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RESUMO

MAIA, Tatiana Faria.Aspergillus da secadNigri de Interesse Biotecnoldgico Isolados de
solo e serrapilheira. 2014. 94 p. Dissertacdo (Curso de PoOs-Graduacabitessanidade e
Biotecnologia Aplicada) — Universidade Federal Ruda Rio de Janeiro - UFRRJ.
Seropédica, RJ, 2014

O Brasil é o pais com a maior diversidade biolgg@mpresentando a mais vasta biota
continental da Terra. A Mata Atlantica correspormleuma area de 13% do territorio
brasileiro, abrigando uma grande parcela destargddadle. Os fungos sdo organismos
extremamente importantes para o0 funcionamento slessmssistemas. Dos fungos
comumente isolados do solo destaca-se as espéchkspdrgillus Os integrantes da secao
Nigri estdo entre os mais importantes dentro do géhspergilluspois sdo cosmopolitas e
apresentam potencial econémico e biotecnolégica. iBentificacdo € considerada dificil e
complexa devido a alta diversidade genética. Partam taxonomia déspergillus secéo
Nigri tem sido investigada utilizando dados morfolégicb®quimicos e moleculares.
Algumas espécies sdo responsaveis por causar @ocetao de alimentos e producédo de
micotoxinas, no entanto, outras sao produtorasngeritantes acidos organicos, antibiéticos e
enzimas extracelulares. Dentre as enzimas prodizida estes fungos podemos citar as
celulases, amilases, peptidases, fitase e pectaseapresentam aplicacdo nos diversos
setores industriais, tais como, industria téxti, alimentos e bebidas, agroindustria de
alimentacdo animal, silagem e farmacéutica. O nbjébdi identificar espécies dispergillus
secaad\Nigri isoladas de serrapilheira e solo através da eaizatdo morfologica, bioquimica

e molecular, bem como avaliar o potencial enzimaliesses isolados. Para este estudo foram
coletadas 198 amostras de serrapilheira e soldufptimlades 0 a 5 e 5 a 10 cm) durante os
dois periodos, chuvoso e seco do Bioma Mata Adanpertencente ao Estado de Minas
Gerais. O isolamento foi realizado em meio DRBCpdras a 25 °C. Apos o isolamento, 42
Aspergillusnegros foram identificados utilizando critériosamescopicos e microscopicos em
CYA 25 e 37 °C, MEA 15, 25, 33, 36 e 40 °C, por peniodo de 10 dias. Para a analise
bioquimica utilizou-se CREA, MEA-Boscalide, por yrariodo de dias a 25 °C, e Teste de
Ehrlich. A anélise molecular foi realizada atrawis seqienciamento das regides ITS1 e
ITS4. O potencial enzimatico foi avaliado atravésimdice enzimatico, um parametro semi-
quantitativo usado para avaliar a producdo dasmawihidroliticas pelos fungos em meio
sélido. O estudo revelou a existéncia de 6 Grupibsretites, apresentando uma boa
diversidade de espécies Aspergillusda secadigri. Na estacdo chuvosa, houve uma maior
riqueza destas espécies, onde foi encontrado 9288tianto na estacao seca foi encontrado
apenas 7,2%. Os grupos | e Il foram identificadivpavés da caracterizacdo morfologica e
molecular como pertencentes as espécies unisseresieergillus aculeatug Aspergillus
aculeatinus respectivamente, e os grupos lll, IV e VI forangeridos morfologicamente
como pertencentes as espécies bisseriadasagiedado Nige, Grupo Il = Aspergillus
tubingensis Grupo IV =Aspergillus niger Grupo VI =Aspergillus foetidug Grupo V nao
pode ser identificado. De acordo com o potencialneético, apenas a enzima pectinase nao
foi produzida por estas espécies, entretanto nealaspécie foi considerada potencialmente
produtora para as enzimas testadas, pois o indiateético nao foi satisfatério.

Palavras-chave:Fungos, Identificagcdo morfologica, Identificacdoduimica, Identificacéo
molecular, producéo de enzimas.



ABSTRACT

MAIA, Tatiana Faria Aspergillus sectionNigri of Biotechnological interest isolated from
soil and litter. 2014. 94 p. Dissertation (Post Graduate CoursEntomology and Plant
Pathology and Applied Biotechnology) - Universida@ederal Rural do Rio de Janeiro -
UFRRJ. Seropédica, RJ, 2014.

Brazil is the country with the greatest biologidalersity , presenting the widest continental
biota of the Earth. The Atlantic Forest correspoadsarea of 13 % of the brazilian territory,
sheltering a large portion of this diversity. Thengi are extremely important organisms for
the functioning of these ecosystems. Fungi commimollated from soil stands out species of
Aspergillus The members of the sectidfigri are among the most important in the genus
Aspergillus because are common worldwide and feature econbraigh biotechnological
potential. Their identification is considered diffit and complex due to high genetic
diversity. Therefore, the taxonomy ékpergillussectionNigri has been investigated using
morphological, biochemical and molecular data. S@pecies are responsible for causing
food deterioration and mycotoxins production, hogrewother are important producers of
organic acids, antibiotics and extracellular enzynfanong produced the enzymes by these
fungi, we can cite cellulases, amylases, peptidapestinase and phytase which have
applications in several industrial sectors suchexsile, food and drinks, agroindustry of
animal feed, sillage, pharmaceutical, etc. The aibje was to identifyAspergillussection
Nigri species isolated from litter and soil through nhmipgical, biochemical and molecular
characterization, as well as to evaluate the entignpatential of these isolates. For these
study were collected 198 samples from litter antl(8e5 and 5-10 cm depth) during the two
periods, rainy and dry the Atlantic Forest Biomdohging to the Minas Gerais State. After
isolation, 42 BlackAspergilluswere identified using macroscopic and microscapiteria on
CYA 25 and 37 °C, MEA 15, 25, 33, 36 and 40 °Cdaqperiod of 10 days. For biochemical
analysis, was used CREA, MEA-Boscalid for 7 day2mtC, and Ehrlich test. The molecular
analysis was performed by sequencing the ITS1 &8d Iregions. The enzymatic potential
was evaluated through enzymatic index, a semi {fatime parameter used to evaluate the
production of hydrolytic enzymes by fungi in solrtedium. The study revealed the existence
of 6 different groups, showing a good dicersityspécies ofAspergillussectionNigri of. In

the rainy season there was a greater richnesseet thpecies, where it was found 92.8 %,
while in the dry season it was found only 7.2%. Gheups | and Il were identified through
morphological and molecular characterization belogdo uniseriate species éspergillus
aculeatusand Aspergillus aculeatinysrespectively, and the groups Ill, IV and VI was
morphologically suggested to belong bisseriate isgeaf the aggregate Niger" Group Il =
Aspergillus tubingensjsGroup IV =Aspergillus niger Group VI =Aspergillus foetidusand
Group V could not be identified. According to enatim potential, only a pectinase enzyme
not was produced by these species, but none spgagepotentially considered producers the
tested enzymes, because the enzymatic index ihatasatisfactory.

Key-words: Fungi, morphological identification, biochemicatlentification, molecular
identification, production of enzymes.
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1 INTRODUCAO

O Brasil abriga a maior biodiversidade do planstgundo o Ministério do Meio
Ambiente, esta abundante variedade de vida, seztrach mais de 20% do numero total de
espécies da Terra, elevando o Brasil ao posto deipal nacdo entre os 17 paises
considerados megadiversos. Dentre os diversos bidmpais, a Mata Atlantica abriga uma
parcela significativa dessa diversidade biologisando considerado um dos dezenove
“hotspots” mundiais. Suas condicfes climaticas ipiam a existéncia de micro-organismos
decompositores e degradantes da biomassa dagdgresnando o solo desse bioma muito
rico em nutrientes.

O conhecimento das comunidades microbianas e dagdoe com o ambiente
consistem numa importante fonte de informacédo pmarantendimento da dindmica do
ecossistema. Dentre 0s micro-organismos, os fusgosextremamente importantes para o
funcionamento desses ecossistemas.

Os géneros mais frequientemente isolados do soldvsimmr, Rhizopus, Aspergillus,
Trichoderma, Penicillium, Fusarium, VerticilliueAlternaria. As principais fungdes desses
organismos no solo sdo a decomposicdo da mat@aaioa e a ciclagem dos nutrientes.

Os fungos do génerdspergillus sdo fungos filamentosos, ubiquos, comumente
isolados do solo, da natureza, do ar e de materegistais. Sao causadores de degradacéo de
alimentos, biodeterioragdo e patogénicos ao homeamimais. Entretanto, esses micro-
organismos sao muito interessantes, pois algun@cies deste género sdo utilizadas em
biotecnologia, onde produzem uma diversidade depostos quimicos como antibiéticos,
micotoxinas, enzimas, acidos organicos, compostaditos, entre outras substancias.

Dentro do génercAspergillus as espécies da sec#tigri sdo umas das mais
importantes, pois sdo fontes de enzimas extracetulaA utilizacdo destes fungos como
produtores de enzimas € reconhecida pelo FDA (Uni&tates Food and Drug
Administration), onde os produtos derivados podemdgstinados ao consumo humano com
seguranca (SAID; PIETRO, 2002). Dessa forma alguespécies do géneAspergillus tém
o “status” GRAS (Generally Regarded as Safe - Gerate Considerado Como Seguro),
devido & sua baixa toxicidade e ao uso histéricqpmgparacdo e producdo industrial de
alimentos e bebidas, bem como na producdo induskeizenzimas. Um exemplo sdo as
linhagens dé\. niger, utilizadas na producéo comercial de enzimas.

Neste contexto a tecnologia enzimatica vem sentipagia por oferecer vantagens no
estabelecimento de um processo tecnologicamentgolirmendo as enzimas hidroliticas
produzidas por diferentes espécies Alpergillus, onde a ampla diversidade quanto as
caracteristicas dessas enzimas potencializa sicagin em diferentes setores na industria,
tais como, na induastria téxtil, producdo de detetege com a funcdo de degradar compostos
proteinaceos, processamento de couros e induamaatéutica. Os principais setores que
empregam um grande numero dessas enzimas sames s alimentos e de bebidas, onde
as enzimas amilases e celulases sdao empregadagpayopdo mosto para fabricacdo de
cerveja. Na panificacdo utilizam-se as enzimas am®ef e peptidases para facilitar a
manipulacdo das massas. As pectinases sdo prmeipt utilizadas no processamento de
sucos de frutas e de vinhos, e o tratamento dgesila&com a adicao da fitase, pois melhora a
qualidade nutricional e favorece a digestdo demantes e monogastricos.

Os métodos tradicionais de identificacdo de espédeAspergillusda secadNigri
sdo baseados na morfologia, incluindo a cor e dparescimento da colbnia, diametro da
colénia, tamanho e ornamentacdo de conidios e iGfoids. Esta secado é considerada por
muitos taxonomistas como uma das mais dificeisdéatificar devido & alta diversidade
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genética, o que dificulta a identificacdo baseadeamente em caracteres fenotipicos. Sendo
assim, diversas pesquisas tém relatado a impaost@accombinacgao de diferentes ferramentas
de identificacdo, como por exemplo caracteristinasfoldgicas, bioquimicas e moleculares,
com o objetivo de delimitar espécies do génsspergillussecaoNigri. As grandes aliadas
dos taxonomistas nos ultimos anos sédo as técniadsecatares, como PCR, RFLP e
sequenciamento de DNA. Os principais alvos incluengene que codifica para RNA
ribossomal 18S, DNA mitocondrial, regido do espatergénico e regibes espacadoras
internas do DNA ribossomal (ITS). As regides IT&adlizadas entre os genes 18S e 28S do
rDNA, séo areas de particular importancia na disiciacdo entre espécies relacionadas ao
nivel intraespecifico, pois essas regides possueas e alta variabilidade.

Considerando o pouco conhecimento relativo aososirgncontrados em areas da
Mata Atlantica, torna-se evidente a importanciaedéudos que venham contribuir para
ampliacdo de dados sobre a diversidade de fungse rieoma tdo ameacado, bem como o
uso dos fungos em processos biotecnoldgicos.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Isolar e identificar espécies do génerdspergillus da secaoNigri utilizando
caracterizagdo morfoldgica, bioquimica e molecelavaliar o potencial enzimatico.

1.2.2 Objetivos especificos

a) ldentificar espécies daspergillussecaoNigri isoladas de serrapilheira e solo
por caracteristicas macromorfolégicas, micromodmas, testes bioquimicos
e técnica molecular, através do sequenciamentoeddses ITS1 e ITS4;

b) Selecionar espécies dspergillus secdoNigri de interesse biotecnoldgico
potencialmente produtoras de enzimas hidrolitiaastase, celulase, peptidase
(protease), pectinase e fitase.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biomas Brasileiros

Bioma é um conjunto de vida (vegetal e animal) tarido pelo agrupamento de tipos
de vegetacdo contiguos e identificaveis em esegenal, com condi¢cdes geoclimaticas
similares e histéria compartilhada de mudancasjeorgsulta em uma diversidade biol6gica
propria (IBGE, 2004).

O Brasil é o pais com a maior biodiversidade bicgabrigando entre 15% a 20%
do numero total de espécies do planeta (FAPESB)286ta enorme e variada biodiversidade
brasileira, dividida em seis biomas como Amazé&@arrado, Mata Atlantica, Caatinga,
Pampa e Pantanal (Figura 1), acolhe a maior rigdezalaneta em organismos (DINIZ;
FERREIRA, 2000).

B Amazéniza
Caatinga
B Cerrado
© Mata Atlantica
B Pampa
Pantanal

Figura 1. Biomas Brasileiros.
Fonte: MMA (2013).

Em funcdo da importancia do conhecimento da didadg da microbiota de solo em
diferentes regides, diversos estudos tém sidozeglls em biomas brasileiros, entre eles a
Mata Atlantica (TAUK-TORNISIELO et al., 2005; CARMAIO, 2012).

Assim sendo, as informacoes a respeito da quaagdip e identificagdo dos micro-
organismos servem como indicadores do estado do soin aplicabilidade no seu
monitoramento e conservacdo (DUTRA et al., 2005).



2.1.1 Caracteristicas Gerais do Bioma Mata Atlantia

O bioma Mata Atlantica e seus ecossistemas assscemvolvem uma area de 1,1
milhdo de km?, correspondendo a uma area de 13%rdwrio brasileiro (MMA, 2013), é
considerada a segunda maior floresta pluvial tedglo continente americano (METZGER,
2009). Esse bioma é composto originalmente porskgeformacdes florestais como floresta
ombrofila (densa, mista e aberta), floresta estatialecidual e estacional semidecidual,
manguezais, restingas e campos de altitude asssadurejos. Como se observa este bioma é
composto por muitas florestas e essas diferentégsnagsociam-se a outros ecossistemas,
criando uma cadeia de vida com muitas e diferentesacdes (RBMA, 2004).

Este bioma é considerado um “Hotspot”, os “Hotspef® areas que possuem um
grande numero de espécies, sendo algumas destasesspmeacadas, raras ou endémicas,
devido a essas caracteristicas, sdo consideradas de alta prioridade para conservacao
(MYERS et al.,, 2000). A Mata Atlantica é caractada principalmente pelo ambiente
altamente Umido, sobretudo por receber pouca los @ maior parte da luminosidade é
absorvida pelas folhas das arvores mais altas. Algsnhorizontes que compdem o solo, ha
também a serrapilheira, a qual ndo integra o salere é utilizada para classifica-lo dentre
suas diferentes classes. Porém esta camada receble e € essencial para a sua fertilidade,
por supri-lo com nutrientes e matéria organica. flaimiza o impacto consequente das
chuvas sobre o solo, e também o0 processo de egaporpe nele ocorre além de reter
também a umidade (FIGUEIRO FILHO, 2003). Porém getacdo natural deste bioma esta
sendo substituida, devido a diversas atividadesahamque estdo reduzindo drasticamente
este bioma, ameacando assim a sua biodiversidade.

A Fundacdo SOS Mata Atlantica e o Instituto Nadia@eaPesquisas Espaciais (INPE)
divulgaram em 2013 a taxa anual de desmatamen2@H@a 2011 que ficou em 15 mil ha,
ou seja, a area original que resta do bioma é 8% 8; sendo, portanto o bioma mais
ameacado do Brasil. Na busca de meios para cogderdeste bioma, varios estudos sobre a
diversidade de espécies de plantas e animais foeatizados, porém, ainda ha pouca
informacg&o acerca dos micro-organismos que compgssa ambiente (METZGER, 2009).
Portanto estudos envolvendo taxonomia, ecologiamdspeccao de fungos provenientes da
Mata Atlantica deverao ser realizados.

2.2 Fungos Filamentosos do Solo

O Brasil apresenta, indiscutivelmente, a maior iverdidade da Terra (BRANDON et
al., 2005). O solo é um meio altamente complexoy colltiplos componentes bidticos e
abidticos, consistindo de varios microambientesdselessa forma a complexidade do solo
determinada por diversas interacfes entre os coenpes fisicos, quimicos e biologicos
(BUSCOT, 2005; ZHANG; XU, 2008).

Os micro-organismos adaptam-se a esses micro-tsaletaformam consércios,
interagindo entre si e com outras partes da biotsotb (TORSVIK; OVERAS, 2002). Sabe-
se que o tipo de solo também influencia a estruidasacomunidades microbianas, em funcao
do tamanho de particulas, pH, capacidade de imtdicade ions, conteldo de matéria
organica etc (RODRIGUES et al., 2004).

Em relacdo a diversidade de micro-organismos ptesero solo, quando se fala em
biodiversidade e extincdo de espécies, a midiargesegprefere as espécies vegetais e animais
gue vivem acima do solo. Os organismos micro e osaopicos, 0s quais habitam o solo por
nao serem visiveis aos olhos humanos raramentmsdcionados (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006).
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Os micro-organismos representam as formas de vala abundante e diversificada
do planeta, sua diversidade funcional e estrutpsui certa relevancia, pois estéo
envolvidos em mais de 80% das reacbes que ocoreesple, desempenhando um papel
significativo para a manutencdo e equilibrio ecmidglos ecossistemas, uma vez que séo
responsaveis pela dinamica da matéria organicalagem dos nutrientes, possuindo um
papel na produtividade e qualidade do solo (NANHEMII et al., 2003; KASANA et al.,
2008).

Dentre estes micro-organismos que compdem a biendsssolo, os fungos estdo
entre 0s organismos mais importantes deste compj®i® sdo extremamente importantes
para o funcionamento destes ecossistemas, no engxigtem informagdes limitadas e
incompletas sobre a micobiota, as espécies predomeim e a interacdo entre elas
(MUELLER; SCHMIT, 2007).

Muitos fungos que habitam o solo sdo consideradpdftas, decompondo a matéria
organica, participando de processos como agregiz&olo e contribuindo para a ciclagem
dos nutrientes e mineralizacdo dos mesmos (MOREIRQUEIRA, 2002; PFENNING;
ABREU, 2006).

Devido a estreita relacdo com as plantas, os fumigosolo, podem ser um dos
determinantes principais da estrutura das comueglackgetais e, por outro lado, séo
amplamente influenciados por estas comunidades (MBM et al., 2010). Sendo, portanto,
provavel que o efeito da vegetacdo sobre as comdesdde fungos esteja associado a matéria
organica do solo, apresentando relacdo direta camiosnatributos fisicos, quimicos e
biolégicos desse ambiente (PEREZ-PIQUERES et@06R

De acordo com Simdes et al. (2013a), ndo ha umeosnssobre o namero total de
espécies fungicas existentes no mundo (Tabela 1).

Tabela 1.Estimativas sobre o nimero de espécies fungidateaties no mundo.

Publicacéo Numero estimado de espécies fungicas
Hawksworth (1991) 1.500.000
Hammond (1992) 1.000.000
Rossman (1994) 1.000.000
Hammond (1995) 1.000.000
Cannon (1997) 9.900.000
Frohlich e Hyde (1999) 1.500.000
May (2000) 500.000
Hawksworth (2001) 2.270.000
O’Brein et al. (2005) 3.500.000 — 5.100.000
Mueller e Schmit (2007) 712.000
Mora et al. (2011) 611.000

Fonte: SIMOES et al. (2013a)

O inicio dos estudos sobre a diversidade fungisasdtos brasileiros ocorreu por Katz
(1981), onde este estudou a serrapilheira de unsgoldo na regido de Manaus/AM.

Gams (2007), descreve que o0s géneros de fungosefitdsos mais comumente
encontrados nos solos saéspergillus, Trichoderma, Penicillium, Fusarium, &b,
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Rhizopus, Pythium, Verticilium e Alternaridorges et al. (2011), confirmam em grande
parte esses dados, pohspergillus Penicillium Rhizopus Trichoderma Fusarium e
Lecanicilliumforam os géneros isolados de solo da Floresta GitabMista, pertencente a
Mata Atlantica, e corresponderam a 64,75% do waUFC. Silva et al. (2011a), isolaram
fungos filamentosos do solo de sistemas agroflaisestcomposto por fruteiras tropicais e
arboreas nativas da Mata Atlantica, e identificafargénerosAspergillus, Cladosporium,
Curvularia, Fusariume Penicillium, dentre estes as espécies identificadas do género
Aspergillusforam: Aspergillus clavatus, A. flavus, A. nigeA. niveus.

2.3 GéneroAspergillus

O génerdAspergillusfoi descrito pela primeira vez em 1729 pelo padreslogista e
botanico Pier Antonio Micheli, sendo validado pank.em 1809. Entretanto a primeira
monografia sobre o género e as espécies pertencere foi publicada por Tom e Church
apenas em 1926, sendo a partir dai este géneredeado um dos maiores géneros de
fungos estudados.

Trata-se do género mais comum dos fungos filamesidao os mais abundantes no
planeta, alimentanto-se de diversos substratosgeseando em diversas condi¢cdes abioticas
(entre 6 e 55 °C) (RHODES, 2006). E consideradmopslita, as espécies que o compde s&o
amplamente distribuidas na natureza, sdo sapr@osntrados onde quer que exista matéria
organica a ser decomposta, principalmente em regiie clima tropical e subtropical
(KLICH, 2002a). O sucesso desta disperséo é atigbasisua gigantesca producdo de esporos,
0S quais sado as estruturas mais dominantes nispersando-se por longas e curtas distancias
(KRIJGSHELD et al., 2013). Sao causadores de degémdde alimentos, biodeterioracao e
patogénicos ao homem e animais. Entretanto, esskeso-onganismos sao muito
interessantes, ndo s6 em termos de aplicacao hiddgica, mas também para a economia
devido as suas propriedades metabolicas (WANG,£2G08, DAGENAISKELLER, 2009).

Fungos do génerdspergillus sp. pertencem ao filo (ou divisdoAscomycota
classificados como anamorficos (apresentam a fasexaada ou mitGtica), pertencem ao
(subfilo ou subdivisdo) doBezizomycotin@ € caracterizado pela formacédo de conidioforos,
ou seja, hifas especializadas e produtoras de iogniclasseEurotiomycetes(HIBBETT et
al., 2007), pertencentes a ordem dagotiales caracterizado pela producdo de esporos
assexuais, classificados na familiachocomaceaeque é conhecida por apresentar impactos
positivos e negativos sobre as atividades humaesencente ao géneAspergillus(KIRK
et al., 2008; CUOMO; BIRREN, 2010). Algumas espgdeAspergillusapresentam a forma
sexuada caracterizada pela presenca de cleisttésiocos e ascosporos, classificadas como
teleomorfo (KLICH, 2008). Entretanto, um novo sisgede classificacédo, incluindo tanto
anamorfos e teleomorfos foi proposto por HoubralkenSamson (2011). A familia
Trichocomaceadoi dividida em trés familias distintagspergillaceag Thermoascaceae
TrichocomaceaeDessa forma os géneréspergillus, Basipetospora, Eladia, Fraseriella,
Penicillium, Phialomyces, Phialosimplex, Polypaaei| Thysanophora Torulomycegoram
classificados nesta nova famikespergillaceag caracterizada pela presenca de fidlides em
forma de garrafa ou cilindricas, producdo de asmutrd do cleistotécio ou rodeado por
células, ascosporos com fenda e conidios com forailédricos.

Esses fungos se reproduzem por meio de esporosdi@®)p formando micélios
compostos por hifas septadas e ramificadas (PELCZAR8). Eles possuem uma estrutura
denominada conidioforo que €& constituido pela abegpergilar e pela estipe
(FASANELLA, 2008). Os conidiéforos daAspergillusspp. caracterizam-se por apresentar
um formato bem distinto, com o apice de sua eskpexpandindo em uma vesicula que pode
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apresentar diferentes formatos. Normalmente a textyya para o crescimento destes fungos
fica entre 15 e 35 °C, mas o 6timo para a maiaca éntre 20 e 30 °C, porém algumas
espécies podem crescer a temperaturas acima de. & gH em torno de 6,0 é considerado
6timo para a maioria das espécies e a atividadiegda (aw) ideal é proxima a 1,0 podendo
chegar até 0,7 (PUTZKE; PUTZKE, 2004; FRAGA, 2005).

Embora a maioria das espécies Alpergillusseja saprofita, algumas espécies sao
parasitas de insetos, plantas e animais, inclunigomem (FASANELLA, 2008).

O crescimento pode ocorrer na forma de pellets, @sinifas emaranhadas formando
pequenas esferas, ou na forma filamentosa, comfas dispersas pelo meio de cultura
(WHITAKER; LONG, 1973). A taxa de crescimento emiosede cultura é de rapida para
moderadamente rapida (PRADO, 2002).

De acordo com Bennett (2010) o généspergilluscompreende entre 260 espécies,
porém a sistematica esta em permanente estadauxi® ¢ muitas espécies estdo sendo
identificadas com base em caracteres morfologfigislégicos e moleculares.

A fim de facilitar o estudo das numerosas espémetencentes a este género, alguns
autores os dividiram em subgéneros e sec¢fes baseadearacteristicas comuns, portanto
este género € subdividido em 8 subgéneros que tériposente dividido em 18 secles
(Tabela 2) (MACHIDA; GOMI, 2010). Uma descricdo quleta sobre o género foi
inicializada por Rapper e Fennel em 1965, ondenforaconhecidas 132 espécies e 18
variedades (PITT; SAMSON, 1993).

Tabela 2.Divisao das sec¢fes do généspergillus.

Subgénero Secdo

Aspergillus Aspergillus
Restricti
Fumigati
Fumigati Cervini
Clavati
Ornati Ornati
Candidi Candidi
Terre Tgrrei
Flavipedes
Nidulantes
Nidulantes Usti
Sparsi
Flavi
. . Nigri
Circumdati Circu?ndati
Cremei
. Warcupi
Warcupi Zonati

Fonte: MACHIDA,; GOMI,2010.

As espécies mais estudadas pertencem as s@jfmsndat] Flavi e Nigri, sdo
economicamente importantes, pois, algumas produeemimas, acidos, antibioticos e
micotoxinas (FASANELLA, 2008).

As espécies mais comuns, responsaveis por divdmascas em plantas e produtos
vegetais, saé. niger, A. flavus A. parasiticusA. ochraceug A. alliaceustPERRONE et al.,
2007). Esses micro-organismos contaminam produjosaas em diferentes fases, como
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pré-colheita, colheita, processamento e manuseibugas espécies sdo produtoras de
metabdlitos secundarios toxicos.

Em relacdo a importancia econdmidaspergillus € um dos géneros de fungos
economicamente mais importantes, muitos isoladosutizados na producao de diversos
produtos, porém algumas espécies sao responséveis/prsas desordens em varias plantas
onde cerca de 20 espécies do génlspergillus sdo consideradas patogénicas, com
capacidade de causar aspergilose (VARGA et al4)200

2.3.1 Morfologia do génerdAspergillus

Ao observar as estruturas desse género o micadgist Antonio Micheli percebeu a
semelhanca com a forma de waspergillum (borrifador/aspergidor de agua benta), dessa
forma a espécie foi nomeada de acordo com o ofifétiCH, 2002b). A taxonomia classica
do género baseia-se nos caracteres morfolégiceoiflicos, bem como nas caracteristicas
reprodutivas observadas (RAPER; FENNERLL, 1965;&H.) 2002a).

O género é de facil identificacdo, porém a iderdfeio em nivel de espécie é
considerada complexa. Microscopicamente, as espédesde género produzem um
conidiéforo, usualmente asseptado e com a baseatmente em forma de “T” ou “L”,
comumente chamada de “célula pé”, conectada a ufaavégetativa. O conidiéforo se
desenvolve a partir da “célula pé”, podendo aptesatiferentes comprimentos. No apice do
conidiéforo é formada a vesicula através da expauséconidioforo, na qual as células
conidiogénicas, fialides sao formadas. A vesicaldeppossuir diferentes formas e tamanhos
dependendo da espécie (Figura 2).

Figura 2. Diferentes formas de vesiculas Adspergillus a) globosa ou esférica; b) piriforme; c)
espatulada e d) clavada.
Fonte: KLICH (2002b).

Em algumas espécies, os conidios sdo produziddgahdss que saem diretamente da
vesicula, e as espécies que possuem essa formigul@dglide) sdo denominadas de
unisseriadas. Nas outras espécies, hd uma segangal@ de células entre a vesicula e as
fidlides e esta segunda camada de células, sastratues especializadas denominadas de
métulas, e a presenca dessas estruturas caratterssas espécies como bisseriadas, como
pode ser observado na (Figura 3) (RAPER; FENNEBB5]1 KOZAKIEWICZ, 1989).
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Figura 3. (a) Conidiéforo deAspergillus clavatus unisseriado, apresenta apenas uma Unica camada
de células (fialides) que dao origem aos conidimsAspergillus flavus bisseriado, apresenta duas
camadas de células métulas e fialides.

Fonte: KLICH (2002b).

Dentre as caracteristicas macromorfolégicas est&ola@acdo conidial e micelial,
didmetro da coldnia, cor do reverso da coléniagdpcéo de exsudados e pigmentos solaveis,
presenca de esclerécio (estrutura de resisténogicii) e cleistotécio (KLICH, 2002b). As
secOes possuem diferentes coloragfes para as ax)lémique torna essa caracteristica
macroscopica de grande importancia na diferencia8&oolénia € composta por miceélio
aéreo com conidiéforos eretos, densamente distidsusobre a superficie do meio e farta
producao de conidios (SANTOS, 2007). As cores d&n@s podem variar de varios tons
como verde, amarelo, marrom, branco, preto e ciAzaespécies dAspergillusda secdo
Nigri possuem conidios de cor negra, no entanto, asgéBumigati, Nidulantese Flavi
possuem conidios de cor verde (PERRONE et al.,;BIBENETT, 2010).

Micromorfolégicamente, a caracterizacdo é princmalte dependente da seriacao,
forma e tamanho da vesicula, morfologia do corédilo estipe, presenca de células de Hiille,
que sao células de parede muito espessas e réfsg€KLICH; PITT, 1988), séo
consideradas células de suporte ou de reservaivaipara o fungo (SAMSON et al., 1995),
morfologia de esclerdcio e cleistotécio (RODRIGU&Zal., 2007). Além das caracteristicas
morfologicas, as espécies podem ser caracterizattlagés de seus perfis de metabdlitos
secundarios, por sua taxa de crescimento em detmias temperaturas e atividade de agua,
através de seu crescimento em diferentes meioglieac(CYA, MEA, CREA) dentre outros
(SAMSON; VARGA, 2009).

As linhagens deéAspergillus devem ser crescidas em meios de cultura espexcifico
(SAMSON et al., 2007), uma vez que alteracdes ragicas podem surgir de acordo com o
meio utilizado.

Os metabdlitos secundarios podem ser utilizados paeconhecimento de espécies
devido a sua especificidade entre espécies (LARSEHNI., 2005). Praticamente todas as
espécies déspergillusproduzem uma combinagdo Unica de diferentes tigosompostos
organicos, como policetideos, peptideos nao-ribnasoe terpenoides, assim como muitos
outros compostos de origem biossintética mista (&BAN et al., 2005; YU et al., 2005).
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A taxonomia deste género recentemente tem sidovesiigada, utilizando-se uma
abordagem polifasica interagindo caracteristicagfaitgicas, bioquimicas, ecolégicas,
genéticas e moleculares, a fim de examinar a vldatte dentro da espécie e adicionar ou
reclassificar as espécies dentro do género (PETERSQ@I., 2001; ITO et al., 2001; RIGO et
al., 2002; FRISVAD et al., 2005; PETERSON, 2008RR®ONE et al., 2008; PILDAIN et
al., 2008; BENNETT, 2009; SAMSON; VARGA, 2009; KRFE$HELD et al., 2013). Na
(Tabela 3), sédo listados manuais e monografias riiapies dedicados a taxonomia de
Aspergilluse Aspergillusda secadigri.

Tabela 3.Manuais e monografias importantes para identifioatas espécies despergills e
AspergillussecaaNigri.

Ano Autor Artigo/livro
1926 Thom. & Church TheAspergilli (Baltimore: Williams e Wilkins)
1945 Thom & Rapper A manual of thespergilli (Baltimore: Williams e
Wilkins)
1965 Rapper & Fennell The Genu#spergillus(Baltimore: Williams e Wilkins)
1980 Al-Musallam, A. Revision of the Blackspergillusspecies
1985 Samson, R.A. & Pitt, J.I.  Advances irPenicilliumandAspergillusSystematics
(New York: Plenum).
1988a Klich, M.A. & Pitt, J.I. A Laboratory Guide to Conun AspergillusSpecies
and Their Teleomorphs (North Ryde, Australia:
Division of Food Processing).
1990 Samson, R.A & Pitt, J.I. Modern Concepts iRenisilliumandAspergillus
Classification (New York: Plenum Press).
2000 Samson, R.A & Pitt, J.I. Integration of Modern Tasmic Methods for
PenicilliumandAspergillusclassification (Amsterdam:
Harwood Academic Publications).
2003 Varga, J. et al. Evolutionary relationships amomgspergillusspecies
producing economically important mycotoxins.
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2007(a) Samson, R.A. et al. The species conceptspergillus recommendations of
an international panel.

2007(b) Samson, R.A & Varga, J Diagnostic tools to identify black Aspergilli

2008 Noonim et al. Two new species dAspergillussectionNigri from
Thai coffee beans.
2010 Varga et al. Aspergillussect. Aeni sect. nov., a new section of the
genus forA. Karnatakaensisp. nov. and some aliied
fungi.
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indoor air.
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Fonte: MACIEL (2013), adaptado

2.4 Importancia deAspergillus secaoNigri

Os componentes da secddi@gri estdo entre 0os mais importantes dentro do género
Aspergillus esta secdo abriga espécies de grande interessenailégico, onde sao utilizadas
na producéo industrial de alimentos e de produtsmdcéuticos devido ao rico perfil
enzimatico. S&o utilizados industrialmente comatdotle enzimas extracelulares: amilase,
catalase, celulase, glucoamilase, lipase, pectinaséease, xilanase e fitase, utilizadas em
diversos setores industriais, bem como na proddeadacidos organico, citrico e glucénico,
dentre outros (PANDEY et al., 1999; PARIZA; JOHNSCO2001; PANDEY et al., 2005;
MINAFRA, 2007; SINGH et al., 2009; RODRIGUEZ-ZUNIGét al., 2011).

Alguns produtos obtidos a partir depergillus nigempossuem a categoria GRAS da
FDA, sendo, portanto considerados como seguroligagibs em quantidades significativas
como aditivos alimentares (ABARCA et al., 2004).

Aspergillus nigerobteve sua primeira importante funcdo em 1919nudstria de
alimentos, pois apresentou uma alta produtividad®mmacao de acido citrico. Entretanto, a
partir de 1960 seu uso foi expandido e se tornoa grande fonte de producédo de enzimas
(SCHUSTER et al., 2002). Deste fungo, foram isotad® compostos rubrofusarem B, com
atividade citotéxicas, aurasperona A com atividadaoxidante (SONG et al., 2005), e o
acido tensiuico A com atividade antimicrobial atoantraBacillus subtillis(HASEGAWA et
al., 2007), dentre outros metabolitos (NIELSENIgt2009).

A temperatura ideal para o crescimentaddeigerfoi relatada entre 30-37 °C (BELLI
et al., 2004; LEONG et al., 2004).

As espécies daspergillussecaaNigri sdo as mais frequentemente relacionadas como
contaminantes de uvas e seus derivados. Dentie esgiaciesi\. carbonariuse reconhecido
principalmente por ser um dos maiores produtoresoctatoxina A, sendo encontrado
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principalmente em uvas, vinhos e cafés (SERRA gt28l03; MITIDIERI et al., 2002;
SERRA, 2005; NOOMIN, et al., 2008; SPADARO et a0]10).

Algumas espécies desta secdo sao utilizadas narafdlo de alimentos e bebidas
tradicionais, como por exemphfa awamoriusado para a producao de koji, uma massa feita a
partir de gréos de leguminosas fermentadas (CO@KJRBELL, 1994).

2.4.1 Taxonomia da secaNigri

A identificacdo das espécies do génaspergillussecaaNigri ou BlackAspergillusé
considerada uma das mais complexas do géneroapaifferencas entre estas espécies sao
muito sutis, as principais caracteristicas saoidios de coloracdo marrom-escura a negros,
conidioforos hialinos, seriacdo unisseriada ou drigda e vesicula globosa (RAPER;
FENNELL, 1965; KLICH, 2002b).

Apés a primeira descricdo do généspergillusfeita em 1729, muitas outras espécies
comecaram a ser descritas, e entdo em 1926, ThGmueh baseados em caracteristicas
morfolégicas agruparam as espéciesAdpergilluse descreveram 13 espécies, para 0 que
chamaram de GrupAspergillus niger Thom e Raper (1945) baseando-se no tamanho do
conidio e na presenca ou auséncia de meétulas #libaliv o GrupoAspergillus niger
aumentando assim esse numero proposto para 15esspéc

Em 1965, um grande passo foi dado no sentido dareser a taxonomia do género
Aspergillus com a publicacdo do manual de Raper e Fennglieaeduziu para 12 o nimero
de espécies dentro do qual eles chamaram de Ghupoiger. Gams et al. (1985),
reclassificaram o génerspergillusem subgéneros e se¢des seguindo o Codigo Intenadci
de Nomenclatura Botanica e criou a seddgri dentro do subgéner@ircundati Klich
(2002a), em seu manual de identificacdo descrepemas as espécies mais comuns de
Aspergillus baseando-se em critérios morfolégicos, onde fatastritas cinco espécies para
a secaadNigri: A. carbonarius, A. foetidus, A. japonicus, A. nigék. awamorj mencionando
o status taxondmico d&. aculeatuem discussao. Entretanto, Varga et al. (2003 yés de
analises filogenéticas utilizando-se de dados mtdees e morfoldégicos sugeriram que a
secdo Nigri seja formada pelas seguintes espécies:aculeatus, A. brasiliensis, A.
carbonarius, A. ellipticus, A. foetidus, A. hetemsphus, A. homomorphus, A. japonicus, A.
niger e A. tubingensisAspergillus brasiliensis, A. foetidus, A. nigerA. tubingensissdo
morfologicamente indistinguiveis e, portanto, peciem ao denominadayregado Niget.
Aspergillus awamoriA. usamii, A. phoenicis e A. ficudoram reduzidas a sinbnimos, das
espéciedA. niger, A. tubingensis, A. brasiliensis e A. ithes, respectivamente. Baseados na
producdo de metabdlitos secundarios, caractesstiwarfolégicas e o sequenciamento do
gene dapB-tubulina, para algumas espécies, Samson et ab4)2@ceitaram 15 espécies
pertencentes a esta sec¢Ao aculeatus, A. brasiliensis, A. carbonarius,cAstaricaensis, A.
ellipticus, A. foetidus, A. heteromorphus, A. homohus, A. japonicus, A. niger, A.
tubingensis, A. lacticoffeatus, A. piperis, A. stieniger e A. vadensis.

Apos alguns anos de estudos, Samson et al. (28@5)aram 19 espécies para a secao
Nigri, onde foram observadas caracteristicas como: agidlor e didmetro da colbnia,
fisiologia, producdo de metabdlitos secundariogiiseciamento da regido ITS, do gendgda
tubulina e calmodulina. As espécies aceitas poesessutores saoA. aculeatus, A.
aculeatinus, A. brasiliensis, A. carbonarius, Astemicaensis, A. ellipticus, A. foetidus, A.
heteromorphus, A. homomorphus, A. ibericus, A. naus, A. niger, A. tubingensis, A.
lacticoffeatus, A. piperis, A. sclerotioniger, Alesotiicarbonarius, A. uvarure A. vadensis.

Varga et al. (2011), estudaram a morfologia, fegg@, ecologia e métodos
moleculares na determinacao das espécigssgergillussecaaNigri e descreveram 8 novas
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espécies:A. acidus A. fijiensis, A. ecalypticola, A. indologenus A. neoniger A.
saccharolyticus, A.coreanus, A. violaceofusomsde foi aceito 26 espécies para a secao
Nigri.

No entanto, Jurjevic et al. (2012) e Hubka e K&l&#012), sugerem quk. fijiensis,
seja considerado sinbnimo de brunneoviolaceusja conhecidp pois as sequéncias de
multilocus analisadas séo indistinguiveis, e tamltstmerem queA. japonicusdeve ser
tratado como um sinénimo de violaceofuscygois os resultados filogenéticos obtidos ndo
confirmam a separacdo em duas espécies diferemgsanto isso, mais duas novas espécies
unisseriadas foram descritas por Jurjevic et 8122 A. floridensise A. trinidadensiso que
significa que atualmente sdo consideradas 27 espdiferentes (Tabela 4).

Tabela 4.Espécies dAspergillussecadNigri aceitas atualmente.

A. acidus A. sclerotiicarbonarius
A. aculeatus A. uvarum
A. aculeatinus A. awamori
A. brasiliensis A. brunneoviolaceus
A. carbonarius A. coreanus
A. costaricaensis A. eucalypticola
A. ellipticus, A. indologenus
A. heteromorphus A. neoniger
A. homomorphus A. saccharolyticus
A. ibericus A. violaceofuscus
A. niger A. floridensis
A. tubingensis A. trinidadensis
A. piperis A. vadensis

A. sclerotioniger

Fonte: JURJEVIC et al. (2012); HUBKA e KOLARIK (2811

Algumas espécies, tais corm. niger, A. tubingensis, A. foetida#\. brasiliensissédo
morfologicamente indistinguiveis chamados, portadé‘agregado Niger (PARENICOVA
et al., 2001), a semelhanca morfolégica entreetsi®cies impede a sua identificacdo correta.
Segundo Varga et al. (20114,. foetidusé sindbnimo deA. niger com base em dados
moleculares e fisioldgicos, portanto apds estarmaitacdo as espécies que compdem o
“agregado NigersaoA. niger, A. tubingensisA. brasiliensis.

Para uma identificacdo inequivoca se fazem nedassanalises moleculares e
bioquimicas (FERRACIN et al., 2009). O desenvolvitoede técnicas de biologia molecular
para a diferenciacdo genética das espécies resrttocavancos significativos na taxonomia,
devido a sua sensibilidade e especificidade (MIERIIet al., 2002).
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2.4.2 ldentificacdo das espécies depergillus secaoNigri
2.4.2.1 Critérios morfolégicos e bioquimicos

A identificacdo morfolégica, como o proprio nome,d¢ baseada na observacdo dos
caracteres morfologicos do fungo, sendo, portargocaracteristicas macroscopicas e
microscépicas fundamentais para a identificacdomé&nual de identificacdo do género
Aspergillus mais importante, foi baseado em caracteres nigifmds (RAPER; FENNELL,
1965). Essa identificacdo por meio de metodologidssicas possui vantagens por ser
econdmica, entretanto, € demorada, muitas vezésita e laboriosa, pois necessita de uma
série de técnicas de identificacdo, como microgultcrescimento em diferentes meios de
cultura e temperaturas etc.

Portanto para acelerar e melhorar este processtedgficacdo os isolados da secao
Nigri sdo também caracterizados por seus perfis de afigbab secundarios, por seu
crescimento nos meios de cultura: Creatina Sac#gae(CREA), MEA-Boscalide (Extrato
de Malte Agar) e pelo teste bioquimico, chamaddeTeés Ehrlich (SAMSON et al., 2007).

Samson et al. (2004), apresentaram algumas cdsiic@s morfologicas para
diferenciacdo deA. sclerotiicarbonariusdas demais espécies da sedégri. Aspergillus
sclerotiicarbonarius produz esclerocios de cor amarelo-alaranjado ersevda colénia
amarelo brilhante em meio YES (Extrato de Leved@aearose Agar). Outro meio de cultura
utilizado para diferenciak. sclerotiicarbonariusias espécies. carbonarius, A. ibericusA.
sclerotionigeré o meio CREA, devido a sua incapacidade de cnestd neste meio. Samson
et al. (2004), também relataram a producéo derésids emA. tubingensis, A. aculeatus, A.
costaricaensis, A. ellipticug A. piperis, poréem nem sempre € observada a producdo de
esclerdcio nestas linhagens. Anos depois Samsaln @007) , descobriram que as espécies
A. aculeatinuse A. sclerotioniger também sédo espécies consideradas produtoras de
esclerdciosA. ibericusndo é considerado produtor de esclerdcio seguada 8t al. (2006).
Aspergillus nigere A. carbonariusapresentam coloracdo da colbnia negra com aspecto
granulado e o reverso cor creme podendo apregaegas (FISHER; COOK, 2001).

As caracteristicas dos conidios também sédo imgeggrara identificacdo de algumas
espécies, por exempldd. homomorphuse A. ibericus produzem conidios espinhosos,
enquanto outras espécies produzem conidios varidadiiso ou quase liso, incluinda.
lacticoffeatuse A. vadensisAs caracteristicas dos conidios sdo considefaddamentais na
identificacdo e diferenciacédo das espécies, pais saracteristicas independem das condicdes
de crescimento (SIMOES et al., 2013h).sclerotiicarbonarius, A. carbonarius, A. ibergu
A. sclerotioniger e A. homomorphg8o espécies que produzem conidios grandes, m&s d
um de tamanho (SAMSON et al., 2007).

As caracteristicas morfologicas do furyocarbonariuso tornam uma espécie dentro
da secad\igri claramente diferenciada do restante das espeSB8RCA et al., 2004).
Entretanto ha semelhancas muito elevadas entrasoespécies desta secédo, este é o caso de
A. aculeatus compartilhado cormA. japonicus Klich (2002b), descrevé. aculeatuse A.
japonicus como espécies morfologicamente semelhantes, oodeblservado que estas
espécies sao distinguidas apenas pelo tamanhcedasihas e a forma dos conidios, oAde
aculeatuspossui vesiculas grandes e conidios elipsoidiseditemente da. japonicus.

No entanto, ndo hd um método de identificacdo guoeidne perfeitamente, por isso
muitos taxonomistas tém aderido a identificacdoecuwhr juntamente com a morfoldgica,
fisiologica e bioquimica. (GEISER et al., 2007; RRIBUES et al., 2011; SILVA et al.,
2011b; PERRONE et al., 2011; SIMOES et al., 2013b).
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2.4.2.2 Critérios moleculares

Os métodos moleculares como a Reacdo em Cadeialomefase (PCR), DNA
polimorfico amplificado ao acaso (RAPD), sequen@&ato genético, entre outros, Sao
aplicados a questBes taxondmicas, e também reelgnande diversidade existente entre as
espécies da secddigri (GUIMARAES et al, 2006; SAMSON et al., 2007; VARGA et al.,
2011).

A PCR é uma técnica baseada na amplificacdo deragiao especifica do DNA
delimitada pela sequéncia dos oligonucleotideosaidores. Esta reagcdo consiste em trés
passos chave: fase de desnaturacdo da dupla fdAldeem alta temperatura, geralmente em
temperaturas de 94 a 96 °C; fase de anelamente, @pdr de oligonucleotideos iniciadores
se liga a sequéncia complementar na fita de DNAnamente, a fase de extenséo da fita de
DNA (CHEN; JANES, 2002). Esta técnica tem como deamantagem, sobre outros métodos,
o tempo de deteccéo reduzido de dias para apenasad horas. Resumidamente, na técnica
de sequenciamento, utiliza-se um iniciador com jeto® de alongar uma fita do DNA e
além dos desoxirribonucleotideos séo utilizadoshéam analogos chamados didesoxi, que
nao possuem a hidroxila - 3’ marcados radioativdenen por corantes fluorescentes, para
que interrompam o alongamento da cadeia de nudés®j gerando varios fragmentos de
tamanhos diferentes. Atualmente o sequenciamemdonatico utiliza um sistema a laser que
detecta fluorescéncia para a separacao dos fragsm@RALAMAZZA, 2011).

Os principais alvos para a deteccdo, ao nivel dergéincluem o gene que codifica
para RNA ribossomal 18S, DNA mitocondrial, regido dspaco intergénico e regifes
espacadoras internas do DNA ribossomal (ITS). Degées que flanqueiam os genes rDNA
sdo os denominados Espacadores Internos Transariioso inglésinternal Transcribed
Spacey ITS 1 e ITS 2 (Figura 4) (LARENA et al., 1999).rAgido ITS 1 foi descrita por
possuir uma rapida evolucdo e a regidao ITS 2 unwdue®o moderada para rapida (DE
OLIVEIRA et al., 2005). Estas regides estao loeaes entre os genes 18S e 28S do rDNA,
sdo areas de particular importancia na discrimmag@tre espécies pois essas regidoes
possuem areas de alta variabilidade. Dessa fornraga@es ITS tem sido usadas para a
identificacdo de espécies daAspergillus da secéo Nigri por ensaios de PCR
(DACHOUPAKAN et al.,2009).

NS1VANSI ITSI
*» > »
rDNA Nuclear 185 IT |s8s|IT rDNA Nuclear 285
< -« <
NS21 NS4 ITS4

}4— 550 bp —r{ |<— 645 hp —>|
}4 1152bp —>|

Figura 4. Localizacdo dos oligonucleotideos iniciadoresiaatiios na amplificacdo das diferentes
regides do rDNA de fungos.
Fonte: DE OLIVEIRA et al. (2005).

Parenicova et al. (2000), realizaram a analisegdihética das regido ITS-5,8S e
revelaram qué\. carbonariusera claramente distinguida das outras espéciesitss ondé.
carbonarius formava um grupo separado dentro das espéciesribidas. Neste estudo
encontraram diferencas de 18 e 51 pares de bases a&n sequéncias de ITS de
carbonariuse das outras espécies.
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Entretanto Samson et al. (2004), analisaram a se@li@o gene dp-tubulina, o perfil
de producado de metabdlitos secundarios e diferentésios morfolégicos, e concluiram que
as especied\. japonicuse A. aculeatussdo duas espécies distintas. Estes resultados, em
conjunto com os critérios morfoldgicos confirmaramistincdo das duas espécies.

Conforme ja citado, Parenicova et al. (2000), psepam a divisdo doagregado
Niger’ e esta divisdo foi proposta apos considerar dsdes de restricdo obtidos catpnl -
Xhol e Pstl - Sall No entanto em outro trabalho, Parenicova e@l1) seqienciou a regiao
ITS-5,8S do rDNA e comprovou que as diferencaseeatr quatro espécieé.(niger, A.
tubingensis, A. foetidus A. brasiliensi eram minimas, pois as sequénciasdaigere A.
tubingensis diferiram em apenas 3 nucleotideds, foetiduse A. tubingensisem 2
nucleotideos, e as sequénciardeigere A. foetiduginham 5 nucleotideos diferentes. Dessa
forma as arvores filogenéticas obtidas a partian@ise das regides de DNA realizadas por
diferentes autores (VARGA et al.,, 2003; ABARCA ¢t 2004; SAMSON et al., 2007)
mostraram que as cepas do “agreghliger’ sdo claramente diferenciadas do restante da
secdo.

O aumento no uso de técnicas moleculares em diagmogingico forneceu
ferramentas para responder questdes para a taxamumicom a identificacdo morfologica
somente, ndo era possivel.

2.5 Enzimas

As enzimas séo proteinas bastante ativas e vergatém a propriedade de catalisar
transformacdes de moléculas organicas em condig@eslas de reacdo, sdo catalisadores
biolégicos que aumentam a velocidade das reaceglibiicas. Elas tém sido amplamente
utilizadas em diversos processos industriais, desdgegunda metade do século XIX
(BRUHLMANN et al., 2000; MOLINA et al., 2001; GAMAt al., 2002). Ao contrario dos
catalisadores ndo enzimaticos que, em geral, t@&m aqpla, as enzimas ndo requerem altas
temperaturas e valores extremos de pH. Além dasatividade enzimatica pode ser regulada
com relativa facilidade, apenas modificando a ma@mrdo meio de reagdo, como, por
exemplo, alterando o pH. Elas s&o classificadasspalibstratos com que reagem e por sua
especificidade de reacdo, sdo nomeadas pela atacBEyminacdo ase ao nome do substrato
com o qual realizam as reacoes (LAIDLER, 1954).

As enzimas podem ser divididas em seis classeandegs reacdes que catalisam:
oxidorredutases (catalisam reagfes de Oxidoredycressferases (catalisam reacdes de
transferéncia de grupos de uma molécula a outigrplases (catalisam reacfes de hidrolise);
liases (catalisam reacdes de quebra de ligac@siierases (catalisam reacdes de mudanca
intramolecular, onde um substrato transforma-seienproduto isémero) e ligases (catalisam
a ligacdo covalente de moléculas, com simultanedbrgude uma ligacdo de alta energia
(SANT'ANNA JR, 2001).

As enzimas podem ser de origem animal, vegetalceobiana, sendo as de origem
microbiana as mais utilizadas em processos biokégitos oferecendo uma série de
vantagens: a producao pode ser aumentada facilnmengeja, possibilidade de produgcdao em
larga escala, sdo relativamente faceis de seretivadds em ambiente controlado, sdo
altamente sensiveis a alteracdes genéticas, oaquete obtencdo de linhagens melhoradas
quanto a producéo e qualidade da enzima, possuxm tasto de obtencdo, representam
recurso renovavel, e a diversidade destas enzinam®rne, tendo aumentado a cada ano,
devido a descoberta de novas enzimas e novas@@EEéPANDEY et al., 2005; BON et al.,
2008).
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Diante do exposto a tecnologia enziméatica €, umcdagos mais promissores dentro
das novas tecnologias para sintese de compostitodalor agregado (FERNANDES et al.,
2004. As agéncias de protecdo ambiental restrimg&rdiberacdo de compostos quimicos no
ambiente, portanto as enzimas foram usadas parstitaitb produtos quimicos como
compostos causticos, acidos e solventes toxicoagregliam o meio ambiente e provocavam
0 desgaste de materiais (MITIDIERI et al., 2002gs&a forma os processos industriais
biocatalisados apresentam menor impacto ambientanéém menor consumo energeético,
uma vez que as enzimas sdo biodegradaveis e atmmgrecificas minimizando os efeitos
indesejaveis (SANTANA, 2012).

O Brasil importa a maior parte das enzimas queatiembora apresente um enorme
potencial para produzi-las. Essa potencialidadevidereciada pela grande diversidade
biolégica, ainda pouco explorada, que serve comtefpara a obtencédo de novos organismos
produtores de enzimas de interesse industrial @ gelindancia de matéria organica que
constitui substrato de baixo custo para as ferngéata(BON et al., 2008).

O mercado mundial de enzimas industriais atingiaacde US$ 3,6 bilhdes em 2010.
A Bcc Research — Market Forecasting projeta estecade a crescer a uma taxa de
crescimento anual de 9,1% para chegar a US$ 6dsilaté 2016. As enzimas para alimentos
e bebidas compdem o maior segmento da industriandenas industriais, alcancando o
faturamento de US $ 1,2 bilhdes em 2010. Segunditirno relatorio de abril de 2011 da
Bcc, este mercado esta previsto para chegar a2)B$lhdes em 2016 com uma taxa anal de
crescimento de 10,4% (BCC RESEARCH, 2011).

Frente a demanda por novas hidrolases com prospéecaplicabilidade no setor, as
peptidases (proteases), ocupam o primeiro luganergado mundial de enzimas microbianas
aplicadas industrialmente, seguidas pelas amil&sdsvido a grande demanda e perspectivas
de expansdo da aplicacdo no setor agroindustmals& destacado também as celulases,
pectinases e fitases (UENOJO; PASTORE, 2007; BECKER., 2009).

A ampla diversidade quanto as caracteristicas nlzinas potencializa sua aplica¢ao
em diferentes processos na industria, tais commahastria téxtil (celulases e amilases),
detergentes (peptidase, amilase e celulase), deergtlbs e bebidas (amilases, pectinases,
peptidase, fitase e celulases), de couro (pepdidase agroindustria de alimentacédo animal e
silagem (fitase) (NIELSEN; OXENBOLL, 1998; AGBLERWR) WEBER, 2004; SILVA et
al., 2005).

A tecnologia enzimatica vem sendo utilizada por refer vantagens no
estabelecimento de um processo tecnologicamenfmlisendo as enzimas hidroliticas os
principais alvos da pesquisa biotecnologica pelande potencial de aplicacdo no setor
industrial (BARATTO et al., 2011).

2.6 Fungos Produtores de Enzimas

Grande parte das proteinas sintetizadas na célalarzimas, referidas como enzimas
intracelulares, citoplasmaticas, que somente poslemobtidas através do rompimento da
célula, entretanto também existem micro-organismpes tém a capacidade de sintetizar
enzimas que sao excretadas para fora da célulmacias de enzimas extracelulares, podendo
ser encontradas no meio de cultivo, onde sé&o raailsniente isoladas e avaliadas (KIELING,
2002). Dessa forma as enzimas microbianas produzigimercialmente sdo provenientes de
bactérias, fungos filamentosos e leveduras, seaditma maioria extracelulares, da classe das
hidrolases (MITCHELL et al., 2000).

Com o avancgo no conhecimento das enzimas, a gélizaos fungos filamentosos
como fonte de enzimas vem adquirindo destaque r&s wariadas areas industriais e
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comerciais, em escala industrial os fungos filamswg séo preferidos, pois cerca de 90% das
enzimas produzidas séo extracelulares (UENOJO; RXRETL 2007).

O sucesso para a producdo de um metabdlito de fremoer um conhecimento
detalhado das caracteristicas de crescimento isidedia do fungo em estudo. Sabe-se que
nao apenas a producdo de diferentes metabolitaenraliferentes condicdes fisiologicas,
mas, também, cada fungo é Unico no seu desenvaitomanatémico, morfolégico e
fisiolégico (BORTOLAZZO, 2011).

Desta forma, pesquisas tem se direcionado parne@isale novos fungos como fonte
de novas enzimas, explorando assim o potenciagdrotogico da biodiversidade mundial
(ABBASI et al., 2011; RODRIGUEZ-ZUNIGA, et al., 201MACIEL, 2013). Como forma
de selecdo semi-quantitativa de fungos eficiergegyrega-se a técnica de inoculacdo em
placa de Petri em meio sélido contendo uma fordetora de atividade enzimatica como:
amido, pectina, leite desnatado, fosfato de calkeiocarboximetilcelulose (HANKIN;
ANAGNOSTAKIS, 1975; GOPINATH et al., 2005).

Os Aspergillustem se sobressaido como o0 género mais importanée gpproducao
comercial de enzimas extracelulares (NOVAKI, 20@ientre as espécies mais conhecidas,
encontram-se Aspergillus flavus, A. niger, A. awamori, A. oryzAenidulans, A. fumigatus,

A. clavatus, A. glaucus, A. ustaA. versicolor(SLIVINSKI, 2007). Dentre este género as
espécies da secdbgri tém sido extensivamente estudadas pois sédo bodstpras de varias
enzimas tais como amilase, celulase, proteasanpsete fitase (AGUIAR, 2010; SALES et
al., 2010; RODRIGUEZ-ZUNIGA et al., 2011; REZENDEa, 2012; MACIEL, 2013).

O conhecimento da biodiversidade e da bioprospesgémbiana tornara-se um dos
focos principais da era biotecnoldgica, visto qudilizacdo desses organismos na busca de
solugdes nas areas de saude, alimentos, meio amigiendustria vém crescendo de forma
acelerada (BURKE et al., 2011).

2.7 Enzimas de Importancia Industrial

2.7.1 Amilase

As amilases, também chamadas de enzimas amilelitieatdo entre as mais
importantes enzimas industriais e sao de grandgesde biotecnoldgico, pois atuam na
hidrolise do amido, principal polissacarideo deeres dos vegetais, liberando residuos de
glicose (GUPTA et al., 2003). A utilizacdo de enasmdegradantes de amido foi a primeira
aplicacdo em larga escala de enzimas microbianasdaatria (GUIMARAES et al., 2006).
Essas enzimas foram descritas em 1811 nos exuatdasgo e em 1881 produzidas pelo
fungoAspergillus oryzaédHARGER et al., 1982).

As amilases fungicas séo carboidrases e enzimazlelares, sendo a maioria das
carboidrases produzidas por diferentes tipos dgosiie muitas espécies produzem diferentes
carboidrases (HARGER et al., 1982).

De acordo com o0 mecanismo de acdo as enzimas #ical®lestao classificadas em:
a-amilase: € uma enzima que catalisa especificaneeamteacaso (endoenzima) a hidrélise das
ligacbesa-1,4 do amido. Esta enzima transforma o amido cedextrinas de alta massa
molecular 3-amilase: catalisa especificamente a hidrolisdigagbesa-1,4 do amido a partir
de uma extremidade nao-redutora (exoenzima) prodazapenas maltose. Glucoamilase: €
uma enzima liquidificante e sacarificante, que dlida completamente o amido em glucose a
partir de uma extremidade n&o-redutora. As enzidesamificantes: incluem diversas
enzimas deste tipo, como a R-enzima, pululanasamgase e oligo-1,6-glucosidase. Estas
enzimas sao capazes de hidrolisar apenas as lg@addé do amido, elas tém caracteristicas
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e especialidades diferentes, mas no geral remogeranaificacdes, transformando o amido
em dextrinas retas. Ciclicizantes ou CGTases: sibgemicro-organismos produzem estas
endo-enzimas capazes ao mesmo tempo, de cortaindexde 7, 8 e 9 moléculas de glucose
e promover sua ciclizacao para formar ciclodexsrif@ORNELIS, 1987).

Dentre as enzimas amiloliticas, a mais importarde-@milase, pois desempenha um
papel fundamental na conversdo do amido em prodigtdmixa massa molecular, que podem
ser utilizados por outras enzimas do mesmo grugcerzimas amiloliticas sdo amplamente
aplicadas em processos biotecnoldgicos, tais canomUstrias téxteis, de papel e celulose,
de couro, detergentes, bebidas destiladas, cervegendficacdo, cereais para alimentacao
infantil, liquefacdo e sacarificacdo do amido, cagéimal, industria quimica e farmacéutica
(SPIER et al., 2004; PANDEY et al.; 2005; SOCCOAhlet2005).

As enzimas amiloliticas mais utilizadas sdo aquptasluzidas principalmente pelos
géneroAspergilluse RhizopugPANDEY et al., 1999).

2.7.2 Celulase

A celulose é um biopolimero renovavel e mais aboteddo globo terrestre, possui
importancia mundial como matéria-prima industridbete de energia renovavel, é formada
por unidades de glicose ligadas entre si por ligagé- 1,4 (IGARASHI et al., 2007; JOSHI;
MANSFIELD, 2007).

A degradacdo microbiana da celulose é realizada aelacdo de um complexo
enzimatico, as celulases. Segundo Paris (2008)otaplexo, € divido em trés grupos de
acordo com seu local de atuacdo no substrato selal®B-glicosidases (EC 3.2.1.21):
enzimas que tém a propriedade de hidrolisar cedebéooligossacarideos soluveis em glicose.
As endoglucanases (EC 3.2.1.4): sdo as enzimasnsseis por iniciar a hidrélise da
molécula de celulose (DIENES et al., 2004). As éxxanases: participam da hidrélise
primaria da fibra e sédo divididas em celobiohidsek (CBHS) e glucanohidrolases (GHS)
(AGUIAR, 2010).

As celulases possuem grande importancia econépickendo ser aplicadas em uma
ampla variedade de atividades industriais. As [pais aplicacbes sdo nas industrias
alimenticias, cervejarias, industria de polpa e ephamestdo de residuos e industria
farmacéutica (BHAT; BHAT, 1997). As celulases téndos utilizadas também no
processamento de racdo animal. O tratamento dgsil@aom essas enzimas é benéfico, pois
melhora a sua qualidade nutricional e favorecegestifio de ruminantes e monogastricos
(BHAT, 2000), pois aumenta a sua digestibilidadE@R/IN; AUBERT, 1994). A utilizacio
de celulases na industria téxtil vem aumentandaditosos anos e atualmente estas enzimas
correspondem ao terceiro grupo mais utilizado. lagypal vantagem do seu uso é a sua
capacidade de modificar as fibras celulésicas dadaontrolada, resultando em um produto
de melhor qualidade (FRANCO, 2009). As celulases t&do utilizadas também na
fabricacdo de detergentes, pois sdo capazes daradteestrutura das fibras de celulose,
facilitando a remocéo da sujeira e contribui paraaautencdo da maciez, brilho e cor dos
tecidos (BHAT, 2000).

Existe uma grande variedade de micro-organismospgo@uzem celulases apenas
alguns sdo conhecidos como verdadeiros celulditicsio é, sdo capazes de degradar a
celulose natural, e dentre eles estdo o grupo dagrms e dos fungos. (ROBSON;
CHAMBLISS, 1989).

19



2.7.3 Peptidase (Protease)

As peptidases também sdo chamadas de proteasegeffédases), proteinases
(endopeptidases) ou enzimas proteoliticas, usaren@sno peptidase, que € o recomendado
pelo Comité de Nomenclatura Enzimatica da Uniderh&cional de Bioquimica e Biologia
Molecular (NC-ITUBMB) - 1992). Segundo o Comité derhenclatura Enzimatica (EC), as
proteases pertencem a classe 3 (hidrolases) e lad#®c3.4 (peptideo-hidrolases ou
peptidases) (RAWLING et al., 2004).

As peptidases sdo enzimas que catalisam a readé@idrdése das ligacbes peptidicas
de proteinas (RAO et al., 1998). A sequéncia desteaoacidos pode conferir as proteinas
atividades metabdlicas especificas. Segundo Caim{@®€l0), quanto maior forem as forcas
gue mantém a estrutura tridimensional das protemass dificil sera a acdo das peptidases.
Estas enzimas tém importante papel em todos osegsos fisiolégicos, uma vez que
conduzem funcdes metabdlicas e essenciais, inqaal@a geral de proteina para a regulacéo
da morte celular programada (POZA et al., 2001).

Dividem-se em trés grupos: peptidases acidas, asewdr alcalinas. As peptidases
acidas possuem atividade em pH 2,0 a 5,0 e asasquissuem atividade em pH 6,0 a 9,0. O
terceiro grupo, é formado pelas peptidases alclqmee tem atividade em pH 9,0 a 11,0
(GUERRA, 1991). As peptidases também séo clasddicale acordo com o tipo de reacao
que catalisam, exopetidases: (EC 3.4.11-19), quasidam aminoacidos terminais, e
endopeptidases: (EC 3.4.21-99), quando hidrolisgatdes peptidicas no interior da cadeia
polipeptidica (BON; VERMELHO, 2004).

Ha muitas aplica¢des industriais para as enzimategliticas, mais freqientemente
utilizadas em misturas do que purificadas, elasesgmtam um dos trés maiores grupos de
enzimas de interesse industrial, especialmentendésiria de alimentos, bem como no
processo de amaciamento de carnes (GERMANO et2@03), clarificacdo da cerveja,
melhoramento do sabor de queijos e racdes, naigaydib, industria farmacéutica, na
induUstria coureira para remover pelos de couromeeatar a flexibilidade, na formulacéo de
detergentes, adicionadas a fluidos de lavagemmdeslale contado, amplamente utilizadas
como reagentes de laboratdrio para a digestdo iispede proteinas e em processos de
biorremediagéo (BARTHIAR et al., 2002; GERMANO ét 2003; GHORBEL et al., 2003;
RAWLINGS et al., 2004, VERMELHO et al., 2008; ORLMELLI et al., 2012).

A maioria das peptidases € detectada qualitativeriém vitro” utilizando-se como
substratos meios solidos contendo caseina, gel#&itedesnatado, soro de albumina bovina
e outras proteinas (BARATA et al., 2002).

As peptidases de origem bacteriana sdo muito ssaalandulstria, porém requerem
custo intensivo na metodologia de filtracdo parioéa preparacdo enzimatica livre do micro-
organismo, enquanto que, nas peptidases de origegicé, o miceélio é facilmente removido
por filtracdo (LUNA et al., 2002; VERMELHO et al0@8).

Diversos fungos sédo descritos como produtores dienas proteoliticas com@lucor
circinelloides (ANDRADE; MARTINS, 2002),Aspergillussp. (SUMANTHA et al., 2005),
Penicilliumsp. (GERMANO et al., 2003) feusariumsp. (PEKKARINEN et al., 2000).

2.7.4 Pectinase

Pectinases sdo enzimas que degradam a pectinaljgsiddo ligacdes glicosidicas ao
longo da cadeia carbbnica, degradam moléculas ittddas por unidades de acidos
galacturénicos. Pectina é um polissacarideo fornpmadanonémeros de acido galacturénico
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unidos por ligacdes glicosidicas (UENOJO; PASTORHE)7). As enzimas pectinoliticas, ou
pectinases, sdo os catalisadores responsaveipgmtdise, um fenbmeno associado a muitos
processos biolégicos que envolvem os vegetais isupe(ROMBOUTS; PILNIK, 1980). As
pectinases tém como substratos naturais as sulastgmécticas, que sdo polissacarideos
muito difundidos na natureza e que, juntamente oatmos componentes como amido,
celulose, hemicelulose e lignina, formam o mateg&tutural da parede celular das plantas
(WHITAKER, 1984).

As pectinases (E.C. 3.2.1.15) podem ser classdg&un dois grupos de acordo com
seu modo de acdo: enzimas desesterificantes e ldespoantes. As enzimas
desesterificantes sdo denominadas pectinametdsst§PME — E.C. 3.1.1.11). Atuam na
remocao de grupos metoxilicos presentes em algwulstancias pécticas, hidrolisando
somente 0s grupos adjacentes a grupamentos cacbexivres (CELESTINO et al., 2006).
As enzimas despolimerases quebram a cadeia dangegotir hidrélise (hidrolitica) ou
clivagem transeliminativa (liase). Sao classifiemd@nforme alguns aspectos, tais como:
especificidade pelo substrato; posicdo da clivagaroadeia péctica, atuacdo ao acaso (endo-
enzima) ou a partir da extremidade redutora ouraéatora (exo-enzima) e mecanismo de
reacao de despolimerizacao (BAILEY; PESSA, 1990).

Durante meados da década de 30, quando as indldrfautas comecaram a produzir
suco, o rendimento era baixo e muitas dificuldddemm encontradas para filtrar o suco e se
atingir uma clarificacdo aceitavel. A partir de@mtpesquisas utilizando pectinases fangicas,
juntamente com o conhecimento dos componentes aisegdais frutas, ajudaram a superar
estas dificuldades (BHAT, 2000).

As pectinases séo utilizadas nas industrias deeatws e bebidas onde a principal
aplicacdo dessas enzimas esta na industria desgeonento de sucos e vinhos, na maceracéo
de frutos e vegetais, sendo usadas nas etapastm@gdex clarificacdo e concentracao,
reduzindo a viscosidade e melhorando sua qualiddéley do grande destaque na industria
téxtil, especialmente no tratamento de fibras canimho (MALVESSI; SILVEIRA, 2004,
UENOJO; PASTORE, 2006).

Estas enzimas representam cerca de 25% da produgédial de enzimas utilizadas
na industria de alimentos (YADAV et al., 2009).

Os principais fungos produtores de enzimas pedticesd pertencem ao género
Aspergillus Rhizopus Trichoderma Penicillium, Alternariae Fusarium (MALLER, 2008),
sendoAspergillus nigera espécie mais utilizada para a producéo industeissas enzimas
(PERRONE et al., 2007; SAMSON et al., 2007; RANGARA et al., 2010).

2.7.5 Fitase

As fitases formam um grupo de enzimas que sédo gamente definidas como mio-
inositol (1,2,3,4,5,6) hexafosfato fosfoidrolase®y responsaveis pela hidrélise do fitato para
posterior absor¢do do fésforo inorgéanico livre (EBNATH et al., 2005), sdo definidas
como fosfatases, com a capacidadeyitro”, de liberar pelo menos um grupo fosfato atraves
da hidrdlise do fitato, diminuindo a concentrag&oinbsitol fosfato (BOHN et al., 2008). O
fitato possui seis grupos que podem ser liberadependendo da fitase utilizada, em
velocidades e ordem diferentes. As fitases sir@tiz por fungos filamentosos e pela bactéria
Escherichia coliconseguem liberar somente cinco dos seis grugoslosque os produtos
finais sdo mio-inositol 2-monofosfato (WYSS et 4B99). Sdo enzimas exdgenas que estao
definidas como proteinas globulares, de estruteraidria ou quaternaria, que agem
aumentando a velocidade das reacdes quimicas ramismgp, sem serem elas préprias
alteradas nesse processo.
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De acordo com Kumar et al. (2010), em geral, agreaw fitases sdo encontradas de
quatro fontes possiveis: fitases vegetais, fitasesobianas (oriundas de bactérias, leveduras
e fungos filamentosos), fitase animal, a qual @pzala pelas células da mucosa do intestino
delgado, e a fitase microbiana visceral-associgdaduzida pela microflora no intestino
grosso. Apesar das fontes animais e vegetais myeem avancos cientificos importantes,
sua aplicacdo pratica para producéo de fitaseitallemn Em compensacao, fontes microbianas
apresentam caracteristicas que permitem um althnento e ampliacdo de escala, tornando-
se amplamente utilizadas de maneira efetiva nastrid(de ragées animais.

A fitase microbiana tornou-se disponivel comercaite em 1991 (Natuphos®,
produzida porA. nigen, quando a legislacéo introduzida nos Paises Baaxoplificou seu
desenvolvimento e aceitacdo, para controlar a giduile fosfatos em unidades de criacéo de
suinos e ave$KUMAR et al., 2010).

Dessa forma, as fitases tém importante aplicac@outrecdo animal, sendo inserida
dentre o grupo dos aditivos alimentares, tendo cobpetivo aumentar a disponibilidade dos
nutrientes presentes nos alimentos (YIN et al.,120Diversos tipos de processamento de
alimentos e técnicas de preparacao requerem aoadéc&nzimas exdgenas, cujo objetivo é
promover a reducdo do teor de fitato nos alimenfoshidrolise do fitato durante o
processamento dos alimentos € um resultado dad#egia quimica pela atividade enzimatica
da fitase. No entanto, a capacidade de defosfédladp fitato difere grandemente entre
diferentes espécies de microorganismos, devido faredca nas suas propriedades
bioquimicas em relacéo ao processo de hidrélisecito fitico (EGLI et al., 2002).

A sintese de fitase efetuada pela membrana celdéarmicro-organismos é
comercialmente a forma mais promissora de proddedenzima, e apesar da habilidade de
producédo das bactérias e leveduras, os fungosss@ais utilizados (PANDEY et.aR005).

Portanto, considerando os beneficios da fitasepv@esquisadores tém direcionado
seus esfor¢cos no isolamento e expressdo heterdlmgaenes microbianos que codificam
fitases. Portanto os fungos dos solos, especiaémest filamentosos, tém demonstrado
particular potencial de exploracdo, sendo assins smiudos intensificados a cada ano.
Diversos trabalhos tem sido encontrados em liteaatantre os quais, podemos destacar, Zao
et al. (2007), estudaram a expressao de genesagiifecam fitases em fungos do género
Aspergillus comoA. niger, e Promdonkoy et al. (2009), estudaram esta expressaéA.
japonicus.

Os principais fungos que possuem capacidade deigrditase se encontram dentro
dos génerosAspergillus Rhizopus, Penicillium, Mucor, Pseudeurotienrichoderma(LIU
et al., 1998). Contudo, em termos de utilizacawstribl, os fungos do génerspergillus
basicamente sao representados por duas espéciesiger e A. ficuun) os quais se
apresentam como 0s mais promissores.

As fitases estdo sendo amplamente utilizadas edesggara aves e suinos, a fim de
promover um melhor aproveitamento do fésforo nétueate presente nos gréos destas
racdes, levando a uma maior economia, ja que deviiddta de enzima de forma endogena
nestes animais, os produtores sdo obrigados @adidiosforo inorganico as ra¢des, uma vez
que este mineral € de extrema importancia pararraaffio de dentes e 0ssos, além de
participar de uma série de reacdes metabolicasoda fitase também proporciona menor
impacto ambiental, uma vez que o fésforo ndo aptai@ pelos animais é excretado nas
fezes, causando o processo de eutrofizagéo de lag®s (SELLE; RAVINDRAN, 2007).
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3 MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratorio decdbigia do Departamento de
Microbiologia e Imunologia Veterinaria da Univeraite Federal Rural do Rio de Janeiro,
UFRRJ, na cidade de Seropédica/RJ, em conjunto cdmboratério de Multiusuarios de
Biologia Molecular da Embrapa Agrobiologia, SerdpafRJ. Foi conduzido em conjunto
com o projeto do mestrando Alexandre De Donata;uteo de Fitossanidade e Biotecnologia
Aplicada da UFRRJ, o qual teve por objetivo estuldnodiversidade e bioprospeccdo da
fitase de fungos filamentosos do solo e serrapdheie uma floresta estacional semidecidua
do bioma Cerrado da cidade de Sete Lagoas/MG.

3.1 Localizacdo das Areas de Coleta

As areas de coleta das amostras de solo e dailleritapestdo localizadas no Centro-
Oeste do Estado de Minas Gerais, no municipio de Ssgoas, na area experimental da
Embrapa Milho e Sorgo, a qual possui regides cenasiths de mata estacional semidecidual,
pertencente ao Bioma Mata Atlantica, na altitudelimée 710m, nas seguintes coordenadas
geograficas: Latitudes: 19° 260" e 19° 27 38’ e Longitude 44° 08 52" e 44° 1110". A
localizacdo geogréafica dos pontos de amostragemefdizada através de dados obtidos a
partir de GPS (Figura 5).

Figura 5. Localizacdo geogréfica dos pontos de amostragafizados na Embrapa Milho e Sorgo,
Sete Lagoas — MG.
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3.2 Amostras

As amostras de solo e serrapilheira foram coletadasiois periodos diferentes, o
primeiro periodo, umido, realizado no final de jamale 2012, ap6s um periodo de quatro
dias de intensa chuva, onde no total houve umapiaeg@o de 101,2 mm, e o segundo
periodo, seco, realizado no inicio de setembro (e 2realizada 22 dias ap6s uma chuva
atipica de 0,4 mm. Foram amostrados 8 fragmertosstais distintos, sendo que o ultimo foi
subdividido em 2 subfragmentos, em virtude do tdmamlo mesmo, totalizando 9
fragmentos. A amostragem de cada fragmento, folizee®n em 3 profundidades
(serrapilheira, de 0 a 5 e 5 a 10 cm) com tréstiggies para cada amostra, constituindo 99
amostras por periodo, e 198 amostras de solo ab dws dois periodos. Foram coletadas
300g de solo em cada fragmento e em seguida astramdsram armazenadas em sacos
plasticos estéreis e transportadas para o labmragn caixas térmicas com gelo, e
armazenadas em camara fria com temperatura deate @€processamento das amostras.

3.3 Isolamento

Cinco gramas de serrapilheira ou solo de cada amfisam diluidos em 45 mL de
agua peptonada 1% contendo 0,1 mL de Tween. Aitimagio total foi feita por meio de um
agitador a 150 rpm durante 30 min. Desta suspdrms@ogénea, foi retirado 1 mL e colocado
em um tubo de 9 mL de agua peptonada, e apés a&gitatra aliqguota de 1 mL deste tubo foi
retirada e colocada em outro tubo contendo 9 magie peptonada, e assim sucessivamente,
formando as diluicdes f0a 10°. Em meio DRBC (Agar Dichloran Rose Bengal
Cloranfenicol) (Anexo A), foram plaqueadas 0,1 mL das diluicde¥, 110° e 10*. Cada
diluicdo teve trés repeticoes e cada amostra tégedtluicdes plaqueadas, dando um total de
9 placas de Petri por amostra de solo. Ap6s osuplgentos, os fungos foram
acondicionados em camara de crescimento a uma ftet@ede 25 °C durante 7 dias na
auséncia de luz.

Os Aspergillusnegros foram isolados em tubos contendo 5 mL dm rdei cultura
BDA (Batata Dextrose Agar) (Anexo A). Feito o isokento, os tubos foram acondicionados
em camara de crescimento a temperatura de 25 ¥tdur dias. Uma vez constatado tal
crescimento, os tubos contendo as coldnias isolfmam acondicionados em geladeira a
uma temperatura de 4 °C, até a identificacdo dasae(MURO; LUCHI, 1989).

3.4 ldentificacdo das Espécies

As espécies déspergillus secdoNigri foram caracterizadas através de técnicas
morfologicas onde foram inoculadas em meios deu@ltCYA e MEA, e paralelamente os
testes bioquimicos foram conduzidos em meios derausemi-seletivos: MEA-B, CREA, e
Teste de Ehrlich, e em temperaturas padronizadasaelo com manuais de identificacdo
(KLICH, 2002b; SAMSON et al., 2004; SAMSON et &007; VARGA et al., 2011). A
composicao de cada meio de cultura utilizado sergrecnos Anexos B e C.

Os isolados da sec¢®digri foram também caracterizados através da técnicaculak
de sequenciamento de DNA, utilizando as regide HH S4.
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3.5 Andlise Morfolégica

Os esporos dos isolados Aspergillusnegros foram suspensos em 1,0 mL de uma
solucdo contendo 0,2% de agar e 0,05% de TweerD8&&ta suspensdo, 2,0 puL foram
utilizados para inoculacdo em trés pontos da pic®etri contendo 20 mL dos meios de
cultura: CYA e MEA, em triplicata para cada meioimdculacdo ocorreu a 25 e 37 °C para
CYA apos 7 dias, 25 °C para MEA apés 7 dias, 15, 36 e 40 °C para MEA, apos 10 dias
de incubacgéo.

Foram analisadas caracteristicas macroscoépicasy:amnda superficie e reverso da
coldnia nos meios CYA e MEA a 25 °C, diametro dibieia nos meios CYA 25 e 37 °C e
MEA 25 °C, presenca ou auséncia e cor de esclex68ipdés o preparo de laminas foram
observadas as caracteristicas microscopicas, cafiffometro e forma da vesicula,
comprimento e largura das métulas e fidlides,taonanho, forma e textura dos conidios e cor
das hifas. Todas as espécies foram observadas eommigroscopio Optico modelo
OLYMPUS (CX31-P)

3.6 Andlise Bioquimica

Os testes bioquimicos ocorreram nos meios de auéispecificos como: MEA-B e
CREA incubados por 7 dias a 25 °C, e Teste dedbhelin CYA por 7 dias a 25 °C.

O meio MEA-Boscalide consiste no meio MEA adiciomatk 10 mg / L Boscalide
(Sigma), apos a autoclavagem (Anexo C). Para caddio inoculou-se 0,2 mL da suspensao
de esporos em 3 pontos equidistantes na placatdeédriplicata (SAMSON et al., 2004).

O meio Sacarose Creatina Agar (CREA) (Anexo C) énaio semi-seletivo utilizado
para dividir as espécies dspergillusseccadNigri em grupos de acordo com a capacidade de
crescimento e producgdo 4cida , ocorrendo a afterdg cor do meio de violeta para amarelo.
Para cada isolado inoculou-se 0,2 mL da suspers&smbros em 3 pontos equidistantes na
placa de Petri em triplicata (FRISVAD, 1993; SAMS®@Mal., 2004).

O teste de Ehrlich baseia-se na deteccédo de aleal@ue reagem com o reagente de
Ehrlich (LUND, 1995). Um anel da colonia crescidameio CYA, de 4 mm foi cortado a
partir do centro e colocado sobre o papel de fifthatman N 1) redondo de 10 cm de
didmetro umedecido com a solucao de Ehrlich (Ar@x(FRISVAD; SAMSON, 2004).

3.7 Analise Molecular

3.7.1 Extracdo de DNA

Para extracdo de DNA de 42 isolados da s@&¢go foram utilizados 4 diferentes
protocolos conforme descritos abaixo. Os fungoanfocultivados em meio BDA solido a 28
°C por 5 dias e cerca de 1 Tue micélio das culturas foram coletados e utitizagara
extracdo de DNA. Para a preparacdo do materialarmpdes foram aquecidos em banho-
maria a 60 °C, por 20 min e depois adicionadosrabogntendo o micélio do fungo e areia
lavada.
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3.7.1.1 Método CIA (modificado por VICENTE, 2000)

Para a macera¢do do micélio, 500 pL do tampao C(B&Bxo D) foram adicionados
ao gral. A solucdo aquosa foi transferida para otudros tipoeppendorfde 1,5 mL,
homogeneizada em agitador do tipo vortex por 30esagubados em banho-maria por 10
min a 60 °C, vertendo os tubos a cada 2 min. Emigadoram adicionados 500 uL de CIA
(Anexo D) e centrifugou-se por 7 min a 16000 rpnsdDrenadante foi transferido para outro
tubo eppendorfe repetiu-se o procedimento anterior. Transfeziwsobrenadante para um
novo tuboeppendorfe foram adicionados 2 volumes de etanol 96% galazidado durante
a noite no freezer (-20 °C). O DNA foi precipitgaar centrifugacéo por 7 min a 16000 rpm,
e descartou-se 0 sobrenadante cuidadosamentecipifado contento o DNA foi lavado em
500 pL de etanol 70% gelado e misturou-se cuidadeste, esta etapa foi repetida por mais
2 vezes. Deixou o DNA secar por 15 min na estl§a 2C.

3.7.1.2 Método fenol-cloroférmio (RAEDER; BRODA, 185) modificado por BLANCO
(1999)

Para a maceracdo do micélio, 1000 pL do tampaoxttacéo (Anexo D) foram
adicionados ao gral. A solucdo aquosa foi trarddigpara os microtubos de 1,5 mL, agitados
em vortex por 5 min para obtencédo de uma suspdms@iogénea. Os tubeppendorfdoram
incubados em banho-maria a 70° C por 30 minutosségunida foram adicionados 1000 pL
de fenol, homogeinizando-os. Foi centrifugado a05fWin por 15 minutos. O sobrenadante
foi transferido para outro tubo tipeppendorf adicionando 500 uL clorofane (Anexo D) e
centrifugando-os a 5000 rpm por 15 minutos. Transi@ sobrenadante para um novo tubo,
adicionou 500 pL de CIA e centrifugou-se a 5000 gpon 15 minutos. Posteriormente o
sobrenadante foi transferido para novo tubo, adatiese 60% do volume do tubo tipo
eppendorfde isopropanol e incubou-se no freezer por 1 Posuspensao foi centrifugada a
11000 rpm por 20 min e desprezou-se 0 sobrenadanteseguida o precipitado foi lavado
com 150 pL de etanol 70% e centrifugou-se a 12@d® por 5 min. O sobrenadante foi
desprezado e appendorfermaneceram por 1 hora em estufa a 37°C pargesaca

3.7.1.3 Método CTAB, protocolo para extragdo de DNAe folha de planta

Para a maceracao do miceélio, 500 pL do tampéao acdo CTAB (Anexo D) foram
adicionados ao gral. A solucdo aquosa foi trarddiepara tubos tipeppendorfde 2,0 mL.
Foi adicionado 4 pL df-mercaptoetanol por tubo, depois incubados em bardr@ por 30
min a 60 °C, vertendo os tubos a cada 10 min. @@u-se por 7 min a 16000 rpm. O
sobrenadante foi transferido para novo teppendorfe depois mantido no gelo por 10 mim.
Em seguida foi adicionado um volume de CIA até detap os 2 mL do tubo. Misturou-se
por inversao e incubou-os no gelo por 10 mim. Gfegou-se por 7 min a 16000 rpm,
transferiu-se o sobrenadante para outro efgwendorfe completou o volume do tudo com
isopropanol 100%. E entdo novamente misturou-senperséo e incubou-os no gelo por 10
mim. Centrifugou-se por 3 min a 16000 rpm e descast 0 sobrenadante cuidadosamente.
Em seguida o precipitado foi lavado em 500 pL ém@t100% gelado. Acrescentou 250 pL
de tampédo TE + 4 pL de RNAse por tubo. Colocou AR estufa por 30 min a 37 °C.
Depois acrescentou 100 pL de CIA. Feito a inversdmantido em gelo por 10 mim.
Centrifugou-se por 3 min a 16000 rpm, coletou-selrenadante cuidadosamente e colocou-
0 em novo tube@ppendorfle 2,0 mL. Lavou o precipitado com etanol 100%iraleo secar.
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Ao final de todos os protocolos o pellet foi regmiglido em 50 pL de tampéo TE e
armazenado em freezer (-20 °C), e o DNA foi quaatifo emNanoDrop 2000/2000c
SpectrophotometdiThermo Fisher Scientific) @ubit ® 2.0 Fluorometefinvitrogen).

3.7.1.4 Método Kit (QIAGEN, 2006)

Seguindo instru¢cdes do fabricante, o kit comemidkeasy® Protocol: Mini Kit-For
miniprep purification of total cellular DNA from @ht cells and tissues, or fungi da Qiagen
foi o método utilizado para a extracdo de DNA deofados do total de 42 amostras.

3.7.2 PCR

Para a caracterizacdo molecular, dos isoladosAsfeergillus secaoNigri foram
utilizados oligonucleotideos iniciadores ITS1 (T CGT AGG TGA ACC TGC GG- 3) e
ITS4 (5 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3’) descritosarliteratura para amplificacdo da
regido ITS de fungos do génekepergillus(WHITE et al., 1990).

Para a reacado de amplificacdo (PCR) foram utiligatigdl de DNA (entre 100 e 200
ng); 10ul tampdo Taqg para PCR (5X)ubde MgCh (25mM); 1ul de dNTP (10mM); 5 p/uL
GoTaqg DNA Polimerase; 1,2 uL de DMSO; 1,5 pL deaceiciador: ITS1 f (direto) e ITS4
(reverso) (100 pmol/uL) para um volume final de BbOAs reacdes de amplificagdo foram
realizadas em termociclad@lastercycle 22331 Hamburg Eppendorf AG3 condicbes de
amplificacdo foram uma etapa de pré-desnatura@®°€ por 4 min, desnaturacdo a 95 °C
por 45 seg, anelamento 55 °C por 30 seg e exten§@0°C por 1 min. Apos 30 ciclos, foi
efetuada uma ultima etapa de extensao a 72 °Qopwiri

Um controle negativo sem DNA foi incluido nas arigdicoes do PCR, ao final das
reacdes, o produto foi mantido a -20 °C. A eletrede foi realizada em gel de agarose a 1%
submetidos a uma voltagem de 80 volts por 1h30@m.seguida, o gel foi corado com
solucdo de brometo de etideo (0,5 pginé visualizado em transiluminador acoplado a um
sistema de fotodocumentacdo KODAK® Gel Logic 1000[XAK Scientific Imaging
Systems, Cat. No. 172.8468), e as bandas foram amaaigs com um padrdo de peso
molecularl Kb Plus DNA Ladde{invitrogen).

Todas as amplificacdes foram realizadas pelo mehas vezes nas mesmas
condicOes para obter uma quantidade de DNA sufiieara as reacfes de sequenciamento.

3.7.3 Sequenciamento dos fragmentos amplificados

As reacOes de sequenciamento do fragmento de 5%3 pl® bases amplificada
utilizando os iniciadores ITS1 e ITS4 foram realas em sequenciador automatikBl
PRISM 3100 Genetic Analyz&kpplied Biosystems) utilizando os mesmos iniciado Para
cada reacéo de sequenciamento foi utilizado 30@ongroduto de PCR purificado, 5 uM de
cada iniciador, 4 pL do Kit de sequenciamento yeinator DYEnamic ET, Amersham
Biosciences e agua ultrapura (ultraPURE Invitrogen) para um volume final de 20 pL.
Apobs a reacdo as amostras foram precipitadas adindm 1,0 uL de acetado de aménio 7,5M
e 27,5 pL de etanol 70% e incubadas a 4 °C overnighDNA foi precipitado por
centrifugacdo a 14.000 rpm por 30 min sob tempeaade 4 °C. O sobrenadante foi entdo
descartado e o precipitado foi lavado com 150 petdaol 70% e centrifugado novamente a
14.000 rpm por 5 min a 4° C. As sequéncias consifpram montadas a partir das sequéncias
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diretas e reversas utilizando-se os programas Frestl/Consed (EWING et al., 1998;
GORDON et al., 1998).

3.7.4 Andlise de similaridade e filogenia

A pesquisa por similaridade foi realizada no Gekbgq®lo programéBasic Local
Alignment Search Too(BLAST) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Apoés idefitacdo das
sequencias similares as regides ITS1 e ITS4 forapoitadas para o progranBoEdit
Sequence Alignment EditdHALL, 1999) para a edicdo manual e alinhadas disan
programaCLUSTAL W(THOMPSON et al.,, 1994). As sequencias alinhadaani entdo
utilizadas para as analise de filogenia. A arvalegénética foi construida a partir da
comparacdo de 550 pb usando o méthiéighbor-Joining(SAITOU & NEI, 1987). Para
avaliar a robustez da topologia, a arvore foi adkali pelo método de bootstrap com 1000
repeticdes. A distancia evolucionaria foi computadando o métod&imura 2-parameter
(KIMURA, 1980) e a analise filogenética foi condd&ino programavolecular Anélise
Genética Evolutiva-MEGA.BTAMURA et al., 2011)Aspergillus flavudoi utilizado como
grupo externo nestas analises.

3.8 Avaliacdo Semi-quatitativa do Perfil Enzimatico

O procedimento utilizado no presente trabalho faitiizacdo de meios de cultura
sélidos especificos para deteccdo de enzimas ftiidast peptidase (protease), amilase,
celulase, pectinases e fitase realizando ensamisgg&titativospara avaliar a capacidade de
secrecao das espéciesApergillussecaaNigri.

3.9 Determinacao da Concentracao de Esporos

A determinacdo da concentracado de esporos fozeekliatravés da diluicdo em série,
onde foram colocados 10 mL de agua destilada rmdebensaio contendo o isolado, agitou-
se o tubo e retirou-se 1 mL desta solucdo e ddutm 9 mL de agua destilada, esterilizada,
com 0,1% de Tween 80, e assim sucessivamentebtéadiluicdo de 18 Apés diluicéo,
realizou-se a contagem dos esporos em cama¥auleaue(MILES; MIRSA, 1938).

3.10 Producéo das Enzimas: Peptidase, Amilase, Cklse, Pectinase e Fitase

Foi realizado o plaqueamento de 0,05 mm da solug@imtendo esporos na
concentracéo de T0Todos os isolados foram incubados em BOD a 280t@m periodo de
5 dias em cada meio de cultura especifico (Anexeis)triplicata. Os halos foram medidos
com um paquimetro, e o calculo do indice enzimdtigpfoi realizado mediante a relacdo do
diametro médio do halo de degradacédo e o diameédiarda colbénia como proposto por
Stamford et al. (1998).

O halo indicativo da producdo das enzimas peptid@2PINATH et al.,, 2005) e
fitase (PIKOVSKAYA, 1948) podem ser vistos sem sél reveladora, com a deteccdo de
uma zona clara ao redor das colonias.
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A atividade amilolitica foi detectada apds a adigads mL de uma solucao de iodo
sobre cada colénia. A formacdo de uma zona amareladredor da colbénia fangica e o
desenvolvimento de coloracéo azul na superfictamés da placa de Petri indica a ocorréncia
da hidrdlise do amido (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975).

A revelacédo do halo de hidrolise para celulasedalizada adicionando-se 10 mL de
solucao corante de vermelho congo (2,5'gle vermelho congo em tamp&o Tris HCL 0,1 M,
pH 8,0), sobre cada coldnia e incubacdo das pEmaemperatura ambiente por 30 min. Em
seguida, a solucdo de corante foi descartada kesspde Petri foram descoradas com 5 mL
de solucdo de NaCl 0,5 M neste mesmo tampédo, pormitt A degradacdo da
carboximetilcelulose ao redor da colbnia fungiatetectada através da formagédo de um halo
amarelo ao redor da colonia (NOGUEIRA; CAVALCANTR96; POINTING, 1999).

A atividade pectinolitica foi verificada ap6s a @i de uma solucdo de &cido
cloridrico (HCL) 5 N, durante 5 min, o que permididformacédo de uma zona clara ao redor
da colénia (HANKIN; AGNOSTAKIS, 1975).

3.11 Analise Estatistica

O experimento foi conduzido em um delineamentoiremteente casualizado (DIC).
Todos os testes foram realizados com trés repstig@acordo com o niumero de tratamentos
positivos para cada enzima. Os dados obtidos faabmetidos a andlise de variancia,
utiizando o software SISVAR (FERREIRA, 2000). Asédias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste Scott-Knott a 5% de prolallé.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento deAspergillus secaaNigri

Foram isolados 42 fungos do génekspergillusda secaaNigri, provenientes do
Bioma Mata Atlantica. Foi observado que deste td¢ailsolados, 16,7% foram provenientes
da camada de serrapilheira, 38,1% da profundidade @ 5 cm, e 45,2% de 5 a 10 cm do
solo.

Na primeira coleta (janeiro/2012), a média mensa ttmperaturas didrias médias
(Tmed) foi 22,8 °C, enquanto a média mensal dapdeaturas diarias maximas (Tmax) e
minimas (Tmin) foi 29 °C e 18 °C, respectivamenid& para a segunda coleta
(setembro/2012), Tmed foi igual a 18,7 °C, enqudm@x e Tmin foram 26,8 °C e 12 °C,
respectivamente. A temperatura maxima registradaésda coleta 1 foi 35,4 °C e a minima
foi 15,1 °C. Para coleta 2, tais temperaturas fo@hB °C e 8 °C. A precipitacdo
pluviométrica média ao longo do més de janeiro @&22foi 12,37 mm, totalizando um
balanco hidrico médio de 9,95 mm. Ja para a segooldta o balanco hidrico do més foi
negativo. Dessa forma os isoladosAflpergillussecaoNigri foram encontrados em maior
quantidade no periodo chuvoso, 92,8%, e no pededo apenas 7,2% (Gréfico 1).

Gréfico 1. Distribuicdo numérica de isolados AspergillussecaoNigri avaliados ao longo
dos nove fragmentos florestais no periodo chuvassre.
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Estes resultados estédo alinhados com os de S860%)(2 Pitt e Hocking (2009), onde
observaram queéAspergillus negros se desenvolvem melhor em temperaturas elevad
comuns em materiais em decomposicéo e solo, al@iméta de crescerem melhor em locais
com alta umidade, conforme observado no Gréfico 1.

Os fragmentos com maiores numerodpergillusnegros foram, F8.1 e F8.2, devido
ao fato destes fragmentos pertencerem a uma ateandecdo entre o bioma Mata Atlantica e
o Cerrado, favorecendo uma maior diversidade déste®s.
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4.2 Identificacdo Morfologica

Os isolados foram divididos em 6 grupos de acocdon as caracteristicas
morfoldgicas e bioquimicas. Grupo I: composto gbisblados (62%); Grupo II: 12 isolados
(28,5%); e os Grupos IIl ao VI foram compostos pasolado cada um (9,5%), totalizando 42
isolados (Figura 6).
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Figura 6. Identificacdo dos 42 isolados AspergillussecadNigri.

4.2.1 Caracterizacdo morfologica

A tabela 5 e figura 7 apresentam as caracteristi@oscopicas para as espécies
isoladas déspergillussecaaNigri do Grupo | ao VI, onde foram avaliadas em CYA eAME
apos 7 dias a 25 °C na auséncia de luz. A tabelafiGura 8 mostram as caracteristicas
microscépicas das espécies isoladasAdpergillus secaoNigri do Grupo | ao VI, apés
crescimento em MEA por 7 dias a 25 °C.

Os Grupos | e Il foram compostos por espécies en&Eias, que sO apresentam
fidlides, todas as linhagens avaliadas nestesgtafos apresentaram conidios variando de
castanho-escuro a castanho claro, equinuladosma fglobosa a subglobosa e hifas hialinas.

As espécies do Grupo | apresentam: Colonia em C¥A2com diametro superior a
80 mm, coloracdo marrom escuro com reverso mardano ¢Figura 7. A-B). Em MEA,
coloracao da col6nia é negra com halo amareladverso com tons amarelados (Figura 7.
C-D), diametro de 55-75 mm. Em CYA 37 °C, crescitneam torno de 15 a 28 mm. Cabeca
conidial com fialides de 5-9 (-11) x 3-5 (-6) pnesiculas subglobosas a elipsoidal cujos
didmetros variam de (25-) 30-60 (-85) um, conidim® diametro de 4-5 um (Figura 8. A-C).
Producao de esclerécio em forma oval e cor branw@rkado.

As espécies do Grupo Il apresentam: Colénia em @¥AC com diametro superior a
80 mm, coloracdo marrom escuro, com reverso anuare{gigura 7. E-F). Em MEA,

31



coloracao da colbnia € negra e reverso incolorufgig. G-H), com diametro de 75-85 mm.
Em CYA 37 °C, crescimento em torno de 20 a 35 maheta conidial com fialide de 4-7 (9)
x 3-4 (5) um, vesicula globosa para subglobosamtamente elipsoidal cujo diametro varia
de (35) 40-85 (-100) um, conidio com diametro d& |3m (Figura 8. D-F). Producéo de
esclerocio em forma oval e cor alaranjada.

Os Grupos lll ao VI sdo compostos por espécieeiiEtas, ou seja, que apresentam
métula e fialide, hifas hialinas, ndo houve produgk esclerécio, todas as linhagens
avaliadas nestes quatro grupos apresentaram cenidiando de castanho-escuro a preto,
globoso a subgloboso.

A espécie do Grupo lll apresentou: Colénia em CYA°Z com diametro de 62-74
mm, coloragdo marrom escuro a negra, com revecsoine tons acinzentados (Figura 7. I-
J). Em MEA, coloracédo da coldnia € negra e revixsalor (Figura 7. K-L), com didmetro de
59-68 mm. Em CYA 37 °C, crescimento em torno dé64am. Cabeca conidial com métula
de 10-15 (-17) x 3-5 e fialide de 8-10 x 3-4 (5),mmsicula globosa com diametro variando
entre (45-) 50-70 (-75) pum, conidio com diametra@ldeum e rugoso (Figura 8. G-H).

A espécie do grupo IV apresentou: Colonia em CYA°@5com diametro de 55-74
mm, coloracdo negra, com reverso incolor com temzantados (Figura 7. M-N). Em MEA,
coloracdo da colénia € marrom escura para negevexso incolor (Figura 7. O-P), com
diametro de 45-68 mm. Em CYA 37 °C, crescimenta@mo de 50-70 mm. Cabeca conidial
com métula medindo (5-) 6-8 x 2-3(-4) e fialide)1® - 13 x 3-4 um, vesicula globosa,
diametro variando de (40-) 50-65 (-75) um, confmio diametro de 3-5 um e liso (Figura 8.
-J).

A espécie do grupo V apresentou: Colonia em CYA’@5com diametro de 75-85
mm, coloragdo marrom escuro, com reverso amarékdara 7. Q-R). Em MEA, coloracao
da col6nia € marron escura e reverso incolor (RiguiS-T), com diametro de 62-79 mm. Em
CYA 37 °C, ndo houve crescimento. Cabeca conidé foi possivel medir. Vesicula
globosa para subglobosa com diametro de (40-) 55789 um, conidio com diametro de 3-5
pum e equinulado (Figura 8. K-L).

A espécie do Grupo VI apresentou: Colonia em CYA'@5com didmetro de 50-70
mm, coloracdo negra/esbranquicada, com reversdom@o tons levemente amarelados
(Figura 7. U-V). Em MEA, coloragéo da colbnia é reeg reverso incolor (Figura 7. W-X),
com diametro de 44-66 mm. Em CYA 37 °C, crescimartotorno de 47-68 mm. Cabeca
conidial com métula medindo (7-) 8 - 10 x 2-3 (edjidlide 10 — 20 (-24) x 3-5 (-6) pm,
vesicula globosa com diametro de (40-) 50-80 (x8%) conidio com diametro de 4-5 um e
liso (Figura 8. M-N).
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Figura 7. Caracteristicas macroscoépicas das colbénias dizsl@deAspergillussecaaNigri, verso e
reverso em CYA e MEA, respectivamente, a 25° C gpdisis: Grupo | (A-D); Grupo Il (E-H); Grupo
[l (I-L); Grupo IV (M-P); Grupo V (Q-T); Grupo V(U-X).
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Figura 8. Caracteristicas microscépicas dos isoladof\sjgergillussecaoNigri em MEA a 25° C
apos 7 dias: Grupo | (A-C); Grupo Il (D-F); Grudb(IG-H); Grupo IV (I-J); Grupo V (K-L); Grupo
VI (M-N).

Portanto, com base nos caracteres morfologicosrgo$ foram caracterizados como:
Grupo | =A. aculeatug A. japonicus Grupo Il =A. aculeatinusGrupo Ill =A. tubingensie
lacticoffeatus Grupo IV =A. nigere Grupo VI =A. foetidusconforme Samson et al. (2007).
A espécie pertencente ao Grupo V nao p6de sertedeatia, pois 0s resultados obtidos néo
nos direcionaram para nenhuma espécie.

Samson et al. (2007), observaram algumas diferentgas as espécies dapergillus
secaoNigri, ondeA. aculeatusapresentou vesiculas maiores variando de (155526100)
LM em comparacdo cof japonicusque apresentou vesiculas menor variando de 14-30 (
47) um. Dessa forma, as espécies do Grupo | apaeaen vesiculas maiores 30-60 pum,
valores estes semelhantes a esp&ceculeatuencontrado por Silva et al. (2011b) e também
por Samson et al. (2007). Maciel (2013), estudaeste grupo de fungos também agrupou
através do dendograma fenotipico as linhagené.daculeatuse A. japonicusno mesmo
grupo. Em CYA 37 °C, o crescimento para as linhagsm Grupo | foi de acordo com o
encontrado para@. aculeatuspor Sorensen et al. (2011). Outra caracteristiggortante
observada por Samson et al. (2007) e Jurjevic.ef2@ll2) foi a producdo de esclerdcio
também encontrada para esta espécie. O crescim@an@YA 37 °C para a espécie do Grupo
Il foi de acordo com Noonim et al. (2008), ondesemtcontrou valores de 22-33 mm para
aculetinusJurjevic et al. (2012), encontrou vesiculas ocadinente elipsoidal com diametro
30-70 um para esta espécie, valores semelhantam fencontrados neste estudo, e a
producédo de esclerécio em forma oval e cor aladanjambém foi observado por Samson et
al. 2007.

As espécies pertencentes agregado Niget, segundo Parenicova et al. (2001) e
Varga et al. (2003) sdo morfologicamente idénticas,entanto alguns autores descrevem
algumas diferencas entres estas espécies como Xmmnpk, Silva et al. (2011b),
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diferenciaramA. niger de A. tubingensiscom base na cor dos esclerécios, que variam de
branco a rosa er. niger e preto emA. tubingensisNo entanto, Samson et al. (2004),
relatam que a producao de escler6cio nem sempbearvada em. tubingensisConforme
observado no presente estudo, onde nao foi endongszlerécio para as espécies dos Grupos
[l ao VI.

4.2.1.1 Crescimento em diferentes temperaturas
Todos os isolados foram incubados em diferentepdesturas: 15, 33, 36 e 40 °C

(Figura 9). Os Grupos | e Il sdo constituidos pelsgécies que cresceram até (36 °C), os
Grupos lll, IV e VI cresceram até (40 °C), e o Griypcresceu apenas em 15 C°.

Grupo Il
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Figura 9. Crescimento dos 42 isolados nas temperaturas31363e 40 °C em MEA a 10 dias em
incubacéo na auséncia de luz.

As temperaturas maximas de crescimento encont@alasas espécies deste estudo
foram similares as observadas por Samson et ab7)26 Meijer et al. (2011), onde as
espécied\. aculeatug A. aculetinusresceram até 36 °C, enquanto as espécieagitedado
Niger’ e A. lacticoffeatusresceram até 40 °C.

4.2.2 Caracterizacao bioquimica
4.2.2.1 Crescimento no CREA

O meio Sacarose Creatina Agar (CREA) é um meio -setstivo (til para a
classificacdo de varias culturas de fungos, patagle foi utilizado para dividir as espécies
de Aspergillus seccaoNigri em grupos de acordo com a capacidade de cresoingent
producédo de acido, onde ocorre a alteracdo daocoreib de violeta para amarelo.

Pode ser observado na Figura 10, que o Grupo lueveom crescimento e uma fraca
producdo de acido, os Grupos Il, V e VI tiveram lbom crescimento e producédo de acido
moderada, os Grupos lll e IV tiveram um bom crescito e uma forte producao de acido.

|

Figura 10. Crescimento no meio CREA em 25 °C a 7 dias debiac@io: Grupo | ao VI (A; B; C; D;
E; F), respectivamente.

Samson et al. (2007), também observaram producacide no meio CREA limitada
pelas espécies. aculeatus, A. japonicusA. uvarumParaA. niger e A. tubingensgoducéo
de &cido forte, entretant. foetiduse A. lacticoffeatugncontraranboaprodugdoDe acordo
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com Silva et al. (2011b), as espécies dgrégado Nigerapresentam a maior capacidade de
crescimento neste meio em comparagdo com as oesgéciesNigri, bem como boa
producéo de acido.

4.2.2.2 Crescimento no MEA-B

Pollastro et al. (2006), desenvolveram este mato-seletivo com base no meio MEA
alterado com alguns antibiéticos e fungicidas. &lesstudo, testou-se a capacidade de
crescimento de todas as estirpe&\dpergillussecaaNigri neste meio MEA-B e os resultados
estdo apresentados na (Figura 11).

Figura 11. Crescimento no meio MEA-B em 25 °C apés 7 diagdebacao: Grupo | (A); Grupo I,
I, IV e VI (B) e Grupo V (C).

Grupo | e V tiveram um bom crescimento, porém aggs I, I, IV e VI nédo
cresceram. Samson et al. (2007), também encontreganitados negativos para o meio
MEA-B para algumas espécies encontradas no presstugo comaoA. aculeatinus, A. niger,

A. tubingensise A. lacticoffeatusconfirmando dessa forma que este método é Uutil para
diferenciar as espécies.

4.2.2.3 Reacao do Teste de Ehrlich
O teste de Ehrlich detecta alguns metabdlitos skEuios produzidos por fungos, por

reacao direta do reagente de Ehrlich com a col@iidaSVAD; SAMSON, 2004). Todas as
estirpes foram examinadas e os resultados mostnad@sgura 12).

Figura 12. Reacéo do Teste de Ehrlich: Grupos |, II, Il €AY; Grupo IV (B) e Grupo VI (C).
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As espécies dos grupos |, Il, lll e V apresentarasultados negativos, ou seja, nao
formaram um anel amarelado em volta do disco d@&neml E os grupos IV e VI,
apresentaram resultados positivos, onde obseragafsenacdo do anel amarelo ao redor da
colonia. Os resultados em questdo corroboram coobsarvados por Samson et al. (2007),
onde A. foetiduse A. niger apresentaram resultados positivos sob a formante neacao
amarelada ao redor da coldnia, e as demais espgresentam resultado negativo.

Portanto com base nos caracteres macroscopicos)seipicos e bioquimicos, 0s
fungos foram identificados como: Grupo = aculeatusGrupo Il =A. aculeatinusGrupos
[ll, IV e VI foram classificados como pertencentes “agregado A. nigér Grupo Il = A.
tubingensisGrupo IV =A. nigere Grupo VI =A. foetidusconforme Samson et al. (2007) e a
espécie pertencente ao Grupo V nao pbéde ser cadfampois esta espécie diferiu das
demais, mostrando caracteristicas morfolégicasrastiaintes, como o ndo crescimento em
CYA a 37° C, o seu crescimento em MEA apenas enC,15ugerindo em se tratar
provavelmente de um novo taxon.

No entanto, como os fungos da seddmri sdo descritos como semelhantes
morfologicamente, ndo se pbde identificar apenas @® dados morfolégicos e bioquimicos
as espécies isoladas, portanto para uma corretéficecdo foi realizada a caracterizacéo
moleculares.

4.3 ldentificacdo Molecular
4.3.1 Extracdo de DNA deAspergillus secaoNigri

Para a extragcdo de DNA foram utilizados os micétios fungos crescidos no meio
MEA a 25 °C por 7 dias. O método CIA (item 3.7.lapresentou os melhores resultados,
com a obtencdo de DNA para 38 dos 42 isoladogaditis. Esse protocolo caracteriza-se por
ter um baixo custo e por ser um método rapido. &pda realizacdo de quatro protocolos,
incluindo o método do Kit comercial, ndo foi postiobter DNA de boa qualidade para os 4
isolados dos Grupos Ill ao VI. A dificuldade deraxgio do DNA para esses quatro isolados,
pode estar relacionada com o fato de serem espBGissriadas, conforme caracterizado
através da identificacdo morfolégica. E essas éspgmossuem uma segunda camada de
células chamada de métulas, podendo apresentar madina nas paredes das hifas e
esporos, dificultando assim a extracdo. A mesmiautliiade de extracdo para esse grupo
também ja foi observada por Bozza, (2010), aozatilo método CIA para extracdo de DNA
de 13 isolados da secBligri, onde apenas 7 tiveram seu DNA extraido por éstada.

Dessa forma para esses isolados ha necessidadetdsbalho especifico para sele¢édo
do melhor protocolo para extracdo de DNA com qaakd suficiente para as analises
moleculares.

4.3.2 Amplificacéo da regido ITS do rDNA através d®CR
As regides ITS1-5,8S- ITS2 e 18S do rDNA foram afigpldas pela técnica de PCR
em termociclador Mlastercycle 22331 Hamburg Eppendorf JA@tilizando os iniciadores

ITS1 e ITS4. Todos os 38 isolados apresentaramsonm@erfil de banda estimado entre 500
a 600 pb (Figura 13. A-C).
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Figura 13. Produtos da amplificacdo de DNA dos isoladogsiegergillussecadNigri com iniciadores
ITS1 e ITS4. M = Marcador de peso molecular Fbs DNA LaddelInvitrogen).(A,B,C)= Ordem
das 42 Amostras em sequéncia. B = Branco.
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4.3.3 Sequenciamento dos fragmentos amplificados

Para a identificacdo das espécies da séfjgo, as sequéncias ITS1 e ITS4 foram
comparadas com banco de dados do GenBank via BLABdsic Local Alignment Search
Tool) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST), usando o seére MEGA 5 (TAMURA et al.,
2011). A arvore filogenética foi construida utiizid algumas sequéncias do GenBank como
base para comparacaaspergillus awamorifoi escolhido para comparacdo entre a secao
Nigri, e a espécie despergillus flavudoi utilizado como grupo externo (Figura 14).
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A 31

Aspergillus sp aculeatinus strain CBS 121060(EU159211)
A 28

A 24

A 22

A21

g7|A 20

A 15

A9

Aspergillus aculeatinus strain F-596(HE578070)
A7

A6

A5

A4

A4l
Aspergillus japonicus strain VIT-SB1(KC128815)
A2
A3
A8
A 10
All
A 12
A 13
Al4
A 16
A 17
Aspergillus aculeatus F36 18S(JF439460)
A 18
A 23
A 25
A 26
A 29
A 32
A 33
A 34
A 35
A 36

100

Aspergillus aculeatus strain F-719(HE578071)
A 37
A 38
A 39
A 40
Aspergillus japonicus strain chai-1 KF613717)
A 42

I Aspergillus awamori(AM087614)
' Aspergillus flawss H142(L76747)

—_—
0.01

Figura 14. Arvore filogenética baseada nas sequéncias ddaddiS1-5.8S-ITS2 do rDNA das
espécies dAspergillussecadNigri construida pelo método de Neighbor-joining. Vadaie bootstrap
(n=1000 replicatas). Barra de escala = 0,01 suligi#s por posigéo.
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Através do alto valor de identidade e similaridatdére as sequéncias (em torno de
99%), foi possivel observar na arvore filogenétidarmacao de dois grandes grupos: Grupo
I, formado por 26 isolados caracterizados comgaponicuse A. aculeatuse o Grupo I,
formado por 12 isolados caracterizados c@maculeatinugFigura 14).

Diversos autores tem utilizado os iniciadores IT1IT&4 para posicionamento
taxondmico de fungos como Castrillo et al. (2018% gsolaram 14 fungos da Argentina
pertencentes ao géneispergilluse identificaram algumas espécies da s&fga utilizando
ITS1 e ITS4. Estes autores mostraram que esta gecamposta por dois grupos gerais, um
clado contendd\. aculeatuse A. homomorphug o outro clado contend®@ heteromorphus
A. nigergue inclui também o cladd. carbonariusNugroho et al. (2013), utilizando também
regides ITS, identificaram quatro espécies cdmoarbonarius, A. niger, A. tubingengs\.
aculeatusao isolar fungos predominantes de graos de cacawdofegafé e mandioca da
Indonésia.

Apesar de amplamente utilizado, devido ao altelrde sensibilidade e resolucéo, os
meétodos moleculares apresentam alguns probleméamhito da secabligri, devido ao alto
nivel de similaridade genética entre algumas espg@ODRIGUES et al., 2011). Para a
descricdo das espécies e da inferéncia filogenédamson e Varga (2009) recomendaram
gue pelo menos duas sequéncias de genes devemasena&das, utilizando-se a abordagem
de sequéncias multilocos (MLST). Dessa forma camabservado por Samson et al. (2007),
em AspergillussecaoNigri todas as espécies devem ser descritas utilizaemieescias de
outros genes como por exemplo Calmoduling3-tubulina que possuem locos mais
informativos para a classificacdo e s&o regifesisdgara a discriminacdo intra e
interespecifica (VARGA et al., 2011). Todavia S@@m et al. (2011), descrevem a relacao
das estirpes d@. aculeatuse A. japonicuscom as outras espécies de Bladpergillus
usando a abordagem polifasica incluindo ITS, caltind e B-tubulina. Esses autores
observaram que ocorre um agrupamento separado voae ade B-tubulina destas duas
espécies em relacdo as outras espécies, e contlgim este agrupamento € devido ao fato
das duas espécids japonicuse A. aculeatugpossuirem um intron a menos no geng-da
tubulina em comparagdo com as outras espéiges, como também demonstrado em outras
publicacdes (VARGA et al., 2007; NOONIM et al., 30PETERSON, 2008).

Portanto com base no sequienciamento das regidoéselTES4 os fungos do Grupo |
foram identificados com@. aculeatug A. japonicuse do Grupo Il comd. aculeatinus.

4.4 Potencial Enzimatico deAspergillus secaoNigri

O indice enzimatico (IE) é um dos parametros sarmnitjtativosmais usados para se
avaliar a producdo de enzimas pelos microrganisemosmeio solido. Dessa forma, os
isolados que exibirem os maiores IE nos meios dsconento S4o 0s que possuem maior
atividade enzimatica extracelular (OLIVEIRA et a2006). Os autores Lealem e Gashe
(1994) estabeleceram 2,00, denominando o microrganismo como um prodobdencial
de enzima em meio solido. Nesse contexto, os igslaldAspergillus secdoNigri foram
avaliados como produtores de celulase, peptidastgse, fitase e pectinase.
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4.4.1 Analise da enzima celulase

Para a avaliacdo do potencial de producéo da selularam testados 42 isolados de
AspergillussecaaNigri, destes, 38 produziram celulase, ou seja, 90,4%saptaram halo de
hidrélise cujos resultados encontram-se apresentaadabela 7.

Tabela 7.Producéo de celulase pdspergillussecadNigri isolados de serrapilheira e
solo, avaliados pelo IE.

Identificacéo Celulase Identificacdo Celulase

dos fungos ac ah |.E.* dos fungos ac @h I.LE*
A 15 383 430 1,12 A 8 3,13 3,87 1,24
A 4 363 4,10 1,18 A 23 307 380 1,22
A 22 360 4,07 1,13 A 29 357 443 1,22
A 32 363 4,10 1,13 A 34 3,40 427 1,28
A 26 357 4,10 1,15 A 3 290 363 1,28
A 24 303 350 1,15 A 20 330 4,17 1,28
A 14 323 377 117 A 21 330 4,17 1,28
A7 3,80 447 117 A 41 343 437 1,27
A_40 370 4,37 1,18 A 28 2,77 350 1,28
A 6 363 430 1,18 A 11 333 427 1,28
A 12 300 353 1,18 A 18 323 417 1,29
A 39 363 430 1,18 A2 257 330 1,29
A 5 360 427 1,18 A 16 2,80 367 1,31
A 35 357 423 1,19 A 42 310 423 1,38
A 17 337 4,03 1,20 A 13 257 350 1,37
A 10 327 393 1,20 A 9 2,63 357 1,38
A 25 353 427 1,24 A 36 2,67 367 1,38
A 31 353 427 1,24 Al - - -
A 38 357 433 124 A 19 - - -
A 37 333 4,07 1,22 A 27 - - -
A 33 317 390 1,23 A 30 - - -

@c = didmetro da colbnia (cm@dh = didmetro do halo (cm); IE = indice enziméti¢o;) = nado
cresceu e/ou ndo produziu halo.

Média Geral 1,23
“+CV (%) 4,71

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&oedif estatisticamente pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05).

** CV= Coeficiente de variacdo, mede a dispersa® dimdos em relacdo a média aritmética,
qguanto menor melhor é a precisdo dos dados.

A andlise estatistica da producédo de celulose mosiue houve diferenca entre os
indices enzimaticos dos isolados analisados, fadoae trés diferentes grupos (a-c). Quatro
isolados se destacaram dos demais em relacéo ige enzimatico: A_42 com 1,36; A 13
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com 1,37; A9 e A 36 com 1,38, e 0s que apresentaegultado negativo foram A 1;
A 19; A 27 e A 30 (Tabela 7).

A avaliacdo positiva pode ser observada pela fafimae halos translicidos ao redor
da colonia, indicativos da degradacéo da carboXorktlose (CMC) (Figura 15).

(A)

(B)

Figura 15. Observacédo das placas com Meio CMC com Vermelhm&d%. (A) Formacéo do halo
de degradacéo pelo isolado A_8B) Isolado A 19 néo produziu halo de degradacéao.

De acordo com Ruegger e Tauk-Tornisielo (2004)icexdenzimaticos em torno de
1,6 séo valores encontrados em fungos do géispergillussp, onde esse indice pode ser
utilizado como uma medida util para selecionardggns dentro de uma mesma espécie.
Estes mesmos autores, avaliaram a atividade ddaselwle fungos isolados do solo e
observaram que 45% dos isolados apresentaramaatévigositiva, pois houve a formacao do
halo, indicando a degradacdo do meio, entretaegpéacieAspergillus nigembteve valor de
IE = 1,4, proximo aos valores encontrados no nessado para as espécies da sd¢i@oi,
entretanto para a espécie sugerida cémuger(A_19) ndo houve producdo da enzima.

A atividade carboximetilcelulolitica, registrada stee trabalho € semelhante aos
resultados de Escobar et al. (2007), que tambémnaam producdo da enzima celulase,
determinada pelo indice enzimatico, pelas espéaesecadNigri como por exempld.
awamorj com exce¢ao dé. niger que apresentou resultado positivo. Fernandes J2009
testou 24 fungos isolados de diversas fontes patateccdo de celulases, dentre estes, 9
pertenciam ao génewsspergillussecaaNigri: A. carbonariuslE = 1,4 e 1,14A. nigerlE =
1,10 e 1,27A. foetiduslE = 1,13 e 1,16A. niger agregados$E = 1,11, onde estes ultimos
valores de IE foram proximos aos encontrados neepte estudo. Agustini et al. (2012)
também realizararteste qualitativo de producédo de celulase, utiivameio CMC em 553
isolados, contendo fungos e bactérias, e encontraraespécieAspergillus nigercomo
produtor de celulase, onde indices celuloliticosavam de 1 a 3,36 com todos 0s micro-
organismo. Monteiro et al., (2012), selecionaramhaitos produtores de celulase pertencentes
aos género#spergilluse Penicillium, dentre os 135 isolados testados, apenas vinte foram
produtores, e os cinco isolados que se destacanantaja producdo qualitativa de celulase,
pertencem ao géneAspergillus

Nesse contexto, de acordo com a literatura, € imotje grande parte das espécies
testadas para producao de celulase, apresentddaddwenzimatica, principalmente espécies
do géneroAspergillus devido ao fato destes fungos terem, frequenteaneaimohabitat
materiais lignoceluloliticos (PEREIRA, 2012). Emémo, poucos apresentam grande
atividade celulolitica como os avaliados nestedsstu
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4.4.2 Andlise da enzima peptidase (protease)

A tabela 8 evidencia os resultados da producéo egidase, nota-se que houve
diferenca significativa entre as médias analisaolasrendo a separacdo de seis grupos
diferentes (a-e) com a variacdo do IE entre 1,13@. Os isolados que apresentaram maiores
indices foram: A_1e A _27 com 1,40 e A 19 e A_3dg34. Nenhum isolado apresentou
resultado negativo.

Tabela 8.Producéo de peptidase paspergillussecaaNigri isolados de serrapilheira e solo,
avaliados pelo IE.

Identificacdo dos Peptidase (Protease) Identificacdo dos Peptidase (Protease)
fungos @c Gh LE* fungos @dc @Gh LE*
A_40 6,67 7,73 1,15 A 31 6,73 8,27 1,22
A 29 6,6 7,67 1,18 A 32 557 6,83 1,23
A 36 6,67 7,73 1,16 A 10 6,47 8 1,28
A 26 6,47 7,53 1,16 A 28 7,07 8,73 1,23
A 41 6,07 7,07 1,16 A 20 7,03 8,77 1,24
A 35 6,97 8,17 1,19 A 25 543 6,77 1,24
A 6 75 883 1,17 A 42 7 873 1,25
A 34 6,83 81 1,18 A 21 7,03 8,77 1,25
A 8 6,17 7,3 1,18 A 33 58 7,27 1,2%
A 12 6,83 81 1,18 A 3 597 75 1,25
A 17 57 6,77 118 A 18 537 6,77 1,26
A 24 667 8 1,20 A 14 563 7,1 1,26
A 23 56 6,73 1,26 A 39 563 7,1 1,26
A2 6,5 7,83 1,20 A 37 633 8 1,26
A 9 703 85 1,21 A 22 6,9 883 1,28
A 16 6,07 7,33 1,24 A5 6,77 8,7 1,28
A 38 6 7,27 1,21 A 13 553 7,1 1,29
A 4 6,87 8,33 1,21 A 19 6,1 817 1,34
A7 72 873 1,21 A 30 6,2 8,33 1,34
A 15 6,97 85 1,22 A 27 6,0 8,35 1,40
A 11 593 7,27 1,22 Al 53 7,43 1,40

@c = didmetro da colbnia (cnph = didmetro do halo (cm); IE = indice enzimatico;
Média Geral 1,22
**CV(%) 2,24

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna na@edif estatisticamente pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05).

** CV= Coeficiente de variacdo, mede a dispersé®e dlmdos em relacdo a média aritmética,
guanto menor melhor é a precisdo dos dados.

A zona clara ao redor da coldnia corresponde ao imalicador da degradagao da
enzima peptidase (Figura 16).
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Figura 16. Teste semiquantitativo de producdo da enzimaqes#i Formacao do halo de degradacéo
pelos isolados (A) A_4; (B) A_33.

Segundo Fernandes (2009) e Schuster et al. (200Rj)go estudad@. niger nao
produziu halo de degradacéo indicativo para a uh@cao proteolitica, diferentemente do
presente estudo onde as espécies da $déig@ioproduziram halo de degradacdo porém com
valores de IE< 2,0. Pereira (2012), também observou producdondéma protease ao
analisar 40 isolados que pertenciam a Micoteca axéntro/EPAMIG e do Laboratorio de
Micotoxinas e Micologia da UFLA, destes, 6 pertantiao génerdspergillusonde estes
apresentaram os mesmos resultados; ZD, ndo havendo valores maiores para este género.
Diferentemente do que ocorreu com Sohail et alog20onde obtiveram 81% de fungos
produtores de proteases dos 160 isolados, e destiee fungos as espéci&s niger e A.
flavus foram consideradas potenciais produtores de eszipmateoliticas. Galvao et al.
(2013), avaliaram um total de 38 isolados do splmnto a producdo da enzima peptidase,
sendo 17 espécies pertencentes ao géhspergilluse 21 dePenicillium, os isolados do
géneroPenicillium apresentaram bons indices enzimaticos para prots@gmnto que entre
as espécies despergillusapenas @spergillus versicolofoi capaz de degradar esta enzima.

4.4.3 Analise da enzima amilase
Para a avaliacdo do potencial de produgcdo da enamitase foram testados 42

isolados deAspergillussecaadNigri, desse total, 100 % apresentaram halo de hidr@liges
resultados encontram-se apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9. Producao de amilase pAspergillussecaoNigri isolados de serrapilheira e solo,
avaliados pelo IE.

Fungos Amilase Identificacéo Amilase
@dc  oh lL.e.x dos fungos @c  @h I.LE*
A 26 46 52 1,14 A 8 39 48 129
A 29 42 49 118 A 14 38 47 1728
A_40 42 48 118 A 41 38 47 1,28
A 2 41 48 116 A 22 46 56 1,28
A 12 45 53 1,18 A 3 32 39 1,28
A 38 40 47 118 A 34 40 49 1728
A 4 41 48 116 A 21 36 45 1724
A 32 40 47 117 A 10 36 45 1724
A 13 38 44 117 A 11 38 48 1724
A 16 42 49 1,18 A 28 46 57 124
A7 45 53 118 A 37 35 44 1725
A 18 40 48 1,18 A 15 42 53 1725
Al 37 43 1,18 A 30 45 56 1,25
A 25 39 46 1,19 A 31 35 43 1728
A 33 39 46 1,19 A 20 42 53 1725
A 24 35 41 1,198 A 19 42 52 1,28
A 36 44 53 1,198 A 39 36 45 1,28
A 35 33 39 1,20 A6 48 61 1,26
A 9 41 49 1.2% A 23 35 44 127
A 17 32 38 1,22 A5 41 52 1,28
A 42 47 58 1,22 A 27 39 50 1,28

@c = didmetro da colbnia (cnph = didmetro do halo (cm); IE = indice enzimatico;
Média Geral 1,21
CV(%) 3,59

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&oedif estatisticamente pelo teste de
Scott-Knott (p<0,05).

** CV= Coeficiente de variacdo, mede a dispersa® dimdos em relacdo a média aritmética,
qguanto menor melhor é a precisdo dos dados.

Através do teste estatistico para a enzima amifasse ser observado na Tabela 9,
que houve uma pequena diferenca entre as médiazarfdo-se dois grupos (a e b), porém
nao houve nenhum isolado que se destacou. Todesalsados indicaram que as linhagens
testadas sé@o capazes de degradar o amido presemigade cultivo quando na auséncia de
glicose, porém nenhuma linhagem apresentou potesrcanatico, pois nao atingiram o ¥
2,0.

A zona amarelada ao redor da col6énia corresponti@ladndicador da degradacédo da
enzima amilase (Figura 17).
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Figura 17. Teste semiquantitativo de producéo da enzima aendaos revelagdo com solugéo de iodo
0,1%. Formacé&o do halo de degradacéo pelos iso{adids 29; (B) A_39.

Teixeira (1994), constatou que 0os maiores halosatdedades enzimaticas foram
produzidos porA. niger para amilases, celulases, e pectinases. Moradgl)(2também
observou queA. niger foi capaz de degradaramilase. Porém estes resultados nao foram
semelhantes aos obtidos no presente trabalho.

Das 34 espécies testadas, onde se encontra espedgsergillus por Gopinath et al.
(2005) para a producdo de amilase, 22 ndo apresentzenhuma atividade enzimatica, 9
apresentaram baixa atividade e 3 apresentarandad®ide moderada a alta. Silva et al.
(2006), ndo encontraram atividade amilolitica emhoen dos 29 isolados d&spergillus
analisados. Soares et al. (2010), analisando lerieamutantes do fungespergillus nidulans
observaram halos pequenos, menores que 2,0. P€6it2), também estudou o género
Aspergilluspara a producéo de amilase, entretanto, ndo fpradutores desta enzima pelas
metodologias testadas. Desse modo, estes tralmhodoraram em partes com os resultados
apresentados no presente trabalho, pois afirmanaqueducdo de amilase paspergillus
em meio de cultura solido, pode nao ser positivaasude baixa atividade amilolitica.

4.4.4 Analise da enzima fitase

Todos os isolados apresentaram crescimento no fRIIKOVSKAYA, 1948),
seletivo para fitase, apresentando um didmetroordiadicolénia de 70 mm, porém ndo houve
a formacdo do halo de degradacdo. Dessa forma,faidpossivel medir os indices
enziméaticos dos isolados AspergillussecadNigri (Figura 18).
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Figura 18. Teste semi-quantitativo de producéo da enzimadi{@ e B). Ndo houve producdo do
halo de hidrdlise, isolado A_35, porém o resultBx@ositivo para a producéo da enzima.

A nao formacdo do halo de degradagdo pode serae@adamplo crescimento do
fungo neste meio de cultura, apds 5 dias de in@dygapis os fungos apresentaram colonia
com didmetro proximo ao tamanho da placa de Petri.

Entretanto, conforme Castro e Pereira Jr. (201Q)s@alizacdo do halo depende de
vérios fatores, além da composi¢cdo do meio de rajlalgumas substancias quimicas podem
interferir no corante proporcionando falso-posiivou ainda provocar sua precipitacdo ou
inibir a ligacao deste aos polissacarideos.

Dessa forma, Queiroz et al. (2009), estudaram p2cess do génerAspergillusda
colecdo URM do Departamento de Micologia da Unidexde Federal de Pernambuco para a
selecédo de microrganismos produtores de fitaseéstrdoscreeninge posterior producéo por
fermentacdo. Os microrganismos passaram por ure@dgeeém meio seletivo contendo fitato
de sodio como unica fonte de carbono e fésforde® encontraram que todas as espécies de
Aspergillusapresentaram crescimento no meio seletivo paasefitE a espécie que obteve
maior crescimento fohspergillus japonicugjue apresentou um diametro da colénia de 60
mm com 6 dias de incubacdo considerado o maior edré@mportanto estes resultados
corroboram com os apresentados no presente egfaths autores também observaram que
no decorrer da producdo da fitase o micro-organisatalisava o fitato de sédio, e assim o
meio seletivo apresentava halo transparente. Podsarduma explicacdo para a ndo formacéo
do halo neste estudo.

Tavares et al. (2012), isolaram linhagens de lensede fungos de amostras do solo da
Regido Amazobnica e do Laboratorio de Bioquimica Alenentos da UNICAMP, e
determinaram a capacidade de producdo de fitaséasdesulturas. Para isso, 0s
microorganismos foram testados qualitativamentereio seletivo. Neste estudo foi possivel
identificar 8 colénias de fungos que possuem umangmlidade na producdo de fitase
extracelular, sendo um deles identificado como @uwegoAspergilluse dois deles do género
Penicillium. Estes autores comprovam a grande capacidade wigasfulo génerdspergillus
em produzir a enzima em questdo, como observadoétanpelos resultados deste trabalho,
apesar da ndo obtencédo de evidéncias para a dimgéo de qualquer linhagem que tivesse
melhor atividade enzimética em relacdo as demais.
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4.4.5 Analise da enzima pectinase

As 42 linhagens ndo cresceram e também ndo apmem@nthalo de hidrélise
indicativo da atividade de pectinase, conforme IFEdL9.

Figura 19. Teste semi-quantitativo de producao da enzimanase. Nao houve crescimento e nem
producéo do halo de hidrolise. (A) Verso da plactéaido A_30; (B) Reverso da placa isolado A_30.

Oliveira et al. (2006), avaliaram a producdo dereag hidroliticas extracelulares por
isolados de rizébios nativos da Amazénia Central.u total de 67 isolados testados, 22
revelaram atividade amilolitica (32,8%); 19 prottch (28,4%); seis carboximetilcelulolitica
(9,0%); quatro lactolitica (6,0%); trés lipoliti¢d,5%); e 14 isolados exibiram atividade
ureolitica (20,9%). Porém, de acordo com o resal&ttontrado, estes autores também néo
observaram a producdo de pectinase em nenhum diaslds de rizébia testados, eles
propdem que em funcéo da reduzida atividade péitic@onos isolados de regifes tropicais,
seja mais dificil sua observacdo em meio sélido.

Resende et al. (2009), também avaliaram semi-qaawiimente, a atividade
pectinolitica de diferentes espécies de fungomélatosos isolados de graos de café, porém
dos 158 fungos testados, apenas 11,39% apresensdiddade pectinolitica, destes 18
apresentaram atividade pectinolitt e 34,17% n&o apresentaram atividades pectoasijti
estdo representados pelas seguintes espésipsrgillus flavusA. oryzaeA. tubingensisA.
foetidus A. sclerotiorumA. ochraceusA. westerdijkiagA. ostianuse “agregado A. niger;
entretanto 53,79% dos fungos foram produtores denaxis pécticas, embora nenhum deles
tenha apresentado atividade enzimatica superior $A@ eles: espécies dagfegado A.
niger”, A. ochraceus A. foetidus A. lacticoffeatus A. niger A. flavus A. wentij A.
tubingensisA. sydowij A. ostianusA. oryzae A. aculeatusA. westerdijkiagA. versicolor
A. fumigatus Eurotium chevalietiPenicillium sp., Penicillium funiculosumP. hirsutum P.
roquefortii. Fernandes e Chalfoun (2010) avaliaram o potenaalfuhgos filamentosos
guanto a producédo de poligalacturonases (pectinasesspécies despergillustambém nédo
atingiram o IE igual ou superior a 2,0.

Pereira (2012), testou duas metodologias para dupéom de pectinase (HANKIN et
al.,, 1971) e (MCKAY, 1988), a primeira houve basensibilidade a deteccdo da enzima,
ocorrendo assim baixos resultados, onde o valdE des fungosAspergillusfoi de 1,3 a 1,6,
comparado com a segunda metodologia IE foi de 1468aNo entanto, assim como 0S
resultados obtidos no presente estudo, os trabalbmsa mostraram baixa ou nenhuma
atividade de pectinase por fungos do génAspergillus Diferentemente dos estudos
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realizados por Sandri (2010) onde avaliou 60 isidatlingicos deAspergillus nigere
Aspergillus oryzaecom relacéo a formagéo de halo de degradacaeati@g em meio sélido,
teste semi-quantitativo e posterior producao ponémtacdo. Os dados mostraram que dos 30
isolados deAspergillus nigeapenas 6 ndo formaram halo de hidrélise, e o \WEdE variou

de 1,2 a 2,8, e para a espécieAdpergillus oryzad ndo degradaram a pectina citrica em
meio solido e o valor de IE foi de 1,2 a 3,6.

De acordo com os resultados aqui apresentadoscoerse neste experimento que
para todas as enzimas testadas nenhum fungo isafadeentou potencial enzimético, pois
ndo conseguiram atingir o & 2,00. Dessa forma os fatores determinantes quoizém
esta selecao incluem a correlacao direta entrenartho do halo e a capacidade degradativa
dos micro-organismos (LIN et al., 1991). Deve-deestar que a habilidade de um fungo em
produzir enzimas varia entre espécies, como tangrdra isolados de uma mesma espécie e é
bastante variavel (GRIFFIN, 1994).

Inimeros fatores de natureza biologica ou fisicoaipa, como pH e temperatura,
podem influenciar no nimero e atividade enzimatioa micro-organismos (SANOMIYA,;
NAHAS, 2003; MACCHERONI JR et al., 2004).

A auséncia de atividade, como ocorreu com a enpiectinase, pode ser atribuida a
incapacidade de secre¢do, ao direcionamento daigiodao metabolismo intracelular ou a
insuficiéncia dos meétodos de deteccdo (VASCONCELE&I., 2003). O halo para ser
visualizado depende de diversos fatores: além dwanpetros fisicos e quimicos ha a
interferéncia da presenca de outras substanciasenies no meio que podem originar
resultados positivos pela reacdo com 0s corantesiegativos, por precipitar o corante e
ainda por inibir a ligacado da enzima com o substf@OLEN, 2006).

De acordo com Ten et al. (2004), o diametro do Halhidrélise é util para auxiliar a
selecdo de cepas com altos niveis de atividadeededicdo de polissacarideos, onde o
indice enzimatico é utilizado como uma medida sem@ rapida para selecionar linhagens
com potencial producéo de enzimas.

Perreira (2012) afirma que a avaliacdo qualitatieaproducdo de enzimas, muitas
vezes, ndo corresponde a producdo real, sendosdeees analise quantitativa para a
avaliacao correta.

Portanto, sugere-se, que estudos mais detalhadonsasolinhagens déspergillus
secaoNigri sejam realizados, através de outros testes labiaiai para verificar melhor o
potencial enzimatico de tais linhagens.
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5 CONCLUSOES

Foram caracerizados 42 fungos AlgpergillussecaoNigri isolados de serrapilheira e
solo do Bioma Mata Atlantica, sendo encontrado enporcentagem destes fungos no
solo, na profundidade de 5-10 cm.

Dentre os fungos isolados nos periodos chuvosoce, $2,8%, foi encontrado no
periodo chuvoso, pois neste periodo foram encadremperarutas mais elevadas bem
como maior umidade do solo, porpiciando boas c@edipara osspergillusda sec¢éo
Nigri.

Dos 42 isolados, 26 foram identificados como sefsieergillus aculeatygpertencente
ao Grupo |, e 12 como sendaspergillus aculeatinupertencente ao Grupo I, atraves
da caracterizagdo morfoldgica, bioquimica e mokagul

A identificacdo morfolégica e bioquimica sugere @seespécies dos Grupos I, IV e
VI sejam caracterizados como pertencentes agregado Niger Grupo Il =
Aspergillus tubingensisGrupo IV = Aspergillus nigere Grupo VI = Aspergillus
foetidus;

O protocolo de extracdo de DNA realizado atravesidtndo CIA néo foi eficiente para
todos os isoladode Aspergillugda seéo Nigri, onde 38 espécies (Grupos | e 1) foram
identificadas através da analise molecular, e éasp (Grupos Il ao VI) apenas pela
analise morfolégica e bioquimica o que sugere gpéaes destes grupos sao distintas
das demais.

A espécie do Grupo V nédo pbde ser identificada.

Quanto ao perfil enzimatico, 90,4% dos isoladosdpziram celulase, 100%
produziram peptidase, amilase e fitase e nenhuledis@roduziu pectinase.

As espécies bisseriadas (Grupo lll ao VI), 9,6% pé@aluziram celulase.

De acordo com o teste semi-quantitativo atravésdice enzimatico nenhuma espécie
foi considerada potencialmente produtora para aisnas testadas.
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ANEXOS

ANEXO A

Agar Dichloran Rose Bengal Cloranfenicol (DRBC (PITT; HOCKING, 1997):

Glicose 10g
Peptona Bacteriologica 50
KH.PO, lg
MgSQ,-7H20 0549
Rose Bengal 25 mg
Dichloran 2mg
Cloranfenicol 100 mg
Agar 159
Agua destilada 1000 mL, pH 6
Batata Dextrose Aga (BDA) (GATTI et al., 2003):

Dextrose 20 g;
NaCl 60 g;
Agar 15 g;
Agua destilada 1000 mL, pH 7

OBS: Adicionar 200 g de batata picada em 1L de agutlatis, deixar por 1h na

fervura em seguida filtrar e adicionar ao filtramooutros ingredientes.
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ANEXO B

Czapek Levedura Agar (CYA) (PITT; HOCKING, 1997):

K,HPO, lg
Extrato de Levedura 59
Sacarose 309
-Concentrado de Czapek: (NaN8Dg; 10 mL

KCI 5g; MgS0O4-7H20 5g; FeS04-7H20 0,19,

100 mL de 4gua destilada)

-Solugdo Metalica: (ZnSO4-7H20 0.1g e 1mL
CuS04:5H20 0,05g, 100 mL de agua destilada)

Agar 159
Agua destilada 1000 mL, pH 7
Extrato de Malte Agar (MEA) (KLICH & PITT, 1988):

Extrato de Malte 20¢g
Peptona Bacteriologica 1g
Glicose 209
Agar 209
Agua destilada 1000 mL, pH 7
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ANEXO C

Extrato de Malte Agar — Boscalide (MEA-B) (SAMSON et al., 2004):

MEA
Boscalide (Sigma) 10 mg
pH 7
Creatina Sacarose Agar (CREA(FRISVAD, 1993):
Creatina 39
Sacarose 30g
K3HPO, 1649
Bromocresol 0,059
Agar; 159
-Solucdo Mineral: (KCl 5g; MgS04-7H20 5g; 10 mL
FeS0O4-7H20 0,19, 100 mL de agua destilada)
-Solucdo Metalica: (ZnS04-7H20 0.1g e 1mL
CuS04-5H20 0,059, 100 ml de agua destilada)
Agua destilada 1000 mL, pH 8
Teste de Ehrlich(LUND, 1995):
4-dimetilamino-benzaldeido 2¢
Etanol (96%) 85 mL
HCI10 N 15 mL

A esterilizacdo dos meios de cultura foi realizadaautoclave a 121 °C, 1 atm de presséo,

durante 20min.
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ANEXO D

Tampéao CTAB - Método CIA

CTAB 29
NacCl 8,12 ¢
EDTA 4 mL
Tris 10 mL
PVP 29
Agua milliQ g.s.p 100 mL
Levar em banho Maria a 60°C por 20 min.

CIA (Cloroférmio Alcool Isoamilico)

Cloroférmio 96 mL
Alcool Isoamilico 4 mL
Clorofane

Fenol equilibrado e cloroférmio p.a. na proporcad.d..

Tampao de extracdo - Método fenol-cloroférmio

Tris-HCI pH 8,0 200 mM
NacCl 250 mM
EDTA 25 mM
SDS (p/v) 1%
Tampao de extracdo CTAB - Método CTAB

Tampéo A:

Sorbilol 6,38 ¢
Tris-HCL 1219
EDTA 0,19¢g
Agua MiliiQ 100 mL
Ajustar pH = 8,0 com HCL

Tampao B:

NacCl 11,699
CTAB 2,09
Tris-HCI 2,42¢g
EDTA 1,869
Agua MilliiQ 100 mL
Preparo do Tampéo de extracdo CTAB:

Tampéo A 40 mL
Tampao B 40 mL
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SDS 10% (Dodecil Sulfato de Sodio)
Bissuifito de Sédio 1%

Carvao ativado 0,1%

PVP 2%

B-mercaptoetanol

Preparo para 48 amostras.

8 mL
0,96 g
0,096 g
1,92¢g
192 pL
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ANEXO E

Peptidase (Proteast (GOPINATH et al., 2005)

Leite desnatado 509

Agar 159
Agua destilada 1000 mL, pH 5
Amilase (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975)

Extrato de carne 30
Peptona 549
Amido soluvel 0,2 %
Agar 15¢g
Agua destilada 1000 mL, pH 5
Celulase(RUEGGER; TAUK-TORNISIELO, 2004).

NaNG;, 34g
MgSQO, 059

KCL 059
FeSQ.7H,O 0,019
K,HPO, 1lg

CMC 10g
Agar, 209
Agua destilada) 1000 mL, pH 5
Pectinase(HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975)

Pectina citrica (Sigma) 1,25 %
Agar 15¢g
Agua destilada 1000 mL, pH 7
Fitase (PIKOVSKAYA, 1948)

Extrato de levedura 0,59
Dextrose 10 g
Fosfato de Célcio; 50
Sulfato de Aménio; 0,59
Cloreto de Potassio; 0,2¢g
Sulfato de Magnésio; 0,1g
Sulfato de Manganés; 0,0001 g
Sulfato Ferroso; 0,0001 g
Agar 159
Agua destilada) 1000 mL, pH 7
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