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RESUMO

A utilizagdo de compostos produzidos por microrganismos movimenta um mercado altamente
rentavel ao redor do planeta. Produtos do metabolismo de microrganismos ganham relevancia
em diversos segmentos industriais, seja no ramo alimentar, farmacéutico, quimico, téxtil, dentre
outros. Dentre os microrganismos produtores de biomoléculas de interesse e aplicagdo,
destacam-se os fungos filamentosos, que por sua vez sdo bons produtores de enzimas. O
objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial e quantificar a produgdo enzimatica de
fungos de solo de area de mineragdo. Para tanto, os fungos passaram por uma avaliacdo em
placa, dita qualitativa. O resultado da fase qualitativa indicou que o maior produtor de celulases
foi o fungo Penicillium bilaiae. Assim sendo, o microrganismo selecionado foi submetido a
fermentagdo submersa para quantificacdo de endoglucanases e B-glicosidases, tendo como
substrato indutor a farinha da casca de uvas viniferas. O pico de atividade de endoglucanases
se deu em 120 horas de fermentacdo e com a producdo de 0,59 Ul/mL, se tratando das -
glicosidases a maior producdo foi constatada nas primeiras 24 horas, com atividade calculada
em 1,77 U/mL. Dessa forma, contata-se que o isolado selecionado possui potencial aplicagdo
como produtor de enzimas, abrindo margem para estudos que envolvam a otimizacao da
producao enzimatica.

Palavras-chaves: Biotecnologia. Celulases. Fungos filamentosos.



ABSTRACT

The use of compounds produced by microorganisms moves a highly profitable market around
the planet. Products of the metabolism of microorganisms gain relevance in several industrial
segments, be it in the food, pharmaceutical, chemical, textile, among others. Among the
microorganisms that produce biomolecules of interest and application, the filamentous fungi
stand out, which in turn are good producers of enzymes. The objective of the present work was
to evaluate the potential and quantify the enzymatic production of soil fungi from the mining
area. For that, the fungi underwent a plaque evaluation, called qualitative. The result of the
qualitative phase indicated that the largest producer of cellulases was the fungus Penicillium
bilaiae. Therefore, the selected microorganism was subjected to submerged fermentation for
the quantification of endoglucanases and B-glycosidases, with the inducing substrate being the
flour of the bark of grapes. The peak activity of endoglucanases occurred in 120 hours of
fermentation and with the production of 0.59 IU / mL, when the B-glycosidases were treated,
the highest production was observed in the first 24 hours, with activity calculated at 1.77 1U /
ml. Therefore, the selected isolate has potential application as a producer of enzymes, allowing
for studies that involve the optimization of enzymatic production.

Keywords: Biotechnology. Cellulases. Filamentous fungi.
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1 INTRODUCAO

Muitas pesquisas sobre produtos naturais tém sido voltadas ao isolamento de
microrganismos visando, principalmente, a descoberta de novas moléculas produzidas por
estes, como resultados do metabolismo primario e secundario. Dado o potencial biotecnologico
dos microrganismos esfor¢os na busca de novas espécies produtoras de novas moléculas, tais
como antibidticos, enzimas e outras vem aumentando cada vez mais.

Atras apenas dos antibioticos, as enzimas sdo o0s produtos de origem microbiana mais
explorados na biotecnologia industrial, j& que apresentam menor custo, facilidade para
producdo, possibilidade de manipulacdo genética, além de representarem um recurso renovavel
em relacédo a enzimas de origem vegetal ou animal.

Muitas enzimas sdo exploradas para uso industrial, desde para isso & necessaria
producdo enzimatica em larga escala, e nesse sentido 0s microrganismos sdo preferencialmente
utilizados por apresentarem facil manipulacdo, rapido crescimento e, principalmente, baixo
custo de producdo.

Aspergillus e Penicillium sdo fungos filamentosos pertencentes ao filo Ascomycota,
apresentam relevancia quando se trata de producdo de enzimas e outros metabolitos. Estes
géneros apresentam importancia na industria de alimentos, pois algumas linhagens participam
de processos na producdo de acidos organicos, bebidas fermentadas e enzimas com aplicaces
industriais, além de serem potencialmente produtores de antimicrobianos e corantes. S&o
capazes de sintetizar uma diversidade de enzimas, tais como, amilases que apresenta aplicacdes
na panificacdo (modificacdo das massas), proteases em produtos alimenticios (amaciantes de
carnes e obtencdo de hidrolisados), pectinases e celulases na clarificagdo de sucos e vinhos, e
tantas outras enzimas empregadas em diferentes areas industriais.

Assim sendo, o objetivo geral do trabalho € identificar fungos filamentosos dos géneros
Aspergillus e Penicillium isolados de solo de canga e avaliar o potencial enzimatico para
producdo de celulases de fungos filamentosos de solo de canga qualitativamente, e

quantitativamente das enzimas endoglucanases e p-glicosidases.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Biodiversidade do solo como fonte de microrganismos de interesse industrial

A biodiversidade é definida como a variedade e variabilidade entre organismos vivos e
os complexos ecoldgicos em uma dada &rea e compreende a diversidade de espécies, a
diversidade genética e a diversidade de ecossistemas. Os microrganismos apresentam imensa
diversidade genética e desempenham fungées Unicas e cruciais ha manutencao de ecossistemas,
como componentes fundamentais de cadeias alimentares e ciclos biogeoquimicos (MYERS,
1996).

O Brasil tem a maior diversidade bioldgica do planeta, em uma variedade de solos e
biomas que representam vastos recursos a serem pesquisados em tempo habil, visto que sua
erosdo genetica estd acontecendo em ritmo acelerado. A escassez de informagdes se torna
mais evidente quando se trata da biodiversidade (riqueza de espécies) em niveis local, regional
e entre comunidades, assim como sobre os efeitos da composicdo floristica e das diversas
caracteristicas dos solos. Elas sdo fundamentais ndo s6 para o manejo apropriado do solo para
qualquer fim, mas também para a avaliacdo do impacto dos diversos tipos de atividade humana
(MOREIRA & CARES, 2009).

Considerando que atualmente sdo conhecidas mais de 10 milhGes de espécies em cerca
de 140 filos dos trés dominios da vida (Eucarya, Bacteria e Archaea), estima-se que 0 numero
de espécies no solo - um dos ecossistemas com maior biodiversidade do planeta - seja pelo
menos na casa dos milhdes. Portanto ha a necessidade de descobrir a parte desconhecida da
biodiversidade do solo, sejam 0s microrganismos nao cultivaveis, sejam aqueles cujos habitats
ainda nao foram estudados ou ainda os inumeros espécimes depositados em colecbes que
aguardam identificacdo (MOREIRA, 2009).

Os microrganismos presentes no solo possuem representantes de todos 0s grupos
como bactérias, fungos e virus, e estes atuam de forma fundamental nos processos que afetam
funcBes do ecossistema (AZEVEDO et al., 2010). Tamanha importancia é verificada quando
estima-se que 80% das reacdes que ocorrem no solo envolvem a atividade microbiana. Dentre
0s grupos de microrganismos comumente presentes no solo, os fungos representam grande parte
da biomassa microbiana, atuando como decompositores de substratos complexos e participando
de ciclos naturais (carbono, nitrogénio e fosforo), representando até 90% da produtividade
priméria liquida desses elementos na maioria dos ecossistemas terrestres (BELL et al., 2009;
JOERGENSEN; WICHERN, 2008; PAUL, 2015).

A presenca e a habilidade da sobrevivéncia dos fungos no solo ocorrem por estes

apresentarem caracteristicas especificas, como tolerancia a condi¢cbes ambientais adversas
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como variagdes de temperatura, tolerancia a fungicidas naturais, metais pesados e também ao
rapido crescimento micelial, a producédo de esporos e a producdo enziméatica (AZEVEDO et al.,
2010). Os fungos podem atuar degradando a matéria organica presente no solo, sendo 0s
chamados saprofitas e além disso podem se desenvolver em relacBes de mutualismo, como as
micorrizas que sdo associacOes de fungos e raizes de diversas plantas (PFENNING; ABREU,
2006).

Os géneros mais comuns de fungos filamentosos encontrados no solo sdo: Mucor,
Rhizopus, Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Talaromyces, Fusarium, Pythium,
Verticillium e Alternaria (GAMS, 2007). Ambos os géneros encontrados em solo s&o
empregados em processos biotecnoldgicos, devido a producéo de enzimas, aos antibioticos,
acidos organicos e a outros compostos de aplicacao industrial (PAUL, 2015; SCHUSTER et
al., 2002).

2.2 Biotecnologia de enzimas microbianas

As enzimas sdo biomoléculas dotadas de capacidade catalitica e sdo formadas por
aminoéacidos unidos por ligac6es peptidicas. Tais biomoléculas atuam na reducéo da energia de
ativacdo de reagdes quimicas especificas, aumentando a velocidade de sua ocorréncia e gerando
com maior rapidez o produto da reacdo (LENINGHER, 2006). A atividade enzimética é
diretamente relacionada com a estrutura protéica da qual a enzima é composta. S&o
catalisadores bioldgicos dotados de alta especificidade ao seu substrato e cuja atividade
catalitica apresenta dependéncia direta de fatores como a temperatura, o pH, a concentracdo de
substratos e a presencga ou auséncia de inibidores e cofatores enziméaticos (CAMPBELL,2000).

Grande parte das enzimas utilizadas na industria sdo obtidas a partir do cultivo de
microrganismos em processos fermentativos (RAO et al., 1998) e os bioprocessos industriais
catalisados enzimaticamente demonstram menor impacto ambiental e uma redugdo no consumo
energético, principalmente devido a sua elevada especificidade. Outro aspecto positivo da
utilizacdo enzimatica é a substituicdo de produtos quimicos por processos enzimaticos, uma vez
gue compostos de elevada acidez, alcalinidade e toxicidade acabam por causar danos
ambientais e gastos materiais (MITCHEL; BEROVICH; KRIEGER, 2000).

Apesar de sua importancia, a capacidade enzimatica dos microrganismos ainda nao foi
avaliada, sendo que apenas 2% de bactérias e 5% dos fungos foram avaliados e detectados como
produtores de moléculas de interesse humano (SILVA; FRANCO; GOMES, 1997). Séo

diversos microrganismos utilizados industrialmente, tais como as bactérias, leveduras e fungos
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filamentosos que séo responsaveis pela produgdo de diversos compostos tais como &lcool,
acidos organicos, farmacos, aditivos alimentares, enzimas dentre outros (SOARES et al., 2010).

2.3 Selecdo de fungos com aplicacdo industrial

A identificacdo de espécies de microrganismos que apresentam a producao de moléculas
de interesse e que ndo produzem compostos tdxicos é extremamente relevante, pois auxilia a
garantir a demanda industrial de diversos biocompostos e abre margem para possiveis
descobertas de microrganismos desconhecidos. (ALVES et al., 2002). As enzimas microbianas
em especifico se diferenciam e se destacam em relacdo a outros organismos em funcdo das
vantagens que apresentam: amplo espectro de atuacdo, alta especificidade ao substrato,
possibilidade de manipulacdes genéticas, baixo custo de producéo, facilidade de producédo em
escala industrial, além de se apresentarem como um recurso renovavel (OLIVEIRA et al., 2006;
PASTORE, 2002). Para a producdo em larga escala de enzimas é indicado a selecdo de
microrganismos produtores do composto de interesse, além de promover a otimizacdo das
condicdes de producdo enzimatica atuando sobre a composicdo do meio de cultivo, o substrato
utilizado, a temperatura de fermentacéo, o pH do meio, agitacdo, aeracdo, dentre outros fatores
(SCHMIDEL et al., 2011; THIRY; CINGOLANI, 2002).

Segundo Schimidel et al. (2001), os microrganismos utilizados em operacbes de
fermentacdo industrial devem possuir algumas caracteristicas: apresentar elevada eficiéncia na
conversdo do substrato em produto, permitir o acimulo do produto de interesse no meio de
cultivo, de forma a se obter um caldo fermentado com elevada concentracdo do composto de
interesse; ndo produzir substancias incompativeis com o produto; apresentar constancia quanto
ao comportamento fisioldgico; ndo ser patogénico; ndo exigir condi¢bes de processo muito
complexas; ndo exigir meios de cultura dispendiosos e permitir a rapida liberagcdo de produto
para 0 meio. Todas as caracteristicas citadas sdo desejaveis pois auxiliam na viabilidade
financeira e eficiéncia do processo fermentativo.

A producdo industrial de enzimas é dividida basicamente em duas etapas: 0 processo
fermentativo, que visa estimular a producdo do composto de interesse por inducao, e 0 processo
de separacdo e purificacdo, com o fim de obter somente 0 composto de interesse (RODARTE,
2005).

A fermentacdo realizada em escala industrial é realizada nas condigdes otimizadas de
producdo do composto de interesse. Além de um armazenamento adequado do isolado de
interesse, 0 meio de cultura utilizado é crucial para a producédo de enzimas, e de maneira geral

contém em sua composi¢cdo uma ou mais fontes de carbono, nitrogénio, fatores de crescimento
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e micronutrientes. Schmidell (2001) salienta as caracteristicas que devem ser consideradas na
utilizacdo de meios de cultivo: ser o mais barato possivel, atender as necessidades nutricionais
do microrganismo; auxiliar no controle do processo; ndo interferir na recuperagdo do produto;
0s componentes devem permitir algum tipo de armazenagem, a fim de estarem disponiveis todo
0 tempo; ter composicdo razoavelmente fixa e ndo causar dificuldades no tratamento do efluente
final.

O processo de separacdo e recuperacdo depende do tipo de enzima de interesse, e difere
se sua presenca é intracelular ou extracelular. No caso de enzimas extracelulares, o processo de
recuperacdo se inicia no liquido fermentado ou, no caso de fermenta¢cdes em meio solido, no
liquido de extraido do substrato. Ja para as enzimas intracelulares é necessario aplicar algum
método de ruptura celular a fim de liberar as enzimas. Em todas as etapas de separacédo e
recuperacdo das enzimas € necessario manter condi¢cdes ndo desnaturantes, ou seja, condi¢bes
nas quais as enzimas ndo perderéo atividade. As exoenzimas, aquelas produzidas e secretadas
pela célula, possuem grande interesse comercial, pois sua extracdo e purificacdo sdo menos
onerosas (Marquart et al., 2002).Para produzir comercialmente uma enzima, torna-se necessario
fazer selecdo de microrganismos produtores e otimizar as condi¢cdes de fermentacdo para

alcancar rentabilidade e eficiéncia do processo (Schmid et al., 2001e Koeller & Wong, 2001).

2.4 Processos Fermentativos

Existem dois tipos basicos de fermentacdo para a obtencdo de enzimas: fermentacéao
submersa (FS) e fermentacdo em estado sélido (FES). A fermentacdo submersa tem sido
amplamente utilizada nos processos industriais de obtencdo enzimatica (Papagiani et al., 1999),
e € beneficiada pela instrumentacdo e pelo controle de processo. Neste tipo de fermentacéo,
tanto a recuperacdao enzimatica quanto a determinacdo da biomassa sdo menos complexas,
sendo realizadas por operac6es de filtracdo ou centrifugacdo para remocédo das células (Sant
Anna Jr., 2001). Ja a fermentacdo em estado sélido é definida como o processo fermentativo
gue ocorre na auséncia (ou em niveis baixos) de agua livre, podendo ser empregados substratos
naturais. A minima quantidade de agua permite a obtencao de metabdlitos mais concentrados,
diminuindo o tempo e o custo do processo de recuperacdo da enzima (Pandey et al., 2000). Para
efeitos comparativos entre os tipos de fermentacg&o, as principais diferencas e caracteristicas de

cada tipo levantadas pela literatura constam na Tabela 1:
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Tabela 1 - Comparacdo das caracteristicas entre FS e FES

FS FES
Disponibilidade de tecnologias de monitoramento Maior dificuldade no controle do
de variéveis chave do processo fermentativo processo

Extrato obtido menos diluido, com

Altas concentragdes de substrato podem vir a «
alta concentracdo do composto de

acarretar problemas reoldgicos no sistema

interesse
Maior demanda energética para esterilizacéo e Escassez de informac0es referentes a
remocao do composto de interesse do caldo fendmenos de transporte, cinética e
fermentado producdo enzimatica
O alto teor de agua facilita o controle de Menor susceptibilidade de
temperatura do meio, o que auxilia na menor contaminac&o, dado o baixo teor de
desnaturacdo/degradacédo de produtos termolabeis agua livre

Maior dificuldade de utilizacao de
microrganismos aptos a crescer sob
tais condicdes de crescimento

Processo de purificacdo é facilitado pela auséncia ou
baixa concentracdo de particulas de substrato

Processo difusionais sdo facilitados por contado  Residuos liquidos gerados em baixos
carater homogéneo do sistema volumes

Apbs o periodo fermentativo, tem-se as etapas de separacdo e purificacdo, como ja
mencionado. Majoritariamente o caldo fermentado € processado para recuperacdo das enzimas
ou da massa celular, que em seguida é purificado até o grau desejado. A finalidade de utilizagéo
e comercializacdo da enzima é que ira determinar o seu grau de purificacao final, uma vez que
0s processos de purificacdo sdo mais caros. E fundamental considerar que qualquer técnica de
recuperacdo e purificacdo empregada deve, além de permitir recuperar a enzima em sua forma
mais pura, proporcionar a obtencdo na forma ativa, ou seja, a enzima ndo pode perder sua
atividade (Sant Anna Jr., 2001).

2.5 Enzimas de interesse industrial

2.5.1 Amilases
O amido é polissacarideo de alto peso molecular formado principalmente por dois

compostos: a amilose e a amilopectina. A primeira € constituida por mondémeros de a-D-glicose

unidas por ligagoes a-1,4, e a amilopectina apresenta uma estrutura altamente ramificada
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apresentando ligagdes a-1,4 e as ramificagdes apresentam ligagdes a-1,6. Usualmente,
considera-se que o0 amido apresenta 25% de amilose e 75% de amilopectina, contudo o contetido
desses polimeros pode sofrer alteragcdes dependendo da fonte do amido (AGUERO, 1998).

As amilases atuam na quebra das liga¢cdes dos polimeros que compde o amido, de forma
a liberar dextrinas e mondmeros de glicose livres. Tal caracteristica se mostra Gtil na indUstria
de alimentos, principalmente promovendo a hidrdlise nas industrias de processamento de amido
(PANDEY et. al., 2005).

2.5.2 Pectinases
Substancias peécticas sdo macromoléculas glicosidicas de alto peso molecular,

formadoras do maior componente da lamela média das paredes primérias de células de vegetais
superiores (ALKORTA et al.,1998).

As enzimas pectinoliticas sdo enzimas capazes de catalisar reacGes com pectinas, seja
desesterificando ou hidrolisando a estrutura da pectina, e apresentam aplicagdes no
amadurecimento de frutos, clarificacdo e reducdo de viscosidade de sucos de frutas, tratamento
de residuos vegetais, extracdo de polpa de tomate, tratamento preliminar do suco da uva para
industrias produtoras de vinhos, dentre outra aplicacbes (UENOJO e PASTORE, 2007).

2.5.3 Proteases
As enzimas proteoliticas sdo enzimas que promovem, na presenca de agua, a hidrdélise

das ligacdes peptidicas. Assim, sua acdo se baseia na catalise de rea¢6es de quebra das ligacGes
em uma proteina, acarretando transferéncia de componentes do substrato para a agua.
(WHITAKER, 1994).

As proteases bacterianas e flngicas sdo estudadas devido ao seu potencial
biotecnoldgico na industria, visto que as proteases microbianas alcalinas dominam o mercado
mundial de enzimas, sendo amplamente utilizadas principalmente na inddstria de detergentes
(BARRETT, 1994).

As enzimas proteoliticas oriundas de fungos sdo classificadas com base no pH de
atividade enzimatica, podendo ser acida, neutra ou alcalina. As proteases acidas e neutras
produzidas por Aspergillus s&o utilizadas na producdo de bebidas e no processo de panificagdo
(YANG et. al., 1997).

2.5.4 Lipases
As lipases sdo enzimas definidas como hidrolases de ésteres contendo acidos graxos de

cadeia longa, saturados ou insaturados, com doze ou mais 4&tomos de carbono (COELHO et. al.,
2001). As lipases atuam de forma unica em substratos insoluveis em agua na interface agua-

6leo ou bleo-agua de solugdes emulsionadas (MACEDO et. al., 1997).
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As principais fontes de enzimas lipoliticas para aplicacdo industrial so microrganismos,
embora sejam também encontrados em organismos vegetais e animais. As enzimas microbianas
levam vantagem em decorréncia de sua versatilidade e a possibilidade de producdo em larga
escala (Castro et. al., 2004).

As lipases microbianas possuem ampla aplicacdo na inddstria, atuando principalmente
nos setores de: alimentos, detergentes, produtos farmacéuticos, cosméticos, produtos téxteis e
fabricas de papel (SHARMA et. al., 2001; PELIZER et. al., 2007).

2.6 Celulose e enzimas do complexo celulolitico

A celulose é um polissacarideo encontrado de forma abundante na natureza, sendo
encontrado na composicao da parede celular de plantas. E composta basicamente, por unides
de glicose através de ligagdoes p — 1,4 formando imensas cadeias lineares de elevado peso
molecular (GIGER-REVERDIN, 1995; KLEMM et al., 2005). A estrutura da celulose
apresenta regides cristalinas, que possuem alto grau de ordenacéo o confere elevada resisténcia
ao rompimento por produtos quimicos, e regides amorfas, menos ordenadas. Essas regides
amorfas permitem que parte da estrutura da celulose apresente a capacidade de inchar quando
submetidas a processos de hidratacdo, o que resulta na formacao de microporos e cavidades que
permitem a difusdo de moléculas grandes, como é o caso das enzimas (FAN; LEE;
BEARDMORE, 1980).

O grau de cristalinidade das fibras de celulose influencia diretamente na hidrélise
enzimatica, uma vez que a presenca ou auséncia de compostos associados a matriz celulésica
pode atuar facilitando, dificultando ou até mesmo impossibilitando a acdo catalitica do
complexo enzimatico (MARCHESSAULT; SUNDARARAJAN, 1993; SOEST, 1994).

Segundo Wulff (2006), a degradacdo da celulose é possibilitada pela agdo de um
complexo enzimatico, composto de trés tipos de enzimas do complexo celulolitico que atuam
de forma conjunta na matriz celulésica acarretando sua degradacdo. As endoglucanases (EG)
sdo enzimas que exercem sua atividade catalitica de maneira randémica sobre a matriz
celulodsica na hidrélise interna das ligagoes B-1,4-D-glicosidicas. As celobiohidrolases (CBH)
sdo conhecidas como exoglicanases, ou avicelases e atuam também nas ligagdes [3-1,4-D-
glicosidicas liberando celobiose das extremidades ndo redutoras das cadeias (CBH I) e também
das extremidades redutoras (CBH I1). As B-glicosidases catalisam a hidrélise de f-D-glicose
terminais ndo redutores liberando glicose. A atuacgdo sinérgica das enzimas se da da seguinte
forma: as EG clivam a estrutura celuldsica randomicamente, e produzem sitios ativados para a

atividade das CBH que atuam na regido terminal ndo-redutora da celulose e libera celobiose,
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que sdo clivadas pelas B-glicosidases em glicose, que pode entdo ser utilizada em diversas fases
do metabolismo microbiano (CAO; TAN, 2002).

Figura 1 - Esquema da acao das enzimas do complexo celulolitico.

ap{) Celobiohidrolase | a/. Celobiohidrolase Il (:) R-glicosidase A@ Endoglucanase

(y Glicose sem poder redutor @ Glicose com poder redutor

Fonte: Castro, 2010.

2.7 Celulases e sua aplicacéo industrial

Atualmente, em decorréncia da grande exploragdo de combustiveis fosseis e dos
impactos deste no meio ambiente tem-se buscado novas alternativas para a geracao de energia,
principalmente fontes renovaveis. A biomassa vem sendo estudada como forma de se obter
energia, uma vez que € obtida em grande quantidade e pode completar outras fontes renovaveis
de energia, e também auxiliar positivamente no desenvolvimento sustentavel (XING-HUA et
al., 2009). A biomassa vegetal é resultante da atividade fotossintética das plantas, e somando-
se toda a biomassa terrestre tem-se uma energia armazenada similar aquela contidas nas
reservas petroliferas (LISCHINE, 1995; COUGHLAN, 1985). A matriz celuldsica contida na
biomassa agricola apresenta grande potencial de conversdo em etanol combustivel através da
fermentacdo, gerando etanol de segunda geracdo que é alvo de diversas pesquisas buscando
tanto microrganismos produtores de complexos enzimaticos capazes de realizar tal converséo,
guanto propor metodologias de tratamento da matriz para aumentar a eficiéncia da atividade
catalitica, uma vez que os componentes da fibra celulosica é fortemente estruturada.

Na industria alimenticia as celulases sdo utilizadas nos processos de extracdo e
clarificacdo de sucos de frutas, na producédo de néctares de frutas e na extracdo de 6leo. S&o
ainda utilizadas em processos de extracdo de carotenoides com o fim de utilizagdo como

corantes na industria de alimentos (CINAR, 2005). Celulases sdo adicionadas ao malte na
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fabricacdo de cerveja visando melhoréd-lo para a producdo (GALANTE; CONTI,
MONTEVERDI, 1999). No setor de vinhos, os atributos de coloracdo e maceracdo dos frutos
sdo melhorados através da adicdo de enzimas. S@o ainda utilizadas em outros segmentos

industriais, como a industria téxtil, papel e celulose, detergentes dentre outros segmentos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local
O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Micologia e Micotoxinas de
Alimentos situado no Departamento de Ciéncia dos Alimentos, no campus da Universidade

Federal de Lavras, em Lavras, Minas Gerais.

3.2 Obtencéo dos isolados
Os microrganismos utilizados no presente estudo foram obtidos através de cinco
amostras de solo de canga, durante o periodo chuvoso, localizada no municipio de Nova Lima,

estando na regido denominada Quadrilatero Ferrifero, Minas Gerais, Brasil.

3.3 Isolamento e identificacdo de fungos filamentosos

Na realizacdo do isolamento dos fungos presentes nas amostras de solo foi utilizada a
técnica de diluicdo seriada (10 a 10%), na qual foram pesadas 10,0 g do solo sendo adicionado
a este 90,0 mL de solucdo salina a 0,85 %. Os meios de cultura utilizados para inoculacdo das
amostras de solo diluidas foram os meios DRBC (Agar Dicloran Rosa de Bengala
Cloranfenicol) e DG18 (Agar Dicloran Glicerol). O primeiro é composto por: 1,0 mL de
Dicloran; 5,0 de peptona bacterioldgica; 1,0 g de KH2POs4; 0,5 g de MgSO4.7H20; 220 g de
glicerol; 15,0 g de agar; 1 mg de cloranfenicol; 1000 mL de &gua destilada. Enquanto o segundo
possui em sua composicao 10,0 g de glicose; 5,0 de peptona bacteriolégica; 1,0 g de KH2POg;
0,5 g de MgS04.7H20; 0,5 mL de solugédo 5% de Rosa Bengala; 1,0 mL de Dicloran; 1000 mL
de Agua Destilada; 15,0 g de &gar; 1 mg de cloranfenicol. As placas foram incubadas a 25 °C,
por um periodo de cinco dias.

Apobs o periodo de incubagdo foi realizada a contagem de unidades formadoras de
coldnias (UFC), a fim de estimar o nimero de fungos filamentosos a cada grama de amostra.

3.4 Purificacdo dos isolados e identificacdo polifasica

As colbnias com caracteristicas macroscopicas similares as de fungos pertencentes aos
géneros Aspergillus e Penicillium foram purificadas em meio de cultivo MA (Agar Extrato de
Malte) que € composto de 20,0 g de extrato de malte; 15,0 g de agar e 1000 mL de &gua destilada
e, posteriormente inoculadas em meios de cultivo e temperaturas padronizados, de acordo com
manuais de identificagdo Klich (2002) para o género Aspergillus, e Pitt (2000) para o género
Penicillium.

Os isolados pertencentes aos géneros citados anteriormente foram inoculados em meios

de cultivo padronizados, conforme mencionado na literatura, CYA a 25°C e 37°C, MEA a 25°C.
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Apo6s a inoculacéo, estes foram incubados em estufa tipo BOD por sete dias. Para a
caracterizagdo microscopica foram confeccionadas laminas a partir de col6nias puras do meio
de cultivo MEA, em que foram avaliados: ramificacdo, comprimento, largura e textura dos
conidioforos, comprimento e textura das métulas e fidlides, diametro, forma e textura dos
conidios. Para caracteristicas macroscopicas avaliou-se: diametro da col6nia, cor, micélio,
presenca ou auséncia de exsudato, cor do reverso, presenca ou auséncia de pigmentacgéo soltvel
e cleistotécio/esclerodios. Os manuais utilizados foras de Pitt (2000), Klich (2000) e Pitt e

Hocking (1997).

3.5 Metodologia qualitativa

Visando avaliar qualitativamente a producdo enzimatica, 0os microrganismos ja
identificados foram inoculados em meio MA 2% (20 g de malte, 20 g de Agar e 1litro de &gua
destilada) e incubados em estufa BOD a 25°C por sete dias. Apds o periodo de incubacdo os
microrganismos foram repicados para o centro de placas com meio de cultivo especifico para
producdo de enzimas celulases. O meio de cultivo utilizado para o teste enzimatico de celulases

foi proposto por Dingle, Teid e Solomons (1953).

3.6 Teste enzimatico de celulases

Na verificacdo da produgdo enzimética de celulases, utilizou-se o meio de cultivo
composto por 1% de CMC e 1,8% de agar diluidos em 500 mL de tampédo acetato de sédio
(pH=5,0).

A carboximetilcelulose (CMC) foi dissolvida em 200 mL do tamp&o acetato de sodio e
em seguida o restante do tampdo foi adicionado, e por fim o agar. O meio de cultura foi
homogeneizado e esterilizado em autoclave, a 121°C por 15 minutos. Foi utilizada uma solucéo
reveladora a base de iodo, a fim de evidenciar a atividade celulolitica, uma vez que a producéo
de celulases é indicada pela formac&o de halo claro ao entorno da colénia, indicio da degradacéo
do substrato (Kasana et al, 2008).

3.6.1 Indice enzimatico
O indice enzimatico é um parametro semiquantitativo que relaciona o tamanho da

coldnia com o tamanho do halo de degradacdo do substrato (HANKIN; ANAGNOSTAKIS,
1975) pela formula:

LE didmetro do halo

didmetro da colonia
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Através da relacdo, maiores valores de |.E indicam maiores producdo de enzimas

celulases.

3.6.2 Andlise estatistica
O teste foi realizado em triplicata por isolado, sendo que cada repeticdo é representada

por uma placa de Petri. Os dados obtidos foram submetidos a uma anéalise de variancia no
software Chemoface. As médias do teste para cada isolado foram comparadas pelo teste de

Tukey, a 5% de significancia.
3.7 Metodologia quantitativa

3.7.1 Indutor

O indutor utilizado no presente estudo foi preparado a partir da casca de uvas viniferas.
Estas foram secas em estufa a 65°C por 24 horas, e entdo trituradas com a utilizacdo de

almofariz e pistilo. O produto da trituracdo foi separado pelo uso de uma peneira de Mesh 20.

3.7.2 Fermentacdo submersa (FS)
A fermentacdo foi realizada em meio minimo cuja composicdo € descrita por

Pontecorvo et. al (1953): NaNOs 0,6%, KCI 0,05%, KH2POs 0,15%, ZnSO4 0,001%,
FeS04.7H20 0,001%, (NH4)2S04 0,25%, Extrato de levedura 0,25% e 1% da fonte de carbono.
O pH do meio foi ajustado para 6,8 com NaOH 1M.

A fonte de carbono utilizada foi o indutor ja citado anteriormente, composto da farinha
da casca de uvas viniferas. O meio de cultura foi colocado em erlenmeyers de 250 mL e cada
um recebeu 200 mL de meio minimo. A incubacdo ocorreu durante 120 horas, em estufa tipo

Shaker sob a temperatura de 30£1°C com agitacdo constante de 120 rpm.

3.7.3 Indculo
O microrganismo foi inoculado em meio MA 2% e incubado por 7 dias a 25°C. Apéds a

incubacdo, a placa foi inundada por 40 mL de uma solucéo de Tween 80 a 0,1% e com o auxilio
de uma alc¢a de drygalski foi feita a raspagem das colénias, visando remover os esporos. A partir
da solucdo de esporos obtida, foi realizada a contagem de esporos e as dilui¢des necessarias
para atingir os valores de interesse, que no caso deste estudo é 107esporos/mL. A contagem foi
realizada com a utilizagdo da cdmara de Neubauer, como na figura 2. Cada erlenmeyer recebeu

uma mL da suspensdo de esporos..
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Figura 2 — Representacdo da Camara de Neubauer.
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Fonte: Castro, 2010.

3.7.4 Atividade celulolitica
Apbs a fermentacdo, foi retirado 20 mL de meio de cultura e levado a uma centrifuga

refrigerada a 4°C, para que ndo haja degradacdo das enzimas durante a operacdo. O
sobrenadante é retirado, e € considerado o extrato bruto que possui as enzimas de interesse. Os
extratos retirados foram colocados em eppendorfs e congelados para posterior analise da

atividade enzimatica.

3.7.5 Atividade de endoglucanase
A avaliacdo de atividade das endoglucanases foi realizada por método

espectrofotométrico utilizando o reagente acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) para dosagem de
acucares redutores liberados durante a atividade catalitica. O substrato utilizado na analise foi
a CMC, onde foram homogeneizados 250 uL de CMC e 250 pL de sobrenadante enzimatico
(extrato bruto) em tubos de ensaio que foram aquecidos a 50°C por dez minutos. Em seguida,
colocou-se 500 pL de DNS e os tubos foram imersos em agua fervente por cinco minutos. Por
fim, a absorbancia foi medida utilizando um espectrofotdmetro com comprimento de onda de
540 nm contra o branco (250 pL de tampé&o, 250 pL de sobrenadante e 500 pL de DNS). As
leituras foram realizadas em triplicata e cada leitura foi subtraida da leitura do controle. A

concentracdo de endoglucanases foi calculada pela férmula abaixo:

Dilui¢do.Abs.Fator.Volume ensaio

Enzimal=
[Enzima] Tempo.Volume sobrenadante
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O fator contido na equacdo é obtido através da curva de calibracdo do reagente DNS

utilizando a glicose como padrao.

3.7.6  Atividade de p-glicosidase
A avaliacdo de atividade das B-glicosidase foi realizada por método espectrofotométrico

utilizando o carbonato de sodio (Na2COs). O substrato utilizado na analise foi o p-nitrophenyl
a-D-glucopiranoside (PNP-g), onde foram homogeneizados 200 pL de tampdo, 650 L de agua
destilada e 50 pL de sobrenadante enziméatico em tubos de ensaio que foram aquecidos a 45°C
por cinco minutos. Em seguida, colocou-se 100 puL de PNP-g e os tubos foram novamente
aquecidos a 45°C por dez minutos, e logo foi adicionado 500 pL da solucdo de 1M de carbonato
de sddio. Por fim, a absorbancia foi medida utilizando um espectrofotdémetro com comprimento
de onda de 400 nm contra o branco (300 pL de tampéo, 650 pL de &gua destilada, 50 pL de
sobrenadante enzimatico e 500 pL de solugdo de Na,COs). As leituras foram realizadas em
triplicata e cada leitura foi subtraida da leitura do controle. A concentrag¢do de B-glicosidase foi

calculada pela formula abaixo:

Diluigdo. Abs. Fator. Volume ensaio

Enzi =
[Enzima] Tempo. Volume sobrenadante

O fator contido na equacdo é obtido através da curva de calibracdo do reagente DNS
utilizando a glicose como padrdo. A unidade da concentracdo de B-glicosidase corresponde a
atividade em em UI/mL que se da pela quantidade de PNP liberada em pumol por mL de enzima

em um minuto.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Contagem de unidades formadoras de coldnias totais (UFC) e isolados dos géneros
Aspergillus e Penicillium identificados
A contagem de fungos totais foi realizada através da contagem de unidades formadoras

de colbnia (UFC) em placa.

Tabela 2 — Determinacéo da populagéo fangica (UFC/g) nas amostras analisadas

DG18 DRBC

AMOSTRA  iecrg)  (UECHY)
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CG1 1,3 104 1,23.10*
CG2 1,08.10* 1,02.10*
CG3 1,09.10* 0,99.10*
CG4 1,15.10* 1,21.10
CG5 1,17.10* 1,15.10*
Média 1,16.10* 1,1.10%

Além da escolha adequada do método de analise da diversidade de fungos de solo (no
caso do presente estudo a diluicdo em placa), a escolha do meio de cultura é muito importante
para priorizar o crescimento das espécies de interesse. Meios com atividade de agua alta
favorecem espécies de rapido crescimento, como a maioria das espécies de Aspergillus
(HOCKING; PITT, 1980; SAMSON et al., 1996). A presenca de um agente antifungico no
meio DRBC, no caso o dicloran, pode ter influenciado nos resultados do género Aspergillus,
visto que Douglas King e colaboradores (1979) verificaram que em altas concentragdes (~5 Q)
pode ocorrer a inibicdo do crescimento de A. niger. No presente estudo foi adotada uma
concentra¢do menor do citado antif (2 pg) para controle de outras espécies contaminantes que
poderiam comprometer a avaliacdo dos fungos de interesse.

As principais caracteristicas do solo avaliado de areas de Canga sao: riqueza em matéria
organica, baixo pH o que favorece o desenvolvimento fungico em detrimento de bactérias e
outros microrganismos, diminuindo assim a competicdo espacial e nutricional, além de uma
concentracéo elevada de ferro.

O género Penicillium apresentou prevaléncia com relacdo ao nimero de espécies
identificadas, ao compararmos com Aspergillus. Dos fungos pertencentes ao género
Aspergillus, as espécies identificadas foram: Aspergillus niger Agregado, Aspergillus foetidus,
Aspergillus aculeatus, Aspergillus parasiticus e Aspergillus flavus. Dos 104 isolados do género,
o fungo Aspergillus parasiticus representou 66% das espécies identificadas.

No que diz respeito aos isolados do género Penicillium, as espécies identificadas foram:
Penicillium restrictum, Penicillium bilaiae, Penicillium janthinellum, Penicillium multicolor,
Penicillium decumbens, Penicillium brevicompactum e Penicillium simplicissimum. Dentre o0s
217 isolados apenas 23% foram identificados, e destes, 47% destes pertencem a espécie
Penicillium decumbens. Os demais isolados néo identificados foram agrupados por suas
caracteristicas macro e micromorfologicas.

Diversos estudos contidos na literatura, os quais avaliaram fungos de solos cultivados

apresentaram tal prevaléncia do género. Oliveira e colaboradores (2013) avaliaram a
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diversidade de fungos do solo no semiéarido e encontraram 85 espécies, sendo 28 de Penicillium
e 18 de Aspergillus. Souza (2010), trabalhando com solos da Mata Atlantica, obteve 29 espécies
de Penicillium e seis de Aspergillus. Puangsombat e colegas (2010) analisaram cinco tipos de
solos da Tailandia e encontraram nove espécies de Aspergillus e 27 de Penicillium. Solos de
area de mangue também foram estudados e determinaram que Penicillium e Aspergillus sdo os
géneros dominantes com 21 e 11 espécies, respectivamente (GOMES, 2016).

O género Penicillium contém saprofitas comuns, cuja micromorfologia dos conidios
facilitam a sua dispersdo através da atmosfera e sua consequente propagacéo pelo ambiente. A
predominéncia de Penicillium pode também estar relacionada ao antagonismo sobre outras
espécies, seja através da producdo de metabdlitos secundarios ou, mesmo indiretamente, por
meio da competicdo nutricional, da producdo elevada de esporos e da maior capacidade de

crescimento em meios de cultivo (GOMEZ et al., 2007).

Figura 3 — Macro e micromorfologia de Aspergillus aculeatus

Fonte: Do autor (2019)



Figura 4 - Macromorfologia de Aspergillus flavus

Fonte: Do autor (2019)

Figura 5 — Macromorfologia de Aspergillus niger Agregado

Fonte: Do autor (2019)

Figura 6 — Macromorfologia de Penicillium restrictum

Fonte: Do autor (2019)
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Figura 7 — Macro e micromorfologia de Aspergillus parasiticus

Fonte: Do autor (2019)

Figura 5 — Macro e micromorfologia de Penicillium bilaiae

Fonte: Do autor (2019)
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Figura 6 — Macro e micromorfologia de Penicillium janthinellum

Fonte: Do autor (2019)

Figura 10 — Macro e micromorfologia de Penicillium decumbens

Fonte: Do autor (2019)

4.2 Potencial celulolitico dos isolados identificados
O resultado do teste qualitativo se encontra na Tabela 3, com os respectivos indices

estatisticos que indicam a diferenca entre os isolados, de forma que letras iguais indicam
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diferengas néo significativas, e letras diferentes indicam diferengas significativas entre os

indices enzimaticos dos isolados.

Tabela 3 Médias dos halos dos fungos produtores de celulases

Espécie indice Enzimatico
A. parasiticus 1,4¢
P. janthinellum 1,93
P.simplicissimum 1,2¢
P. decumbens 1,4°
P. brevicompactum 1,71°
P. bilaiae 2,272

Lealem e Gashe (1994) ao investigar producdo qualitativa em meio sélido,

estabeleceram que um fungo pode ser considerado um bom produtor de enzimas extracelulares

o fungo que apresentar indice enzimatico (IE) maior ou igual a dois. Assim sendo, o isolado

identificado que se destacou com o maior IE foi Penicillium bilaiae.

As demais etapas descritas na secdo de metodologia que sucederam a avaliacdo

qualitativa, foram aplicadas somente ao isolado que apresentou destaque na producéo

qualitativa de celulases.

Figura 11 — Halo de producéo de celulases por P. janthinellum

d

Fonte: Do autor (2019)



Figura 12 — Halo de producdo de celulases por A. parasiticus

Fonte: Do autor (2019)
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Avaliando outros trabalhos, encontra-se diferencas tanto na composicdo do meio de

cultivo direcionado a producdo de celulases quanto na solugdo reveladora do halo. O meio de

cultivo utilizado no presente estudo € um meio pobre em minerais, tendo como principal

componente a carboximetilcelulose que atua como a fonte exclusiva de carbono aos isolados,

entretanto, outros trabalhos se utilizam de meios ricos em minerais e outros componentes.

Ruegger e Tauk-Tornisielo (2008) utilizam um meio de cultivo com alguns minerais (Mg, Fe,

K, Na, Ca, CI) além de componentes como asparagina e extrato de levedura. A presenca de ions

metalicos no meio de cultura pode influenciar na atividade catalitica, exercendo desde efeitos

inibitdrios até efeitos de indugédo (Castro e Janior, 2010).

Tabela 4 — indices Enzimaticos encontrados na literatura e suas especificidades

Composicdo meio de

Autor Fungo(s) . Meétodo revelador IE
cultivo
Monteiro, M. Aspergillus CMC, agar, tampao
C.P., 2012 sulphureus acetato de sodio KASANA, etal., 2008 3
A flavus 1,35
Silvaetal,
2011 P chrysogenum 1,94
P decumbens i, po,, (NH4 ),SO4 164
P janthinelum asparagina; KClI;
A.niger MgSO4.7H20; CaCly, Teather (Filg/ls,z\)NOOd P 14
P. janthinelum  extrato de leveduras 1,9
F;uggg_?;,ull\(/l, P. oxalicum CMC, agar. 4
Tornisielo, S. . .. P . 1,4
M., 2004 simplicissimum
P. spinulosum 1,7
P.variabile 1,8
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Vale ressaltar que ndo foram encontrados trabalhos visando avaliar o potencial
enzimético do Penicillium bilaiae, o que dificulta a comparagdo entre o resultado do presente
estudo com outras avaliag@es. Tal isolado tem sido amplamente estudado na solubilizacéo de
fosfato, e ndo 0 com o viés deste estudo.

4.3 Produgéo quantitativa de celulases do isolado Penicillium bilaiae

No presente estudo foram avaliadas as producdes de endoglucanases e p-glicosidases
pela atividade metabolica do fungo Penicillium bilaiae. A figura abaixo apresenta o perfil de
producdo enzimética de endoglucanases:

Figura 137— Grafico do perfil de atividade enzimatica de endoglucanases
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Com uma duracdo de 120 horas, a fermentacdo resultou na atividade maxima de
endoglucanases no quinto dia de fermentacao atingindo 0,59 U/mL. O perfil apresentado possui
dois picos de atividade, sendo o maior obtido na Gltima anélise. N&o é possivel concluir se este
é 0 pico méaximo de atividade visto que o periodo avaliado se interrompe ao atingir 120 horas,
a atividade maxima pode requerer um numero maior de horas analisadas. Os autores citados

abaixo obtiveram os seguintes resultados para a atividade de CMCase:

Tabela 5 - Trabalhos da literatura que investigaram a producédo de endoglucanases por fungos.

(continua)
Microrganismo Fermentacéo Substrato  U/mL  Autor
A. niger Solida/Submersa BCA 1,36 CUNHA, 2012

A. flavus Submersa FT 1,4 GOMATHI, 2012
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Tabela 6 - Trabalhos da literatura que investigaram a producao de endoglucanases por
fungos. (concluséo)

A. niger Submersa FT 6,59 PEREIRA, 2013
P. chrysogenum Semi-solida BC/PDC 0,294  JUNIOR, 2014
P. sp. FSDE15 Submersa BCA 1,0 ROCHA, 2016
P. viridicatum Sélida BCA 0,8 PINTO,2010

BCA: Bagaco de cana-de-aglcar; FT: Farelo de trigo; BC: bagaco de coco; PDC: Pedunculo de caju; M:
Milhocina (residuo do processamento do milho).

Além das diferencas dos atributos contidos na Tabela 5, outras variaveis diferem do
presente trabalho, tais como, temperatura de fermentacéo, concentragdo do inoculo, tempo de
fermentacdo, agitacdo, dentre outros fatores que interferem na producao enzimatica.

Estudos de producdo enzimatica em meio liquido envolvendo o género Penicillium
ainda sdo realizados em menor escala, uma vez que os géneros Aspergillus e Trichoderma sédo
amplamente estudados. Apesar disso, os fungos do género Penicillium apresentam grande
potencial (JORGENSEN et al., 2003) o que deve justificar o crescimento em investigacdes
envolvendo tal género.

No que diz respeito a avaliacdo quantitativa de producdo de B-glicosidase a figura 16

apresenta o perfil da atividade enzimatica da enzima em questao.

Figura 14 — Grafico do perfil de atividade enzimatica de 3 - glicosidase
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Avaliando o resultado obtido através do grafico verificamos que o pico de produgédo
enzimatica se deu entre 20 e 40 horas (1,77 U/mL), resultado oposto ao pico de endoglucanases
visto que o pico foi verificado no dltimo tempo avaliado (120 horas de fermentacgéo). Alteracdes
no meio de cultivo derivadas do metabolismo do proprio microrganismo, podem alterar as
condicGes de cultivo ao longo do periodo fermentativo, influenciando na atividade enzimatica.
Cunningham e Kuiack (1992) demonstraram em seus estudos que os principais metabolitos
acidos secretados pelo Penicillium bilaiae foram os acidos oxalico e citrico. Tais metabolitos
acidos podem atuar acidificando o meio e atuando na atividade catalitica das enzimas, seja
prejudicando ou favorecendo sua atividade. Shinghania et al. (2011) e Pereira (2013)
constataram que a atividade de B-glicosidase é otimizada em pH mais acido (5,5 <pH<5), este
ultimo autor verificou resultado semelhante para CMCase.

Na literatura contida na Tabela 6, alguns trabalhos que avaliaram a enzima apresentaram
diferengas quanto ao microrganismo utilizado, tipo de fermentacdo, duracdo do periodo
fermentativo, além do substrato indutor. O que se observa comparando resultados de picos de
atividade é que o isolado do presente trabalho apresenta maior producdo enzimatica
comparando a algumas cepas especificas que ja sdo conhecidos produtores de celulases,

indicando seu potencial.

Tabela 7 - Trabalhos da literatura que investigaram a producao de B-glicosidases

Microrganismo  Substrato U/mL Referéncia

A. niger PM 1,4 FANG, 2010

Trichoderma reesei BC 0,3 FANG, 2010
Penicillium. sp CMC 1,35 Santa-Rosa, P. S., et al, 2017.

BC: Bagago de cana-de-agucar; FT: Farelo de trigo; CMC: Carboximetilcelulose

Novamente vale salientar a escassez de trabalhos envolvendo o género Penicillium em
investigacOes de potencial enzimatico, como exposto na tabela, 0os géneros mais comumente
voltados a producdo de celulases sdo fungos dos géneros Aspergillus e Trichoderma.
Comparando o isolado avaliado no presente estudo s dada a falta de informacdes e trabalhos
similares dificulta comparac6es, visto que o isolado é estudado com maior profundidade no

processo de solubilizacdo de fosfatos.
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5 CONCLUSOES

Dos géneros de fungos mais comumente estudados na produgédo de enzimas, o género
Penicillium é o menos investigado, e diante dos resultados apresentados no trabalho pode-se
perceber que o género possui potenciais isolados para producao industrial de enzimas. O isolado
Penicillium bilaiae apesar de ser usualmente associado a solubilizacdo de fosfato, apresentou
caracteristicas interessantes quanto a produgdo enzimatica, que abrem margem para futuras
avaliacdes que busquem investigar tanto as condi¢Ges 6timas de producao das celulases, quanto
suas condicOes ideais de atividade.

Maiores estudos com a espécie devem ser realizados para sua aplicacdo na industria de
alimentos, de forma a garantir a sua ndo patogenicidade e nem a produ¢do de compostos tdxicos
ou que inviabilizem o processo de purificacdo do biocomposto de interesse, tornado o isolado

em uma espécie viavel para aplicacdes industriais.
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