoras
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das enzimas catalase, lipase, gelatinase e amilase, evidenciando a habilidade desse grupo
de bactérias em produzir enzimas com propriedade surfactante.

Quando verificado a ac¢ao biossurfactante, tanto do cultivo bacteriano quanto do liquido
metabdlico livre de células das cepas Streptomyces sp. MPO2, Streptomyces sp. MPQO6 e
Streptomyces sp. MPO11, foi constatada sua acao emulsificante nos substratos lipidicos de
origem vegetal e fossil. Os substratos hidrofébicos vegetais com maior emulsificacéo foram
os 6leos de canola e soja, a partir do cultivo bacteriano da cepa Streptomyces sp. MPO2,
com IE24 de 82,7% e 80,3%, respectivamente.

O substrato 6leo lubrificante de motor foi emulsificado pela mesma cepa, com |IE24 de
78,8%. Estes valores séo superiores quando comparados com os valores encontrados por
SANTOS (2012), que ao estudar biossurfactantes produzidos por actinobactérias isoladas
de liquens da Amazdnia, obteve IE24 de 35% para o 6leo de canola e 60% para o Oleo de
soja. ELKHAWAGA (2018) obteve um IE24 de aproximadamente 40% para 6leos de milho,
soja e girassol, resultados inferiores aos obtidos com a cepa Streptomyces sp. MPO2, que
apresentou um IE24 acima de 70%.

Tomando como referéncia a agdo emulsificante do género Bacillus, grupo de maior po-
tencial na producéo de biossurfactantes, a acao emulsificante de Bacillus subtilis observada
por Rovina (2018) ainda se apresenta inferior, correspondendo a IE24 de 5,56% para 6leo
de soja. Ao mesmo passo, Soares (2014) ao estudar a mesma espécie, obteve um IE24 de
62,4% para 0 mesmo substrato.

Streptomyces sp. MPO2 apresentou o maior indice enzimatico para hemolisinas, sendo
também a cepa que apresentou maior capacidade de emulsificacéo para todos os 6leos tes-
tados, corroborando com a pesquisa de Carrillo e colaboradores (1998), que sugeriram que
existe uma correlagdo entre a producao de hemolisinas e biossurfactantes, uma vez que ao
testarem 86 bactérias (hemoliticas e ndo hemoliticas) para a producao de biossurfactante,
obtiveram resultados positivos para apenas cinco bactérias, sendo todas pertencentes ao
conjunto de bactérias hemoliticas.

Segundo Youssef e colaboradores (2004), para que um microrganismo seja conside-
rado promissor na producao de biossurfactante, resultados de IE24 acima de 40% devem
ser encontrados. Desta forma, pode-se afirmar que as cepas de Streptomyces sp. isoladas
neste estudo apresentam a promissora habilidade em formar bioemulsoes.

H CONCLUSAO

Nesse estudo é descrito pela primeira vez a habilidade de cepas de actinobactérias
isoladas da rizosfera de Aniba parviflora em produzir substancias biossurfactantes. Os valo-
res de indice de emulsificacao encontrados s&o promissores quando comparados a estudos



com o género Bacillus, e a maior acdo emulsificante foi registrada para o liquido do cultivo
bacteriano das cepas Streptomyces sp. MPO2 e Streptomyces sp. MPO11. Visto que, subs-
tancias biossurfactantes de origem microbiana podem ser extracelulares ou constituirem a
membrana celular de uma variedade de leveduras, bactérias e fungos filamentosos, suge-
re-se que a acao biossurfactante aqui relatada seja resultante de moléculas associadas a
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RESUMO

Fungos produzem enzimas hidroliticas, as quais contribuem para o crescimento e adaptacéo
desses organismos a diferentes substratos e condicbes ambientais. Além da importancia eco-
l6gica, as enzimas de origem fungica podem apresentar potencial de emprego biotecnologico
e serem aplicadas no desenvolvimento de diversos produtos e/ou processos de interesse para
humanidade. Objetivo: prospectar fungos a partir de substratos agroindustriais usados para
nutricdo animal e caracteriza-los quanto ao potencial de produg¢ao de enzimas celuloliticas e
proteoliticas. Método: amostras de graos de milho triturados e de soja foram adquiridas em
mercado local de comercializagao de produtos agropecuarios e utilizadas para o isolamento
e purificacdo de fungos filamentosos e leveduriformes. Os isolados foram avaliados quanto
a producao de celulases e proteases em meio solido. Resultados: Fungos filamentosos e
leveduriformes foram obtidos com sucesso de ambos os substratos. Em relacéao as contagens
populacionais, expressas em UFC/g de substrato, a abundancia de fungos filamentosos (3,6 x
102 UFC/g de soja e 4,0 x 102 UFC/g de milho) foi maior que a de leveduras (3,3 x 102 UFC/g
de soja e 1,0 x 102 UFC/g de milho). Com relacao a producéo celulases, todas as leveduras
testadas foram negativas, enquanto todos os fungos filamentosos foram positivos. Em re-
lacdo a producao de proteases, 25% (n = 3/12) dos fungos filamentosos foram positivos.
Conclusao: diversas estirpes revelaram potencial para producao de celulases e proteases.
Estudos complementares futuros, visando determinar as condicdes ideais de producao e
atividade dessas enzimas, poderao viabilizar o emprego das mesmas no desenvolvimento
de produtos e/ou processos biotecnologicos.

Palavras-chave: Biotecnologia, Celulase, Fungos Filamentosos, Leveduras, Protease.



B INTRODUGCAO

Uma grande variedade de organismos, tais como fungos filamentosos, bactérias,
leveduras e insetos, sdo capazes de produzir enzimas hidroliticas (amilases, celulases,
lipases, pectinases, proteases, entre outras) sob condicdes naturais, as quais sao rela-
cionadas a sobrevivéncia e/ou adaptacdo desses organismos no ambiente (CORONADO-
RUIZ; AVENDANO; ESCUDERO-LEYVA; CONEJO-BARBOZA et al., 2018; MA; LU; YAN;
XIN et al., 2020; POTHULA; SHIRLEY; PERERA; KLINGEMAN et al., 2019; SANTOS;
OLIVEIRA; VITAL; COUCEIRO et al., 2018). Além da importancia bioquimica e ecolégica,
as enzimas hidroliticas produzidas por esses organismos, sobretudo as de origem micro-
biana, tém sido empregadas em uma grande variedade de processos biotecnoldgicos e
industriais (CHAARI; CHAABOUNI, 2019; RAVEENDRAN; PARAMESWARAN; BEEVI.U;
ABRAHAM et al., 2018; SRIVASTAVA; SRIVASTAVA; MISHRA; GUPTA et al., 2017; THAPA;
LI; J; BHATTI et al., 2019).

A maior parte das enzimas hidroliticas microbianas empregadas em processos industriais
€ oriunda de fungos filamentosos (CHERRY; FIDANTSEF, 2003; FILIATRAULT-CHASTEL;
HEISS-BLANQUET; MARGEOQOT; BERRIN, 2021; KIRK; BORCHERT; FUGLSANG, 2002;
LI; DILOKPIMOL; KABEL; DE VRIES, 2022; WOSTEN, 2019). Essa preferéncia e interesse
comercial por enzimas oriundas de fungos filamentosos pode ser justificada, em parte, pelo
fato de culturas fungicas poderem ser facilmente manipuladas em ambientes laboratoriais
controlados, o que possibilita a producéao de enzimas de interesse industrial em larga escala,
com custo relativamente baixo, alta eficiéncia e estabilidade (EL-GENDI; SALEH; BADIERAH;
REDWAN et al., 2021; JAIN; AGRAWAL, 2018; STADLER; KELLER, 2008).

Entre as enzimas hidroliticas produzidas por fungos filamentosos, as proteases e as
celulases se destacam (SALDARRIAGA; VELASCO-AYALA; FLORES; ROSTRO-ALANIS
et al., 2020; THAPA; LI; OHAIR; BHATTI et al., 2019). Proteases sao enzimas cuja fung¢ao
catalitica é hidrolisar ligagcbes peptidicas de proteinas em aminoacidos e peptideos (RAO;
TANKSALE; GHATGE; DESHPANDE, 1998). Elas representam a classe de enzimas mais
importantes e abundantes produzidas pela industria de biotecnologia, constituindo mais
de 25% das biomoléculas produzidas para aplicagao industrial e cerca de 60% de todo o
mercado de enzimas (MARTIM; CAVALCANTI; MARIALVA, 2017; NOVELLI; BARROS;
FLEURI, 2015). As proteases de origem microbiana s&o usadas na producgao de queijos, no
amaciamento de carnes, na producéo de hidrolisados proteicos, em produtos de panificagcéo,
detergentes e formulagbes médicas, no beneficiamento do couro e da seda, no tratamento de
aguas residuais e na recuperacao da prata (BANO; DAHOT; NAQVI, 2016; RAVEENDRAN;
PARAMESWARAN; BEEVI.U; ABRAHAM et al., 2018; SRILAKSHMI; MADHAVI, 2014).



Por outro lado, enzimas celuloliticas (celulases) sao a terceira classe de enzimas mais
usadas na industria depois proteases e amilases (BAJAJ; MAHAJAN, 2019). Tratam-se de
biocatalisadores altamente especificas que convertem a celulose em glicose e, estdo envol-
vidos em diversos processos biotecnologicos e industriais de interesse para a humanidade,
0 que inclui 0 uso em biorrefinarias e na producao de biocombustiveis, onde as celulases
atuam na promocéao da hidrélise de biomassa celulésica ou lignocelulésica em agucares
simples, pentose ou hexoses, que sédo entdo fermentados para producéo de etanol ou bioe-
tanol (ANDLAR; REZIC; MARDETKO; KRACHER et al., 2018; EJAZ; SOHAIL; GHANEMI,
2021; ISIKGOR; BECER, 2015; JAIN; AGRAWAL, 2018). Possuem também aplicacdo em
nutricdo animal, contribuindo para o aumento da digestibilidade e, consequentemente, do
valor nutricional de alimentos fibrosos ingeridos por ruminantes (MURAD; AZZAZ, 2010).
Além disso, celulases podem ser utilizadas em industria téxtil, em indUstria de alimentos, na
producao de detergentes, entre outras aplicagdes (AL-GHANAYEM; JOSEPH, 2020; DEVI;
KUMAR, 2017; HU; DU; PENSUPA; LIN, 2018).

Fungos filamentosos sdo altamente versateis do ponto de vista metabdlico e, por isso,
podem crescer e se desenvolver em diferentes substratos e condicées ambientais (GAO;
WENG; ZHU; YUAN et al., 2008; SANTOS; PES; MORAIS, 2021; VIEIRA; BOMTEMPO;
SANTIN; PIMENTA et al., 2017). A prospecc¢ao desses organismos a partir de substratos ou
ambientes ricos em uma substancia de interesse particular (por exemplo, fibras celuldsicas)
pode aumentar a probabilidade de obtencao de novas espécies e/ou estirpes produtoras de
enzimas hidroliticas de interesse biotecnologico. Nesse contexto, o objetivo desse estudo
foi prospectar fungos (filamentosos e leveduriformes) a partir de substratos agroindustriais
usados para nutricdo animal e caracteriza-los quanto ao potencial de producao de enzimas

celuloliticas e proteoliticas.

B METODO
Isolamento, purificacao e conservacao de fungos

Amostras de gréos de milho (Zea mays L.) triturados e sementes de soja [Glycine max
(L.) Merr.] foram adquiridas em mercado local de comercializagéo de produtos agropecuarios
e encaminhadas, em suas embalagens originais, ao Laboratério de Higiene e Saude Publica
da Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia (EMVZ), da Universidade Federal do Norte
do Tocantins (UFNT), para processamento.

Para o isolamento fungico, 0,5 g de cada substrato foi adicionado individualmente a
placas de Petri (90 x 15 mm) contendo o meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) suple-
mentado com antibiético (0,1 ug/mL de cefalotina). Um total de cinco placas foram usadas



para cada substrato. Apos a inoculacéo, as placas foram incubadas a 25 + 3 °C e monitoradas
por até sete dias para repicagem dos fungos a medida em que estes cresciam na superfi-
cie do meio de cultura. Unidades formadoras de col6nias (UFC) de fungos filamentosos e
leveduriformes foram caracterizadas morfologicamente, contadas e purificadas através de
repicagens sucessivas em BDA. A técnica de Castellani foi utilizada para preservagao de
culturas de fungos filamentosos (CASTELLANI, 1939). As leveduras obtidas foram conser-
vadas em meio GYP (2,0 % de glicose, 1,0 % de extrato de levedura e 0,5 % de peptona)
adicionado de Glicerol (15,0 %) (SPENCER; SPENCER, 1996).

Caracterizacao morfoldgica e identificacao dos fungos

Os fungos filamentosos foram caracterizados morfologicamente e agrupados em mor-
foespécies de acordo com os critérios propostos na literatura (IBRAHIM; SIEBER; SCHLEGEL,
2017; LACAP-BUGLER; LIEW; HYDE, 2003), que incluem taxa de crescimento, forma e
coloracéao (reverso da placa de Petri e micélio aéreo) das coldnias e efeitos dos isolados no
meio de cultura. A técnica de microcultivo (KERN; BLEVINS, 1999) foi utilizada para iden-
tificar estruturas microscépicas. A producdo de conidios foi observada microscopicamente
com auxilio da coloragédo com lactofenol azul de algodéo. Ao comparar as caracteristicas
morfolégicas com a literatura micologica taxonémica disponivel (BARNETT; HUNTER, 1972;
CLAYTON, 1977; MENEZES; OLIVEIRA, 1993), foi realizada a identificagcdo dos fungos fi-
lamentosos até o menor nivel taxondmico possivel. As leveduras foram descritas com base
na forma, coloragcéo e tamanho das colbnias, entre outras caracteristicas morfolégicas rele-
vantes (KURTZMAN; FELL; BOEKHOUT; ROBERT, 2011) e agrupadas em morfoespécies.

A ocorréncia de leveduras e fungos filamentosos foi expressa pela quantidade de
UFCs. As UFCs foram caracterizadas morfologicamente, agrupadas em morfoespécies e,
guando possivel, identificadas em espécies. A frequéncia de ocorréncia (Fo) de morfoespé-
cies ou espécies foi calculada como a porcentagem de uma determinada morfoespécie ou
espécie em relacao ao total de morfoespécies ou espécies detectadas em cada substrato.

Avaliacao de atividade celulolitica

A capacidade de fungos filamentosos degradarem polimeros de celulose foi testada de
acordo com a metodologia proposta por Sunitha, Devi & Srinivas (SUNITHA; DEVI; SRINIVAS,
2013). Um representante de cada morfoespécie foi cultivado em BDA por sete dias; em se-
guida, cada fungo foi inoculado em meio de cultura agar-carboximetilcelulose (CMC) (glicose:
1,0 g; extrato de levedura: 0,1 g; peptona: 0,5 g; &gar: 16,0 g; 0,5% de CMC; agua destilada:
1,0 L). As placas foram incubadas a 25 + 3°C durante trés a cinco dias. Apds esse periodo,

as placas foram lavadas com solugcéo aquosa de vermelho congo a 0,2 %. Ap6s 15 min, a



solucéo foi descartada e as placas foram lavadas com 5,0 mL de solugéo de NaCl 1,0 M. A
producao de enzimas foi observada pela formacao de halos enzimaticos, os quais foram
medidos com paquimetro e os resultados expressos em milimetros. O teste foi realizado em
triplicata. Para comparar a atividade enzimatica entre as diferentes cepas testadas, o indice
de Razao Enziméatica (IRE) foi calculado usando a equacéao IRE = D/d, onde D é igual ao
diametro total (halo + colbnia) e d é igual ao diametro da colénia, ambos medidos com um
paquimetro. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado.

A capacidade de leveduras degradarem polimeros de celulose foi testada de acordo
com a metodologia proposta por Strauss et al. (2001) (STRAUSS; JOLLY; LAMBRECHTS;
RENSBURG, 2001) e Buzzini & Martini (2002) (BUZZINI; MARTINI, 2002), com modifica-
cao. Um representante de cada morfoespécie foi previamente reativado em placas de agar
Levedura-Malte (extrato de levedura 0,3 %; extrato de malte 0,3 %; peptona 0,5 %; glicose
1,0 %; agar 2,0 %; pH 4) e incubadas a 25 + 3°C por 48 h. Apds a reativacéo, as estirpes
foram inoculadas com placas de Petri contendo meio YP-CMC (extrato de levedura: 10 g;
peptona: 20 g; CMC: 4,0 g; agar: 20 g; agua destilada: 1,0 L) e incubadas a 25 + 3°C por dez
dias. Os halos de hidrolise foram revelados de acordo com Maijala, Fagerstedt & Raudaskoski
(1991) (MAIJALA; FAGERSTEDT; RAUDASKOSKI, 1991), onde as placas foram inundadas
com 10 mL de solug¢éao aquosa de 0,3 g/L de vermelho do Congo (30 min) e descoradas com
5 mL de solucéo de NaCl 1,0 M (15 min). As estirpes produtoras de enzimas celuloliticas
foram identificadas pela presenca de um halo translucido ao redor da colénia, em contraste
com a coloragédo vermelha mais intensa do restante do meio.

Avaliacao de atividade proteolitica

A verificacao da atividade proteolitica foi realizada utilizando a metodologia proposta
por Ribeiro Junior (2015) (RIBEIRO JUNIOR, 2015). Apéds cultivo em BDA por sete dias, um
representante de cada morfoespécie foi inoculado em placa de Petri contendo o meio de
cultura BDA suplementado (9:1) com solugao estéril de leite em pd desnatado constituido
(10,0%). As placas foram incubadas a 25 + 3°C durante cinco dias. O teste foi realizado em
duplicata e, na leitura, a presenca de um halo translucido significava que o fungo era pro-
teolitico e, na sua auséncia, negativo para atividade proteolitica. A avaliacdo de atividade
proteolitica de leveduras nao foi realizada.

H RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, dois substratos agroindustriais, milho e soja, adquiridos em mercado local

e destinados a nutricdo animal, foram utilizados para a prospecc¢ao de fungos filamentosos e



leveduriformes. A presencga desses microrganismos foi constatada em ambos substratos, com
contagens populacionais, expressas em UFC/g de substrato, variaveis, isto €, a abundancia
de fungos filamentosos (3,6 x 102 UFC/g de soja e 4,0 x 10® UFC/g de milho) foi maior que a
de leveduras (3,3 x 102 UFC/g de soja e 1,0 x 102 UFC/g de milho). E importante destacar que
0s substratos agroindustriais utilizados neste estudo estavam expostos para comercializacéo
a granel, isto €, ndo estavam embalados de forma a evitar a contaminag¢ao por microrganis-
mos sapréfitos, que poderiam ser carreados pelo ar ou incorporados aos substratos por meio
do manuseio durante o periodo de armazenamento e comercializacdo. O presente estudo,
portanto, nao focou em avaliagéo de qualidade fitossanitaria ou seguranca alimentar tal como
foi realizado previamente por Bento et al. (2012) (BENTO; CANEPPELE; DE FIGUEIREDO;
KOBAYASTI et al., 2012) e por Gurgel et al. (2018)(GURGEL, 2018), que avaliaram a ocor-
réncia de fungos em graos de milho armazenados, ou por Ferreira et al. (2019) (FERREIRA;
CARVALHO; FERREIRA; MAVAIEIE et al., 2019) e por Medeiros et al., 2019 (MEDEIROS;
FONTES; DA SILVA; DOS SANTOS et al., 2019), que avaliaram qualidade fitossanitaria de
sementes de soja armazenadas.

Um total de 15 morfoespécies (12 de fungos filamentosos e trés de leveduras) foi obtido.
Quanto a origem, cinco morfoespécies de fungos filamentosos e dois de leveduras foram
associados ao milho, enquanto sete de fungos filamentosos e um de levedura foram asso-
ciados a soja. Oito morfoespécies puderam ser identificadas até género, conforme descrito
na Tabela 1 e na Figura 1.

Tabela 1. Espécies ou morfoespécies de fungos filamentosos e leveduras associadas a substratos agroindustriais (milho

e soja).
il Fungos ﬁlamentostzs por cédigo Espécies ou rriorfoespeues de Fo %
de colegdo fungos filamentosos
Milho M1.4; M.2.2; M.3.1; M.3.2 Aspergillus spp. 0,333 33,3
M.3.3 morfoespécie FF1 0,083 8,3
S.2.3;5.4.7 Aspergillus spp. 0,167 16,7
Soia S.2.2;S5.2.5;S.3.5 Penicillium spp. 0,250 25,0
) S.2.1 morfoespécie FF2 0,083 8,3
S.2.4 morfoespécie FF3 0,083 8,3
Total 0,999=1 99,9 = 100
Substrato Leveduras por cédigo de colecdo Morfoespécies de leveduas Fo %
Corn M.L.1 morfoespécie Y1 0,333 33,3
M.L.2 morfoespécie Y2 0,333 33,3
Soybean S.L.1 morfoespécie Y3 0,333 33,3
Total 0,999=1 99,9 = 100

Abreviagdes: M = milho; S = soja; Fo = frequéncia de ocorréncia.

Fonte: autores.



Figura 1. Detalhes macromorfoldgicos e fotomicrografias de fungos filamentosos isolados de substratos agroindustriais.
A e B: Aspergillus sp.; C e D: Penicillium sp. Todas as fotomicrografias estdo reproduzidas com escala de 20 um.

Fonte: autores.

A maioria (66,7%) dos isolados obtidos pertence ao género Aspergillus ou Penicillium
(Tabela 1), que sao dois grupos taxonémicos altamente diversos e que podem ser encontra-
dos nos mais variados ambientes e substratos (solo, agua, alimentos, entre outros) e podem
assumir os mais variados comportamentos (patogénicos, simbiontes, entre outros) (MIAO;
HAN; ZHANG; WANG et al., 2018; NAIK; GOYAL; TRIPATHI; KUMAR, 2021; SANTOS;
PES; MORAIS, 2021; YANG; GONG; GUO; JIANG et al., 2021).

A maior porcentagem de incidéncia de fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium
neste estudo reforca a premissa de que os fungos filamentosos detectados séo saprofi-
tos, uma vez que ambos sdo conhecidos por produzirem grande quantidade de esporos
assexuados (conidios) que podem se espalhar facilmente pelo ar e se depositar nas mais
variadas superficies. Investigacbes sobre a presenca de fungos em objetos e superficies
ao redor do local onde esses substratos estavam disponiveis poderiam contribuir para a
confirmagao dessa hipotese.

Em uma avaliagc&o de incidéncia de fungos filamentosos em sementes de milho em pré
e pés-armazenamento, Catéo et al. (2013) verificaram que fungos dos géneros Aspergillus
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e Penicillium tiveram a maior porcentagem de incidéncia, perdendo apenas para fungos do
género Fusarium (CATAO; MAGALHAES; SALES; BRANDAO JUNIOR et al., 2013). Tais
achados foram corroborados por Gurgel et al. (2018), que também detectaram alta incidéncia
de fungos dos géneros Penicillium e Fusarium em sementes de milho, embora fungos dos
géneros Aspergillus, Rhizopus e Trichoderma também tenham sido detectados (GURGEL,
2018). No presente estudo, por meio dos métodos utilizados, foi possivel identificar apenas
fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium. Técnicas de elucidagao taxonémica comple-
mentares as morfolégicas, tais como as baseadas em biologia molecular, poderao ser em-
pregadas em estudos futuros, visando elucidar a taxonomia dos demais isolados detectados
em associacao com milho e soja neste estudo.

Com relacao a producao de enzimas celuloliticas, todas as leveduras testadas foram
negativas, enquanto todos os fungos filamentosos foram positivos. (Fig. 2A). O IRE variou de
1,02 a 3,00 (média + desvio padrao = 1,47 + 0,14). As linhagens fungicas que apresentaram
os maiores IRE sdao mostradas na Tabela 2. Em relacdo a atividade proteolitica, 25% (n =
3/12) foram positivos (Fig. 2B), as quais foram identificadas como Penicillium sp. (S2.5) e
Aspergillus spp. (M 1.4 e M.2.2).

Figura 2. Halo (zona clara ao redor da colonia de fungos) indicativo de atividade celulolitica positiva (A) ou atividade
proteolitica positiva (B).

B

Fonte: autores.

Tabela 2. Estirpes de fungos filamentosos com maiores IRE e potencial biotecnoldgico.

Cédigo de colegdo / Espécie ou

morfoespécie 2 i IRE R
$3.5/ Penicillium sp. 15.0 20,2 13 0.00
M1.4 Aspergillus sp. 21,5 30.0 14 0.09
$2.2 / Penicillium sp. 13.0 20.0 15 0.23
$2.5/ Penicillium sp. 14,5 26.0 1.8 0.11

M.3.3 / morfoespécie FF1 8.0 24.0 3.0 0.36

(*) Didametro médio da colénia; (**) Diametro médio do halo; (***) Desvio padrao do IE.

Fonte: autores.
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Em relacéo as leveduras testadas, todas foram negativas para atividade celulolitica.
Entre os fungos, os espécimes filamentosos sdo melhores decompositores e crescem em
substratos com composi¢cado quimicamente diversa mais facilmente do que os espécimes
de leveduras, que sdo conhecidos como saprébios copiotréficos de substratos agucarados
(SANTOS; OLIVEIRA; CABETTE; MORAIS, 2019). Ao realizar uma busca na literatura por es-
pécies de leveduras com atividade celulolitica, é de fato possivel perceber quao escassos séo
os relatos quando comparado com fungos filamentosos (BUZZINI; MARTINI, 2002; SANTOS;
OLIVEIRA; CABETTE; MORAIS, 2019; VALE; REIS; OLIVEIRA; MOREIRA et al., 2021).

Por outro lado, o fato de todas as linhagens fungicas testadas apresentarem atividade
celulolitica é bastante atraente e instigante, pois pode indicar adaptacéo dessas linhagens
ao substrato/ambiente em que estao crescendo, o que pode ser um indicativo de que a
interacéo ecoldgica desses fungos com seus substratos pode ir além de uma ocorréncia
aleat6ria como microrganismos saprofitos.

E valido destacar que as estirpes fungicas aqui relatadas como produtoras de celu-
lases e/ou proteases foram isoladas de substratos agroindustriais. Estudos tém apontado
a promissora producao de diversas enzimas fungicas de interesse comercial, por meio de
processos fermentativos, utilizando substratos agroindustriais como farelo de arroz, de tri-
go, de soja, entre outros (CHUTMANOP; CHUICHULCHERM; CHISTI; SRINOPHAKUN,
2008; NOVELLI; BARROS; FLEURI, 2015; RAVINDRAN; HASSAN; WILLIAMS; JAISWAL,
2018). De maneira geral, os fungos aplicados nesses processos fermentativos de producao
de enzimas a partir de substratos agroindustriais s&o provenientes de cole¢cdes de micror-
ganismos, isto &, foram isolados de substratos diferentes daqueles em que serao utilizados
e, por isso, precisam ser testados afim de detectar aqueles que melhor se adaptam ao novo
substrato. O emprego de fungos filamentosos provenientes do substrato que se pretende
utilizar pode representar uma vantagem competitiva, dado que seus repertdrios enzimaticos
ja estarao adaptados para o substrato em questdo, aumentando a probabilidade de sucesso
do processo produtivo.

Ha vérias espécies de Aspergillus e Penicillium conhecidas por serem capazes de
produzir celulases e/ou proteases, incluindo espécies de interesse industrial, tais como
Aspergillus terreus (GAO et al., 2008), Aspergillus niger (DEVI; KUMAR, 2017; HU; DU;
PENSUPA; LIN, 2018), Aspergillus oryzae (CHUTMANOP; CHUICHULCHERM; CHISTI;
SRINOPHAKUN, 2008), Penicillium oxalicum ((VIEIRA; BOMTEMPO; SANTIN; PIMENTA
et al., 2017), P. citrinum, P. paxillie P. sclerotiorum (SANTOS; PES; MORAIS, 2021),
entre outras, o que refor¢a o potencial de interesse biotecnologico das linhagens detecta-
das neste estudo.



B CONCLUSAO

A partir da andlise aqui descrita, conclui-se que existe uma grande variedade de fungos
associados a substratos agroindustriais utilizados na nutricdo animal, que podem e devem ser
explorados a partir de diferentes perspectivas. Diversas estirpes apresentaram potencial para
producéo de enzimas hidroliticas, com destaque para a estirpe M.3.3 (morfoespécie FF1),
que revelou ser uma boa produtora de celulase. Estudos complementares futuros, visando
determinar as condicdes ideais de producao e atividade dessas enzimas, poderao viabilizar
0 emprego das mesmas no desenvolvimento de produtos e/ou processos biotecnologicos.
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RESUMO

O ar de ambientes abertos pode dispersar microrganismos amigaveis e patogénicos para
humanos, animais e plantas. Visando isso, esta pesquisa teve por objetivo identificar a co-
munidade fungica do ar de areas urbanas de Santarém-PA, e correlacionar a diversidade de
microrganismos com a presenca de aves e arborizacdo. Entre agosto de 2017 a maio de 2018,
pela técnica de sedimentacao espontanea, placas contendo o meio de cultura BDA acrescido
de cloranfenicol, foram expostas em dez pontos em area urbana de Santarém. As placas
foram incubadas em temperatura ambiente por até 15 dias, nesse periodo foram realiza-
dos isolamento, caracterizacdo das coldnias e microcultivo. O processo de purificacdo se
deu em meio BDA com cloranfenicol, e em seguida foram analisadas pela microscopia e
microcultivo, hifas e estruturas reprodutivas para identificacdo ao menor nivel taxonémico
possivel. Foram quantificadas 477 col6nias, de onde foram isoladas 245 morfotipos de
fungos filamentosos. Entre os géneros isolados encontrados, os de maior destaque foram
Aspergillus spp., e Cladosporium spp, sendo também encontrado o grupo de fungos mycelia
sterilia.. Os resultados mostraram que a presenca das garcas nao causa influéncia sobre
a abundancia e riqueza de fungos. Essa pesquisa é a unica registrada em area urbana de
cidade da Amazénia, sugere-se que novos estudos como este sejam realizados, com um
maior numero amostral, assim como, a utilizac&o de ferramentas moleculares, para a melhor
identificacdo e entendimento da composicao da microbiota aérea urbana.

Palavras-chave: Fungos, Ar Outdoor, Urbano.



B INTRODUGCAO

O aumento na conscientizacdo sobre as mas condi¢des de qualidade do ar em areas
urbanizadas tem estimulado a promoc¢éao de estudos com foco na composicao quimica,
distribuicao de fontes e efeitos do material particulado atmosférico (PM) sobe a saude da
populacdo (INNOCENTE et al., 2017; PREUSS, 2017).

Entre as particulas de bioaerossol, podem incluir virus, bactérias, fungos e seus esporos,
polen, fragmentos de liquen, plantas ou invertebrados (DESPRES et al, 2012). O transporte
de microrganismos na atmosfera é fundamental para a compreensao do papel que estes seres
desempenham na meteorologia, quimica atmosférica e saude publica (TIGNAT-PERRIER
et al., 2019). Pesquisas de diversidade microbiana aerotransportada na Amazénia sao ine-
xistentes, também aparentemente n&o é uma preocupacéo. Além disso, ambientes urbanos
estdo entre os ecossistemas de crescimento mais rapido e hospedam grandes e densas
populacdes humanas. Estudar a distribuicdo de comunidades microbianas € importante, pois
as populagdes de microrganismos tanto podem beneficiar quanto prejudicar o bem-estar
humano, especialmente em ambientes urbanos, uma vez que a densidade populacional é
maior e a capacidade de propagacao de doencas se da muito mais rapido.

De acordo com pesquisas nessa area, o solo, a agua, as plantas, os animais e os
humanos sao as principais fontes de bactérias e fungos que sustentam a microbiota do
ar (HOSPODSKY et al., 2012; MUHSIN & ADLAN, 2012; GHOSH et al., 2013; TIGNAT-
PERRIER et al., 2019). Fatores como a paisagem local, condi¢des meteoroldgicas locais e
transporte de longo alcance, sao citados como responsaveis pela composicao das comuni-
dades microbianas aerotransportadas. (CALIZ et al., 2018; YAMAMOTO et al. 2012).

Recentemente, estudos tém mostrado que até 106 células microbianas podem ser
encontradas por metro ctbico de ar e que eles podem ser metabolicamente ativos (SANTL-
TEMKIV et al., 2018; ZHEN et al, 2017; KLEIN et al. 2016). Entre os microrganismos que
comumente compdem a comunidade aérea estao bactérias, fungos e virus. As comunidades
de fungos levados pelo ar, ndo apenas seus esporos, tém sido em geral esquecidos, apesar
de serem um problema de saude significativo para as populacdes e em especial para os alér-
gicos (FISHER et al., 2012; BROWN & HOVM@LLER, 2002, ZUKIEWICZ-SOBCZAK, 2013.)

O novo surto de coronavirus, causador da COVID-19, declarada pandemia pelo Mundo
pela Organizacdo de Saude (OMS) em 11 de margo de 2020, infectou mais de 4 milhdes de
pessoas e causou quase 300.000 mortes em 188 paises. Estudos experimentais e obser-
vacionais anteriores sobre transmisséo entre humanos indicaram um papel significativo dos
aerossois na transmissao de muitos virus respiratorios, incluindo influenza virus, SARS-CoV-1
e Sindrome Respiratéria do Oriente Médio coronavirus (MERS-CoV) (PYANKOV et al., 2018;
RICHARD et al., 2016; TELLIER et al., 2009; WEBER et al., 2008).



Além dos fatores tidos como responsaveis pela composicao das comunidades micro-
bianas aerotransportadas, diversas aves podem ser encontradas nos ambientes mais varia-
dos, inclusive em centros urbanos, em busca de lugares que lhes oferecam sobrevivéncia,
como parques, fundos de vale, entornos de lagos, entre outros (CALIZ et al., 2018; VARAO
& GAMA, 2012; YAMAMOTO et al. 2012).

As aves e outros animais, especialmente os sinantropicos, tem sido motivo de estudo
para entender quais interferéncias estes animais, ainda que pequenas, podem afetar a qua-
lidade do ar livre bem como na saude humana de quem frequenta o0 ambiente em que eles
se encontram ou até mesmo nos transeuntes (CONTIN et al., 2011; REOLON et al., 2004).

Visando isso, essa pesquisa teve por objetivo identificar a comunidade fungica do ar
de areas urbanas de Santarém-PA, e correlacionar a diversidade de microrganismos com

a presenca de aves e a arborizacéao

B METODO
Area, periodo de estudo e coleta do material

A pesquisa foi realizada em Santarém, cidade localizada na regido Oeste do esta-
do do Para. Atualmente, segundo dados do IBGE (2021), estima-se que Santarém tem
308.339 habitantes.

As coletas ocorreram entre os anos de 2017 (7 de agosto e 06 de novembro) e 2018 (5
de fevereiro e 7 de maio) obedecendo 0 mesmo o horério em todos 0s pontos de amostragem.

Foram escolhidos 3 pontos centrais, com a presencga de garcas, em areas urbanas de
Santarém, cada um com dois pontos adjacentes, totalizando 9 pontos que foram escolhidos
em virtude da presenca de aves e pela frequente circulacdo de pessoas, especialmente o
P1, P1A e P1B. E o P4 foi utilizado como ponto controle por ser localizado em area urbana
central, ser um local arborizado e utilizado para atividades de lazer e pratica de atividades

fisicas da populacéo (Figura 1).



Figura 1. Mapa com os pontos de coleta da microbiota aérea na drea urbana de Santarém, Para.
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Para a coleta das amostras, foi utilizada a técnica de exposicéo pelo método de se-
dimentacao espontanea, por 15 minutos a uma altura de 1 metro suportadas por bandejas
(ABELHO, 2013), em duplicata utilizando-se placas de Petri de 90x15mm, contendo o meio
Batata Dextrose Agar (BDA - Merck®) acrescido de cloranfenicol (Figura 1).

Cultivo, isolamento e identificacao dos fungos

ApObs a exposicéo, as placas foram levadas para o Laboratério Multidisciplinar de Ensino
de Biologia Aplicada (LaBio) da UFOPA, onde ficaram sob incubacgéo a temperatura am-
biente (25 °C + 2) por periodo maximo de 10 dias, acompanhadas de observacdes diarias
com a verificagdo do crescimento das colbnias. Findo o periodo de cultivo, foram realiza-
das a Contagem Padrdao em Placas (CPP). A purificacdo dos fungos ocorreu por meio de
repiques sucessivos em BDA, até que estivessem devidamente isolados e em seguida foi
feita a descricao das caracteristicas das macrocol6nias (coloragdo, textura, consisténcia,
relevo, borda), e o isolamento das colbnias viaveis cultivaveis para identificagdo ao menor
nivel taxonémico possivel.

Para a identificacao dos fungos filamentosos isolados foi realizada a técnica do micro-
cultivo em meio BDA, e posteriormente preservados pelo método Castellani (DE CAPRILES,
MATA & MIDDELVEEN, 1989).



Analise Estatistica

Para comparar a composicao de fungos entre os pontos de coleta com presenca e
auséncia das garcas foi utilizado o teste T, e para comparar a diferenga entre os géneros de
fungos foi utilizado a ANOVA, considerando um nivel de significancia de a = 0,05.

H RESULTADOS E DISCUSSAO

Santarém tem um clima tropical umido e sofre fortes chuvas com temperaturas médias
mensais minimas e maximas de 22,20 C e 33,90 C, respectivamente. As velocidades médias
do vento mensais minima e maxima de 7 de agosto de 2017 a 7 de maio de 2018 foram 1,1
e 2,6 ms., respectivamente. Além disso, a média mensal minima e maxima de precipitacéo
/ precipitagao de agosto de 2017 a maio de 2018 foram 74 e 494 mm, respectivamente,
segundo INMET (2021).

Foram quantificados um total de 477 col6nias, de onde foram isoladas 245 morfotipos de
fungos filamentosos. Os pontos P3 (13,2%) e P3B (12,2%) foram os que apresentaram maior
numero de UFC/m3 nas coletas realizadas. Entretanto, o ponto P3 teve maior abundéancia
de colbnias na primeira, segunda e terceira coletas e o ponto P3B, na terceira, conforme
mostram as figuras a seguir.

Figura 2. Média das Unidades Formadoras de Coldnias de fungos (UFC/m3), por ponto de coleta de amostra do ar da
coleta em drea urbana de Santarém, Par34, Brasil.
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De acordo com o teste T, a presencga de garcas nos pontos de coleta nao exerceu
nenhuma influéncia (r=0,257) na frequéncia de fungos presentes no ar na area urbana es-
tudada para o periodo total amostrado.
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Entre os fungos filamentosos identificados, o destaque se deu para Aspergillus sp.,
mycelia sterilia, Cladosporium sp., Fusarium sp., Penicillium sp., Acremonium sp., Bipolaris
sp., Paecilimyces sp., Botryris spp., Gliocladium spp., Humicola spp., Dorathomyces spp.,
Fonsecaea sp. Trichotecium spp. € Cunninghamella spp. (Tabela 2).

Em todos os pontos de amostragem Aspergillus spp. (31,6%), precedido por Mycelia
sterilia (26,5%) e Cladosporium spp. (12,7%) tiveram maior abundéancia. Os pontos P2, P2B
e P4 (controle) foram os que apresentaram maior quantidade de Aspergillus spp., 0s pontos
P2A e P3B apresentaram maior abundancia de Mycelia sterilia e os pontos P2, P2B e P3A,
maior frequéncia de Cladosporium spp. (Tabela 2).

Em termos de quantidade de géneros de fungos filamentosos por ponto amostral, o
ponto P2 foi 0 que apresentou maior numero, atingindo 12,7% de todo total de géneros
fungicos identificados, seguido do P2B (12,2%) e P3B (11,4%). Os pontos com menor nu-
mero de géneros de fungos filamentosos foram P1A (6,9%), P3 (8,6%) e, P1 e P1B, ambos
com 9% (Tabela 2).

Tabela 2. Frequéncia dos taxons de fungos filamentosos isolados da microbiota aérea de area urbana de Santarém (Par3,
Brasil) por ponto de coleta.

Pontos amostrados Total
Taxons

P1 P1A P1B P2 P2A P2B P3 P3A P3B P4 FA FR%
Aspergillus spp. 10 8 6 11 4 11 6 7 6 11 80 32,7
Mycelia sterilia 5 5 6 6 12 7 5 3 11 7 67 27,3
Cladosporium spp. 2 1 4 5 3 5 1 5 2 4 32 13,1
Fusarium spp. 3 0 2 2 1 1 4 2 4 0 19 7,76
Penicilium spp. 1 1 2 1 0 2 2 2 0 1 12 4,9
Acremonium spp. 0 0 0 3 1 0 2 2 2 1 11 4,49
Bipolaris spp. 1 0 0 2 1 1 1 1 1 0 8 3,27
Paecilimyces spp. 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 3 1,22
Botyris spp. 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 3 1,22
Gliocladium spp. 0 0 0 0 1 2 0 0 0 0 3 1,22
Humicola spp. 0 0 0 0 1 0 0 0 1 1 3 1,22
Dorathomyces spp. 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0,41
Fonsecaea spp. 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0,41
Trichotecium spp. 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0,41
Cunninghamella spp. 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1 0,41
Total - FA 22 17 22 31 25 30 21 23 28 26 245
FR% 9 6,9 9 13 10 12 9 9,4 11 11 100

FA= Frequéncia Absoluta; FR%= Frequéncia Relativa.

MENEZES et al. (2004) identificaram na microbiota aérea na cidade de Fortaleza
(Ceara) um conjunto de géneros de fungos e entre eles estava o Aspergillus, taxon que
também se destacou nesta pesquisa. O Aspergillus foi igualmente o fungo filamentoso mais
frequente na pesquisa realizada por SHAMS-GHAHFAROKHI et al. (2014), onde os autores
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ressaltam a importancia do monitoramento da qualidade do ar de forma a néo oferecer danos
a saude dos transeuntes.

Em pesquisa realizada por MAKUT et al. (2014) os autores identificaram este género
como o mais frequente presente na microbiota fungica do ar, respectivamente as espécies
de Aspergillus (A. flavus, A. niger, A. fumigatus). Varias espécies pertencentes ao género
Aspergillus e Fusarium foram identificados presentes no ar no presente trabalho e segundo
SHAMS-GHAHFAROKHI et al. (2014) estes microrganismos sdo tidos como os patdbgenos
responsaveis por causarem infec¢des diversas em pacientes imunocomprometidos.

O grupo Mycelia sterilia genericamente inclui isolados fungicos néo-esporulados que séo
agrupados como morfoespécies, baseado em similaridades das caracteristicas das colonias
(LACAP, HYDE & LIEW, 2003). Os fungos do complexo Mycelia sterilia eram classificados
como ambientais sem importancia clinica, no entanto, esse cenario tem mudado nos ultimos
anos, pois, alguns trabalhos identificaram este grupo como agentes infecciosos em humanos
(POUNDER et al., 2007; SINGH et al., 2014; GARCIA-HERMOSO et al., 2015).

O género Cladosporium € composto principalmente por fungos dematiaceos e de dis-
tribuicdo global (MENEZES et al, 2017). Fungos desse género geralmente sdo associados
a contaminacéo apenas. Porém, estudos mostram que esses fungos também tém potencial
patogénico (ESPINEL-INGROFF et al., 1986, ROCHA, 2019, YEW et al., 2014).

Fusarium € um género de fungos saprofiticos que sdo facilmente encontrados no solo
(LESLIE & SUMMERELL, 2008). Esses fungos sao associados a diversas contaminacao de
plantas, inclusive em plantas com valor econémico (POLETTO et al. 2012, LIMA & DUARTE.
2002; MACIEL, 2012).

A permanéncia da microbiota aérea em determinada area esta sujeita a variagcdes na
concentracéao e distribuicdo de microrganismos causada por fatores que sao muito comple-
Xos e incluem parametros meteoroldgicos, condigdes climaticas, forca do vento e ambiente
geografico, além variar de acordo com as diferentes esta¢des do ano (ZHONG et al., 2016).
Fatores mecanicos, como chuva ou vento, também afetam a manutencdo do material em
suspensao, favorecendo a sua sedimentacao ou a sua disperséo (GRIFFIN, 2007). Quando
comparado o conjunto de coletas, a terceira coleta (fevereiro de 2018) foi a que apresentou
maior valor de UFC/m3. Possivelmente isto se deva as condi¢des climaticas, ja que o més
de fevereiro foi 0 que apresentou melhores condicdes de umidade e temperatura para o
desenvolvimento dos fungos.

As garcas estiveram presentes nos pontos centrais coleta durante todo periodo de
amostral, quando ndo eram avistadas, a permanéncia destas foi evidenciada pela presenca
de fezes no chao, embaixo ou nas proximidades das arvores. Também foi constatado um



fluxo intenso de veiculos e pessoas em todos os pontos durante as coletas, o que pode
favorecer a dispersédo desses dos microrganismos para outras areas da cidade.

Esta pesquisa mostrou o quanto € importante monitorar a diversidade dos bioaerosois
nos ambientes urbanos, para desta formar acompanhar as variacbes da composicao mi-
crobiana, presenca de patdbgenos e assim garantir a manutencéo da saude da populagao.

B CONCLUSAO

Apbs analises, ficou constatado que entre os pontos de amostragem, o P3 foi o que
apresentou maior numero UFC/m3, foram identificados varios géneros de microrganismos
potencialmente patogénicos, principalmente nos pontos onde ha presenca das garcas. Sobre
o ponto controle o género em maior abundéancia foi o Aspergillus.

Apesar de a estatistica ndo mostrar diferencas estatisticas significativas na composicéao
dos taxons fungicos entre os pontos coletados estudados, é sabido que manter areas de
arborizacdo em faixas ou zonas na area urbana das cidades € uma alternativa que além de
favorecer a paisagem ainda melhora a qualidade do ar em seu entorno.

Sugere-se que novos estudos sejam realizados em ambientes aéreos amazonicos, com
uma maior abrangéncia e maior numero amostral, assim como, a utilizacédo de ferramentas

moleculares, para a melhor identificacdo e entendimento da composicao da microbiota aérea.
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RESUMO

A biodiversidade de ambientes amazdnicos, ainda € pouco conhecida, sobretudo quando
se refere aos fungos. Esses organismos sé&o considerados potenciais produtores de diver-
sas substancias de interesse biotecnolégico, destacando-se as enzimas. Objetivo: isolar e
identificar fungos filamentosos presentes em solos amazdnicos, com potencial de producéo
de enzimas celuloliticas, proteoliticas e amiloliticas. Metodologia: foram selecionados trés
pontos para a coleta de amostras de solo localizados na Universidade Federal do Oeste do
Para, UFOPA. As amostras foram processadas no Laboratério Multidisciplinar de Biologia
Aplicada — Labio. Resultados: isolou-se 20 col6nias de fungos filamentosos, sendo iden-
tificadas morfologicamente e avaliadas qualitativamente quanto a atividade enzimatica,
amilolitica, proteolitica e celulolitica. A frequéncia de ocorréncias dos isolados identificados
foi: Paecilomyces (25%, n=5), Penicillium (10%, n=2), Aspergillus (10%, n=2) e Curvularia
(10%, n=2), Fusarium (5%, n=1) e 40% dos isolados nao foram identificados. A positividade
para cada uma das enzimas isoladamente foi de 28,5% (n=4) para amilase, 64,3% (n=9)
para protease e 78,6% (n=11) para celulase. Conclusdes: destacou-se a espécie A. niger
por apresentar positividade para as trés enzimas de interesse. Portanto, enfatiza-se que a
prospeccéo biotecnolégica envolvendo fungos filamentosos presentes em solos amazoénicos,
viabiliza a preservacao da biodiversidade além de revelar fontes alternativas de bioprodu-
tos. Os resultados revelam que ainda sao necessarios estudos mais aprofundados para
otimizar a inducéo e producéo destas enzimas pelos isolados identificados nesta pesquisa.

Palavras-chave: Amazoénia, Biodiversidade, Atividade Enzimatica.



B INTRODUGCAO

O solo & um ecossistema complexo que além de ser considerado uma rica fonte de
nutrientes, abriga uma infinidade de vida microscépica, dentre estas, estdo os microrganis-
mos (SEENA et al., 2019a) os quais mantém relacdes ecoldgicas entre si. A composicao
guimica e fisica destes ecossistemas associados a processos bioldgicos, podem interferir na
formacao e composicdo de micro-habitat e consequentemente na composicéao microbiana
(SEENA et al., 2019b; STARKE et al., 2021).

O bioma Amazdnico esta entre os biomas tropicais com a maior biodiversidade do pla-
neta, sendo considerados ainda pouco explorados. Pesquisas afirmam que a¢des antropicas,
como o desmatamento, acarretam perdas imensuraveis desta biodiversidade, principalmente
na diminuicdo da microbiota do solo (FRANCO et al., 2019; LLOPART et al., 2018). Com
isso, estudos descrevendo a diversidade e ecologia de fungos na regidao amazdnica sao
urgentemente necessarios, principalmente voltados a desvendar novos microrganismos e
seus potenciais biotecnoldgicos (CELESTINO et al., 2014; DOS SANTOS et al., 2018).

Os fungos constituem uma importante parte da biomassa no solo, sendo essenciais
na decomposicao da matéria organica fazendo parte na ciclagem de nutrientes e interacdes
bidticas através de suas redes miceliais (FRAC et al., 2018). Esses organismos eucariotos
e heterotroficos, sdo produtores de diversas substéncias, como os metabdlitos primarios e
secundarios que podem estar inseridos em diferentes setores industriais devido suas im-
portantes atividades biolégicas (MUDDASSIR et al., 2020). Na industria de alimentos, os
fungos estédo presentes na fabricacdo de bebidas como cerveja e vinhos e na producao de
paes e queijos. Na area da saude, os fungos estao envolvidos na producéo de novos farma-
cos (penicilinas), imunossupressores (ciclosporinas) e como anticancerigenos (paclitaxel)
(SUBRAMANIAM; SUBBAN; CHELLIAH, 2021). A biomassa fungica é muito importante na
natureza, diante disso, destacam-se os fungos filamentosos, pois suas propriedades de
colonizagdo de substratos proporcionam uma maior degradacéo e facilitacdo de absorcéo
de nutrientes, além da capacidade de degradar biomassas complexas e mineralizar varios
xenobibticos (BHANDARI et al., 2021; CANTO et al., 2020).

A producéo de enzimas de origem fungica é outro exemplo de substancia que, devi-
do sua ampla variedade de atividade e consequentemente importancia industrial, também
contribuem para a preservacao ambiental e o desenvolvimento sustentavel que valoriza
diferentes tipos de biorecursos (BHANDARI et al., 2021). Os fungos filamentosos podem
diversificar seu amplo conjunto de enzimas ativas em carboidratos, e com isso, tornam-se
importantes degradadores de polissacarideos na natureza, para sobreviverem em habitats
ecologicos variados (SEENA et al., 2019b).



Amilases, proteases e celulases sao exemplos de enzimas produzidas por diversos mi-
crorganismos, sendo que os fungos filamentosos sao destaques neste contexto (RAJAGOPAL
et al., 2018; LANGE; BARRETT; MEYER, 2021). As amilases s&o aplicadas nas industrias
de panificacao, téxtil, farmacéutica, laticinios etc. (RAVINDRAN et al., 2018). A importante
producado desta enzima por microrganismos, evidencia a necessidade de exploracao de
novas fontes sustentaveis (BEHAILU; ABEBE, 2018). Ha varios tipos de amilases como
a, B e glucoamilase (KUMAR et al., 2021), e em destaque as amilases fungicas, s&o consi-
deradas fontes sustentaveis além da caracteristica de crescimento de biomassa e tolerancia
a condicbes de alta pressdo osmotica, tornam os mais eficientes para a bioconversao de
substratos sélidos (RAVINDRAN et al., 2018). As proteases, apresentam larga aplicacdo em
produtos industriais e domésticos como o uso de detergentes, além de possuirem grande
aplicagao farmacéutica devido ao potencial fibrinolitico destas enzimas, sendo usadas no
tratamento da trombose por exemplo. Essas enzimas, realizam a protedlise hidrolisando
as ligacoes peptidicas que unem os aminoéacidos nas cadeias polipeptidicas (RAVINDRAN
et al., 2018). Fungos e bactérias, sdo importantes produtores de enzimas que degradam
celulose as quais estdo amplamente distribuidas na natureza. A hidrélise enzimatica da ce-
lulose requer um conjunto de enzimas, incluindo endo-p-1,4-glucanase, exo-p-1,4-glucanase
e B-glucosidase que participam da bioconversao de biomassa celuldésica em biocombustiveis
(SRIVASTAVA et al., 2018). Esse grupo enzimatico, esta envolvido no processo de des-
construcao da lignocelulose, uma vez que a celulose corresponde até 60% de sua massa
(OLGUIN-MACIEL et al., 2020).

A diversidade de fungos filamentosos presente no solo, denota que ha uma relagcéao
importante com outros componentes deste ecossistema e evidencia sua capacidade de
adotar varias formas em respostas a condi¢des adversas ou desfavoraveis, assim como, a
producao de substancias de interesse biotecnoldgico como as enzimas (ZEILINGER et al.,
2016; STARKE et al., 2021). A prospecc¢ao biotecnolbgica envolvendo fungos presentes
em solos amazdnicos, ainda é incipiente e necessita ser mais explorada, tendo em vista a
rica biodiversidade existente. Portanto, objetivou-se com a presente pesquisa, identificar
fungos filamentosos presentes em solos amazdénicos com potencial producao de atividade
enzimatica celulolitica, proteolitica e amilolitica.

B METODO
Local de coleta

As coletas foram realizadas em trés pontos escolhidos aleatoriamente na Universidade
Federal do Oeste do Para (UFOPA), unidade Tapajos localizado na cidade de Santarém



estado do Para (latitude -2,416821°, longitude -54,740973°). As amostras de solo foram
coletadas nos seguintes ambientes: Viveiro (P1), Deck (P2) e Praia (P3) como apresen-
tado na Figura 1.

Figura 1. Locais de amostragem e etapas de coleta. A - P1 (Viveiro); B - P2 (Deck); C - P3 (Praia); D - Medi¢do da profundidade
do buraco escavado; E - Coleta da amostra em tubos Falcon; F - Amostras de solo coletadas.

Fonte: autores.

Coleta de solo e isolamento e manutencao dos fungos filamentosos

As amostras de solo, foram coletadas com 20 cm de profundidade e inseridos em
tubo de centrifuga estéril, posteriormente acondicionados em caixas térmicas e conduzidas
ao Laboratorio Multidisciplinar de Biologia Aplicada — Labio, Ufopa para a realizacéo dos
procedimentos laboratoriais.

O isolamento dos fungos foi realizado através da técnica de diluices seriadas, onde 25
g de amostra de solo foram homogeneizadas em 225 mL de agua peptonada 0,1% (diluicao
10-1) e consecutivamente foram diluidas em tubo de ensaio contendo 9 mL de agua pepto-
nada 0,1% até a diluicao 10-3. As amostras foram semeadas em placas de Petri contendo
Agar batata dextrose (BDA, Himedia), acrescido com cloranfenicol (0,1 pg / mL). De cada
diluicdo, foi retirada uma aliquota de 0,1 mL e inoculada na superficie do meio solidificado,
realizando-se o espalhamento com uma alca de Drigalsky. As placas foram incubadas a 28
°C, durante 5 dias em estufa BOD.
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Purificacao e conservacao dos isolados obtidos

A sequéncia do isolamento, foi realizada através da técnica de esgotamento por es-
trias para purificacdo das coldnias fungicas. Os microrganismos isolados, foram mantidos
em refrigerador a 4 °C, em tubos de ensaio com agar inclinado contendo o meio BDA. Para
melhor preservacgao das culturas, realizou-se o0 método de Castellani (DE CAPRILES; MATA;
MIDDELVEEN, 1989).

Caracterizacao morfoldgica e identificacao dos isolados

As culturas puras foram caracterizadas fenotipicamente por meio da verificacdo de
caracteres morfologicos, tanto macroscopicos (coloragédo do micélio no verso e reverso do
meio, a forma da borda da col6nia, a presenca de esporos e topografia da colébnia no meio de
cultura) como microscopicos visualizados pela técnica de microcultivo (RIDELL, 1950), que
se fundamenta no cultivo do fungo em blocos de meio de cultura, entre lamina e laminula,
onde o crescimento do fungo se expande e fixa na por¢ao inferior da laminula. Isso possibilita
analisar estruturas importantes como hifas e ornamentacao de conidios. Posteriormente,
realizou-se a identificacdo dos fungos ao menor nivel taxondmico possivel, por meio da
comparacao entre as caracteristicas morfologicas com a literatura micologica taxonémica
disponivel (BARNETT & HUNTER 1972; WATANABE, 2010).

Avaliacao da atividade enzimatica
Preparacao do in6culo

Para a realizacédo de screening, os fungos selecionados foram cultivados em BDA, por
cinco dias de incubacao a 28 °C e posteriormente foi retirado um disco de micélio de 5 mm de
didmetro, o qual foi inserido centralmente na superficie do meio com substratos enzimaticos
especificos. Cada amostra, foi inoculada em triplicata para avaliar a produ¢ao de enzimas
extracelulares: amilases, celulases e proteases. As observacdes e leituras foram feitas a
cada 24 horas de incubacéo, onde observou-se a formacao de halos de hidrélise ao redor
do fragmento de micélio inoculado. Os fungos com hidrélises positivas, foram selecionados
para a realizacao de bioprocessos por fermentacéo submersa.

Bioprocesso por fermentacao submersa para determinar atividade enzimatica por
cup-plate.

Foram inoculado discos de micélio de 5 mm de diametro em frascos do tipo Erlenmeyer

de 125 mL contendo 50 mL da solu¢ao Manachini (Composi¢ao: fosfato de potassio 2,0 g;
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sulfato de amdnia 1,0 g; sulfato de magnésio heptahidratado 0,1 g; fosfato de sédio 0,9 g;
extrato de levedura 1,0 g e agua destilada 1 L) (MANACHINI; FORTINA; PARINI, 1987)
suplementada com o substrato indutor (0,5% p/v): celulase-carboximetilcelulase (pH 5,0) e
protease — gelatina (pH 6,9).

Os cultivos foram incubados em agitador orbital durante 72 horas, a 28 °C em 180
rpm. Ao término da fermentacdo separou-se a biomassa do extrato bruto por filtracéo
(Millipore, 0,45 um). Os extratos brutos foram conservados sob refrigeracao até a inocula-
cao em meio sélido para a determinacao da atividade enzimatica qualitativa (LIMA, 2006).

Inoculacao para avaliacao da atividade enzimatica em meio sélido por cup-plate

Os meios de cultivos especificos, foram preparados e distribuidos em placas de Petri
com aproximadamente 4 mm de espessura o qual apds sua solidificacao foram mantidos
sob refrigeracdo. Posteriormente, foi realizada a técnica de cup-plate, que se baseia em
perfurar a superficie do meio de cultivo (=8 mm de diédmetro) para a inoculagao de 100 pL
do extrato enzimatico. As placas inoculadas, foram mantidas em temperatura ambiente para
a absorcéo do extrato enzimatico no meio de cultivo. Apos esse periodo, as placas foram
incubadas em BOD a 37 °C por 18 horas.

Meios de cultivos sélidos especificos para producao de enzimas amilases, celulases
e proteases

O agar celulose foi preparado com 18 g de agar, 10 g de carboximetilcelulose (CMC)
e 1000 mL de tampao acetato de sodio (pH 5,0). A revelacédo da atividade enzimatica foi
realizada através de solugcao aquosa de vermelho do Congo a 0,1% e cloreto de sédio
1M. A solucao de vermelho do Congo foi adicionada na superficie do meio de cultura e per-
maneceu cerca de 20 minutos até seu descarte. Posteriormente adicionou-se a solucéo de
cloreto de sédio a 1M nas placas e aguardou-se 20 minutos e posteriormente desprezou-se
a referida solucéo. A presenca da enzima celulolitica, foi avaliada pela coloracéo vermelha
no meio solido e a agdo enzimatica foi observada pela formag¢ao de um halo translicido ao
redor de cada cup-plate. (TEIXEIRA et al., 2011).

O agar gelatina leite, foi preparado como descrito por Texeira et al., (1994) com 18 g
de agar; 1 L de tampéo citrato fosfato; 10 g de gelatina e 10 g de leite desnatado. Para a
avaliagdo da atividade enzimatica ndo houve a necessidade da utilizacéo de reveladores,
pois 0s halos translucidos séo visiveis.

O Agar Amilase, foi preparado com 10,0 g de amido sollvel, 18 g de agar nutriente e
1000 ml de tampéo acetato de sodio (pH 5,0). A revelagcao da atividade de enzimas amiloli-
ticas foi realizada através de vapor de iodo. O iodo ressublimado, foi adicionado nas tampas



das placas de Petri sendo vertida a placa com extrato teste sobre a mesma, em seguida,
realizou-se movimentos circulares para a liberacao do vapor de iodo. O meio resultou em
uma coloragao lilas, devido a presenca das enzimas amiloliticas e a atividade enziméatica
foi avaliada através da presenca de halo translucido ao redor do cup-plate. A atividade
enzimatica foi verificada através da férmula Atividade enzimatica (l) é igual ao diametro do
halo (mm) dividido pelo didmetro do poco (mm). Considerou-se o isolado bom produtor de
enzimas extracelulares em meio sélido com valores de |, maior ou igual a 2,0 (LIMA, 2006;
TEIXEIRA et al., 2011).

H RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isolados 20 fungos filamentos e destes, 60% (n=12) morfotipos foram identi-
ficados através de analise morfoldgica por microcultivo. A frequéncia de ocorréncias dos
isolados foram: Paecilomyces 25% (n=5), Penicillium 10% (n=2), Aspergillus e Curvularia
10% (n=2) cada, Fusarium 5% (n=1) e 40% de fungos nao foram identificados. Na Figura 2
sao apresentados alguns fungos identificados.

Figura 2. Fungos filamentosos identificados nas amostras de solo da Universidade Federal do Oeste do Pard. Ae B -
Curvularia sp. 1, C - Curvularia sp. 2 e D - Aspergillus flavus.
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Fonte: autores.
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Todos os 20 isolados foram submetidos ao screening pelo método de fragmento de
micélio. Destes, 70% (n=14) apresentarem halo de hidrélise para pelo menos uma enzima,
42,8 % (n=6) apresentaram halo de hidrélise para trés enzimas amilase, celulase e proteases
(Figura 3). A positividade para cada uma das enzimas isoladamente foi de 28,5% (n=4) para
amilase, 64,3% (n=9) para protease e 78,6% (n=11) para celulase. Na Figura 4 é demons-
trada a frequéncia de ocorréncias das atividades enzimaticas.

Figura 3. Halo de atividade enzimatica A-amilase; B- protease; C- celulase.

|
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Fonte: autores.

Figura 4. Frequéncia de ocorréncia das atividades enzimaticas dos fungos filamentosos estudados. Abreviatura: ND: ndo
identificado.
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Fonte: autores.

Destes positivos, Aspergillus niger foi selecionado por apresentar melhor halo de hidro-
lise e positividade para as trés enzimas testadas. Assim sendo, realizou-se a fermentacéo
submersa em solugdo Manachini acrescido com o substrato indutor especifico para a enzima
de interesse. Os resultados dos testes realizados com os isolados em bloco de micélio para
as duas enzimas, podem ser observados na Tabela 1.
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Tabela 1. Anélise qualitativa realizada com o fragmento de micélio para avaliagao de halos de hidrdlise referentes as
enzimas de interesse: amilases, celulases e proteases.

Identificagdo Enzimas de interesse
Fungo isolado
Morfolégica Amilase Celulase Protease

P2-) Aspergillus flavus - - +
P2-D* Aspergillus niger + + +
P3-12 Curvularia sp. 1 - - -
PF-13 Curvularia sp.2 - - -
P3-8 Fusarium sp. - - -
P1-A N&o identificado + + +
P1-C N&o identificado + + +
P1-D N&o identificado + + +
P2-A N&o identificado - + -
P3-1 Ndo identificado = + =
P3-10 N&o identificado
P3-17 Ndo identificado = = =
P3-7 N&o identificado - - +
P2-C Paecilomyces sp. 1 - + -
P2-F Paecilomyces sp. 2 - + +
P3-2 Paecilomyces sp. 3 - + +
P3-6 Paecilomyces sp. 4 - + -
P3-15 Paecilomyces sp. 5 - + -
P3-5 Penicillium sp. 2 - - -
P2-M Penicillium sp. 1 - - +

*Fungo selecionado para a fermentagéo submersa para analise de atividade enzimatica.

Fonte: autores.

Os 70% dos géneros de fungos encontrados no presente trabalho, foram relatados em
diversas pesquisas como produtores de importantes metabdlitos secundarios e principal-
mente com atividades enzimaticas (PRADO et al., 2017; SINGH et al., 2020). Os géneros
que apresentaram positividade para uma ou mais enzimas como Penicillium, Paecilomyces
e Aspergillus, sdo importantes indicadores que esses microrganismos necessitam ser sub-
metidos a ensaios laboratoriais mais especificos, pois sao promissores para a producao
de enzimas extracelulares de interesse industrial (PASSOS; PEREIRA; CASTRO, 2018;
SRIVASTAVA et al., 2018).

O género Aspergillus se destacou por apresentar maiores halos de hidrélises para
amilases, proteases e celulases. Este género, se destaca como um dos mais importantes
para a producdo comercial de enzimas extracelulares e outras substancias (PRADO et al.,
2017; RAVINDRAN et al., 2018).

Em um estudo feito por Singh et al., (SINGH et al., 2014), o género Aspergillus, pode
ser uma fonte importante de amilases, as quais tem recebido atualmente maior atencéo,
pois trazem muitos beneficios econémicos. No trabalho relatado por Behailu et al. (2018), a
espécie A. niger mostra-se promissor neste contexto pois, pode facilmente degradar o ami-
do através da potencializacao da sua producéo enzimatica tendo como base a otimizacéo
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dos bioprocessos controlando pH, temperatura, tamanho do in6culo, periodo de incuba-
cao, fontes de carbono e nitrogénio (BEHAILU; ABEBE, 2018). As proteases microbianas,
também estao entre as enzimas hidroliticas mais importantes, e tém sido extensivamente
estudadas. As enzimas proteoliticas, sdo subdivididas em dois grandes grupos, exopepti-
dases e endopeptidases, dependendo do seu local de acado (MAITIG; ALHOQOT; TIWARI,
2018). No presente trabalho, o género Aspergillus apresentou atividade enzimatica proteoli-
tica 0 que corrobora com estudos anteriores que descrevem este género, com a capacidade
de secretar altos niveis de enzimas em seus ambiente de crescimento (DE SOUZA et al.,
2015; MAITIG; ALHOOT; TIWARI, 2018) como exemplo destacam-se as espécies A. flavus
e A. niger (AHMED, 2018; KUMAR et al., 2021) identificadas no presente trabalho. As en-
zimas celuloliticas sédo importantes para varios setores industriais tais como téxtil, papel,
alimentos, biocombustiveis etc. Esta enzima, € formada por um consércio de trés enzimas:
exo-glucanases, endo-glucanases and p-glucosidases (SINGH et al., 2021). Tanto bacté-
rias quanto fungos, sao importantes produtores de celulases, porém os fungos se desta-
cam devido a sua capacidade de penetracao e versatilidade em utilizar seus substratos
(SRIVASTAVA et al., 2018).

Entre todos os fungos filamentosos, trés géneros Penicillium, Trichoderma e Aspergillus
séo considerados como modelo para producéo de celulases em escala industrial (PASSOS;
PEREIRA; CASTRO, 2018). Os resultados expostos do presente trabalho se assemelham
a estes relatos pois, Penicillium e Aspergillus também foram identificados como produto-
res de celulases.

Portanto, o fungo Aspergillus niger P2-D foi selecionado para o bioprocesso fermentativo
submerso, por apresentar halo de hidrélise para as trés enzimas estudadas como descrito
anteriormente. Os extratos brutos, apresentaram os seguintes resultados para atividade
enzimatica em agar carboximetilcelulase (CMC) pelo método de cup-plate: 2,8 U/mL tanto
para celulase quanto para protease e para a amilase a atividade enzimatica foi 2,5 U/mL
considerando-se bom produtor de atividade enzimatica (SOARES et al., 2010; FERREIRA
et al., 2018). Na literatura, observou-se resultados de atividade enziméatica utilizando agar
CMC de 3,0 U/mL para A. nidulans ATCC62041 e para A. terreus 0,9 U/mL em um trabalho
de reviséo descrito por Singh et al., (SINGH et al., 2021). Quanto ao A. niger o qual foi objeto
de estudo no presente trabalho, uma pesquisa anterior apresentou 0,18 U/mL (SPERANDIO,
2018). Estes resultados mostram que o extrato bruto de A. niger descrito na presente pesquisa
possui potencial para servir de base para estudos mais aprimorado pois género Aspergillus,
€ empregado em diversos processos industriais como a producao de acido citrico e enzimas
ativas em lignocelulose (CAIRNS; BARTHEL; MEYER, 2021).



B CONCLUSAO

Identificou-se os géneros Aspergillus, Paecilomyces e Penicillium os quais apresen-
taram atividade enzimatica para pelo menos uma das enzimas de interesse. Destacou-se
a espécie A. niger como bom produtor de atividade enzimatica para amilase, protease e
celulase. Portanto, enfatiza-se que a prospeccéao biotecnologica envolvendo fungos presen-
tes em solos amazénicos, viabiliza a preservagao da biodiversida-de além de revelar fontes
alternativas de bioprodutos. Os resultados revelam que ainda sdo necessarios estudos mais
aprofundados para otimizar a inducéo e producéo destas enzimas pelos isolados identifica-
dos nesta pesquisa.
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