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RESUMO

Fungos anemofilos sdo os principais contaminantes no ar de ambientes climatizados
podendo promover agravos a saude. Alguns produzem enzimas de interesse industrial e
metabdlitos a biotecnologia. O objetivo do trabalho foi avaliar a microbiota fungica do ar de
ambientes climatizados do Centro Académico de Vitoria/Universidade Federal de
Pernambuco (CAV/UFPE) e seu potencial biotecnolégico para producdo enzimatica e
antimicrobiana. A amostra foi constituida por 82 ambientes climatizados e coletadas da area
central dos ambientes através da técnica de sedimentagdo passiva sobre meios de cultura
Agar Extrato de Malte acrescido de Cloranfenicol e Agar Aspergillus Flavus e Parasiticus
para calcular a relagdo entre o ar interno e externo (I/E), quantificar coldnias fungicas e
avaliar presencga de cepas aflatoxigénicas confrontamento a legislagao vigente da ANVISA.
As colbnias foram purificadas, identificada as espécies, preservadas e depositadas no
acervo da Colegéo de Culturas Micoteca URM da UFPE. Na determinagédo da atividade
enzimatica, discos de micélio puros foram repicados para a area central da placa de Petri
contendo meios de cultura especificos para as enzimas lipase, amilase e protease e as
reacOes foram constatadas respectivamente pela presenca de cristais de sal de calcio do
acido laurico, utilizacdo de solucdo de iodo 0,1N e reacdo quimica, formando halo
translicido que determinou o potencial enzimatico das coldnias. Para realizar a atividade
antimicrobiana 05 liquidos metabdlicos foram testados para determinar a Concentragcdes
Minimas Inibitérias Bactericidas e Bacteriostaticas, os discos de micélios foram sepados do
liquido metabdlito para realizagdo dos testes, utilizanddo cepas de bactérias Gram positivas
e negativas, seguindo o método de diluigao em caldo da norma técnica da ANVISA M7-A6 e
revelados com cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazdlio. Foi observado crescimento fungico e
diversidade em todos os ambientes, a sala de aula apresentou o menor quantitativo de
UFC/m® (14) enquanto que o espaco farmécia viva, sala da CIPA e o gabinete docente,
apresentaram a maior quantidade (290 UFC/m®). A relacéo I/E dos ambientes atendeu a
legislacdo da ANVISA para qualidade do ar de ambientes climatizados (< 1,5), variando de
0,1 a 1,5, uma vez que a quantificagao do ar externo foi de 188 UFC/m® e nenhum ambiente
apresentou fungos aflatoxigénicos. A frequéncia dos géneros fungicos identificados foram:
Aspergillus (50%), Penicillium (21%), Talaromyces (14%), Curvularia e Paecilomyces (7%
cada) e as espécies identificadas foram: Paecilomyces variotti, Penicillium fellutanum,
Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus sydowii, Talaromyces purpurogenus,

Aspergillus japonicus, Penicillium oxalicum, Penicullum chrysogenum e Curvularia luneta.
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Dentre as espécies testadas para atividade enzimatica, Aspergillus sydowii apresentou
melhor resultado para producdo de amilase (6 mm), lipase (14 mm) e protease (5 mm).
Outras duas espécies produziram as trés enzimas (A. parasiticus e Penicillium fellutanum),
porém com menor atividade. Apenas trés isolados pertencentes a trés espécies foram
negativos para as 3 enzimas simultaneamente, a saber: Paecilomyces variotii, A. parasiticus
lunata e Curvularia lunata. Em relacéo aos testes de atividade antibacteriana, trés liquidos
metabdlicos apresentaram atividade contra todas as bactérias testadas (Paecilomyces
variotii, Talaromyces purpurogenus e A. parasiticus). O liquido metabdlico de Curvularia
lunata ndo apresentou atividade antibacteriana contra as bactérias testadas e a espécie
Talaromyces purpurogenus apresentou melhor atividade antibacteriana contra todas as
bactérias testadas, chegando a concentragdo minima inibitéria de 125 pL/mL. Contudo,
nenhum liquido metabdlico apresentou agao bactericida, apenas bacteriostatica. Concluindo
que todos os ambientes apresentam biodiversidade de espécies fungica e nao foi
encontrado nenhum fungo toxigénico ou patogénico ao homem, atendendo a legislagao da
ANVISA para ambientes climatizados, o maior potencial enzimatico foi a lipolitica alcangada
pelas espécies Aspergillus sydowii e Aspergillus parasiticus e os liquidos metabdlicos das
espécies Paecilomyces variotti, Talaromyces purpurogenus e Aspergillus parasiticus
apresentaram atividade antimicrobiana contra todas as bactérias desafiadas, sendo a
espécie Talaromyces purpurogenus a que obteve melhor resultado. Os fungos filamentosos

do ar apresentam potencial para atividade enzimatica e antimicrobiana.

Palavras-Chave: Bioaerossois, qualidade do ar, fungos filamentosos, biotecnologia.
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ABSTRACT

Airborne fungi are the main contaminants in the air-conditioned environments can promote
health problems. Some produce enzymes of industrial interest and metabolites
biotechnology. The objective was to evaluate the fungal microbiota of the air-conditioned
rooms of the Academic Center of Vitdria/Federal University of Pernambuco (CAV/UFPE) and
its biotechnological potential for enzyme and antimicrobial production. The sample consisted
of 82 air-conditioned rooms and collected the central area of the environment through
passive sedimentation technique on culture media Agar Malt Extract plus chloramphenicol
and agar Aspergillus Flavus and parasiticus to calculate the relationship between indoor air
and outdoor (I/E), quantify fungal colonies and evaluate the presence of aflatoxigénicas
confrontation strains current legislation ANVISA. The colonies were purified, identified the
species, preserved and deposited in the collection of the Culture Collection URM Culture
Collection of the UFPE. In the determination of enzymatic activity, pure mycelial discs were
transferred to the central area of the Petri plate containing specific culture media for lipase,
amylase and protease and the reactions were detected respectively by the presence of
calcium salt crystals of lauric acid, iodine solution using 0.1N and chemical reaction, forming
translucent halo that determined the enzyme potential of the colonies. To achieve the
antimicrobial activity 05 metabolic liquids were tested for minimal inhibitory concentrations
bactericides and bacteriostatic the mycelial discs were sepados liquid metabolite for carrying
out the tests, utilizanddo strains of positive and Gram negative bacteria, following the dilution
method in bouillon the technical standard of ANVISA M7-A6 and stained with 2,3,5-
triphenyltetrazolium. Growth was observed fungal and diversity in all environments, the
classroom had the lowest quantity of UFC/m® (14) while the space living pharmacy, CIPA
room and the teacher's office, had the highest number (290 UFC/m®). The I/E ratio of
environments picked ANVISA legislation for air quality in conditioned environment (< 1.5),
ranging from 0.1 to 1.5, since the quantification of outdoor air was 188 UFC/m3 and no
environment presented aflatoxigenic fungi. The frequency of the identified fungal genera are
Aspergillus (50%), Penicillium (21%), Talaromyces (14%), Curvularia and Paecilomyces (7%
each) and the identified species were Paecilomyces variotti, Penicillium fellutanum,
Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus sydowii, Talaromyces purpurogenus,
Aspergillus japonicus, Penicillium oxalicum, Penicullum chrysogenum and Curvularia
spyglass. Among the species tested for enzymatic activity, Aspergillus sydowii showed better
results for amylase production (6 mm), lipase (14 mm) and protease (5 mm). Two other
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species produced the three enzymes (A. parasiticus and Penicillium fellutanum), but with
less activity. Only three isolates belonging to three species were negative for the 3 enzymes
simultaneously, namely Paecilomyces variotii, A. parasiticus lunata and Curvularia lunata.
Regarding the antibacterial activity tests three metabolic liquid showed activity against all
tested bacteria (Paecilomyces variotii, Talaromyces purpurogenus and A. parasiticus).
Metabolic liquid Curvularia lunata showed no antibacterial activity against bacteria tested and
Talaromyces purpurogenus species showed better antibacterial activity against all bacteria
tested, reaching the minimum inhibitory concentration of 125 yL/mL. However, no metabolic
liguid showed bactericidal action, only bacteriostatic. Concluding that all environments
present biodiversity of fungal species and not found any toxigenic or pathogenic fungus to
man, given the ANVISA legislation for climate-controlled environments, the highest enzyme
potential was lipolytic achieved by the species Aspergillus sydowii and Aspergillus
parasiticus and metabolic liquids species Paecilomyces variotti, Talaromyces purpurogenus
and Aspergillus parasiticus presented antimicrobial activity against all challenged bacteria,
Talaromyces purpurogenus species being that obtained better results. Filamentous fungi air
show potential for enzyme and antimicrobial activity.

Keywords: Bioaerosols, air quality, filamentous fungi, biotechnology.



CAPITULO 1

1.1 Introducao

Fungos possuem grande aptiddo para sintetizar e produzir inUmeras moléculas
organicas com baixo peso molecular e com acao biologicamente interessante (DAMIANO et.
al, 2015). A diversidade de metabdlitos secundarios € obtida para estudar atividades
biolégicas provenientes do solo, agua, plantas e mais recentemente ambientes marinhos,
explorando o metabolismo secundario com finalidade de realizar testes utilizando liquidos e
extratos metabdlicos ou metabdlitos isolados por cromatografia. Metabdlitos secundarios
sdo compostos extracelulares de interesse industrial obtidos em geral durante a fase
estacionaria de varios micro-organismos (SPECIANA et. al, 2014).

Fungos filamentosos despertam maior interesse por biosintetizar um excelente
quantitativo de metabdlitos, atingindo 73% de produgdo em comparagdo a outros micro-
organismos nessa mesma fase (SPECIANA et. al, 2014) e atuam como fonte de produgéao
de enzimas extracelulares. As enzimas microbianas produzidas especialmente por fungos e
bactérias representam a maior classe enzimatica utilizada pela biotecnologia e quimica
organica (MORENO et. al, 2013). Dos grupos de enzimas com interesse industrial, as
proteases, lipases e amilases sao as mais comumente usadas.

Além de enzimas, os fungos sao potenciais fontes de agentes antimicrobianos,
sendo o género Penicilllum o primeiro a ser descrito na literatura como produtor do
antibiético, penicilina (RAVAT et. al, 2011). A dispersdo e aparecimento de micrébios
resistentes a antimicrobianos disponiveis no comércio sdo descritos na literatura ha anos,
impulsionando assim a procura por fontes de substadncias com acdo antimicrobianas
eficazes (SANTOS et. al, 2014) e neste sentido, diversas pesquisas tem sido desenvolvidas
com a finalidade de intervir, impedir ou intensificar a agdo de drogas terapéuticas
convencionais a resisténcia bacteriana (BASTOS et. al, 2011; CATAO et. al, 2014).

Os fungos designados anemdfilos constituem os principais contaminantes no ar de

ambientes climatizados artificialmente, sendo o quantitativo de fungos no ambiente interior



reflexo da amplificagdo dos poluentes do ambiente externo que originam fontes poluidoras
internas. Nestes ambientes a ANVISA considera inaceitdvel a presenca de fungos
patogénicos e toxigénicos (BRASIL, 2003).

O monitoramento para identificar os niveis de qualidade do ar em ambientes
climatizados artificialmente, esta determinado de acordo com a Resolucao RE N° 9, de 16
de janeiro de 2003, da ANVISA que definem padrdes referenciais técnicos de limpeza e
manutencao de sistemas de ar condicionado, qualidade e monitoramento do ar interno. O
objetivo é garantir a saude e seguranga de individuos que frequentam locais publicos e

coletivos com ambientes climatizados, expressando como valor maximo recomendavel de

contaminacdo microbiologica aceitavel <750 UFC/m3 e de <1,5 para relagdo entre o ar
interno e externo (BRASIL, 2003).

A qualidade dos ambientes internos € uma preocupacgao relevante de saude publica.
A crescente preocupagdo se da pelo estilo de vida populacional onde individuos
permanecem cerca de 70 a 90% do dia em ambientes fechados, bem como devido a
poluicdo atmosférica, variedade de substancias quimicas e agentes bioldgicos dispostos
nestes ambientes (ZIEHE et. al, 2014). A OMS estima que cerca de metade da populagao
mundial sofra com a ma qualidade do ar interior, com comprometimento do sistema
respiratério e cardiovascular, sendo esse tema fator importante na saude e bem estar da
populacao (NUNES, 2013).

Os fungos possibilitam minimizar poluentes e residuos do ambiente, visto que
desempenham acao relevante no processo biolégico de conservagdo e renovagao de
compostos quimicos, além de produzir produtos de interesse industrial como alimenticios,
farmacologicos, médicos, téxtil, de detergentes, fermentacao, papel bebidas, tratamento de
couro e quimico-analitica (SOARES et. al, 2010).

A microbiota fangica existente no ar atmosférico ainda sao inexplorados para
isolamento de fungos que possam conter alguma atividade biolégica. Desta forma o
presente trabalho visa estudar a qualidade microbiolégica do ar do Centro Académico de
Vitéria/Universidade Federal de Pernambuco e analisar o potencial biotecnolégico dos
fungos isolados para producéo de enzimas e atividade antimicrobiana.



1.2 Objetivos

1.2.1. Objetivo geral

Avaliar a qualidade microbiolégica do ar do Centro Académico de
Vitéria/Universidade Federal de Pernambuco e analisar o potencial biotecnolégico
dos fungos isolados para producao de enzimas e atividade antimicrobiana.

1.2.2. Objetivos especificos

v Isolar e identificar os fungos filamentosos do ar do Centro Académico de
Vitéria;

v Preservar os fungos isolados e depositar cada espécie no acervo da Colecao
de Culturas Micoteca URM da Universidade Federal de Pernambuco;

v' Avaliar a producdo de enzimas proteases, lipases e amilases pelos fungos
isolados do ar;

v Avaliar a atividade antibacteriana dos liquidos metabdlitos fungicos.



1.3 Revisao da Literatura

1.3.1 Fungos filamentosos anemdfilos

Fungos sdo eucariotos amplamente distribuidos na natureza, considerados
cosmopolitas por estarem presentes em varios habitats tais como ar, agua, terra, animais e
alimentos. Os fungos anemdfilos apresentam dispersdo aérea sob a forma de aerossois e
pertencem a distintos géneros e espécies (FLORES; ONOFRE, 2010).

Os fungos designados anemofilos constituem os principais contaminantes no ar de
ambientes fechados e climatizados artificialmente, sendo o quantitativo de fungos no
ambiente interior reflexo da amplificacdo dos poluentes do ambiente externo que originam
fontes poluidoras internas. Nestes ambientes a ANVISA considera inaceitavel a presenca de
fungos patogénicos e toxigénicos (BRASIL, 2003).

O monitoramento para identificar os niveis de qualidade do ar em ambientes
climatizados artificialmente, esta determinado de acordo com a Resolucao RE N° 9, de 16
de janeiro de 2003, da ANVISA que definem padrdes referenciais técnicos de limpeza e
manutencao de sistemas de ar condicionado, qualidade e monitoramento do ar interno. O
objetivo é garantir a salude e seguranca de individuos que frequentam locais publicos e

coletivos com ambientes climatizados, expressando como valor maximo recomendavel de

contaminagdo microbioldgica aceitavel <750 UFC/m3 e de 1,5 para relagcdo entre o ar
interno e externo (BRASIL, 2003).

A qualidade dos ambientes internos € uma preocupagao relevante de saude
publica. A crescente preocupacdo se da pelo estilo de vida populacional onde individuos
permanecem cerca de 70 a 90% do dia em ambientes fechados, bem como devido a
poluicdo atmosférica, variedade de substancias quimicas e agentes biolégicos dispostos
nestes ambientes (ZIEHE et. al, 2014). A OMS estima que cerca de metade da populacédo
mundial sofra com a ma qualidade do ar interior, com comprometimento do sistema
respiratério e cardiovascular, sendo esse tema fator importante na saude e bem estar da
populacao (NUNES, 2013).

Ao avaliar a qualidade do ar de ambientes internos, existem varos paradmetros a
serem considerados, além do bioldgico, tais como: particulas dispersas no ar, taxa de CO,,
CO, HCOH, O, umidade relativa e temperatura (BRASIL, 2003).



No ambiente, os aglomerados fungicos sao influenciados por fatores ambientais
como variaveis de temperatura, umidade, corrente de ar, substratos organicos disponiveis,
condigdes climaticas e variacdo sazonal, e por fatores fisicos compreendidos pela forma,
tamanho e densidade das particulas, entre outras situagdes que corroboram para 0 aumento
dos conidios no ambiente (BOFF, 2011).

Diversas espécies de microrganismos dispersam bioaerosséis no ar dos ambientes
internos e externos variando de 0,3 a 100 um de composi¢ao diversificada envolvendo
fragmentos celulares, subprodutos do metabolismo microbiano e microrganismos, sendo 0s
conidios fungicos a maior parcela dos constituintes biol6gicos suspensos no ar atmosférico
(CABRAL, 2010).

A dimensao dos conidios inalados tem relagao intrinseca com a deposi¢ao no trato
respiratério e consequentemente com a agressividade, uma vez que as particulas maiores
que 10 um de didametro se depositam na superficie e ficam retidas no trato respiratorio
superior, atingem a nasofaringe e estao ligadas a sintomatologias nasais e oculares.
Enquanto as particulas inferiores a 10 um alcangcam o trato respiratério inferior, sobretudo
particulas menores que 6 um tendem a permanecer no ar e podem atingir os brénquios e os
alvéolos pulmonares, como os conidios de Aspergillus spp que apresentam diametro de 2 a
3 um (BOFF, 2011).

Os géneros fungicos comumente isolados no ar sao Aspergillus sp., Penicillium sp.,
Fusarium sp., Cladosporium sp., Curvularia sp., Neurospora sp. e Alternaria sp. (CABRAL,
2010), sendo Aspergillus e Penicillium os primeiros colonizadores de superficies e interiores
(AGARWAL; CHAKRABARTI, 2010) e Alternaria sp. mais comum no ar externo. O género
Aspergillus comum em ambientes internos e externos é conhecido por causar processos
alérgicos e as espécies mais importantes clinicamente sdo A.fumigatus, A. flavus, A. terreus,
A. niger e A. oryzae (HAWKSWORTH, 2011). A figura 1 mostra a colénia dos géneros

supracitados.



Figura 1.1 Colbnia de géneros fungicos isolados no ar

Fonte: www.google.com

Legenda: Penicillium (A), Fusarium (B), Cladosporium (C), Curvularia (D), Neurospora-
crassa (E), Alternaria (F), Aspergillus terreus (G), Aspergillus flavus (H), Aspergillus
parasiticus (1), Aspergillus niger (J), Aspergillus fumigatus (L), Aspergillus oryzae (M).

A contaminagdo fungica é considerada importante devido a produgcdo de
micotoxinas. Parte dos fungos filamentosos em condicbes adequadas de oxigénio,
temperatura e umidade, se desenvolvem produzindo metabdlitos secundarios capazes de
originar uma vasta variedade de efeitos toxicos (micotoxinas) tanto para homens quanto
para animais, como € o caso dos fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium. O género
Aspergillus € composto por algumas espécies toxigénicas, dentre elas A. flavus e A.
parasiticus, as mais importantes do género por produzir aflatoxinas (PELUQUE, 2014).

As aflatoxinas sdo classes de micotoxinas (moléculas baixo peso molecular
produzida no metabolismo secundario) produzidas por cepas de fungos do género
Aspergillus e classificadas segundo o IARC (International Agency for Research on Cancer)
como pertencentes ao grupo 1 de substancias cancerigenas ao homem (IARC, 2002).
Existem duas principais espécies do género Aspergillus que sao produtoras de aflatoxinas
que sao A. flavus que produz exclusivamente a aflatoxina B e Aspergillus parasiticus
responsavel pela producao de aflatoxinas B e G. As aflatoxinas M1 e M2 sdo metabdlitos
hidroxilados dos tipos B1 e B2, respectivamente (CARAO et al, 2014). Dentre as
micotoxinas de maior importancia para a saude publica as aflatoxinas se destacam
(EMBRAPA, 2013).

O género Penicillium é produtor de diversas micotoxinas, e algumas espécies tém

impacto econdmico, pois sao exploradas por industrias, principalmente para producao de



enzimas, embora esse género apresente muitas aplicacées (VISAGIE et. al, 2014). A
exposicao dos individuos a micotoxinas pode provocar reagdes que incluem hemorragias e
necroses, € em abundancia essas toxinas tém afinidade por alguns érgaos ou tecidos
especificos como figado, rins e sistema nervoso, sendo esses 0s mais comprometidos
(IARC, 2002). Além disso, muitas espécies de fungos, incluindo as que estdo presentes no
ar podem ser responsaveis pela producdo de varios metabdlitos com as mais variadas
aplicacoes industriais e bioldgicas, dentre elas atividade enzimatica (VIRIATO, 2014).

1.3.2 Enzimas Fungicas

As enzimas sao proteinas essenciais que fazem a catalizagdo das reagdes
quimicas no sistema metabdlico biolégico de organismos vivos e desempenha um papel
essencial na degradagao organica, na infecgao e na deterioracao de alimentos, versa sobre
as enzimas a responsabilidade de intensificar a atividade das reag¢des, mas essa velocidade
esta ligada a fatores como temperatura, pH e concentragdo enzimatica (LEHNINGER et. al,
2006).

A classificacdo das enzimas é determinada pela reagédo que cada enzima cataliza,
mas devido a imprecisdo na nomenclatura e a crescente descoberta de novas enzimas, foi
firmado um acordo internacional para um novo sistema de nomeacdo e classificacao
(LEHNINGER et. al, 2006) que segue abaixo.

Tabela 1.1 Classificacao internacional das enzimas segundo a Unido Internacional de
Bioquimica e Biologia Molecular — IUBMB.

Numero Classe Tipo de reacao catalizada
1 Oxidorredutases Transferéncia de elétrons (ion hidreto ou atomo H)
2 Transferarses Reacgdes de transferéncia de grupos
Hidrolases Reacgbes de hidrélise (reagdes de grupos funcionais

para a agua)

4 Liases Adicao de grupos em ligacées duplas ou formacoes
de ligagdes duplas pela remocao de grupos

5 Isomerase Transferéncia de grupos dentro da mesma molécula

para formar isbmeros

6 Ligases Formacéao de ligagdes C-C e C-N pelo acoplamento
da clivagem do ATP com as reagdes de condensagao

Fonte: Lehninger et. al, (2006).



As enzimas que sao naturalmente catalizadoras biolégicas sdo aproveitadas em
diversas reagdes e por isso de interesse industrial (ORLANDELLI et. al, 2012). As enzimas
microbianas produzidas especialmente por fungos e bactérias representam a maior classe
enzimatica utilizada pela biotecnologia e quimica organica (MORENO et. al, 2013). Dos
grupos de enzimas com interesse industrial, as proteases, lipases e amilases sdo as mais
comumente usadas.

Biotecnologicamente, as enzimas microbianas sao eleitas pelas indastrias por
apresentarem tempo de produgéo reduzido, aumento de escala e purificagdo, especificidade
e estabilizacdo, bem como facil manipulagdo genética (NAGARAJAN, 2012) e elevada
diversidade bioquimica (SILVA et. al, 2015). Entretanto, a utilizacdo da enzima por parte das
industrias estd relacionada especialmente a minimizacdo de custos com produgao
(REINEHRA et. al, 2014) e com o residuo e consumo elétrico, embora atualmente o
comércio de enzimas tenha potencial para rentabilidade devido a busca por produtos de alta
qualidade (SILVA et. al, 2015). As enzimas microbianas sao relevantes no crescimento de
bioprocessos industriais. Tornou-se imprescindivel atualmente a busca por enzimas
originais, aprimoradas e mais versateis com o intuito de desenvolver sustentabilidade e
processos de fabricacdo econémica e competitiva (ADRIO; DEMAIN, 2014).

As enzimas produzidas por micrébios sado primordiais para area industrial,
farmacéutica e biotecnoldgica (SANCHEZ; DEMAIN, 2011), uma vez que a totalidade do
comércio industrial de enzimas alcangou em 2010 o equivalente a US$ 3,3 bilhdes e
estimava-se para 2015 cerca de US$ 4,4 bilhdes, sendo o couro e o bioetanol o motivador
da elevacdo das vendas. A tecnologia enzimatica faturou aproximadamente US$ 1,2 bilhdo
em 2011, para 2015 esperava-se faturar US$ 1,5 bilhdo e as expectativas para 2016 sdo de
US$ 1,7 bilhdo, ja para a industria de alimentos e bebidas almejava-se atingir US$ 1,3 bilhdo
em 2015 e para 2016 US$ 1,8 bilhées (ADRIO; DEMAIN, 2014).

Dentre 0os micro-organismos nao patogénicos com competéncia para produgao de
enzimas Uteis, os fungos filamentosos sobressaem-se em fungédo da facilidade de cultivo,
pois secretam as préprias enzimas no meio em que estiver assim ndo ha a necessidade de
liberagdo por rompimento celular. Os fungos filamentosos também dispdem de condigao
elevadas de produgdo enzimatica com potencial para diversidades de aproveitamento
industrial. Além do mais, sdo susceptiveis a permanecer com fonte primordial de novas
biomoléculas comerciais (SILVA et. al, 2015).

Dentre as enzimas, a protease conhecida também por enzima proteolitica ou
peptidase, catalisa a hidrélise de proteinas em fragmentos menores de protease e
aminoacido para absorcado celular, sendo essencial para o metabolismo do nitrogénio



(SABOTIC; KOS, 2012) e estdo presentes na sintese e degradacdo de proteinas,
conidiogénese e descarga conidial, germinacdo, modificacdo enzimatica, nutricdo e
regulacdo da expressao génica (NAKAMURA; IKETANI; SHIOI, 2011; ZHENG; WANG;
ZHANG, 2011).

A protease participa de forma decisiva em processos fisiolégicos e patoldgicos
como catabolismo proteico, coagulacdo sanguinea, organizacao tecidual, crescimento
tumoral e metastase, liberacdo hormonal, inflamagéo, crescimento e migragdo celular e
transporte de proteinas secretoras através de membranas (SOUZA et. al, 2015).

Este grupo de enzima compde um dos mais extensos para interesse industrial e
concebe aproximadamente 60% da totalidade de enzimas comercializadas mundialmente
(ZAMBARE; NILEGAONKAR; KANEKAR, 2011). Industrialmente sao utilizadas em
alimentos, conservantes, processamento de carnes, detergentes e no tratamento de couro
(KUDRYAVTSEVA et. al, 2010), cerveja e industrias farmacéuticas (DABOOR et. al, 2010;
HSIAO, 2014).

As lipases sao empregadas como biocatalisadores solUveis em quimica orgénica
contemporanea, sobretudo, pela capacidade de transformagao de gorduras e outros lipideos
através da hidrélise, esterificacao e interesterificagdo (TREICHEL et. al, 2010; AARTHY et.
al, 2014). Métodos quimicos convencionais apresentam um custo energético mais elevado
qguando confrontado com as biotransformacgdes catalisadas pela enzima lipase que pode ser
gerida com pressdo normal e temperatura ambiente (QUEIROZ et. al, 2014). Entretanto, o
uso livre torna-se restrito mediante custo, impossibilidade de reutilizar e estabilidade quimica
e térmica (FICANHA et. al, 2015). Biotecnologicamente a lipase é utilizada na composicéao
de detergentes e industria de couro (GRIEBELER et. al, 2015).

Outro grupo de enzimas importantes é o das amilases. As amilases hidrolisam o
amido e sua classificacdo dependera de como age a enzima sobre estas moléculas
(PATHAK; NARULA, 2013). O grupo das endoamilases catalisa aleatoriamente a hidrélise
da molécula do amido, provocando o desenvolvimento de oligossacarideos ramificados e
lineares de diversa extensao de cadeia. As exoamilases hidrolisam a partir do extremo néo
redutor derivando em produtos curtos. Para hidrolise completa do amido é imprescindivel a
acao conjugada de distintas enzimas (GUPTA et. al, 2003). A amilase forma o essencial
grupo de enzima utilizada na industria alimenticia (DEB et. al, 2013), médica e farmacéutica,
téxtil, de detergentes, fermentacao, papel e quimico-analitica (SOARES et. al, 2010).

Dentre as atividades biolégicas mais estudadas e mais facilmente acessadas, a

producdo de enzimas por fungos isolados dos mais variados ambientes € rotina no
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laboratério de micologia. Entretanto, os fungos endofiticos sdo os mais estudados. E
praticamente ndo se conhece sobre o potencial enzimatico dos fungos do ar.

Aboul-Nasr et. al, (2003) estudaram a producdao de enzimas por 110 isolados
fungicos encontrados no ar de unidade de terapia intensiva e sala de cirurgia em hospital da
India. Dentre os 110 fungos isolados 73 (66,%) produziram protease, 92 (83,6%) lipase e 78
(70,9%) produziram urease, indicando potencial industrial para esses fungos. E 24 (22%)
isolados produziu as 3 enzimas simultaneamente.

Acremonium, Alternaria, Alternaria chlamydosporus, Aspergillus, Fusarium,
Pestalotiopsis, sao exemplos de fungos endofiticos que foram encontrados produzindo as
enzimas extracelulares amilase, celulase, lipase e protease (MARIA; SRIDHAR; RAVIRAJA,
2005). Além de enzimas, os fungos filamentosos sao potenciais fontes de agentes
antimicrobianos, sendo o género Penicillium o primeiro a ser descrito na literatura como
produtor do antibiético, penicilina (RAVAT et. al, 2011).

1.3.3 Atividade antimicrobiana de fungos filamentosos

A busca da humanidade pela cura de enfermidades acontece desde a antiguidade e
esta intrinsicamente pautada no etnoconhecimento de produtos naturais (CLEMENTINO et.
al, 2015). A dispersdo e aparecimento de micrébios resistentes a antimicrobianos
disponiveis no comércio sdo descritos na literatura ha anos, impulsionando assim a procura
por fontes de substancias com acao antimicrobianas eficazes (SANTOS et. al, 2014) e neste
sentido, diversas pesquisas tem sido desenvolvidas com a finalidade de intervir, impedir ou
intensificar a agdo de drogas terapéuticas convencionais a resisténcia bacteriana (BASTOS
et. al, 2011; CATAO et. al, 2014).

As pesquisas relacionadas a novas geracoes de antimicrobianos se fundamentam
nao apenas pela selecao de micrébios resistentes, mas também pelo surgimento de novos
patogenos, diversos antibidticos com implicagbes colaterais, necessidade de
antimicrobianos que substituem agrotoxicos e por fim, a resisténcia de patdégenos a
antibidticos comercializados (CLEMENTINO et. al, 2015).

O uso indiscriminado de medicagdo com acao antibacteriana é narrado como os
responsaveis basais pela sele¢cdo de microrganismos resistentes a drogas como germicidas,
antibidticos e desinfetantes. E esta questdo esta relacionada ao fato das bactérias
possuirem competéncia genética de obter e transferir resisténcia contra propriedades
antibacterianas acessiveis no presente, igualmente como os fungos que dispéem de

mutagdes intrinsecas que favorece o aparecimento de cepas resistentes (TINTINO et. al,
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2015). Fungos ja foram biotecnologicamente pesquisados e manipulados para producao de
compostos com acao antiparasitaria, antifungica, antibiética e antineoplasica (CAMPQOS,
2009; CLEMENTINO et. al, 2015).

A biotecnologia utiliza os fungos como uma perspectiva de aplicacao bioldgica para
o surgimento de uma nova geracao de antibiéticos empregado como fonte natural renovavel
(CLEMENTINO et. al, 2015). Da mesma forma ocorre com os agentes antifingicos no qual o
desafio € encontrar novos agentes com amplo espectro que sejam seguros e, sobretudo
eficientes (FERREIRA et. al, 2013).

A Dbiodiversidade de microbiota fungica é conhecida por seu desempenho
ambiental, versatilidade de metabdlitos secundarios e pela agil reprodugéo de resultados
(SANTOS, 2012). Diante disso, diversos farmacos foram e sdo criados por substancias
naturais encontradas na diversidade ambiental (JANG et. al, 2013). Aliada a industria
farmacéutica, a biotecnologia visa estimular e otimizar o descobrimento e refinamento de
novas drogas (CLEMENTINO et. al, 2015).

Os fungos do género Penicillium e Aspergillus possuem uma produgéo estimada de
1000 tipos de antibidticos, tornando-os de fundamental importancia para pesquisa de novos
metabdlitos potencialmente ativos (BERDY, 2005). O género Fusarium também tem a sua
importédncia sendo considerado como uma fonte rica de compostos, com interesse
biotecnoldgico pela producdo de novos metabdlitos secundarios com atividades biolégicas
diversas (SCHULZ et. al, 2002). Os fungos mais comumente estudados para fins de
atividade antimicrobiana sdo os endofiticos e fungos de solo.
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CAPITULO 2

Analise fungos anemofilos em ambientes climatizados: prevaléncia,

producao de enzimas e atividade antibacteriana.
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Resumo

Fungos anemofilos sdo os principais contaminantes no ar de ambientes climatizados
podendo promover agravos a saude. Alguns produzem enzimas de interesse enzimas de
interesse industrial e metabdlitos a biotecnologia. O objetivo do trabalho foi avaliar a
microbiota fungica do ar do Centro Académico de Vitéria/Universidade Federal de
Pernambuco (CAV/UFPE) e avaliar seu potencial biotecnolégico para producao enzimatica e
antimicrobiana. A amostra foi constituida por 82 ambientes climatizados e coletadas através
da técnica de sedimentagao passiva. Foi realizada a relagcdo entre o ar interno e externo
(I'E) e avaliada a possibilidade de presencga de cepas aflatoxigénicas para confrontamento
com a legislagdo da ANVISA. Discos de micélios foram repicados para meios especificos de
lipase, amilase e protease para determinar a atividade enzimética, a leitura foi realizada pela
visualizagdo de cristais de sal de célcio do &cido laurico e halos transllicidos. Para
determinagdo da atividade antimicrobiana, foram testados 05 liquidos metabdlicos das
espécies identificadas para determinar a concentragdo minima inibitéria bactericida e
bacteriostatica desafiando 8 cepas bacterianas através do método de diluicado da ANVISA
M7-A6 e revelados pela solugado de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (2% v/v). Foi observada
diversidade em todos os ambientes do CAV, a sala de aula apresentou o menor quantitativo
de UFC/m® (14) enquanto que o espaco farmacia viva, sala da Comissdo Interna de
Prevencado de Acidentes e o gabinete docente, apresentaram o maior quantitativo (290
UFC/m3). A relacdo I/E dos ambientes atendeu a legislacdo vigente da ANVISA para
qualidade do ar de ambientes climatizados (< 1,5), variando essa relacdo 0,1 a 1,5, o
minimo e maximo, respectivamente, uma vez que a quantificagcdo do ar externo foi de 188
UFC/m® e nenhum ambiente apresentou fungos aflatoxigénicos. A frequéncia dos géneros
fungicos cujas amostras foram possiveis identificar foram: Aspergillus (50%), Penicillium
(21%), Talaromyces (14%), Curvularia e Paecilomyces (7% cada) e as espécies
identificadas foram: Paecilomyces variotti, Penicillium fellutanum, Aspergillus flavus,
Aspergillus parasiticus, Aspergillus sydowii, Talaromyces purpurogenus, Aspergillus
japonicus, Penicillium oxalicum, Penicullum chrysogenum e Curvularia luneta. Dentre as
espécies testadas para atividade enzimatica, Aspergillus sydowii apresentou melhor
resultado para producao de amilase (6 mm), lipase (14 mm) e protease (5 mm). Outras duas
espécies produziram as trés enzimas (A. parasiticus e Penicillium fellutanum), porém com
menor atividade. Em relagdo aos testes de atividade antibacteriana, trés liquidos
metabdlicos apresentaram atividade contra todas as bactérias testadas, o liquido metabdlico
da espécie Talaromyces purpurogenus foi o que apresentou melhor atividade antibacteriana
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contra todas as bactérias testadas, chegando a concentracdo minima inibitéria de
125uL/mL. Contudo, nenhum liquido metabdlico apresentou agdo bactericida, apenas
bacteriostatica. Concluindo que todos os ambientes apresentam biodiversidade de espécies
fungica, nao foi encontrado nenhum fungo toxigénico ou patogénico, atendendo a legislacao
da ANVISA para ambientes climatizados, o maior potencial enzimatico foi a lipolitica
alcancada pelas espécies Aspergillus sydowii e Aspergillus parasiticus e os liquidos
metabdlicos das espécies Paecilomyces variotti, Talaromyces purpurogenus e Aspergillus
parasiticus apresentaram atividade antimicrobiana contra todas as bactérias desafiadas,
sendo a espécie Talaromyces purpurogenus a que obteve melhor resultado. Os fungos

filamentosos do ar apresentam potencial para atividade enzimatica e antimicrobiana

Palavras-chave: Qualidade do ar, fungos filamentosos, ambientes refrigerados, bactérias,

enzimas.
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Abstract

Airborne fungi are the main contaminants in the air-conditioned environments can promote
health problems. Some produce enzymes of interest enzymes of industrial interest and
metabolites biotechnology. The objective was to evaluate the fungal microbiota of the air of
the Academic Center of Vitoria / Federal University of Pernambuco (CAV/UFPE) and
evaluate its potential for biotechnological and antimicrobial enzyme production. The sample
consisted of 82 air-conditioned environments and collected by passive sedimentation
technique. the relationship between internal and external air (I/E) and assessed the
possibility of the presence of strains aflatoxigénicas for confrontation with the ANVISA
legislation was carried out. mycelial discs were transferred to media-specific lipase, amylase
and protease to determine the enzyme activity, the reading was performed by the
visualization of calcium salt crystals of lauric acid and translucent halos. To determine the
antimicrobial activity, 05 metabolic net of identified species were tested to determine the
minimum inhibitory concentration bactericidal and bacteriostatic challenging 8 bacterial
strains through dilution method ANVISA M7-A6 and disclosed by the 2,3,5-chloride solution
triphenyltetrazolium chloride (2% v/v). diversity was observed in all CAV environments, the
classroom had the lowest quantity of UFC/m® (14) while the space living pharmacy, Internal
Commission room for Accident Prevention and the teacher's office, showed the highest
quantity (290 UFC/m®). The I/E ratio of environments attended ANVISA legislation for air
quality air-conditioned environments (< 1.5), varying the ratio 0.1 to 1.5, the minimum and
maximum, respectively, since the quantification the outside air was 188 UFC/m® and no
environment presented aflatoxigenic fungi. The frequency of fungal genera which samples
were possible to identify were: Aspergillus (50%), Penicillium (21%), Talaromyces (14%),
Curvularia and Paecilomyces (7% each) and the identified species were Paecilomyces
variotti, Penicillium fellutanum, Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus
sydowii, Talaromyces purpurogenus, Aspergillus japonicus, Penicillium oxalicum, Penicullium
chrysogenum and Curvularia spyglass. Among the species tested for enzymatic activity,
Aspergillus sydowii showed better results for amylase production (6 mm), lipase (14 mm) and
protease (5 mm). Two other species produced the three enzymes (A. parasiticus and
Penicillium fellutanum), but with less activity. Regarding the antibacterial activity tests three
metabolic liquid showed activity against all bacteria tested, the metabolic liquid Talaromyces
purpurogenus species showed the best antibacterial activity against all bacteria tested,
reaching the minimum inhibitory concentration of 125uL/mL. However, no metabolic liquid
showed bactericidal action, only bacteriostatic. Concluding that all environments present
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biodiversity of fungal species, no toxigenic or pathogenic fungus was not found, given the
ANVISA legislation for climate-controlled environments, the highest enzyme potential was
lipolytic achieved by the species Aspergillus sydowii and Aspergillus parasiticus and
metabolic net of species Paecilomyces variotti, purpurogenus Talaromyces and Aspergillus
parasiticus presented antimicrobial activity against all challenged bacteria, Talaromyces
purpurogenus species being that obtained better results. The filamentous fungi of the air
have potential for enzyme activity and antimicrobial

Keywords: Air quality, filamentous fungi, chilled environments, bacteria, enzymes.



18

Introducao

Fungos possuem vasta distribuicdo na natureza e sdo encontrados em varios
habitats como o ar, 4gua, solo, animais e alimentos, geralmente ndo patogénicos, podem
agir como patdégenos oportunistas. Possuem aptiddo para colonizar diferentes substratos,
tém extensa distribuicao geografica e capazes de crescer em condi¢cdes ambientais diversas
(OLIVEIRA; BORGES-PALUCH, 2015).

Os bioaeross6is sdao compostos de células bacterianas, fungos, fragmentos
celulares e produtos do metabolismo microbiano, s&o caracterizados como 0s principais
contaminantes do ar (YASSIN; ALMOUQATEA, 2010) tornando os ambientes interiores
como fonte de exposicdo e podem atuar como indicador microbiolégico do nivel de
contaminantes ambientais (REGO; SANTOS, 2015). H4 associacdo apontando riscos
elevados a saude humana devido a presenca de fungos no ar, umidade e diversidade de
substancias quimicas e fragmentos biolégicos em ambientes fechados. Além disso, o estilo
de vida populacional contribui devido a longa permanéncia nestes locais (ZIEHE et. al,
2014).

A exposicdo a bioaerossbis pode implicar em reacbes toxicas, doencas
respiratorias e alérgicas, mundialmente, cerca de 10% dos individuos apresentam alergia a
fungos (YASSIN; ALMOUQATEA 2010). E possivel encontrar no ar diversos alérgenos e
agentes patogénicos em fragmentos grossos que precipitam rapidamente e alcangam o trato
respiratorio superior e finos que persistem na atmosfera por semanas e alcangam o trato
respiratério inferior (FROHLICH-NOWOISKY et. al, 2009).

A contaminagdo fungica é considerada importante devido a produgcdo de
micotoxinas. Parte dos fungos filamentosos em condicbes adequadas de oxigénio,
temperatura e umidade, se desenvolvem produzindo metabdlitos secundarios capazes de
originar uma vasta variedade de efeitos toxicos (micotoxinas) tanto para homens quanto
para animais, como € o caso dos fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium. O género
Aspergillus € composto por algumas espécies toxigénicas, dentre elas A. flavus e A.
parasiticus, as mais importantes do género por produzir aflatoxinas (PELUQUE, 2014).

As aflatoxinas sdo classes de micotoxinas (moléculas baixo peso molecular
produzida no metabolismo secundario) produzidas por cepas de fungos do género
Aspergillus e classificadas segundo a International Agency for Research on Cancer (IARC)
como pertencentes ao grupo 1 de substancias cancerigenas ao homem (IARC, 2002).

Diante disso, o monitoramento para identificar os niveis de qualidade microbiolégica

do ar em ambientes climatizados artificialmente, estd determinado de acordo com a
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Resolugdo RE N? 9, de 16 de janeiro de 2003, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) que define padrdes referenciais técnicos de limpeza e manutengéo de sistemas
de ar condicionado, qualidade e monitoramento do ar interno para garantir a saude e
seguranca de individuos que frequentam locais publicos e coletivos com ambientes

climatizados. O valor maximo recomendavel de contaminagcado microbioldgica aceitavel de <

750 UFC/m3 e de < 1,5 para relagdo entre o ar interno e externo e torna inaceitavel a
presenca de fungos patogénicos e toxigénicos (BRASIL, 2003).

Contudo, fungos séo considerados fonte promissora para novas biomoléculas com
atividades biolégicas diversas para producao de enzimas e atividade antimicrobiana, devido
a diversidade quimica e estrutural, especialmente dos fungos filamentosos que sdo os mais
empregados para producao enzimatica, além de possibilitar obtencao das enzimas em curto
prazo, alta estabilidade e permitir manipulacdo genética para melhoramento visando escala
industrial (SILVA et. al, 2015).

Biotecnologicamente, as enzimas microbianas sao eleitas pelas industrias por
apresentarem tempo de produgéo reduzido, aumento de escala e purificagdo, especificidade
e estabilizacdo, bem como facil manipulagdo genética (NAGARAJAN, 2012) e elevada
diversidade bioquimica (SILVA et. a., 2015). Entretanto, a utilizacao da enzima por parte das
industrias estd relacionada especialmente a minimizagdo de custos com produgao
(REINEHRA et. al, 2014) e com o residuo e consumo elétrico, embora atualmente o
comércio de enzimas tenha potencial para rentabilidade devido a busca por produtos de alta
qualidade (SILVA et. a., 2015).

As enzimas microbianas séo relevantes no crescimento de bioprocessos industriais.
Tornou-se imprescindivel atualmente a busca por enzimas originais, aprimoradas e mais
versateis com o intuito de desenvolver sustentabilidade e processos de fabricacao
econdmica e competitiva (ADRIO; DEMAIN, 2014). Além de enzimas, os fungos
filamentosos sao potenciais fontes de agentes antimicrobianos, sendo o género Penicillium o
primeiro a ser descrito na literatura como produtor do antibiético, penicilina (RAVAT et. al,
2011).

A biotecnologia utiliza os fungos como uma perspectiva de aplicacao bioldgica para
o surgimento de uma nova geracao de antibiéticos empregado como fonte natural renovavel
(CLEMENTINO et. al, 2015). Da mesma forma ocorre com os agentes antifingicos no qual o
desafio € encontrar novos agentes com amplo espectro que sejam seguros e, sobretudo
eficientes (FERREIRA et. al, 2014). A dispersao e aparecimento de microbios resistentes a
antimicrobianos disponiveis no comércio sdo descritos na literatura ha anos, impulsionando

assim a procura por fontes de substancias com acao antimicrobianas eficazes (SANTOS et.
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al, 2014) e neste sentido, diversas pesquisas tem sido desenvolvidas com a finalidade de
intervir, impedir ou intensificar a acdo de drogas terapéuticas convencionais a resisténcia
bacteriana (CATAO et. al, 2014).

Nao foi encontrado na literatura trabalhos testando a antimicrobiana, utilizando
micélios e liquidos metabdlitos de fungos filamentosos anemofilos, de modo que este pode
ser o0 primeiro relato para este tipo de atividade. Diante do exposto, o presente estudo teve
por objetivo avaliar a qualidade microbiolégica do ar, a presenca de fungos aflatoxigénicos
nos ambientes climatizados da Universidade Federal de Pernambuco/Centro Académico de
Vitéria e produgao enzimatica e atividade antimicrobiana.

Material e Métodos

Amostragem e coleta do ar

O estudo foi realizado na Universidade Federal de Pernambuco/Centro Académico
de Vitéria (UFPE/CAV) e constituido por 82 ambientes climatizados artificialmente,
composto por 3 amostras da diretoria, 9 amostras da biblioteca, 1 do auditério, 15 salas de
aulas, 34 laboratérios, 13 salas administrativas, 1 sala da Comissao Interna de Prevencéao
de Acidentes (CIPA), 5 nucleos de assisténcia estudantil, 1 gabinete docente e area externa
localizada no patio da entrada principal do CAV para quantificacdo de fungos. Foram
excluidos do estudo os ambientes ndo climatizados.

As amostras foram coletadas da area central dos ambientes através da técnica de
sedimentacao passiva (LACAZ et. al, 1998) sobre meio de cultura sélido, usando placas de
Petri contendo os meios de cultura Agar Extrato de Malte (MEA) acrescido de Cloranfenicol
e Agar Aspergillus Flavus e Parasiticus (AFPA) para cultivos de fungos totais e fungos
aflatoxigénicos, respectivamente. As placas foram dispostas a um metro de altura do chao e
abertas durante 15 minutos para deposicdo de bioaerossois, contendo microrganismos
presentes no ar atmosférico. As placas foram incubadas em temperatura ambiente (28 + 2
2C) por até quatro dias.

Analise microbioldgica do ar

Apoés crescimento das culturas fungicas foi realizada a quantificagdo das col6nias
presentes nos respectivos meios de cultura e calculada a relagdo entre o ar interno e

externo (I/E) para determinar a qualidade do ar interno. A ANVISA determina o valor maximo
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recomendavel de contaminagdo microbioldgica aceitavel de < 750 UFC/m3 e de < 1,5 para
relacédo entre o ar interno e externo (BRASIL, 2003).

A amostragem por sedimentagdo nao determina diretamente o nimero de micro-
organismos presentes num dado volume de ar, mas é possivel transformar os resultados
deste método (n? de UFC/unidade de area) em n® de UFC/unidade de volume (MORAIS et
al., 2010). O calculo da amostragem de ar por sedimentacao foi realizado usando a seguinte
equacao descrita por Friberg et. al (1999):

N? de UFC na placa

N¢ de UFC/m® = —
Area da placa de Petri (m®) 23

x

(SAR)

Onde, é necessario conhecer a area da placa de Petri 90 x 15 mm (nosso estudo —
0,006m?). SAR é razéo entre o nimero de microrganismos no ar e na superficie do meio de
cultura. Para ambientes com sedimentagdo espontanea e sem aparelho que force a
sedimentacéao do ar, essa razao é 1: 23 (MORAIS et al., 2010).

Identificacdo dos fungos aflatoxigénicos

Foi avaliada a possibilidade de presenga cepas aflatoxigénicas, reveladas pelo
reverso laranja do meio de cultura AFPA. A ANVISA torna inaceitavel a presencga de fungos
patogénicos e toxigénicos em ambientes climatizados artificialmente (BRASIL, 2003).

Isolamento, identificacdo e preservacao dos fungos

Apobs o crescimento dos fungos no meio de cultura soélido MEA, as colbnias fungicas
foram purificadas no mesmo meio de cultura. Em seguida, foi realizada a identificacdo da
espécie fungica, observando caracteristicas macroscoépicas (coloragao, aspecto e didametro
das colbnias) e microscépicas (microestruturas somaticas e reprodutivas) (SAMSON;
FRISVAD, 2004) através de cultivo sob laminula (RIDELL, 1950) e preservados de acordo
com o método de Castelani - 4gua destilada e imersao de culturas puras sob 6leo mineral.
Por fim, repicados para tubos de ensaio contendo meio de cultura sélido MEA a fim de ser
depositada cada espécie identificada no acervo da Colegcao de Culturas Micoteca URM da
Universidade Federal de Pernambuco.
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Determinacio da atividade enzimatica

Para determinar a atividade enzimatica dos fungos isolados do ar, foram utilizadas
14 espécies identificadas [Paecilomyces variotti (04), Penicillium fellutanum (06), Aspergillus
flavus (09), Aspergillus parasiticus (14, 20, 27 e 67), Aspergillus sydowii (18), Talaromyces
purpurogenus (21 e 28), Aspergillus japonicus (24), Penicillium oxalicum (25), Penicullium
chrysogenum (26) e Curvularia luneta (49)] para a producao de lipase, amilase e protease,
seguindo a metodologia de Menezes e Hanlin (2004). Foram feitos discos de micélio de
colbnias fungicas e repicadas para a area central da placa de Petri contendo meios de
cultura solidos especificos para cada enzima e incubadas por cinco dias em temperatura
ambiente. Os testes foram realizados em triplicata para cada meio de cultura.

A leitura da reagao enzimatica da lipase foi através da visualizagao da presenca de
cristais de sal de calcio do acido laurico e/ou a formacao de area clara no entorno do disco
da colbnia fungica. Para revelagdo da produgao de amilase, foi utilizada solugdo de iodo
0,1N, possibilitando a identificagdo da reacdo enzimatica através de um halo translicido no
entorno da col6nia. Para protease, devido a reagdo quimica foi possivel visualizar a
formacdo de halo translicido ao redor da colbénia. Apdés a revelagcdo das reacdes
enzimaticas, foi medido halo de atividade enzimatica para determinar o potencial de
producédo das colbnias, que € proporcional ao didmetro do halo.

Determinacao da atividade antibacteriana

Das espécies identificadas, 5 liquidos metabdlicos provenientes das espécies
Paecilomyces variotti (04), Aspergillus japonicus (24), Talaromyces purpurogenus (28),
Curvularia luneta (24), Aspergillus parasiticus (67)] foram selecionadas aleatoriamente para
realizar a atividade antimicrobiana e determinar a Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e
Concentragao Minima Bacteriostatica (CMB). Foram cultivados discos de micélios fungicos
purificados em 10 mL de meio de cultura liquido caldo sabouraud (CS) e incubados em
temperatura ambiente por 20 dias. Apds este periodo, o liquido metabdlito foi separado do
micélio através de filtracao em papel filtro estéril. O liquido metabdlico foi armazenado a 4 °C
para realizar os testes de atividade antibacteriana e o micélio foi congelado para extragao
posterior de metabdlitos.

Foram utilizadas para a atividade antimicrobiana as cepas das bactérias Gram-
negativas: Escherichia coli (ATCC 25922), Shigella flexneri (ATCC 12022), Salmonella
typhimurium (ATCC 14028), Serratia marcescens, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas
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aeruginosa e Gram-positivas: Staphylococcus aureus (ATCC 29213) e Staphylococcus
aureus ORSA (Resistente a Oxacilina). As suspensodes bacterianas foram preparadas em
solucdo salina 0,85% e obteve-se concentracdo de 1,5 x 10° UFC/mL, obtendo-se a partir
de diluicdo da suspensdo correspondente ao tubo 0,5 da escala de McFarland. Foram
testados cinco liquidos metabdlicos produzidos por fungos filamentosos oriundos do ar
atmosférico. Todo experimento foi realizado em triplicata.

O teste de atividade antibacteriana foi realizado conforme método de diluicdo em
caldo da norma técnica da ANVISA M7-A6. Foram realizadas diluigbes seriadas dos liquidos
metabdlicos. Foram realizados controle positivo do teste usando antibiético cloranfenicol a
0,05 mg/mL e controle negativo do teste, na auséncia de antibiético, além do teste de
esterilidade do liquido metabdlico. Apds distribuicdo das suspensdes bacterianas, as placas
foram incubadas a 37 °C durante 24 horas. Apds o periodo de incubacgéao, foi adicionado em
todos os pogos a solugao de 20 pL de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC) (2% v/v) diluido
em agua para revelagao do teste, apos duas horas de incubacao a temperatura ambiente,
observou-se ou nao crescimento bacteriano. Os pocos corados em vermelho indicam
crescimento bacteriano (RAHMAN et. al, 2004).

A coloracado vermelha é resultante da reacdo do TTC com ions de hidrogénio
constituido devido a respiracao celular, gerada por uma solugéo insolavel e avermelhada
denominada de formazan, indicando células bacterianas viaveis no meio (RAHMAN et al.
2004).

A leitura da Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) foi realizada através da
observacao visual da menor concentracdo dos liquidos metabdlicos que teve acao para
inibir o crescimento bacteriano. Em seguida foi realizado o teste de Concentracdo Minima
Bactericida (CMB), onde foi semeado material com auxilio de al¢a estéril de 1uL do pogo
onde houve inibicdo visual do crescimento bacteriano e dos pogos anteriores a ele. O
repique foi feito para placas de Petri contendo Agar Mueller-Hinton (HM), sendo a placa
incubada a 37°C por 24h. Apos esse periodo, foi observada se houve ou nao crescimento
bacteriano, indicando agao bactericida ou bacteriostatica do liquido metabdlico fungico, pois
0S POgOoSs que nao apresentam atuagao antimicrobiana coraram em vermelho.

Os liquidos metabdlitos utilizados no estudo foram testados em seu estado bruto
apos filtracdo. Portanto, a atividade antimicrobiana levou em consideragédo as concentracdes
inibitérias definidas para o método em uL/mL, apds diluicao seriada: 500,00; 250,00; 125,00;
62,50; 31,25; 15,63; 7,81 3,91; 1,95 e 0,97uL/mL.
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Resultados e Discussao

Foi observado crescimento de fungos em todos os ambientes, o que apresentou
menor quantidade de UFC/m? foi a sala de aula (14) e com maior quantidade e diversidade
de colénia de fungos foram o espaco farmacia viva, sala da CIPA e o gabinete docente,
apresentando todos 290 UFC/m® de ar conforme tabela 1. No entanto, todos os ambientes
avaliados do CAV apresentaram-se dentro dos limites permitidos pela ANVISA para
qualidade microbiolégica do ar (< 750 UFC/m°®). Foi observada diversidade de colénias
fungicas provenientes de vérios ambientes, as figuras 1 e 2 mostram as col6nias antes e

apés purificagao dos isolados fungicos, respectivamente.



Tabela 1.

interno e externo (I/E) dos ambientes do Centro Académico de Vitéria — UFPE/CAV.
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Quantificacao de unidades formadoras de colbnias fungicas (UFC) provenientes do ar nos meios de cultura MEA e AFPA e relagao ar

Ambientes avaliados MEA AFPA Relacao Ambientes avaliados MEA AFPA Relacao Ambientes avaliados MEA AFPA Relacao

UFC/m® IVE UFC/m® IVE UFC/m® IVE
Pés-Graduagéo 137 - 0,7 Sala 03 123 - 0,6 Coordenagéo dos Laboratérios 36 - 0,2
Secretaria Geral dos Cursos 237 - 1,1 Central de Seguranga 29 - 0,1 Lab. Semiol./Aval. Clinica 138 - 0,7
CIOF 65 - 0,3 Sala 04 188 - 1,0 Lab. Emerg. e Enf. Cirtrgica 94 - 0,5
Nucleo de Bioldgica 115 - 0,6 Sala 05 43 - 0,2 Lab. Urgéncia e Emergéncia 181 - 1,0
Nucleo de Nutricao 58 - 0,3 Sala 06 130 - 0,7 Laboratério de Semiologia 1 72 - 0,4
Nucleo de Saude Coletiva 29 - 0,2 Biotério 123 - 0,6 LABEMI 152 - 0,8
Nucleo de Enfermagem 87 - 0,5 Laboratério de Anatomia 1 29 - 0,1 Lab Fisiologia do Exercicio 1 72 - 0,4
Secretaria Geral (Diretoria) 72 - 0,4 Laboratério de Genética 36 - 0,2 Lab Fisiologia do Exercicio 2 152 - 0,8
Diretoria 87 - 0,5 Laboratério de Anatomia 2 167 - 0,9 Auditério 44 - 0,2
Vice-diretoria 51 - 0,3 Lab. Micro e Imunologia 51 - 0,3 NAEPS - Médico do Trabalho 145 - 0,8
NATI 22 - 0,1 Espago Farmécia Viva 290 - 1,5 NAEPS - Recepgéao e Arquivo 51 - 0,3
Nucleo de Educagao Fisica 51 - 0,3 Laboratério Multifuncional 1 51 - 0,3 NAEPS - Equipe Psicossocial 138 - 0,7
Escolaridade 108 - 0,6 Laboratério de Microscopia 3 123 - 0,6 NAEPS — Atend. Individual 116 - 0,6
Sala de Informatica 22 - 0,1 Laboratério de Parasitologia 65 - 0,3 Sala dos Motoristas 65 - 0,3
Sala 13 65 - 0,3 Laboratério Multifuncional 2 145 - 0,8 PET — Conexdes de Saberes 152 - 0,8
NEP 58 - 0,3 Lab. de Técnica Dietética 36 - 0,2 D. A. (Diretério Académico) 65 - 0,3
Biblioteca — Adm. do térreo 87 - 0,5 Lab. Bromatologia 101 - 0,5 Lab. Tecn. dos Alimentos 101 - 0,5
Biblioteca/Estudo do térreo 94 - 0,5 Lab. Microbiol. de Alimentos 138 - 0,7 NAFPF 65 - 0,3
Biblioteca/Acervo 80 - 0,4 Lab. Tec. em Biomateriais 101 - 0,5 Lab. de Ensino de Biologia 87 - 0,5
Biblioteca/Estudo 12 andar 260 - 1,4 Sala de Ritmica 80 - 0,4 Laboratério de Bioprocessos 130 - 0,7
Biblioteca/Estudo (grupo 1) 101 - 0,5 Sala de Judd/Karaté 116 - 0,6 SIM 87 - 0,5
Biblioteca/Sala de pesquisa 246 - 1,3 Sala de Musculagéao 188 - 1,0 Lab. de Pesq. Ens. de Biologia 160 - 0,8
Biblioteca/Sala de video 181 - 1,0 Lab. de Fisiologia do Esforgo 58 - 0,3 Sala 8 94 - 0,5
Biblioteca/Colegao consulta 65 - 0,3 Laboratério Biodiversidade 80 - 0,4 Sala 9 58 - 0,3
Biblioteca/Administragéo 65 - 0,3 Lab. Biotecnol. e Farmaco 58 - 0,3 Sala 10 51 - 0,3
Lab. Fisiol. e Farmacologia 29 - 0,1 Laboratério de Microscopia 1 275 - 1,5 Sala 11 87 - 0,5
Sala 01 80 - 0,4 Laboratério de Microscopia 2 109 - 0,6 Gabinete professor 290 - 1,5
Sala 02 14 - 0,07 CIPA 290 - 1,5

Legenda: CIOF: Coordenacéo de Infraestrutura, Orgamento e Finangas, Tl: Nicleo de Apoio e Tecnologia da Informagédo, NEP: Nucleo de Pesquisa e Extensdo, TECNOBIO: Laboratério de

Técnica em Biomateriais, CIPA: Comissao Interna de Prevencédo de Acidentes, NAEPS: Nicleo de Assisténcia Estudantil e Apoio Psicossocial, SIM: Laboratério de Sintese e Isolamento

Molecular, NAFPF: Laboratério Nutricao, Atividade Fisica e Plasicidade Fenotipica, LABEMI: Laboratério de Enfermagem Materno-Infantil.
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Figura 1 Diversidade de colbénias de bioaerossoéis do ar de diferentes ambientes do
Centro Académico de Vitéria — UFPE/CAV

Legenda: Comissao Interna de Prevengao de Acidente - CIPA (A), Laboratério de Fisiologia
do Esforco (B), Biblioteca - sala de colecdo de consulta (C), Laboratério de Enfermagem
Materno-Infantil - LABEMI (D), Laboratério de Técnica Dietética (E), Laboratorio de
Semiologia 2 e Avaliagédo Clinica (F), Nucleo de Nutricdo (G), Biblioteca - hall de estudo do

térreo (H).

Figura 2 Diversidade de colbnias ap6s purificacdo dos isolados de fungos de
diferentes ambientes do Centro Académico de Vitéria — UFPE/CAV

A contaminagéo observada nos ambientes avaliados estéd possivelmente associada
aos acessos, fluxo de ventilagdo e de transeuntes nos ambientes, pois a atmosfera exterior
¢ influenciada pelo clima, enquanto a atmosfera interior sofre influéncia manutengao predial.
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Nos dois ambientes ha influéncia das atividades humanas, umidade e pouco de
temperatura, uma vez que muitos fungos de interiores crescem em ampla variagdo de
temperatura (ARAUJO; CABRAL, 2010).

A relacdo de quantificacdo de fungos do ar I/E (interno/externo) dos ambientes
pesquisados no CAV (Tabela 1) atendeu a legislacao vigente da ANVISA para qualidade do
ar de ambientes climatizados (< 1,5), variando essa relacdo 0,1 a 1,5, 0 minimo e maximo,
respectivamente, uma vez que a quantificagao do ar externo foi de 188 UFC/m®.

Os ambientes que apresentaram real¢ao I/E no limite maximo aceitavel foram: hall
de entrada da biblioteca, espaco farmacia viva, sala da CIPA e laborat6rio de mciroscopia 1
e sala docente. A explicagado para esse resultado esta no fato de que o hall de entrada da
biblioteca ser ambiente mais frequentado pelos visitantes, apresentando a atividade humana
influéncia direta na quantidade de bioaerossois. O laboratério farmacia viva manipula
amostras de plantas e solo onde os fungos desses lugares podem contribuir para a
composicao dos fungos do ar. A sala da CIPA é um ambiente usado para reunides. E a sala
do professor também € um ambiente relativamente frequentado por alunos e por ser espago
pequeno sofre influéncia da atividade humana nesse local. Nesses ambientes supracitados,
os valores da quantificado de fungos no ar em UFC/m® estavam abaixo do permitido pela
ANVISA (750), mas a relacao I/E estava no limite.

Nenhum ambiente apresentou fungos aflatoxigénicos (Figura 3) estando em
conformidade com a legislacado supracitada que estabalece auséncia de fungos patogénicos

e toxigénicos no ar de ambientes internos.

Figura 3. Deteccado negativa de fungos aflatoxigénicos no ar do CAV em meio AFPA

(auséncia de cor laranja no reverso das col6nias fungicas).




28

Diferente do observado no nosso estudo, Aboul-Nasr et. al, (2013) encontraram
fungos com potencial toxigénicos isolados de unidade terapia intensiva em hospital na india.
Dos 110 isolados fungicos obtidos do ar desse ambiente hospitalar, 79 isolados foram
testados por cromatografia de camada fina (TLC) e pelo menos uma micotoxina foi
produzida por algum desses 79 isolados. Sendo varias as micotoxians detectadas por TLC,
sendo as principais aflatoxinas, zearalenona, gliotoxina, fumigilina, entre outras Sabe-se que
produzir micotoxina é um fator de viruléncia.

A frequéncia dos géneros fungicos encontrados no ar dos ambientes analisados do
CAV, cujas amostras foram possiveis identificar o fungo foram: Aspergillus (50%),
Penicillium (21%), Talaromyces (14%), Curvularia e Paecilomyces (7% cada) conforme
mostra o grafico 1.

Grafico 1. Frequéncia dos géneros fungicos encontrados no ar dos ambientes
analisados do CAV.

Frequéncia dos géneros fungicos
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A ocorréncia de infecgdes por fungos anemdfilos € bastante conhecida na literatura
médica e os esporos inalados do ar tém sido incriminados como responsaveis por diversos
problemas alérgicos (FURTADO; FERRARONI, 1998). Além dos casos de alergia, muitos
fungos oportunistas como os apresentados no grafico acima sao responsaveis por doengas
desde otites, micotoxicoses, infeccoes urinarias, onicomicoses, infeccoes oculares até
fungemias. Fato este bastante preocupante a clinica médica, pois tais micro-organismos
estdo dispersos abundantemente no meio ambiente (GRUMACH, 2001). Por isso, a
monitorizacdo do ambiente para detectar potenciais focos patogénicos para prevenir
epidemias e proteger a saude publica requer uma abordagem rapida, sensivel e de
confianga que permita detectar microrganismos (ZHOUG et. al, 2000).
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Biotecnologicamente, fungos sdo considerados fonte promissora para novas
biomoléculas com atividades biolégicas diversas para producdo de enzimas e atividade
antimicrobiana, devido a diversidade quimica e estrutural (SILVA et. al, 2015).

A maioria dos estudos com qualidade do ar foi realizado em ambientes
hospitalares. Azimi et. al (2013) analisaram qualidade microbiologia do ar hospitalar e
encontraram entre as 120 amostras 70% das amostras contendo fungo do género
Penicillium sp, 14% dos ambientes apresentaram Aspergillus sp., 12% Cladosporium sp., 25
Alternaria sp, indicando fator de risco para pacientes e profissionais usuarios desses
ambientes. Esse resultado difere um pouco do encontrado no nosso estudo, uma vez que
além do ambiente analisado ser diferente, o género mais frequente foi Aspergillus.

Poucos estudos foram realizados em ambiente universitario, sendo a maioria
realizada em bibliotecas universitarias ou escolas em virtude da influéncia da qualidade do
ar na saude das criangas. A biblioteca de universidades é estudada em funcdo de ser um
ambiente muito movimentado diariamente e sempre climatizado. Os resultados em tela para
a biblioteca do CAV sao semelhantes com o estudo de Nascimento (2011) que ao analisar a
qualidade do ar interno da biblioteca publica da cidade de Sao Carlos/SP, nao encontrou
irregularidades que confrontassem a legislagdo da ANVISA.

As 14 salas de aula do CAV apresentaram-se com valores abaixo de 750 UFC/m?®.
Contudo, os resultados deste estudo divergem dos apresentados por Morais (2010) que ao
avaliar a qualidade microbiolégica do ar em salas de aulas de uma instituicdo de ensino
superior evidenciou que 51% das salas de aulas apresentaram contaminagao superior que o
instituido pela ANVISA.

Stryjakowska — Sekulska et. al (2007) estudaram nove ambientes da Universidade
de Poznan na Pol6nia. Foram amostrados duas salas de aula, laboratério de quimica,
biblioteca, cantina, banheiros e diretoria. Todos os ambientes foram avaliados em dois
momentos do dia, manha e tarde, durante dois anos. Os autores encontraram em geral para
todos os ambientes, maior quantidade de bactérias e fungos no periodo da tarde,
possivelmente devido ao aumento de pessoas frequentando esses ambientes ao longo do
dia. Eles observaram os seguintes géneros fungicos pela ordem de prevaléncia nos
ambientes: Cladospirium sp, Penicillium sp., Aspergillus sp., Alternaria sp., Mucor sp.,
Rhizopus sp. e Epicocum sp. Esse resultado estd em acordo com 0 nosso, uma vez que
Aspergillus e Penicillium também foram os géneros mais frequentes no ar do CAV e de
acordo com Agarwal e Chakrabarti (2010) estes géneros, bem como curvularia sao os

primeiros colonizadores de superficies e interiores.
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Pantoja et. al (2007) estudaram cinco locais (sala de aula, biblioteca central,
almoxarifado, praga alimentacéo e area preservada) do Campus da Universidade Estadual
do Ceara , Campus ltaperi. Dentre os 18 géneros isolados dos ambientes avaliados, os mais
comumente encontrados foram Aspergillus sp. (78%), Penicillium sp. (30%) e Fusarium sp.
(22%). Os ambientes que os autores encontraram mais biocontaminados foram sala de aula
e biblioteca central, indicando a importdncia da atividade humana como principal fator
influenciador da contaminagcao da micobiota nesses ambientes.

Tanto no trabalho descrito por Pantoja et. al (2007) quanto no trabalho de Gambale
et. al (1993), as bibliotecas foram os ambientes mais biocontaminados, porém com menor
diversidade de géneros fangicos. Mas em ambos, o género mais prevalente foi Aspergillus
sp., corroborando com nossos resultados. Vale ressaltar que Pantoja et al (2007)
encontraram muitos géneros fungicos porque o método de coleta, embora tenha sido
sedimentagdo passiva, estrapolou o tempo de coleta de ar recomendado geralmente na
literatura mundial que é 15 minutos, sendo as amostras coletadas por 12h.

A preocupacao em encontrar os géneros Aspergillus e Penicillium em ambientes
internos e climatizados artificialmente se da mediante a algumas espécies contidas nestes
géneros serem produtoras de metabdlitos secundarios com efeito tdéxico a saude
(PELUQUE, 2014; VISAGIE et. al, 2014). A exposicado dos individuos a micotoxinas pode
provocar reag¢des que incluem hemorragias e necroses, e em abundancia essas toxinas tém
afinidade por alguns 6rgaos ou tecidos especificos como figado, rins e sistema nervoso,
sendo esses 0s mais comprometidos (IARC, 2002).

Kalwasinska et. al (2012) avaliaram ambientes funcionais e ndo funcionais de uma
biblioteca universitaria em Torun na Polbnia. Segundo os autores, o ar interno foi
considerado de baixo risco devido a contaminagdo encontrada de acordo a legislacdo do
pais, tanto nos ambientes funcionais (sala de aula, sala de leitura de periédicos, sal de
conservagdo de colegdo), quanto nos ambientes nao-funcionais (banheiro, cafeteria),
diferente dos resultados encontrados pelo nosso estudo nos quais todos os setores da
biblioteca do CAV analisados apresentaram-se abaixo do limite estabelecido pela ANVISA
(Tabela 1).

Para Boff (2011) os ambientes com aglomerados fungicos sao influenciados por
fatores ambientais como varidaveis de temperatura, umidade, corrente de ar, substratos
organicos disponiveis, condi¢cdes climaticas e variagdo sazonal, e por fatores fisicos
compreendidos pela forma, tamanho e densidade das particulas, entre outras situagdes que
corroboram para o aumento dos conidios no ambiente (BOFF, 2011).
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Ejdys et. al (2013) estudaram a composicao fungica do ar de salas de aula de
escola e monitoraram por quatro anos, classificando de acordo com nivel de biosseguranga.
Os autores isolaram 151 espécies de fungos, sendo 22 espécies classe 2 e 61 espécies de
fungos foram classificadas como classe 1 de risco bioldgico.

Hayleeyesus e Manye (2014) estudaram biblioetecas universitarias da Etiopia e
observaram que o nivel de contaminacéo do ar foi considerada para algumas alto risco, de
acordo com a legislacao do pais, com concentragdes de fungos variando entre 367 a 2.595
UFC/m?, sendo os géneros Aspergillus sp, Penicillium sp, Alternaria sp., Cladosporium sp. e
Fusarium sp. os mais frequentemente encontrados em concordancia com os resultados
encontrados para a biblioteca e demais ambientes do CAV.

Muitas espécies de fungos, incluindo as que estdo presentes no ar podem ser
responsaveis pela producdo de varios metabdlitos com as mais variadas aplicagées
industriais e bioldgicas, dentre elas atividades enzimdticas e antimicrobianas (VIRIATO,
2014).

No entanto, as fontes de obtengdo para estudar atividades biolégicas sao solo,
agua, plantas e mais recentemente ambientes marinhos, explorando o metabolismo
secundario com finalidade de realizar testes utilizando liquidos e extratos metabdlicos ou
metabdlitos isolados por cromatografia. Os fungos existentes no ar atmosférico contendo
uma gama de poluentes € um ambiente ainda inexplorado para isolamento de fungos que
possam conter alguma atividade biolégica.

Dos fungos oriundos do ar, foram isolados inicialmente 67 espécimes e em seguida
realizado teste com 14 isolados apds identificacdo morfologica para determinar a atividade
enzimatica para producdo de amilase, lipase e protease. As espécies de fungos
filamentosos identificados no ar do CAV foram Paecilomyces variotti, Penicillium fellutanum,
Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus, Aspergillus sydowii, Talaromyces purpurogenus,
Aspergillus japonicus, Penicillium oxalicum, Penicullium chrysogenum e Curvularia luneta
(Tabela 2).

Para determinar a atividade enzimatica dos fungos isolados do ar, foram utilizadas
14 espécies identificadas [Paecilomyces variotti (04), Penicillium fellutanum (06), Aspergillus
flavus (09), Aspergillus parasiticus (14, 20, 27 e 67), Aspergillus sydowii (18), Talaromyces
purpurogenus (21 e 28), Aspergillus japonicus (24), Penicillium oxalicum (25), Penicullium
chrysogenum (26) e Curvularia luneta (49)] para a produgao de lipase, amilase e protease



Tabela 2.

Identificacao das espécies dos fungos isolados no ar do CAV/UFPE.

Identificacao das espécies
dos fungos filamentosos

Cédigo de identificacao
do isolado fungico
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Paecilomyces variotti (04)

Penicillium fellutanum (0e)

Aspergillus flavus (09)

Aspergillus parasiticus (14), (20), (27) e (67)
Aspergillus sydowii (18)

Talaromyces purpurogenus (21) e (28)
Aspergillus japonicus (24)

Penicillium oxalicum (25)

Penicullium chrysogenum (26)

Curvularia luneta (49)

Dentre as espécies testadas para atividade enzimatica, Aspergillus sydowii
apresentou melhor resultado para producdo de amilase (6 mm), lipase (14 mm) e protease
(5 mm). Outras duas espécies produziram as trés enzimas (A. parasiticus e Penicillium
fellutanum), porém com menor atividade. Apenas trés isolados pertencentes a trés espécies
foram negativos para as 3 enzimas simultaneamente, a saber: Paecilomyces variotii (04), A.
parasiticus lunata (20) e Curvularia lunata (49).

Nem todos os isolados de uma espécie fungica possuem obrigatoriamente a
mesma enzima e na mesma intensidade. Por isso, foi observado no nosso estudo que
embora os isolados 14, 27 e 67 sejam pertencentes a mesma espécie A. parasiticus, nao foi
observado mesma reacao enzimatica entre eles. Pois, o isolado 27 s6 produziu lipase e os
isolados 14 e 67 produziram todas as trés enzimas, os mesmos resultados para os isolados
de Talaromyces purpurogenus.

As espécies de fungos que apresentaram as melhores atividades amioliticas foram:
P. fellutanum — 06 (7 mm) e P. oxalicum — 25 (7 mm), e atividade de lipase foram: A.
parasiticus (10 mm) e A. sydowii (14 mm). Ja a produgao de protease, embora a de menor
intensidade para as espécies produtoras, teve o isolado 18 de A. sydowii como melhor
produtor (5 mm), conforme a tabela 3. A intensidade da producao de enzimas em substrato
sélido pode sofrer influéncia direta da solubilidade, difusibilidade, tamanho da enzima, entre
outros fatores.
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Tabela 3. Identificacao das espécies e produto metabdlico de fungos isolados no ar do
CAV/UFPE e halo de atividade enzimatica (em mm).

Halo e atividade enzimatica (em mm)

Coéd. Espécie e produto metabdlico A L P
04 Paecilomyces variotti - - -
06 Penicillium fellutanum + (7 mm) + (5 mm) + (1 mm)
09 Aspergillus flavus + (6 mm) - -
14 Aspergillus parasiticus + (5 mm) + (10 mm) (2 mm)
18 Aspergillus sydowii + (6 mm) + (14 mm) + (5 mm)
20 Aspergillus parasiticus - - -
21 Talaromyces purpurogenus + (4 mm) + (6 mm) -
24 Aspergillus japonicus - + (2 mm) -
25 Penicillium oxalicum + (7 mm) - + (1 mm)
26 Penicullium chrysogenum + (6 mm) - + (4 mm)
27 Aspergillus parasiticus - + (3 mm) -
28 Talaromyces purpurogenus + (7 mm) - -
49 Curvularia luneta - - -
67 Aspergillus parasiticus + (5 mm) + (4 mm) + (2 mm)

Legenda: (Cod.) Cédigo de identificagao do isolado fungico, (mm) Milimetro, (A) Amilase, (L)
Lipase, (P) Protease, (+) Produziu atividade enzimatica, (-) N&o produziu atividade

enzimatica.

Os resultados apresentados neste estudo mostram que atividade amiolitica foi a
mais comum entre as espécies, corroborando com o achado de Wenzel et. al (2013) que
avaliou fungos endofiticos de soja e revelou maior quantitativo de atividade enzimatica para
a amilase (83,3% - 20). Silva et. al (2006) ao avaliar fungos endofiticos de pinha nao
observou qualquer atividade amilasica entre os fungos testados.

Os halos de reacao de amilase no nosso estudo variaram entre 4 e 7 mm estando
acima dos resultados encontrados por Firmino e Furtado (2014) que ao testar a producao de
amilase pelos isolados do fungo Ceracystis spp. obtiveram halo de até 1 mm, enquanto que
os estudos de Tavares et. al (2012) que observaram halos de 29 mm avaliando Aspergillus
isolados de noni (Morinda citrifolia L).



34

Fungos filamentosos isolados do solo e humus, plantas e bagaco de cana de
acucar foram avaliados quanto a capacidade de producao da enzima amilase em diferentes
regidbes do estado de Sao Paulo mostrou que 23 isolados fungicos apresentaram potencial
para producéo enzimatica (GUIMARAES et. al, 2006).

Um estudo realizado por Soares et. al (2010) para producdo de amilase, sugerem
que os fungos diante de condi¢cdes estressantes sofrem influéncias que interferem na
producdo enzimatica. Firmino e Furtado (2014) também avaliaram atividade de lipase com
isolados do fungo Ceracystis spp. € nao observaram nenhuma atividade para essa enzima.
Os autores testaram também a protease e os halos nao ultrapassaram de 1 mm.

As médias de atividades enzimaticas do nosso estudo divergem dos resultados
apresentados por Griebeler et. al (2015) que encontraram valores superiores para os halos
de amilase, acima de 7,08 mm e acima de 10,62 mm para protease. Esses autores
trabalharam com fungos isolados de diferentes fontes, tais como solo, 6leo de oliva e de
soja, queijos, extrato de tomate, nata de leite, carne, farelo de soja e meios de cultura
contaminada, estando o estudo em tela aquém para as mesmas atividades enzimaticas.

Um estudo avaliou fungos isolados em sementes, casca e polpa de Baru (Dipteryx
alata Vog.) e observou que nenhum dos fungos teve atividade proteolitica, mas que todos
conseguiram apresentar alguma atividade amiolitica e lipolitica (MOLINA et. al, 2012). A
avaliacao realizada por Bezerra et. al (2012) com isolados de uma planta da Caatinga
(Opuntia ficus-mil) revelou que uma cepa de Aspergillus japonicus nao produziu atividade
proteolitica, corroborando com o nosso estudo. Para Sumitha et. al (2013) a producéo
enzimatica se diferencia entre fungos e tem relacdo com o habitat onde é encontrado.

Aboul-Nascr et. al (2013) testaram 110 isolados fungicos do ar de unidade de
terapia intensiva e sala de cirurgia de Hospital na India e observaram que dentre os 110
isolados testados, 73% produziram protease, 92% lipase e 78% urease, sendo esse estudo
0 Unico assinalado na literatura testando o potencial enzimatico e de produgdo de
micotoxinas de fungos anemdfilos. Dentre os isolados produtores de lipase e protease
estavam Aspergillus sp, Cladosporium sp, Myrothecium sp e Fusarium sp. Segundo 0s
autores, esses resultados sdo importantes, uma vez que proteases e lipases tém papel
durante a infecgdo microbiana e sugere que a fungéo é digerir lipideos de membrana do
hospedeiro pelo patégeno. E protease degrada tecidos do pulméo, sendo sugerido como um
dos eventos envolvidos na fisiopatogénese da infeccdo por A. fumigatus que junto com A.
flavus, produtor de aflatoxinas é conhecido por secretar protease.

Em relagcdo aos testes de atividade antibacteriana dos fungos isolados do ar do
CAV, trés liquidos metabodlicos apresentaram atividade contra todas as bactérias testadas,
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representados pelas espécies Paecilomyces variotii (04), Talaromyces purpurogenus (28) e
A. parasiticus (67). O liquido metabdlico de Curvularia lunata (49) nao apresentou atividade
antibacteriana contra as bactérias testadas (Tabela 3).

Tabela 4. Concentracdo minima inibitéria da atividade antibacteriana das espécies de
fungos isolados no ar do CAV/UFPE.

Produto Metabdlico Fungico

Espécie e Produto Menor concentracao Minima Inibitéria (uL/mL)
Metabodlico 01 02 03 04 05 06 07 08

Paecilomyces variotti + + + + + + + +
(04) (500) (500) (500) (250) (500) (500) (500) (500)
Aspergillus japonicus + + + + - + + -
(24) (500) (500) (500) (250) (500)  (500)
Talaromyces + + + + + + + +
purpurogenus (28) (250) (125) (125) (125) (250) (125) (125) (250)
Curvularia luneta (49) - - - - - - - -
Aspergillus + + + + + + + +
parasiticus (67) (500) (500) (500) (250) (500) (500) (250) (500)

Legenda: Cddigo das bactérias: (1) Escherichia coli (ATCC 25922), (2) Shigella flexneri
(ATCC 12022), (38) Salmonella Typhimurium (ATCC 14028), (4) Serratia marcescens, (5)
Klebsiella pneumoniae, (6) Pseudomonas aeruginosa, (7) Staphylococcus aureus (ATCC
29213) e (8) Staphylococcus aureus ORSA.

(+) Inibiu crescimento bacteriano, (-) Nao inibiu crescimento bacteriano.

O liquido metabdlico proveniente da espécie Talaromyces purpurogenus (isolado
28) foi o que apresentou melhor atividade antibacteriana contra todas as bactérias testadas,
chegando a concentracdo minima inibitéria de 125uL/mL. Contudo, nenhum dos liquidos
metabdlicos testados apresentou a¢ao bactericida, apenas bacteriostatica.

Duarte (2006) relata que nao ha consenso acerca do que é aceitavel quando se
trata de nivel de inibicdo para atividade antimicrobiana relacionada a produtos naturais
frente a antibiéticos padrdes, de modo que alguns autores consideram apenas resultados
semelhantes a antibidticos, embora outros entendam que niveis elevados de inibicdo séao

um bom potencial.
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O estudo realizado por Paraginskia et. al, (2014) analisou todas as cepas
bacterianas avaliadas no nosso estudo, mas utilizou concentracbes diferentes dos
compostos triazenos para atividade antimicrobiana e obteve resultado de acgéo
bacteriostatica em pelo menos um dos seis compostos avaliados.

Concluindo que os ambientes analisandos no Centro Académico de Vitéria
(UFPE/CAV) apresentaram grande diversidade de espécies de fungos, mas atenderam as
exigéncias da resolucdo da ANVISA. Foi verificado também que ndo apresentou fungos
potencialmente prejudiciais a saide humana no ar dos ambientes climatizados. O nosso
estudo demonstrou que algumas espécies de fungos filamentosos anemofilos sdo capazes
de produzir as enzimas amilase, lipase e protease. Entretanto os fungos Aspergillus
parasiticus Speare e Aspergillus sydowii (Bain. & Sart) Thom & Church destacam-se por
apresentar melhor potencial amiolitico entre as demais espécies e enzimas sob as
condicbes deste experimento. A atividade antimicrobiana da espécie Talaromyces
purpurogenus foi a que apresentou melhor rusultado, no entanto, mostrou baixo potencial
bactericida.
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3 DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

A quantificagdo de fungos do ar tem sido realizada para avaliagcdo da qualidade
microbiologica de ambientes fechados em areas administrativas, académicas e hospitalares.
Mas ha apenas um relato na literatura de aplicacao de atividade biolégica para espécies de
fungos do ar. Esse potencial ainda néo explorado torna-se fonte interessante de fungos com
aplicacao na producao industrial.

Com os resultados do presente trabalho, obtiveram-se as seguintes conclusdes:

1. Todos os ambientes da UFPE/CAV apresentam biodiversidade de espécies fungica,
e nao foi encontrado nenhum fungo toxigénico ou patogénico ao homem. Portanto,
todos os ambientes climatizados atendem a legislagéo da ANVISA.

2. O maior potencial enzimatico entre as trés atividades enziméticas avaliadas foi a
lipolitica alcangada pelas espécies Aspergillus sydowii e Aspergillus parasiticus.

3. Os liquidos metabdlicos das espécies Paecilomyces variotti Talaromyces
purpurogenus e Aspergillus parasiticus apresentaram atividade antimicrobiana contra
todas as bactérias desafiadas, sendo a espécie Talaromyces purpurogenus a que
obteve melhor resultado.

4. Fungos filamentosos do ar apresentam potencial para atividade enzimatica e

antimicrobiana.
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