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RESUMO 

 

As espécies de Aspergillus pertencentes à seção Nigri são caracterizadas pela cor negra da 

maioria das colônias. A identificação destas espécies é complexa devido à alta diversidade 

genética. As características morfológicas, fisiológicas, bioquímicas, moleculares e 

espectrais são ferramentas que podem ser utilizadas na identificação polifásica. Aspergillus 

niger é a espécie da seção Nigri mais utilizada na indústria. Dentre as enzimas produzidas 

por este fungo podemos citar as poligalacturonases (PG), que possuem aplicação 

tecnológica no processamento de alimentos e frutas. Neste trabalho, linhagens de 

Aspergillus seção Nigri foram avaliadas por uma abordagem polifásica baseada na análise 

morfológica, bioquímica e espectral por Ionização/Dessorção de Matriz Assistida por 

Laser Tempo-de-Vôo/Espectrômetro de Massa (MALDI-TOF MS) para sua identificação e 

caracterização. Os dados obtidos a partir dessa abordagem indicaram que os resultados do 

MALDI-TOF MS corroboraram os dados da taxonomia clássica e análises bioquímicas. 

Cerca de 20% e 14% das linhagens de A. niger foram produtoras de ocratoxina A (OTA) e 

fumonisina B2 (FB2), respectivamente. As linhagens não micotoxigênicas foram avaliadas 

quanto à capacidade de produzir PG, sendo A. niger URM 5162 que apresentou maiores 

valores de atividade quando imobilizada em casca de laranja e com o reator operado sem 

aeração. Após a produção, as PG foram purificadas pelo sistema de duas fases aquosas 

(SDFA) formado por polietilenoglicol e sais de fosfato (PEG/fosfato). A endo-

poligalacturonase (endo-PG) e a exo-poligalacturonase (exo-PG) tiveram preferência pela 

fase superior do sistema (rica em PEG). Para as duas enzimas, os melhores resultados para 

o coeficiente de partição (K=1,23 para endo-PG e 2,40 para exo-PG), rendimento em 

atividade (Y=74,04% para endo-PG e 33,33% para exo-PG) e fator de purificação 

(FP=8,18 para endo-PG e 1,98 para exo-PG), foram obtidos com 12,5% (m/m) de PEG 

8000 (g/mol) e concentração de fosfato de 25% (m/m) a pH 6,0,  sendo esta a condição 

considerada como a mais adequada para a purificação das PG produzidas 

por A. niger URM 5162. A concentração de fosfato e a massa molar do PEG foram as 

variáveis independentes que mais influenciaram nos valores de K, Y e FP durante a 

purificação da endo- e exo-poligalacturonase, respectivamente. Diante dos resultados 

obtidos, observa-se que a utilização de uma abordagem polifásica consistindo de análise 

morfológica, bioquímica e proteômica, permite uma identificação mais precisa das 

espécies da seção Nigri. Aspergillus niger URM 5162 é a linhagem promissora para 



 

 

produção de PG, sendo o SDFA uma alternativa interessante e de baixo custo para a 

purificação destas enzimas.  

Palavras-chave: Aspergillus negros, identificação polifásica, ocratoxina A, fumonisina B2, 

poligalacturonases e sistema de duas fases aquosas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

The Aspergillus species belonging to section Nigri are characterized by black color of most 

colonies. The identification of these species is complex due to the high genetic diversity. 

Morphological, physiological, biochemical, molecular and spectral tools can be used to 

polyphasic identification. Aspergillus niger is a species of section Nigri commonly used in 

industry. Polygalacturonases (PG) are among the most important enzymes produced by this 

fungus, which have technological applications in food processing. In this study, strains of 

Aspergillus section Nigri were identified and characterized using a polyphasic approach 

based on morphological, biochemical and spectral by Matrix Assisted Laser 

Desorption/Ionization Time of Flight/Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS). The data 

obtained from this approach indicate that the results of MALDI-TOF MS corroborated 

with data from classical taxonomy and biochemical analyzes. Approximately 20% and 

14% of A. niger strains were ochratoxin A (OTA) and fumonisin B2 (FB2) producers, 

respectively. Micotoxigenic strains were not evaluated for their ability to produce PG. A. 

niger URM 5162 had highest activity when immobilized on orange peel and the reactor 

operated without aeration. After production, PG were purified by aqueous two-phase 

system (ATPS) formed by polyethylene glycol and phosphate salts (PEG/phosphate). The 

endo-polygalacturonase (endo-PG) and exo-Polygalacturonase (exo PG) had preference for 

the top phase (PEG-rich). For both enzymes, the best results for the partition coefficient 

(K=1.23 for endo-PG and 2.40 for exo-PG) activity yield (Y=74.04% for endo-PG and 

33.33% for exo-PG) and purification factor (PF=8.18 for endo-PG and 1.98 for exo-PG) 

were obtained with 12.5% (w/w) PEG 8000 (g/mol) and phosphate concentration of 25% 

(w/w) at pH 6.0. These conditions were considered the most suitable for the purification of 

PG produced by A. niger URM 5162. The phosphate concentration and molecular weight 

of PEG showed to be independent variables that influenced the values of K, Y and FP 

during purification of endo-and exo-PG, respectively. Based on these results, it was 

observed that the use of a polyphasic approach consisting of morphological, biochemical 

and proteomics, allows a more accurate identification of species of section Nigri. 

Aspergillus niger URM 5162 is a promising strain for production of PG, and the ATPS are 

interesting and inexpensive to purify these enzymes. 

Keywords: black Aspergillus, polyphasic identification, ochratoxin A, fumonisin B2, 

polygalacturonases and aqueous two-phase system. 
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1 INTRODUÇÃO 

A identificação e caracterização das espécies de Aspergillus seção Nigri, até a 

década de 90, eram realizadas levando em consideração apenas caracteres morfológicos 

como: diâmetro, cor e textura das colônias, tamanho e ornamentação do conídio e estrutura 

do conidióforo (Klich, 2002; Chulze et al., 2006). Esta seção é considerada por muitos 

taxonomistas como uma das mais difícies de identificar (Samson et al., 2007a; Noonim et 

al., 2008; Varga et al., 2011) devido à alta diversidade genética, o que dificulta a 

identificação baseada unicamente em caracteres morfológicos (Samson et al., 2007a; 

Somma et al., 2012).  

Dessa forma, diversos pesquisadores têm relatado a importância de uma abordagem 

polifásica, ou seja, a combinação de diferentes ferramentas de identificação, como por 

exemplo, características morfológicas, fisiológicas, bioquímicas e moleculares, na 

delimitação de espécie do gênero Aspergillus (Samson; Varga, 2009; Sørensen et al., 

2011). A técnica do MALDI-TOF MS (Ionização/Dessorção de Matriz Assistida por Laser 

Tempo-de-Vôo/Espectrômetro de Massa) é uma ferramenta emergente que vem sendo 

utilizada na identificação de fungos (Santos et al., 2010b; Simões et al., 2013). Estudos 

fundamentados na técnica do MALDI-TOF MS têm demonstrado o potencial desta nova 

abordagem capaz de discriminar espécies fortemente relacionadas de forma rápida e 

precisa em condições bem definidas (Kallow et al., 2006; Qian et al., 2008).  

A incorporação de características bioquímicas, como por exemplo, enzimas e 

metabólitos secundários, tem ajudado a solucionar problemas na identificação de fungos 

(Simões et al., 2013). Espécies de Aspergilus seção Nigri são bem conhecidas pela 

produção de vários metabólitos secundários (Sørensen et al., 2011). Dentre os metabólitos 

produzidos, podemos citar as micotoxinas, que são metabólitos secundários tóxicos que 

podem induzir reações alérgicas e doenças no homem e em outros animais (Zaki et al., 

2012). As principais micotoxinas produzidas pelas espécies da seção Nigri são a ocratoxina 

A (OTA) e as fumonisinas (FBs), em particular a FB2 (Nielsen, 2009). 

A OTA é uma das micotoxinas mais nocivas do mundo (Palencia et al., 2010), 

produzida por diversas espécies de Aspergillus e Penicillium (Hermanns et al., 2006; Bazin 

et al., 2012). As espécies de Aspergillus estão entre as mais importantes produtoras de 

OTA (Frisvad et al., 2006; Abrunhosa et al., 2010), onde pode-se destacar as espécies 

pertencentes à seção Nigri: A. carbonarius e A. sclerotioniger, e em baixa percentagem A. 

niger e A. awamori (Frisvad et al., 2011; Varga et al., 2011; Storari et al., 2012a).  
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As FBs são micotoxinas cancerígenas originalmente descritas no gênero Fusarium 

(Scott, 2012; Storari et al., 2012b). Aspergillus niger também é considerado produtor de 

FBs uma vez que houve a descoberta dos genes homólogos para biossíntese das 

fumonisinas em seu genoma (Frisvad et al., 2007; Logrieco et al., 2010a). As FB1, FB2 e 

FB3 são as mais detectadas em linhagens de fungos, sendo a FB2 a principal produzida 

pelas espécies do “agregado Niger” (Orsi et al., 2000; Soares et al., 2012). 

A utilização de fungos como produtores de enzimas é reconhecida pelo FDA (Food 

and Drug Administration) nos Estados Unidos, onde os produtos derivados podem ser 

destinados ao consumo humano (Said et al., 2004). Linhagens de A. niger são 

frequentemente utilizadas na produção comercial de pectinases e são classificadas como 

GRAS (Generally Regarded as Safe), o que significa que as enzimas derivadas dessas 

linhagens são aceitáveis para utilização na indústria alimentar (Pariza; Foster, 1983). No 

entanto, uma vez que A. niger é considerado produtor de micotoxinas, como OTA e FBs, 

essas podem contaminar os compostos utilizados nos processos de fabricação de alimentos, 

torna-se imprescindível à prévia detecção de micotoxinas na seleção de linhagens para 

determinados setores industriais, bem como a identificação correta em nível de espécie 

(Somma et al., 2012). 

Diferentes classes de enzimas têm sido utilizadas para caracterização de fungos 

(Simões et al., 2013). Entre essas substâncias catalíticas, as pectinases possuem ação 

desesterificantes e despolimerizantes, devido à função de degradar a pectina localizada na 

lamela média da parede celular primária das células vegetais e são classificadas em 

pectinesterase (PE), poligalacturonase (PG) e pectina liase (PL) de acordo com a sua forma 

de ação (Dartora et al., 2002). Essas enzimas têm sido utilizadas em vários processos 

industriais, tais como no processamento de sucos de frutas, na recuperação de óleos 

essenciais, na extração de óleos vegetais, na fabricação de ração para animais, na indústria 

de vinhos, têxtil e de papel e celulose (Uenojo; Pastore, 2007; Laaksonen et al., 2012; Ruiz 

et al., 2012). As pectinases correspondem a 25% da produção de enzimas no mercado 

mundial (Gomes et al., 2011).  

Durante o processo fermentativo, ocorre a produção de diferentes tipos de enzimas 

o que impede a utilização direta do extrato bruto da fermentação em aplicações industriais. 

Sendo assim, o desenvolvimento de técnicas e métodos para a separação e purificação de 

proteínas, bem como, organelas celulares e outros produtos biológicos, tem sido 

considerados parâmetros importantes e emergentes para o avanço da indústria 

biotecnológica (Mazzola et al., 2008; Andrews; Asenjo, 2010). A aplicação do SDFA tem 
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por objetivo separar a biomolécula alvo de impurezas, de forma que esta migre para a fase 

de maior afinidade, seja por força iônica ou pH do meio, associado as características da 

molécula alvo (tamanho, carga e hidrofobicidade). Esses sistemas podem ser formados por 

soluções aquosas de dois polímeros (geralmente polietilenoglicol - PEG), ou um polímero 

e um sal (por exemplo, fosfato, sulfato ou citrato) (Asenjo; Andrews, 2011). Esse tipo de 

sistema é considerado um dos mais econômicos processos de recuperação e purificação, e 

possui vantagens como: biocompatibilidade, baixo consumo de energia e processamento 

rápido (Ratanapongleka, 2010). 

Diante deste contexto, o objetivo do presente trabalho foi identificar por uma 

abordagem polifásica linhagens de Aspergillus seção Nigri. Os parâmetros utilizados nesta 

abordagem incluíram morfologia, produção de OTA e FB2, bem como uso da análise 

espectral por MALDI-TOF MS. As linhagens não produtoras de micotoxinas (OTA e FB2) 

foram caracterizadas quanto à produção de poligalacturonases e as enzimas parcialmente 

purificadas pelo sistema de duas fases aquosas (PEG/fosfato). 
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

2.1 Coleção de culturas 

As coleções de culturas funcionam como unidades de conservação ex-situ, de forma 

que a preservação das linhagens de fungos é feita fora do seu ambiente natural por meio de 

diferentes métodos de preservação (Simões et al., 2013). Representam uma importante 

fonte de recursos biológicos permitindo o conhecimento da biodiversidade e a condução de 

inúmeros trabalhos científicos (Figueiredo, 2001). As informações contidas nas coleções 

são recursos-chave para o desenvolvimento científico e tecnológico (Souza-Motta, 2007). 

Um exemplo da importância das coleções de culturas é a utilização de Thermus aquaticus, 

que esteve depositada na ATCC (American Type Culture Collection) por 20 anos antes de 

ter sido utilizada na descoberta da Taq polimerase (Boundy-Mills, 2012).  

Em 1998, um grupo de trabalho envolvendo representantes da comunidade 

científica de diversos países foi estabelecido pela Organização para Cooperação e 

Desenvolvimento Econômico (OCDE), para discutir os desafios e oportunidades associadas 

ao estabelecimento de uma rede global de Centro de Recursos Biológicos (CRBs) com a 

finalidade de fornecer serviços e serem depositários de células vivas, de genomas de 

organismos, e da informação relacionada com a hereditariedade e as funções biológicas dos 

sistemas (Lima, 2007). No Brasil, a criação de CRBs possibilita a comunicação entre as 

instituições que possuem coleções microbianas de referência, garantindo que o país possa 

oferecer um material biológico confiável e de qualidade, além de fazer a manutenção da 

biodiversidade dentro do território nacional (Sette et al., 2007). 

A primeira coleção que se tem registro é a coleção Král, estabelecida em Praga, 

República Tcheca, em 1890, com a finalidade de fornecer culturas puras para estudos 

comparativos e identificação de bactérias patogênicas. Após a criação da coleção de Král, 

muitas outras importantes coleções de fungos foram estabelecidas, tais como: ATCC nos 

EUA; BCCM/MUCL (Belgian Coordinated Collections of Microorganisms/Mycotheque de 

L'Universite Catholique de Luvaim) na Bélgica; CBS (Centraalbureau voor 

Schimmelcultures) na Holanda; FGSC (Fungal Genetics Stock Center) nos EUA; IMI 

(CAB International) no Reino Unido; MUM (Micoteca da Universidade do Minho) em 

Portugal; NCPF (National Collection of Pathogenic Fungi) no Reino Unido; NRRL 

(National Center for Agricultural Utilization Research) nos EUA e a URM (University 

Recife Mycology) no Brasil (Simões et al., 2003). 
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A World Federation for Culture Collections (WFCC) promove atividades de apoio 

aos interesses das coleções de cultura e seus usuários, e oferece informações atualizadas 

através do World Data Centre of Microorganisms (WDCM), que é um banco de dados 

desta federação (Simões et al., 2013). De acordo com o WDCM atualmente estão 

registradas 632 coleções de culturas no WDCM, distribuídas em 72 países (World Data 

Center For Microorganisms, 2013). Os continentes que apresentam o maior número de 

coleções de culturas são a Ásia e a Europa, com, respectivamente, 219 e 218 coleções. Na 

Ásia, a Tailândia se destaca com 59 coleções, preservando aproximadamente 43.106 

linhagens, porém o Japão, a Índia, a Coréia e a China preservam um maior número de 

linhagens, 246.343, 216.379, 134.698 e 94.373, respectivamente, mesmo tendo um número 

menor de coleções (25, 25, 21 e 25, respectivamente). Já na Europa, a França destaca-se 

com 39 coleções de culturas, preservando aproximadamente 69.946 linhagens de diferentes 

tipos de micro-organismos. Entretanto, a Holanda, a Dinamarca e o Reino Unido são os 

países que preservam um maior número de linhagens, 90.775, 86.951 e 84.132, em apenas 

6, 3 e 19 coleções, respectivamente. Portugal possui cinco coleções de culturas, onde são 

preservadas 7.035 linhagens de algas, bactérias e fungos. Em toda América são encontradas 

148 coleções de culturas, onde o Brasil é o país que se destaca com 63 coleções de culturas, 

preservando em torno de 165.000 linhagens de diversos micro-organismos como algas, 

protozoários, bactérias e fungos. No mundo, os cinco países que possuem maior número de 

linhagens preservadas são: Japão em primeiro lugar com 246.343, seguido pela Índia 

(216.379), Estados Unidos da América (210.276), Brasil (165.000) e Coréia (134.698) 

(World Data Center For Microorganisms, 2013). 

No Brasil, a Micoteca URM, do Departamento de Micologia, Centro de Ciências 

Biológicas da Universidade Federal de Pernambuco, foi fundada em 1954 pelo Prof. 

Augusto Chaves Batista e apresenta um acervo diversificado de fungos pertencentes aos 

seguintes grupos do Reino Fungi: Chytridiomycota, Mucoromycotina (anteriormente 

Zygomycota), Ascomycota, Basidiomycota e respectivas fases assexuadas (fungos 

anamorfos), além dos grupos que foram reclassificados em outros Reinos como 

Stramenopila. Esta coleção de culturas está registrada no Commonwealth Mycological 

Institute (CMI) sob a sigla URM (University Recife Mycologia) e é filiada ao WFCC sob o 

número 604 (Souza-Motta, 2011).  

O primeiro método de preservação utilizado pela Micoteca URM foi o óleo mineral 

(Sherf, 1943). Em 1988, mais dois métodos foram implantados: liofilização (Raper; 

Alexander, 1945) e água destilada esterilizada (Castellani, 1967). O método de preservação 
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por ultracongelamento a -80ºC foi implantado em 2009 e vem sendo utilizado na 

preservação de linhagens de fungos bem caracterizadas taxonomicamente, espécies raras e 

novas, assim como para aquelas produtoras de metabólitos de interesse econômico (Souza-

Motta, 2011). 

Todas as culturas preservadas na Micoteca URM estão identificadas em nível de 

espécie e são mantidas em duplicata em pelo menos dois métodos de preservação. 

Diferentes métodos de preservação devem ser utilizados para uma mesma cultura, na 

tentativa de minimizar os ricos de perda de viabilidade, contaminação, alterações 

morfológicas, fisiológicas e genéticas, resultando na perda de suas propriedades, 

principalmente para as linhagens de interesse industrial (Santos; Lima, 2001; Santos et al., 

2002; Simões et al., 2013). O custo e a eficácia de cada método de preservação são 

aspectos importantes que devem ser levados em consideração durante a escolha. Os 

métodos mais utilizados na preservação de fungos são a subcultura, óleo mineral, água 

destilada, sílica gel, ultracongelamento a -80ºC e a -196ºC, e nitrogênio líquido (Simões et 

al., 2013).  

Além de receber amostras de fungos para compor o acervo, a Micoteca URM presta 

serviços de fornecimento de amostras, isolamento e identificação de culturas, treinamento 

de estudantes e profissionais na área de taxonomia e preservação. Os pedidos são 

procedentes de instituições de ensino e/ou pesquisa nacionais e internacionais, de 

laboratórios que utilizam amostras de micro-organismos em testes para fabricação de 

medicamentos, enzimas e outros metabólitos de interesse econômico. Os fungos 

preservados são procedentes de diversos substratos e ambientes como solo, resíduos 

industriais, endofíticos, sedimento de manguezal, dentre outros (Souza-Motta, 2011). 

O acervo da Micoteca URM vem sendo caracterizado quanto aos aspectos 

taxonômicos (morfológicos, fisiológicos e moleculares), biotecnológico, tais como, 

produção de enzimas, antígenos, antimicrobianos, ácidos orgânicos, utilização no controle 

biológico de pragas e de doenças de plantas (Herculano et al., 2011; Maciel et al., 2011; 

Siqueira et al., 2011; Bezerra et al., 2012; Braz et al., 2009).  

A Micoteca da Universidade do Minho (MUM), em Portugal, encontra-se no 

Centro de Engenharia Biológica desde 1996. Apesar de ser uma coleção de pequeno porte, 

foi construída com base em critérios bem estabelecidos, levando em consideração normas 

de criação e operação de coleção de culturas de micro-organismos. Os principais métodos 

de preservação utilizados pela MUM são o de liofilização e ultracongelamento a -80 

(Santos; Lima, 2001).  
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A MUM encontra-se registrada no centro de dados do WDCM com o número 816, 

sendo membro da European Culture Collections Organization (ECCO) e da WFCC 

(Micoteca MUM, 2012). Recentemente, a MUM recebeu a certificação pelo seu sistema de 

gerenciamento da qualidade com a implantação da ISO 9001:2008, o que garante uma 

maior credibilidade e competitividade internacionalmente. Sendo assim, a MUM é a 

primeira coleção de culturas microbianas em Portugal e a 23ª no mundo a apresentar esse 

tipo de certificação (Escola de Engenharia – Universidade do Minho, 2012).  

 

2.2 Morfologia e classificação do gênero Aspergillus  

Em 1729, o padre-micologista e biólogo chamado de Pier Antonio Micheli 

descreveu pela primeira vez o gênero Aspergillus. Ao observar as estruturas desse gênero 

ao microscópio, Micheli percebeu a semelhança com a forma de um aspergillum 

(borrifador/aspergidor de água benta), sendo assim, a espécie foi nomeada de acordo com o 

objeto (Klich, 2002; Bennett, 2010). 

O gênero Aspergillus representa um anamorfo de ascomiceto pertencente à ordem 

Eurotiales, caracterizado pela produção de esporos assexuais (Klich; Pitt, 1988). A 

taxonomia clássica do gênero baseia-se nos caracteres morfológicos e fisiológicos, bem 

como nas características reprodutivas observadas (Raper; Fennell, 1965; Klich, 2002). O 

gênero é de fácil identificação, porém a identificação em nível de espécie é considerada 

algumas vezes complexa. Microscopicamente, o gênero é caracterizado por apresentar a 

base do conidióforo em forma de “T” ou “L”, onde estão conectados com a hifa vegetativa. 

Esta forma é comumente denominada de “célula pé” e quando visualisada pelos 

taxonomistas são logo identificados como pertencente ao gênero Aspergillus. O 

conidióforo é o ramo que se desenvolve a partir da “célula pé”, podendo apresentar 

diferentes comprimentos. No ápice do conidióforo é formada a vesícula através da 

expansão do conidióforo. A vesícula pode possuir diferentes formas e tamanho 

dependendo da espécie (Figura 1). Os conídios são produzidos nas fiálides que saem 

diretamente da vesícula. As espécies que possuem essa forma (vesícula/fiálide) são 

denominadas de uniseriadas (Figura 2a). Nas outras espécies, há uma segunda camada de 

células entre a vesícula e as fiálides. Esta segunda camada de células é denominada de 

métulas e as espécies de Aspergillus que possuem métulas são denominadas de biseriadas 

(Figura 2b) (Klich, 2002).  
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Figura 1. Formas de vesículas de Aspergillus: a) globosa ou esférica; b) piriforme; c) 

espatulada e d) clavada.  

 

 

 

 

Figura 2. a) Conidióforo uniseriado de Aspergillus, ou seja, apresenta apenas uma única 

camada de células (fiálides) que darão origem aos conídios; b) Conidióforo biseriado de 

Aspergillus, ou seja, apresenta duas camadas de células (métulas e fiálides).  
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Algumas espécies de Aspergillus produzem células de Hülle, que são células de 

paredes muito espessas e refringentes, cuja função ainda não é completamente conhecida 

(Klich; Pitt, 1988). As células de Hülle por vezes são consideradas células de suporte ou de 

reserva nutritiva para o fungo. 

O tamanho, a cor e a ornamentação da parede dos conídios são importantes 

características de identificação. As espécies de Aspergillus seção Nigri possuem conídios 

de cor negra, no entanto, as da seção Fumigati, Nidulantes e Flavi possuem conídios de cor 

verde (Klich, 2002; Bennett, 2010). Outras características morfológicas usadas na 

identificação das espécies são as cores e diâmetro da colônia, a produção de exudatos e 

pigmentos solúveis, taxa de crescimento, termotolerância e a presença de esclerócio e 

clestotécio. As seções possuem diferentes colorações para as colônias, o que torna essa 

característica macroscópica de grande importância na diferenciação. As cores das colônias 

podem variar de vários tons de verde, amarelo, marrom, branco, preto e cinza. As 

características morfológicas dos esclerócios, como cor, forma e tamanho, também devem 

ser considerados durante a identificação (Klich, 2002). As linhagens de Aspergillus devem 

ser crescidas em meios de cultura específicos (Samson et al., 2007a), uma vez que 

alterações morfológicas podem surgir de acordo com o meio utilizado.  

Após a primeira descrição do gênero Aspergillus feita Micheli (1729), muitas outras 

espécies começaram a ser descritas por Thom e Church (1926). Thom e Church (1926), 

baseados em caracteres morfológicos, aceitaram 69 espécies de Aspergillus, onde foram 

divididas em 11 grupos. Thom e Raper (1945) estabeleceram 77 espécies para o gênero, 

com 10 variedades em 14 grupos. Raper e Fennell (1965) descreveram 132 espécies 

pertencentes ao gênero e as subdividiram em 18 grupos, com base em características 

culturais e morfológicas. Em 1985, Gams et al. reorganizaram os grupos em seções 

pertencentes a seis subgêneros: Aspergillus, Circumdati, Clavati, Fumigati, Nidulantes e 

Ornati. 

Em 2000, Pitt et al. publicaram uma lista com os nomes das espécies aceitas e 

sinônimos na família Trichocomaceae. Duzentas e quatro espécies foram aceitas para o 

gênero Aspergillus e teleomorfos associados. Peterson (2000) em um estudo filogenético 

com o rDNA de 215 Aspergillus, sugeriu uma alteração na nomenclatura, onde as espécies 

estariam em três subgêneros e 16 seções (Tabela 1). 
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Tabela 1. Subgêneros e seções para o gênero Aspergillus segundo Peterson (2000).  

 

Subgênero Seção 

Aspergillus 
Aspergillus, Candidi, Cervini, Circundati, Cremei, Flavi, Flavipedis, Nigri, 

Restricti, Terrei e Wentii 

Fumigati Clavati e Fumigati  

Nidulantes Nidulantes, Ornati e Sparci 

 

 

Houbraken e Samson (2011) através de um estudo filogenético de sequenciamento 

de quarto locus (RPB1, RPB2, Cct8 e Tsr1) dividiram a família Trichocomaceae em três 

famílias, as quais foram denominadas de Aspergillaceae, Thermoascaceae e 

Trichocomaceae. Aspergillaceae foi dividida em sete grupos, onde o grupo denominado de 

Aspergillus stricto sensu foi formado por espécies de Aspergillus, Cristaspora, 

Phialosimplex, Polypaecilum e os teleomorfos de Aspergillus (Dichotomyces, Emericella, 

Eurotium, Fennellia, Neocarpenteles, Neosartorya e Sclerocleista). Este grupo foi 

subdividido em seis subgrupos denominados de subgêneros Aspergillus, Aspergillus seção 

Cremei, Circundati, Fumigati, Nidulantes e um subgrupo formado pelos gêneros 

Phialosimplex e Polypaecilum. Os quatro subgêneros apresentados por Houbraken e 

Samson (2011) corroboram os dados apresentados por Peterson (2008). Ao utilizar uma 

análise multigênica, Peterson (2008) aceitou cinco subgêneros (Aspergillus, Circumdati, 

Fumigati, Nidulantes e Ornati) e 16 seções, sendo as seções Clavati, Cervini e Fumigati 

colocadas no subgênero Fumigati. Houbraken e Samson (2011) mostraram que as espécies 

estudadas para seção Cremei estiveram estreitamente relacionadas com as espécies 

pertencentes ao subgênero Aspergillus do que com o subgênero Circumdati como relatado 

por Peterson (2008). O subgênero Nidulantes é constituído pelas seções Nidulantes, 

Ochraceorosei, Usti, Sparsi e Aeni (Peterson, 2008; Varga et al., 2010a). A seção Aeni não 

foi confirmada por Houbraken e Samson (2011), pois não houve representantes inclusos no 

trabalho, e a seção Ornati, pertencente ao subgênero Ornati, não esteve agrupada em 

Aspergillus stricto sensu. 

Segundo Geiser et al. (2007) são conhecidas aproximadamente 250 espécies de 

Aspergillus. No entanto, muitas espécies de Aspergillus estão sendo identificadas com base 

em caracteres morfológicos, fisiológicos e moleculares. Se considerarmos que as espécies 

de fungos são estimadas para variar de 0,5 a 9,9 milhões (Hawksworth, 2001), muitas 
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espécies ainda estão por ser descritas. Na Tabela 2 são listados manuais e monografias 

importantes para a identificação das espécies de Aspergillus. 

 

Tabela 2. Manuais e monografias importantes para a identificação das espécies de 

Aspergillus. 
 

Ano Autor Trabalho 

1926 Thom, C & Church, M. The Aspergilli (Baltimore: Williams & Wilkins) 

1945 Thom, C. & Raper, K.B. A Manual of the Aspergilli (Baltimore: Williams & Wilkins) 

1965 Raper, K.B. & Fennell, D.I. The Genus Aspergillus (Baltimore: Williams & Wilkins) 

1980 Al-Musallam, A. Revision of the black Aspergillus species 

1985 Samson, R.A. & Pitt, J.I. 
Advances in Penicillium and Aspergillus Systematics (New 

York: Plenum). 

1988 Klich, M.A. & Pitt, J.I. 

A Laboratory Guide to Common Aspergillus Species and 

Their Teleomorphs (North Ryde, Australia: Division of Food 

Processing). 

1989 Kozakiewicz, A. 
Aspergillus Species on Stored Products (Wallingford: CAB 

International). 
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2.3 Taxonomia da seção Nigri  

A identificação dos Aspergillus seção Nigri é considerada uma das mais complexas 

do gênero, tendo como principais características, conídios de coloração marrom-escura a 

negros, conidióforo hialino ou levemente pigmentado próximo ao ápice, esterigma 

uniseriado ou biseriado, e vesícula globosa (Raper; Fennell, 1965; Klich, 2002). 

Em 1926, Thom e Church baseados em características morfológicas agruparam as 

espécies de Aspergillus e descreveram 13 espécies, para o que chamaram de Grupo 

Aspergillus niger. Em 1934, Mosseray descreveu 35 espécies de Aspergillus negros, onde 
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25 foram consideradas novas espécies ou novas combinações. Thom e Raper (1945) 

reduziram esse número proposto para 15 espécies e baseado no tamanho do conídio e na 

presença ou ausência de métulas subdividiu o Grupo Aspergillus niger. 

No manual de classificação de Raper e Fennell publicado em 1965 são descritas 12 

espécies e 2 variedades dentro do Grupo Aspergillus niger (A. aculeatus, A. awamori, A. 

carbonarius, A. ellipticus, A. ficuum, A. heteromorphus, A. japonicus, A. niger, A. 

phoenicis, A. pulverulentus, A. tubingensis, A. foetidus, A. foetidus var. acidus e A. foetidus 

var. pallidus). Essa diferenciação das espécies foi realizada levando em consideração 

caracteres morfológicos como: coloração e tamanho da colônia, seriação (uni ou 

biseriado), forma e ornamentação dos conídios. 

Al-Musallam (1980) revisou a taxonomia deste grupo de fungos usando análise de 

agrupamento envolvendo parâmetros morfológicos e culturais, e considerou cinco espécies 

para os Aspergillus negros (A. carbonarius, A. ellipticus, A. helicothrix, A. heteromorphus 

e A. japonicus) e um “agregado Niger” constituído de duas espécies, A. foetidus e A. niger. 

Aspergillus niger nesta revisão é composto por seis variedades (A. niger var. niger, A. 

niger var. phoenicis, A. niger var. awamori, A. niger var. nanus, A. niger var. usamii e A. 

niger var. intermedius) e duas formas (A. niger var. niger f. hennebergii e A. niger var. 

phoenicis f. pulverulentus). Em 1988, Klich e Pitt aceitaram as mudanças propostas por Al-

Musallam (1980). 

Gams et al. (1985) reclassificaram o gênero Aspergillus em subgêneros e seções 

seguindo o Código Internacional de Nomenclatura Botânica e criou a seção Nigri dentro do 

subgênero Circundati. Kozakiewicz (1989) baseada na ornamentação dos conídios, 

mediante técnica de microscopia eletrônica de varredura (MEV), propôs uma nova 

classificação para as espécies de Aspergillus negros. Considerou dois tipos de 

ornamentação dos conídios: i) verrucoso, a que pertenciam os conídios do “agregado 

Niger” (A. acidus, A. citricus e A. niger) e A. fonsecaeus; ii) equinulado, a que pertenciam 

os conídios de A. carbonarius, A. ellipticus, A. helicotrix, A. hetermorphus e A. japonicus. 

Nessa classificação, Kozakiewicz (1989) distinguiu cinco variedades de A. niger e uma de 

A. citricus.   

Klich (2002) descreve em seu manual de identificação apenas as espécies mais 

comuns de Aspergillus. Essa descrição foi baseada em critérios morfológicos, onde para a 

seção Nigri foram descritas cinco espécies: A. awamori, A. carbonarius, A. foetidus, A. 

japonicus e A. niger, mencionando o status taxonômico de A. aculeatus em discussão.  
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Através de análises filogenéticas utilizando-se de dados moleculares e apoiando-se 

em dados morfológicos, Varga et al. (2003) sugeriram que a seção Nigri seja formada 

pelas seguintes espécies: A. aculeatus, A. brasiliensis, A. carbonarius, A. ellipticus, A. 

foetidus, A. heteromorphus, A. japonicus, A. niger e A. tubingensis. Aspergillus 

brasiliensis, A. foetidus, A. niger e A. tubingensis são morfologicamente indistinguíveis e, 

portanto, pertencem ao denominado “agregado Niger”. Aspergillus awamori, A. usamii, A. 

phoenicis e A. ficuum foram reduzidas a sinônimos, das espécies A. niger, A. tubingensis, 

A. brasiliensis e A. foetidus, respectivamente. Aspergillus helicothrix foi desconsiderado 

como espécie por se tratar de um mutante de A. ellipticus.  

Baseados na produção de metabólitos secundários e características morfológicas 

como: coloração e diâmetro da colônia, presença e cor de esclerócios, tamanho e 

ornamentação dos conídios, e sequenciamento do gene da β-tubulina, para algumas 

espécies, Samson et al. (2004) aceitaram 15 espécies pertencentes à seção Nigri: A. 

aculeatus, A. brasiliensis, A. carbonarius, A. costaricaensis, A. ellipticus, A. japonicus, A. 

foetidus, A. heteromorphus, A. homomorphus, A. lacticoffeatus, A. niger, A. piperis, A. 

sclerotioniger, A. tubingensis e A. vadensis.  

Samson et al. (2007a) aceitaram 19 espécies para a seção Nigri, onde foram 

observadas características como: coloração e diâmetro da colônia, fisiologia, produção de 

metabólitos secundários, e sequenciamento da região ITS, do gene da β-tubulina e 

calmodulina. As espécies aceitas por esses autores são: A. aculeatinus, A. aculeatus, A. 

brasiliensis, A. carbonarius, A. costaricaensis, A. ellipticus, A. foetidus, A. heteromorphus, 

A. homomorphus, A. ibericus, A. japonicus, A. lacticoffeatus, A. niger, A. piperis, A. 

sclerotiicarbonarius, A. sclerotioniger, A. tubingensis, A. uvarum e A. vadensis.  

 Varga et al. (2011) estudaram a morfologia, fisiologia, ecologia e métodos 

moleculares na determinação das espécies de Aspergillus seção Nigri e descreveram quatro 

novas espécies: A. eucalypticola, A. fijiensis, A. indologenus e A. neoniger. No entanto, 

Jurjević et al. (2012) e Hubka e Kolarik (2012) sugerem que A. fijiensis seja considerado 

sinônimo de A. brunneoviolaceus pois as sequências de multilocus analisadas são 

indistinguíveis. Os autores também sugerem que A. japonicus seja considerado sinônimo 

de A. violaceofuscus, pois os resultados filogenéticos obtidos não confirmam a separação 

em duas espécies diferentes. Aspergillus violaceofuscus foi revisada por Varga et al. 

(2011) e considerada como uma espécie devido às diferenças filogenéticas. São listadas na 

Tabela 3 as espécies consideras como pertencentes à seção Nigri por diferentes autores. 
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Tabela 3. Espécies de Aspergillus seção Nigri aceitas por diferentes autores. 
 

Espécies 
Raper; Fennell 

(1965) 

Klich 

(2002) 

Samson et al. 

(2004) 

Samson et al. 

(2007a) 

Varga et al. 

(2011) 

Hubka e 

Kolarik (2012) 

Juriević et al. 

(2012) 

Aspergillus acidus      x x x 

A. aculeatinus     x x x x 

A. aculeatus  x x x x x x x 

A. awamori  x x   x x x 

A. brasiliensis    x x x x x 

A. brunneoviolaceus       x x 

A. carbonarius  x x x x x x x 

A. coreanus      x x x 

A. costaricaensis    x x x x x 

A. ellipticus  x  x x x x x 

A. eucalypticola      x x x 

A. ficuum  x       

A. fijiensis      x   

A. floridensis       x 

A. foetidus  x x X x    

A. foetidus var. acidus  x       

A. foetidus var. pallidus  x       

A. heteromorphus  x  X x x x x 

A. homomorphus    X x x x x 

A. ibericus     x x x x 

A. indologenus      x x x 

A. japonicus  x x X x x   

A. lacticoffeatus    x x    

A. neoniger      x x x 

A. niger  x x x x x x x 

A. piperis   x x x x x 

A. phoenicis  x       

A. pulverulentus  x       

A. saccharolyticus       x x x 

A. sclerotiicarbonarius     x x x x 

A. sclerotioniger    x x x x x 

A. trinidadensis        x 

A. tubingensis  x  x x x x x 

A. uvarum     x x x x 

A. vadensis    x x x x x 

A. violaceofuscus      x x x 
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2.3.1 Identificação das espécies do gênero Aspergillus - uma abordagem polifásica 

Devido a não existência de técnicas de identificação que funcionem com perfeição 

no reconhecimento das espécies, uma abordagem polifásica foi proposta há 

aproximadamente 35 anos (Samson; Varga, 2009). Essa abordagem polifásica é sugerida 

na separação de espécies, visando uma combinação de diferentes tipos ferramentas de 

identificação como, por exemplo, morfologia, dados moleculares, fisiologia, perfis 

bioquímicos e dados ecológicos (Samson et al., 2007a; Samson; Varga, 2009). A 

taxonomia do gênero Aspergillus tem sido recentemente re-investigada utilizando dados 

morfológicos, produção de metabólitos secundários, fisiologia e dados moleculares 

baseados no sequenciamento da região ITS do rDNA, dos genes da β-tubulina e 

calmodulina (Varga et al., 2007a, Houbraken et al., 2007).  

As técnicas moleculares revelaram a grande diversidade existente entre as espécies 

de Aspergillus seção Nigri, confirmando que a identificação baseada unicamente em 

caracteres fenotípicos torna-se bastante complexa (Samson et al., 2007a; Varga et al., 

2011). Muitas espécies pertencentes à seção Nigri estão sendo descritas com base em uma 

abordagem polifásica, por expemplo, A. vadensis (De Vries et al., 2005), A. ibericus (Serra 

et al., 2006),  A. brasiliensis (Varga et al., 2007b), A. scletotiicarbonarius (Noonim et al., 

2008), A. aculeatinus (Noonim et al., 2008), A. uvarum (Perrone et al., 2008), A. 

eucalypticola (Varga et al., 2011), A. indologenus (Varga et al., 2011), A. neoniger (Varga 

et al., 2011), A. saccharolyticus (Sørensen et al., 2011), A. floridensis (Jurjević et al., 

2012) e A. trinidadensis (Jurjević et al., 2012).  

A delimitação de espécies com base em ferramentas moleculares vem encontrando 

problemas relacionados aos genes parálogos. Em Aspergillus a β-tubulina possui dois 

genes parálogos denominados de benA e tubC (Feau et al., 2011) que podem ser 

amplificados quando se utiliza iniciadores com baixa especificidade (Hubka; Kolarik, 

2012). Dessa forma, Hubka e Kolarik (2012) sugerem novos estudos para testar a 

especificadade dos iniciadores para a β-tubulina em outras seções do gênero Aspergillus e 

em outros grupos de fungos. Várias espécies descritas recentemente são diferenciadas com 

base em apenas um locus, o que proporciona dados insuficientes. Em muitos casos é difícil 

determinar quais os caracteres que realmente definem uma espécie. Os critérios 

morfológicos são considerados insuficientes e uma série de novos metabólitos secundários 

estão sendo descritos (Hubka; Kolarik, 2012). Sendo assim, muitos pesquisadores têm 
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utilizado a taxonomia polifásica, de modo a minimizar ao máximo erros na identificação 

das espécies. 

 

2.3.1.1 Caracteres morfológicos  

As características macroscópicas e microscópicas são fundamentais na identificação 

dos fungos. A identificação morfológica, como o próprio nome diz, é baseada na 

observação dos caracteres morfológicos do fungo, como por exemplo, diâmentro, cor e 

textura da colônia, seriação (uni ou biseriada), ornamentação, forma e tamanho do conídio 

e tipo de cabeça conidial. O mais importante manual de identificação do gênero 

Aspergillus foi baseado em caracteres morfológicos (Raper; Fennell, 1965).  

A identificação de algumas espécies tem sido feita apenas com base na morfologia. 

Samson et al. (2007a) apresentaram alguns características morfológicas para diferenciação 

de A. sclerotiicarbonarius das demais espécies da seção Nigri. Aspergillus 

sclerotiicarbonarius produz esclerócios de cor amarelo-alaranjado e reverso da colônia 

amarelo brilhante em meio YES (Extrato de Levedura Sacarose Agar). Outro meio de 

cultura utilizado para diferenciar A. sclerotiicarbonarius de espécies estreitamente 

relacionadas como A. carbonarius, A. ibericus e A. sclerotioniger é o CREA (Creatina 

Sacarose Agar), devido à sua incapacidade de crescimento neste meio. Os taxonomistas 

contemporâneos utilizam diferentes meios de cultura e temperaturas para identificar as 

espécies (Klich, 2006). Diversos perfis de crescimento de fungos utilizando 35 diferentes 

fontes de carbono, variando de monossacarídeos a biomassa vegetal bruta, encontram-se 

disponíveis na base de dados denominada “Fungal Growth Database Linking Growth to 

Genome”. Esses perfis podem ser utilizados na comparação do crescimento e no 

entendimento da especificidade do fungo diante de diferentes fontes de carbono (Fung-

Growth, 2012).  

Também com base na coloração dos esclerócios Silva et al. (2011) diferenciaram A. 

tubingensis de A. niger pela produção destas estruturas variando de cor branca a rosa. No 

entanto, Samson et al. (2004) relataram que a produção de esclerócios nem sempre é 

observada em linhagens de A. tubingensis. Aspergillus aculeatinus, A. aculeatus, A. 

carbonarius, A. costaricaensis, A. ellipticus, A. piperis, A. sclerotioniger e A. 

sclerotiicarbonarius são espécies consideradas produtoras de esclerócios por Samson et al. 

(2004, 2007a) e A. ibericus não é considerado produtor (Serra et al., 2006).  
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As características dos conídios também são importantes para identificação de 

algumas espécies, por exemplo, A. homomorphus e A. ibericus produzem conídios 

espinhosos, enquanto outras espécies produzem conídios variando de liso ou quase liso, 

incluindo A. lacticoffeatus e A. vadensis. As características dos conídios são consideradas 

fundamentais na identificação e diferenciação das espécies de fungos, pois suas 

características independe das condições de crescimento (Simões et al., 2013). Aspergillus 

carbonarius, A. ibericus, A. homomorphus, A. sclerotiicarbonarius e A. sclerotioniger são 

espécies que produzem conídios grandes (Samson et al., 2007a).  

Klich (2002) e Silva et al. (2011) descreveram algumas características morfológicas 

capazes de diferenciar A. foetidus de outras espécies de Aspergillus seção Nigri. Segundo 

esses autores, conidióforos curtos e conídios pequenos, de parede delicadamente espinhosa 

quando formados e, quando maduros, apresentam parede lisa são as principais 

características capazes de diferenciar A. foetidus. Segundo Samson et al. (2004) A. 

foetidus, A. niger e A. tubingensis continuam a ser difíceis de identificar com base em 

caracteres morfológicos.  

Quanto às espécies uniseriadas, Klich (2002) descreve A. aculeatus e A. japonicus 

como espécies morfologicamente semelhantes. As principais características morfológicas 

utilizadas na identificação de A. aculeatus são vesículas grandes variando de (15) 25-55 

(100) μm e conídios elipsoidais. De acordo com esta autora, A. japonicus é considerada 

como uma espécie e A. aculeatus como uma espécie onde o seu status taxonômico ainda 

encontra-se em questão. 

Dörge et al. (2000) apresentaram um método automático de identificação de fungos 

baseado apenas na análise de imagens digitais de colônias após crescimento em meio de 

cultura padrão. Imagens de culturas de referência foram utilizadas como padrão para 

identificação. Das imagens digitais foram extraídas características como cor, diâmetro e 

textura da colônia. As imagens são corrigidas de forma a se obter um conjunto de imagens 

correspondentes no que diz respeito à iluminação. No entanto, não há um método de 

identificação que funcione perfeitamente, por isso muitos taxonomistas do gênero 

Aspergillus têm aderido à identificação polifásica (Geiser et al., 2007; Rodrigues et al., 

2009; Rodrigues et al., 2011; Silva et al., 2011; Simões et al., 2013).  
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2.3.1.2 Perfis de metabólitos secundários 

Características bioquímicas tais como a produção de metabólitos secundários vem 

sendo utilizadas por taxonomistas para auxiliar na identificação das espécies de fungos 

(Kozakiewicz, 1989). Através dos perfis de metabólitos secundários produzidos e da 

especificidade que estes apresentam com algumas espécies, pode-se ter a identificação 

(Frisvad et al., 2007; Samson; Varga, 2009).  

Muitas espécies possuem uma única combinação de compostos orgânicos e alguns 

compostos são exclusivamente produzidos por uma espécie. Aspergillus heteromorphus 

possui uma combinação única de metabólitos secundários, incluindo alcalóides indólicos, e 

nenhum deles com estrutura ainda definida. Muitos dos metabólitos secundários 

encontrados são ainda de estrutura desconhecida, mas são muitas vezes utilizados na 

identificação de uma ou mais espécies da seção Nigri (Samson et al., 2007a). Um total de 

145 metabólitos foi isolado a partir das espécies biseriadas da seção Nigri e tiveram suas 

estruturas elucidadas. As espécies de Aspergillus seção Nigri são consideradas excelentes 

produtoras de diferentes metabólitos secundários (Nielsen et al., 2009). 

Samson et al. (2007a) detectaram a produção de malformina por A. niger e A. 

tubingensis e  Nielsen et al. (2009), além dessas duas espécies, também detectaram em A. 

brasiliensis. Esses autores também observaram que orlandina, kotanina e desmetil-

orlandina são consistentemente produzidos por A. niger e A. tubingensis e a funalenona 

consistentemente produzida por A. brasiliensis, A. niger e A. tubingensis. Nielsen et al. 

(2009) observaram que a produção de pirofens e tensidols é restrita em A. niger e A. 

tubingensis. 

A asparazina pode ser usada para diferenciar A. foetidus, A. tubingensis, e A. 

vadensis de A. brasiliensis e A. niger. Em todas as espécies da seção Nigri, exceto A. 

brasiliensis, A. costaricaensis e A. vadensis, podemos encontrar piranonigrina A. As 

espécies uniseriadas, com exceção de A. japonicus, são produtoras de ácido secalônico D, 

no entanto A. homomorphus, espécie biseriada, também é produtora desse metabólito 

secundário. Aspergillus ellipticus produz metabólitos encontrados na seção Candidi 

(terfenilina e candidusina) e seção Usti (austidiol) (Samson et al., 2007a).  

As nafto-γ-pirones (NGPs) representam a família mais abundante de metabólitos 

secundários da seção Nigri. Aspergillus acidus, A. brasiliensis, A. carbonarius, A. 

costaricaensis, A. ibericus, A. niger, A. piperis, A. sclerobtiicarbonarius, A. sclerotioniger, 

A. tubingensis e A. vadensis são consideradas produtoras de NGPs. Aspergillus 
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aculeatinus, A. aculeatus, A. ellipticus, A. heteromorphus, A. homomorphus, A. japonicus e 

A. uvarum são as não produtoras de NGPs (Nielsen et al., 2009). 

A principal micotoxina produzida pela seção Nigri tem sido a ocratoxina A (OTA) 

e seus precursores (ocratoxina B, α e β) (Nielsen et al., 2009). A produção de OTA foi 

detectada em A. carbonarius, A. lacticoffeatus, A. niger e A. sclerotioniger, sendo A. 

carbonarius um produtor obrigatório desta micotoxina. Em A. niger a produção de OTA é 

encontrada em aproximadaamente 6% das linhagens (Samson et al., 2007a) e recentemente 

foi descoberto que esta espécie também podem produzir fumonisina B2 (FB2) e fumonisina 

B4 (FB4) (Frisvad et al., 2007; Noonim et al., 2009).  

Os perfis de metabólitos secundários produzidos por plantas, liquens, actinomicetos 

e fungos filamentos são utilizados como ferramentas complementares aos tradicionais 

métodos de identificação. Esse tipo de identificação tem sido bastante utilizado em 

espécies de Alternaria, Aspergillus, Fusarium, Hypoxylon, Penicillium, Stachybotrys e 

Xylaria (Frisvad et al., 2008).  

 

2.3.1.3 Espectrometria de massas 

A espectrometria de massas teve origem com os trabalhos realizados por J. J. 

Thomson e F. W. Aston (Griffiths et al., 2001). O espectrômetro de massas possui alto 

grau de precisão e sensibilidade na determinação da massa molecular de compostos 

biológicos (Poland et al., 2001). É no espectrômetro de massas que ocorre a ionização da 

molécula, passagem por um analisador de massas, onde ocorrerá a separação dos íons 

formados de acordo com a razão massa-carga (m/z) e registros da abundância de cada um 

dos íons para obtenção de um espectro de massa (Bonner et al., 2002; Graham et al., 

2007).  

A ionização por elétrons (IE) é o método mais comum em espectrometria de 

massas, onde ocorre volatização das substâncias em alto vácuo, de forma que apenas os 

compostos voláteis possuem seu peso molecular determinado. Sendo assim, as 

biomoléculas, tais como peptídeos, proteínas e oligonucleotídeos não eram analisados 

devido à instabilidade térmica para serem volatilizadas (Tanaka et al., 1988; Marques, 

2006). 

As técnicas de “ionização suave” foram desenvolvidas no final da década de 80 

como a ionização por ESI-MS (Espectrometria de Massas com Ionização por Electrospray) 

(Whitehouse et al., 1985) e a ionização por MALDI (Ionização/Dessorção de Matriz 
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Assistida por Laser) (Karas; Hillenkamp, 1988), tornando possível o uso da espectrometria 

de massas na análise de moléculas de baixa massa molecular até biomoléculas com massas 

acima 1 milhão de Daltons (Da) (Graham et al., 2007). A técnica do MALDI foi iniciada 

no final da década de 80 por Karas e Hillenkamp (1988) e Tanaka (1988), cujo princípio 

está na adsorção/ionização da amostra juntamente com uma matriz química.  

A matriz é um composto orgânico capaz de adsorver a radiação emitida pelo laser. 

Várias matrizes estão disponíveis no mercado e a escolhe deve ser feita de acordo com o 

laser utilizado no MALDI-TOF MS (Ionização/Dessorção de Matriz Assistida por Laser 

Tempo-de-Vôo/Espectrômetro de Massa). As matrizes mais utilizadas para análise de 

fungos são o ácido 2,5-di-hidróxi-benzóico (DHB) e o ácido α-ciano-4-hidroxi-cinâmico 

(CHCA) e são apropriadas para a análise de moléculas com massa variando de 2 a 20 kDa. 

A escolha da matriz é fundamental para obtenção de espectros de qualidade, assim como o 

procedimento de preparação da amostra e a preparação da amostra na placa a ser analisada 

(Williams et al., 2003; Santos et al., 2010b; Santos et al., 2011; Simões et al., 2013).   

As funções da matriz, contendo moléculas aromáticas, é diluir a amostra e adsorver 

a energia do laser, seguida pela ionização da amostra (Marvin et al., 2003). O analito é 

misturado a matriz energética, de modo a garantir o excesso da matriz com relação ao 

analito para que haja o processo de cristalização da amostra (Karas et al., 2000; Kickman 

et al., 2007). Um feixe de laser de nitrogênio, operando no modo pulsado, com 

comprimento de onda próximo ao da ultravioleta (UV) incide sobre a mistura 

matriz/analito ionizando suave e eficientemente, de forma a evitar a degradação das 

proteínas a serem analisadas (Su; Tseng, 2007; Santos et al., 2010b). Após a incidência do 

laser, a energia recebida pela matriz é transferida, por um processo de adsorção, para as 

moléculas do analito tornando-as ionizadas (Krader; Emerson, 2004). Os íons formados 

são analisados no TOF, onde são acelerados e separados de acordo com o “tempo de voo”, 

considerando a distância até o detector, a velocidade que os íons se movimentam e a razão 

m/z (Graham et al., 2007; Carbonnelle et al., 2011). Os íons mais leves chegam mais 

rapidamente ao detector, enquanto os íons mais pesados demoram mais tempo 

(Krishnamurthy et al., 2000; Lay, 2000; Fenselau; Demirev, 2001; Lay, 2001). O aparelho 

deve ser calibrado antes das análises das amostras utilizando-se células de Escherichia coli 

DH5α e proteínas de massas moleculares (Santos et al., 2010b).  

No analisador de massas, dois modos podem ser utilizados: o linear e o refletor. 

Para moléculas de grande massa molecular (proteínas, peptídeos e polímeros) deve-se 

utilizar o modo linear, que abrange massas moleculares variando de <100 Da a mais de 



36 

 

1000 kDa, e o modo refletor oferece maior resolução de moléculas menores variando de 0 

e 100 Da, podendo resolver até 5000 Da (Santos et al., 2010b). Na análise de fungos por 

MALDI-TOF MS as moléculas analisadas são as proteínas ribossomais e estruturais, que 

possuem massa molecular variando de 2000 a 20000 Da, onde o modo linear é o mais 

adequado para esse tipo de análise (Maier et al., 2006).  

Os espectros gerados são analisados por comparação com outros espectros 

existentes em uma base de dados (Tonolla et al., 2010) e para identificação de micro-

organismos é necessário um programa, como por exemplo o BioTyperTM (Bruker Daltonics 

Inc., Bremen, Germany) ou Saramis® (AnagnosTec GmbH, Potsdam-Golm, Germany), 

onde as proteínas desconhecidas são comparadas com massas moleculares de referência 

contidas no programa (Santos et al., 2010b). No entanto, para a identificação correta das 

espécies é necessário o estabelecimento de um banco de dados espectral completo (Hettick 

et al., 2008).  

A técnica do MALDI-TOF MS baseia-se na análise de características fenotípicas, 

que variam de acordo com meios de cultura e tempo de incubação (Valentine et al., 2005; 

Carbonnelle et al., 2011). As condições de crescimento devem ser mantidas constantes 

para o desenvolvimento da base de dados (Bernardo et al., 2002; Hettick et al., 2008). Essa 

ferramenta vem sendo utilizada na detecção e identificação de proteínas através do peso 

molecular, chegando à identificação de micro-organismos (Barbuddhe et al., 2008; Hsieh 

et al., 2008; Vanlaere et al., 2008; Wittwer et al., 2011). A identificação é feita por análise 

de espectros, que variam entre os micro-organismos, sendo alguns específicos para 

determinados gêneros e espécies. Vários estudos de identificação de fungos têm aplicado 

esta ferramenta, considerada rápida, sensível e de pequenos custos de reagentes, onde uma 

boa discriminação tem sido obtida na maioria dos casos (Chen; Chen, 2005; Keller et al., 

2008; Marinach-Patrice et al., 2009; Marklein et al., 2009; De Respinis et al., 2010; 

Marinach-Patrice et al., 2010; Santos et al., 2010b; Tonolla et al., 2010; Dias et al., 2011; 

Alanio et al., 2011; Rodrigues et al., 2011; Bille et al., 2012; De Carolis et al., 2012; 

Passarini et al., 2012).  

Biomarcadores podem ser estabelecidos através da análise com o MALDI-TOF 

MS. Chen e Chen (2005) analisaram conídios de seis espécies de Penicillium (P. 

chrysogenum, P. citrinum, P. digitatum, P. expansum, P. italicum e P. pinophilum) para 

identificar biomarcadores para essas espécies. Os conídios foram misturados com a solução 

matriz do MALDI e analisados. Os perfis de massa espectral foram semelhantes para as 

linhagens de uma mesma espécie e os íons biomarcadores foram distintos para as 
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diferentes espécies de Penicillium. Com base nesses íons biomarcadores pode-se fazer uma 

rápida e confiável identificação das espécies.  

Kallow et al. (2006) compararam linhagens de A. ibericus com outras espécies de 

Aspergillus seção Nigri pela técnica do MALDI-TOF MS. As espécies de Aspergillus 

seção Nigri utilizadas nesse trabalho foram: A. aculeatus, A. carbonarius, A. ellipticus, A. 

japonicus, A. lacticoffeatus, A. niger, A. phoenicis, A. sclerotioniger, A. tubingensis e A. 

vadensis. Quando analisadas pela técnica do MALDI-TOF MS, A. carbonarius e A. 

ibericus formaram dois grupos distintos. Aspergillus sclerotioniger e A. lacticoffeatus 

também mostraram afinidade com A. carbonarius e A. niger, respectivamente. O 

“agregado Niger” é formado por espécies que são difíceis de serem identificadas devido à 

alta similaridade entre elas. O agregado foi composto por A. niger, A. phoenicis e A. 

tubingensis. Aspergillus vadensis é a espécie mais relacionada com A. tubingensis, porém 

todas as espécies de Aspergillus seção Nigri estão bem relacionadas. As espécies 

uniseriadas, A. aculeatus e A. japonicus, apresentam-se em um mesmo grupo e A. ellipticus 

aparece próximo a essas duas espécies no dendrograma. Poucos trabalhos são encontrados 

na literatura utilizando o MALDI-TOF MS para Aspergillus seção Nigri. Esta técnica deve 

ser utilizada como uma ferramenta de apoio dentro de uma abordagem polifásica no 

processo de identificação de fungos.  

 

2.4 Micotoxinas 

As micotoxinas são metabólitos secundários de baixo peso molecular produzidas 

por fungos e comumente contaminantes em produtos agrícolas como milho, frutas frescas e 

secas, cereais, sementes oleaginosas, nozes e especiarias (Bennet; Klich, 2003; Abrunhosa, 

2008; Paterson; Lima, 2009, 2010b; Brera et al., 2011). Esses metabólitos secundários são 

formados durante a fase estacionária de crescimento e não apresentam significância 

aparente para o crescimento ou metabolismo do fungo. A origem desses metabólitos parece 

ser devida ao acúmulo de precursores dos metabólitos primários, tais como aminoácidos, 

acetato, piruvato e outros. Dessa forma, a síntese das micotoxinas ocorre para que haja 

uma diminuição da quantidade desses precursores, os quais não são requeridos para o 

metabolismo (Food Ingredients Brasil, 2009). 

A história das micotoxinas teve início em 1960 no Reino Unido quando houve um 

surto inexplicável de mortes de perus. Após investigação, chegou-se a conclusão de que o 

problema estava relacionado à ração produzida com amendoim importado da África e do 
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Brasil. Esse amendoim estava altamente contaminado com A. flavus e a toxina encontrada 

foi denominada de aflatoxina (Goldblatt, 1969; Food Ingredients Brasil, 2009). As 

aflatoxinas (AFs) constituem um risco à saúde humana, por apresentar efeitos 

carcinogênicos, mutagênicos, teratogênicos, imunossupressores e podem gerar problemas 

hepáticos (Cardwell, 2001; Maziero; Bersot, 2010; Brera et al., 2011).  

Nos países em desenvolvimento, a ocorrência de micotoxinas em alimentos e 

derivados é ainda mais séria uma vez que os produtos de boa qualidade são normalmente 

exportados e os de qualidade inferior, ou seja, os que apresentam níveis de micotoxinas 

superiores aos permitidos nos países importadores, são vendidos no mercado interno, 

colocando em risco a saúde da população (Dawson, 1991).  

Estudos têm revelado a existência de 400 tipos de micotoxinas (Betina, 1984), 

porém as principais são AFs, deoxinivalenol (DON), fumonisinas (FBs), OTA, patulina 

(PAT) e zearalenona (ZON) (Rodríguez-Amaya; Sabino, 2002; Murphy et al., 2006; Food 

Ingredients Brasil, 2009). As micotoxinas de maior importância para saúde humana e 

animal, bem como para o agro-negócio são as AFs, FBs, OTA, ZON, tricotecenos e 

toxinas tremorgênica. Estas micotoxinas são responsáveis por perdas de milhões de dólares 

ao ano (Zain, 2011). 

As micotoxinas que são consideradas importantes na contaminação de alimentos 

são produzidas principalmente por Alternaria, Aspergillus, Claviceps, Fusarium e 

Penicillium (Maziero; Bersot, 2010) (Tabela 4). A presença do fungo toxigênico no grão 

não implica necessariamente na produção de micotoxinas, uma vez que para que sejam 

produzidas é necessário condições favoráveis de aeração, pH, temperatura, umidade, 

injuria mecânica no produto, o tipo de produto, além dos fatores biológicos, como a 

susceptibilidade dos vegetais à infecção fúngica (Prieta et al., 1994; Pereira et al., 2002; 

Maziero; Bersot, 2010). Muitos desses fatores aparecem durante a colheita, o 

processamento, a conservação e o armazenamento dos alimentos (Prieta et al., 1994). 

Geralmente as micotoxinas são termoestáveis, resistindo a determinados tratamentos 

térmicos de industrialização e embalagem, os quais são apenas suficientes para remoção 

dos fungos (Chu, 1991; Molin; Valentini, 1999; Maziero; Bersot, 2010).  

 

 

 

 



39 

 

Tabela 4. Principais micotoxinas produzidas por fungos, substratos e efeitos no homem e 

nos animais. 

 

Substratos Fungos produtores Toxina Efeitos 

Amendoim e milho Aspergillus flavus e A. 

parasiticus 

Aflatoxina B1 Hepatóxica, nefrotóxica e 

carcinogênica 

Trigo, aveia, cevada, 

milho e arroz 

Penicillium citrinum Citrinina Nefrotóxica para suínos 

Centeio e grãos em geral Claviceps purpurea Ergotamina Gangrena de extremidades 

ou convulsões 

Milho Fusarium verticillioides Fumonisinas Câncer de esôfago 

Cevada, café e vinho A. ochraceus e A. 

carbonarius 

Ocratoxina Hepatóxica, nefrotóxica e 

carcinogênica 

Frutas e sucos de frutas P. expansum e P. 

griseofulvum 

Patulina Toxicidade vagamente 

estabelecida 

Milho, cevada, aveia, 

trigo e centeio 

Fusarium sp, 

Myrothecium sp 

Stachybotrys sp 

Trichothecium sp 

Tricotecenos: T2, 

neosolaniol, fusanona 

x, nivalenol, 

deoxivalenol 

Hemorragias vômitos e 

dermatites 

 

Cereais F. graminearum Zearalenona Baixa toxicidade; 

síndrome de 

masculinização e 

feminização em suínos 

FONTE: Food Ingredients Brasil (2009). 

 

 

As legislações referentes aos limites máximos de micotoxinas em alimentos in 

natura e processados, incluindo rações para animais de abate e de estimação, têm sido 

regulamentadas por muitos países na tentativa de proteger a população dos efeitos 

causados. Os países membros do Mercosul, englobando Argentina, Brasil, Paraguai e 

Uruguai, possuem uma legislação comum para as AFs. O Uruguai possui a mais detalhada 

legislação da América Latina, apresentando limites de detecção para alcalóides ergóticos 

em ração, o que é inédito para qualquer legislação no mundo. Os alcalóides ergóticos são 

metabólitos secundários produzidos por fungos, cuja produção ocorre nos esclerócios de 

diversas espécies do gênero Claviceps (Embrapa, 2007). No Brasil, as AFs eram as únicas 

micotoxinas cujos limites máximos de detecção em alimentos estavam previstas na 

legislação. Em 2002, o Ministério da Saúde através da Resolução RDC nº 274, da Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (Anvisa), publicada no Diário Oficial da União, 

estabelece os limites admissíveis para AFs (Leite: Leite fluído – 0,5 μg/L; Leite em pó – 5 
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μg/Kg; Milho – 20 μg/Kg e amendoim – 20,0 μg/Kg) em determinados produtos, porém, 

apenas para os destinados a exportação (Anvisa, 2002).  

Em Fevereiro de 2011 a Anvisa publicou no Diário Oficial da União a Resolução 

RDC 07/2011 onde alimentos comercializados no Brasil como leite e produtos lácteos, 

sucos de maçã e uva, café torrado (moído ou em grão) e solúvel, entre outros, deverão 

respeitar um limite máximo para a presença de micotoxinas. Este regulamento estabelece 

limites máximos para as AFs (Aflatoxina B1, B2, G1, G2 e M1), OTA, DON, FBs (FB1 + 

FB2), PAT e ZON. Os produtores deverão seguir um cronograma que entra em vigor 

imediatamente e se estenderá até janeiro de 2016 (Anvisa, 2011). Até Janeiro de 2014 os 

limites máximos tolerados para a OTA será de 20 μg/Kg, para a DON irá variar de 1250-

3000 μg/Kg dependendo do alimento, FB1 + FB2 será de 5000 μg/Kg e para a ZON é de 

400 μg/Kg. 

Os países da União Europeia, os Estados Unidos e o Canadá dispõem de uma 

legislação específica para as principais micotoxinas. Os países membros da União 

Europeia também dispõem de uma legislação adicional para os limites máximos de 

algumas micotoxinas. Através do Regulamento (UE) nº 105/2010 de 2010, publicado no 

Jornal Oficial da União Europeia, uma alteração foi feita no Regulamento (CE) nº 

1881/2006 no que diz respeito aos limites máximos de detecção da OTA e a determinados 

produtos alimentícios. Algumas especiarias foram incluídas na lista como, por exemplo, 

pimentões, pimenta, noz-moscada, gengibre, curcuma e mistura de especiarias que 

contenham uma ou mais especiarias indicadas e o alcaçuz (raiz e extrato) (União Europeia, 

2010). Em virtude do crescente intercâmbio de produtos entre os países é provável que 

ocorra uma padronização da legislação para as micotoxinas a nível global (Coker et al., 

1995). 

 

2.4.1 Ocratoxina A (OTA) 

Após a descoberta das aflatoxinas, as ocratoxinas foram o primeiro grupo de 

micotoxinas a serem identificadas. As ocratoxinas são caracterizadas por apresentarem 

uma estrutura molecular formada por uma β-fenilalanina ligada a uma isocumarina, 

mediante uma ligação amida (Figura 3). Em 1965, Van Der Merwe isolou e identificou a 

OTA a partir de uma linhagem de A. ochraceus K-804 isolada de grãos de sorgo 

contaminados (Betina, 1984). Nem todas as linhagens de A. ochraceus são capazes de 

produzir OTA. A ocratoxina B (OTB), ocratoxina C (OTC), ocratoxina α (OTα), 
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ocratoxina β (OTβ), (4-R) e (4-S)- hidroxi-ocratoxina A (4R-OH OTA e 4S-OH OTA), 4-

hidroxi-ocratoxina B (4-OH OTB) e 10-hidroxi-ocratoxina A (10-OH OTA) são 

naturalmente produzidas por fungos (Abrunhosa et al., 2010).  

A OTA é um composto cristalino incolor de fórmula empírica C20H18O6NCl com 

um peso molecular de 403.822 Da, mais tóxica que as outras ocratoxinas. Caracteriza-se 

por apresentar fluorescência verde quando exposta a luz ultravioleta (UV=336nm) e essa 

propriedade é comumente utilizada para detecção e identificação pelo método de 

cromatografia de camada delgada (CCD) e cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE). A cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massa (LC-MS) pode ser 

empregada para detecção da OTA. Esta micotoxina é altamente solúvel em solventes 

orgânicos polares, solúvel em solução aquosa de hidrogenocarbonato de sódio e 

fracamente solúvel em água (Abrunhosa et al., 2010). Os pontos de fusão são 94ºC-96ºC e 

169ºC quando cristalizado a partir do benzeno e xileno, respectivamente (Betina, 1989). 

 

  

 

 

Figura 3. Estrutura química da ocratoxina A (OTA). 

 

 

A OTA é considerada uma das três mais importantes micotoxinas nocivas do 

mundo (Palencia et al., 2010) e seus efeitos hepatóxicos, nefrotóxicos e teratogênicos estão 

bem documentados (Boudra; Morgavi, 2006; Paterson; Lima, 2010a). A inibição da síntese 

protéica, indução da peroxidação de lipídios, estresse oxidativo e danos no DNA são outros 

efeitos que também são descritos para OTA (Al-Anati; Petzinger, 2006; Almela et al., 

2007). Segundo Zhang et al. (2009) a OTA pode contribuir para o surgimento de doenças 

neurodegenerativas, como as doenças de Parkinson e Alzheimer. A OTA também possui 

atividade imunossupressora, sendo caracterizada pela redução do tamanho de órgãos vitais 
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do sistema imune, tais como timo, baço e nódulos linfáticos, depressão das respostas dos 

anticorpos, alterações no número e funções de células do sistema imune, e modulação da 

produção de citocinas (Berek et al., 2001). Também pode persistir no organismo por um 

longo período, tendo uma meia vida de 35 dias em humanos, 72-120 horas em porcos e 77 

horas em animais ruminantes (Al-Anati; Petzinger, 2006). 

A Agência Internacional de Pesquisa em Câncer (IARC) classificou a OTA como 

carcinogênica para humanos no grupo 2B (IARC, 2002). Cereais e derivados têm sido 

relatados como as principais fontes de OTA, embora também já tenha sido detectada em 

vinho, cerveja, café, feijão e frutas secas (Visconti et al., 2000; Gauchi; Leblanc, 2002; 

Monaci; Palmisano, 2004; Zheng et al., 2005; Battilani et al., 2006; Pattono et al., 2011). 

Nos produtos de origem animal, como aves e suínos, a OTA pode estar presente 

diretamente no alimento ou em decorrência de uma alimentação com rações contaminadas 

(Bayman; Baker, 2006; Pattono et al., 2011).  

A biossíntese da OTA não está completamente estabelecida, embora várias vias 

alternativas já tenham sido propostas. Sabe-se que a parte isocumárica é um pentacídeo 

sintetizado através de uma via metabólica dos policetídeos e que a L-b-fenilalanina deriva 

da via metabólica do ácido xiquímico. Poucas informações existem sobre os genes 

responsáveis pelos passos da biossíntese da OTA (Abrunhosa et al., 2010). O gene PKS 

nos fungos codifica a policetídeo sintase, uma enzima envolvida nos primeiros passos da 

biossíntese da OTA em espécies de Aspergillus e Penicillium. Gallo et al. (2009) relataram 

a identificação e caracterização de parte de um novo gene PKS de A. carbonarius 

denominado de ACpks. A correlação entre a expressão gênica de ACpks e produção de 

OTA, sugere o provável envolvimento deste gene na biossíntese desta micotoxina pelos 

fungos. A partir de uma avaliação preliminar de linhagens de Aspergillus com iniciadores 

específicos para o gene ACpks, pareceram estar presentes genes homólogos a este em A. 

sclerotioniger e A. ibericus, duas espécies de Aspergillus seção Nigri, que estão 

estreitamente relacionadas com A. carbonarius.  

Sendo assim, pesquisas estão sendo realizadas com o objetivo de encontrar métodos 

mais seguros de descontaminação e prevenção. A biodegradação é considerada a melhor 

solução para a descontaminação de alimentos. Vários trabalhos já foram realizados 

utilizando culturas de células ou micro-organismos, como fungos, protozoários, bactérias e 

culturas celulares de plantas (Abrunhosa et al., 2010).  
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2.4.1.1 Espécies ocratoxigênicas 

Os gêneros Aspergillus e Penicillium são considerados os maiores produtores de 

OTA (Kumar et al., 2007; Varga; Samson, 2008; Milicevic et al., 2010; Zain, 2011). 

Dentro do gênero Aspergillus podemos destacar as seções Circumdati, Flavi e Nigri como 

as mais importantes produtoras (Frisvad et al., 2004; Samson et al., 2004; Frisvad et al., 

2006). Dentro do gênero Penicillium apenas P. verrucosum e P. nordicum são produtoras 

de OTA (Cabañes et al., 2010). 

Ueno et al. (1991) foram os primeiros a notificar a produção de OTA por uma 

espécie pertencente à seção Nigri (A. foetidus CBS 618.78). Esta espécie foi revisada por 

Kusters van Someren et al. (1991), Pařenicová et al. (1997) e Accensi et al. (1999) sendo 

reidentificada como A. niger.  

Em 2001, Abarca et al. relataram o aumento no número de espécies ocratoxigênicas 

pertencentes à seção Nigri. As espécies de Aspergillus seção Nigri consideradas como 

produtoras de OTA são: A. carbonarius, A. lacticoffeatus, A. niger e A. sclerotioniger 

(Abarca et al., 2001; Samson et al., 2004; Frisvad et al., 2006). Outras espécies como A. 

brasiliensis, A. ellipticus, A. heteromorphus, A. ibericus, A. japonicus, A. tubingensis e A. 

uvarum não são produtores de OTA, porém pertecem à seção Nigri (Samson et al., 2006; 

Moslem et al., 2010).  

Dalcero et al. (2002) e Battilani et al. (2003) mencionaram a produção de OTA por 

A. japonicus e Ponsone et al. (2007) detectaram nas espécies de A. aculeatus e A. 

japonicus. Medina et al. (2005) observaram a produção desta micotoxina por A. 

tubingensis. No entanto, esses resultados não são confirmados por Samson et al. (2004). 

Varga et al. (2011) e Storari et al. (2012b) também não observaram a produção de OTA 

por A. tubingensis. Nenhuma espécie uniseriada pertencente à seção Nigri é considerada 

produtora de OTA por Perrone et al. (2008). 

Samson et al. (2004) corroboraram os resultados obtidos por Abarca et al. (2004) 

onde todas as linhagens de A. carbonarius e algumas de A. niger foram produtoras de 

OTA. Aspergillus lacticoffeatus e A. sclerotioniger também foram considerados produtores 

de OTA e nenhuma linhagem de A. foetidus foi produtora. Em 1996, Wicklow et al. 

sugeriram que a produção de metabólitos secundários por fungos produtores de esclerócios 

poderia levar a um aumento da toxicidade da OTA. Samson et al. (2004) também 

observaram que a produção de esclerócios por algumas linhagens não está necessariamente 

relacionada à produção de OTA. Aspergillus aculeatus, A. costaricaensis, A. ellipticus e A. 
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piperis são espécies que produzem esclerócios, mas não são produtoras de OTA. No 

entanto, A. sclerotioniger produz esclerócios em abundância e OTA.  

Perrone et al. (2007) estudaram a biodiversidade de Aspergillus seção Nigri em 

uvas da Europa e grãos de café do sul da Tailândia e observaram a produção de OTA pelas 

espécies. Nas uvas foram isoladas as seguintes espécies: A. carbonarius, A. niger e A. 

tubingensis, e outras espécies uniseriadas, A. aculeatus e A. japonicus. Aspergillus 

carbonarius foi o principal produtor de OTA. A produção de OTA foi menor pelas 

linhagens de A. niger e A. tubingensis. A produção de OTA não foi observada nas espécies 

uniseriadas da seção Nigri, corroborando com os resultados obtidos por Perrone et al. 

(2008). Perrone et al. (2007) também observaram que as amostras de café cereja e de café 

verde estiveram 100% e 98%, respectivamente, contaminadas com Aspergillus seção Nigri. 

Aspergillus carbonarius e A. niger foram predominantes nos dois tipos de café. Com base 

nesses dados os autores concluiram que A. carbonarius é responsável pela produção de 

OTA em grãos de café do sul da Tailândia.  

Perrone et al., (2007) também analisaram grãos de café arábica do norte da 

Tailândia. As espécies de Aspergillus seção Nigri contaminaram 75% das amostras de café, 

sendo A. niger a espécie predominante. Aspergillus aculeatinus, A. foetidus e A. 

tubingensis também foram isoladas, porém A. carbonarius não foi isolado. Sendo assim, os 

autores concluíram que as espécies de Aspergillus seção Nigri são as responsáveis pela 

contaminação dos grãos de café dessa região com OTA. Trabalhando também com grãos 

de café Moslem et al. (2010) isolaram e identificaram fungos de grãos de café verde de 

diferentes mercados na Arábia Saudita. As espécies potencialmente produtoras de OTA 

foram isoladas, destacando-se A. niger e A. ochraceus, como as mais frequentes. As 

linhagens de A. niger apresentaram uma maior produção da OTA. De acordo com os 

autores, o “agregado Niger” e A. carbonarius podem ser responsáveis pela produção de 

OTA nas amostras de café verde. No Brasil, estudos têm demonstrado que A. ochraceus 

(seção Circumdati), A. carbonarius (seção Nigri) e A. niger (seção Nigri) são as principais 

espécies responsáveis pela presença de OTA em grãos de café (Magnani et al., 2005). 

Soares et al. (2012) isolaram de milho 270 linhagens pertencentes à seção Nigri e 

através das características morfológicas observaram que estas pertenciam ao “agregado 

Niger”. Nenhuma espécie uniseriada foi isolada, bem como A. carbonarius e A. ibericus. 

Das linhagens de Aspergillus seção Nigri, 37 (14%) foram produtores de OTA.  

Trabalhando com fungos isolados do chá verde, Storari et al. (2012a) observaram 

que em 16 das 22 amostras houve contaminação com espécies da seção Nigri. Das 137 
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linhagens, oito espécies foram identificadas, através do sequenciamento do gene da 

calmodulina, como pertencentes à seção Nigri. As espécies mais bem representadas foram 

A. niger (41 linhagens), A. acidus (39 linhagens), A. awamori (27 linhagens) e A. 

tubingensis (23 linhagens). Outras espécies também foram isoladas, porém em menor 

número (A. aculeatus, A. brasiliensis, A. japonicus e A. uvarum). Aspergillus carbonarius 

não foi isolado das amostras de chá. A produção de OTA foi observada em três linhagens 

de A. niger e nenhuma das linhagens de A. awamori foi considerada produtora.  

Storari et al. (2012b) isolaram a partir de uvas cultivadas do norte da Itália, um total 

de 283 linhagens pertencentes à seção Nigri. Baseados no sequenciamento do gene da 

calmodulina, foram classificadas como A. uvarum (183 linhagens), A. niger (43 linhagens), 

A. tubingensis (54 linhagens), A. acidus (2 linhagens) e A. carbonarius (1 linhagem). Estes 

autores observaram a produção de OTA por A. carbonarius e por apenas uma linhagem de 

A. niger. As linhagens de A. uvarum não foram testadas quanto à produção de OTA, pois 

segundo Perrone et al. (2008) essa espécie não é produtora desta micotoxina. Também foi 

observada a presença do gene para a biossíntese da OTA nas linhagens de A. niger e em 

apenas uma linhagem foi observada a presença do gene an15g07920, um tipo de PKS, 

mostrando que a ausência desse gene está relacionada com a deficiência da produção de 

OTA. Recentemente, Storari et al. (2010) e Yamada et al. (2011) também mostraram essa 

relação. Storari et al. (2012b) concluiram que an15g07920 é um importante marcador 

molecular na detecção de linhagens ocratoxigênicas de A. niger. Sendo assim, a correta 

identificação das espécies de Aspergillus seção Nigri é importante para que se possa 

avaliar os riscos de contaminação pela OTA (Nielsen et al., 2009). 

 

2.4.2 Fumonisinas (FBs) 

Em 1988, Gelderblom et al. investigadores do South African Medical Research 

Council, isolaram as fumonisinas B1 (FB1) e B2 (FB2) de Fusarium verticillioides 

(sinônimo de F. monilifome MRC 826). As FBs são produzidas principalmente pelo gênero 

Fusarium (Lino et al., 2007; Heinl et al., 2010; Jurado et al., 2010; Menniti et al., 2010; 

Zhang et al., 2011) e possuem a estrutura molecular de um amino poliálcool tricarboxilado 

altamente polar e solúvel em água (Figura 4). A similaridade estrutural entre as FBs e a 

parte polar da esfingosina, lipídio encontradado no cérebro, sugere uma inibição da 

biossíntese de esfingolipídios (Wang et al., 1991; Shier, 1992; Hirooka, 2000). No entanto, 

essa inibição causa problemas à atividade celular, uma vez que essas substâncias são 
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essenciais para composição da membrana, comunicação entre células, interação 

intracelular e a matriz celular, e para os fatores de crescimento (Merrill et al., 1993). 

As FBs são hidrossolúveis, diferentemente das outras micotoxinas que são solúveis 

em solventes orgânicos (Murphy et al., 2006). Essa característica de hidrossolubilidade das 

FBs dificulta seu estudo e faz com que outras micotoxinas permaneçam ainda 

desconhecidas (Bezuidenhout et al., 1988). A termoestabilidade, apresentada pelas FBs, 

também é considerada como um fator de risco para a saúde humana e animal (Embrapa, 

2002). A Agência Internacional de Pesquisa em Câncer (IARC) classifica as FBs como 

cancerígenas pertencentes ao grupo 2B (IARC, 2002).  

O grupo das FBs é constituído de 100 diferentes tipos de isômeros e 

estereoisômeros. Em decorrência da similaridade estrutural entre elas, quatro grupos de 

FBs (A, B, C e P) foram identificadas. Os grupos A, B e P (FAs, FBs e FPs) são 

caracterizados por apresentar uma cadeia principal de 20 átomos de carbono, e o grupo C 

(FCs) com 19 átomos de carbono (Bartók et al., 2006; Gelderblom et al., 2007; Bartók et 

al., 2008, 2010).  

A FB1 é um diéster de propano-1,2,3-ácido tricarboxílico e 2S-amino-12S,16R-

dimetilo-3S,5R,10 R,14S,15R -penta-hidroxieicoisano, em que os grupos hidroxilos no C14 

e C15 estão esterificados com um grupo carboxilo terminal do ácido tricarboxílico. A FB2 

não possui o grupo hidroxilo no C10, enquanto que a fumonisina B3 (FB3) não apresenta o 

grupo hidroxilo no C5 (Cole et al., 2003; Lino et al., 2006; Krska et al., 2007). 

Para detecção das FBs é necessário que haja uma modificação química da 

molécula, devido a ausência de um cromóforo capaz de absorver a radiação ultravioleta 

(UV), a fim de torná-las detectáveis usando UV ou detector de fluorescência (Wilkes; 

Sutherland, 1998).  

Entre os tipos de FBs, a FB1 é a mais encontrada, constitui cerca de 70-80% do total 

de FBs. A FB2 e FB3 são responsáveis por aproximadamente 15-25% e 3-8%, 

respectivamente, enquanto FB4 apresenta quantidades irrelevantes (Rheeder et al., 2002; 

Karbancioglu-Guler; Heperkan, 2009; Szécsi et al., 2010; Varga et al., 2010b). Animais e 

seres humanos podem apresentar várias doenças, devido à contaminação de alimentos e 

rações com FBs. Estas micotoxinas podem causar diferentes efeitos tóxicos, como por 

exemplo, leucoencefalomalacia em cavalos (Kellerman et al., 1990), edema pulmonar em 

suínos (Casteel et al., 1994), alterações renais e hepáticas em bovinos (Mathur et al., 

2001). Em humanos, o câncer de esôfago está relacionado com o consumo de produtos 

derivados do milho contaminados com FBs (Peraica et al., 1999). O Comitê Científico em 
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Alimentos da Comissão Europeia determina uma ingestão diária tolerável (TDI) para FB1, 

FB2 e FB3, isoladamente ou em conjunto, de 2µg/kg de peso corporal (SCF, 2003). 

 

 

 

 

Figura 4. Estrutura química das fumonisinas B1 [1], B2 [2] e B3 [3].  

 

 

2.4.2.1 Fungos produtores de fumonisinas 

Entre os fungos filamentosos fitopatogênicos, F. verticillioides (sinônimo de F. 

moniliforme) e F. proliferatum são as mais importantes espécies produtoras de FBs, 

podendo ser isoladas de alimentos e produtos alimentares para animais. Estas espécies são 

isoladas do milho e de produtos a base de milho (Scaff; Scussel, 2004; Karbancioglu-

Güler; Heperkan, 2009; Heinl et al., 2010), sendo F. verticillioides a mais frequente. 

Fusarium proliferatum ocorre em pinheiros, aspargos, palmeiras, trigo e cevada (Lino et 

al., 2006; Desjardins et al, 2007; Jurado et al., 2010). Alternaria alternata f. sp. lycopersici 

(Bennett; Klich, 2003), F. anthophilum, F. dlamini, F. napiforme, F. subglutinans, F. 

polyphialidicum e F. oxysporum também têm sido incluidos no grupo de produtores dessas 

micotoxinas (Pozzi et al., 2002). 

As FBs haviam sido relatadas apenas por espécies de Fusarium, no entanto, Baker 

(2006) e Pel et al. (2007) descobriram a presença de um gene homólogo para a biossíntese 

das FBs em A. niger. O sequenciamento completo do genoma de A. niger ATCC 1015 

(Baker, 2006) e A. niger CBS 513.88 (Pel et al., 2007) foi feito e observado a presença de 
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genes homólogos aos das fumonisinas de F. verticillioides. No entanto, o conjunto de 

genes não é necessariamente expresso fenotipicamente, pois podem estar alterados ou até 

mesmo silenciados (Frisvad et al., 2007). 

A primeira confirmação da produção de FB por linhagens de A. niger foi feita por 

Frisvad et al. (2007). Esses autores relataram a produção de FB2 por todas as linhagens de 

A. niger analisadas. Esses autores também verificaram a produção de FBs por F. 

verticillioides MRC 826, na qual a FB1 foi produzida em maiores quantidades, seguida 

pela FB2 e FB3.  

Mogensen et al. (2009) isolaram e identificaram 47 linhagens de Aspergillus seção 

Nigri de amostras de chá, onde nenhuma delas foram capazes de produzir FB2, FB4 e OTA. 

Em 2010, Mogensen et al. investigaram a produção de FBs em 16 linhagens de A. acidus, 

66 de A. niger e quatro de A. tubingensis. As linhagens de A. acidus e A. tubingensis foram 

produtoras de FBs e 77% das linhagens de A. niger produziram quantidades detectáveis de 

FBs.  

Trabalhando com 51 amostras de diferentes tipos de vinhos provenientes da Itália, 

Logrieco et al. (2010b) investigaram a presença de FBs. A fumonisina B2 foi detectada em 

17,6% das amostras, com valores variando de 0,4 a 2,4 ng/mL. A fumonisina B4 não foi 

detectada em nenhuma das amostras de vinhos analisadas. A fumonisina B1 também não 

foi detectada, fato esperado uma vez que A. niger não é considerado produtor desta 

micotoxina e é considerada como uma das principais espécies produtoras de FBs em uvas. 

Varga et al. (2010b) isolaram e identificaram de amostras de passas de uvas 

coletadas de várias partes do mundo, fungos pertencentes à seção Nigri. Para produção de 

FBs foram testadas 30 linhagens de A. niger/A. awamori, 20 foram consideradas 

produtoras de quantidades detectáveis de isômeros de FBs. A maioria desses isômeros foi 

anteriormente encontrada em espécies de Fusarium. Para as linhagens de A. awamori, o 

teor de médio de FB foi de 3,31 mg/kg, enquanto que as linhagens de A. niger produziram 

6,39 mg/kg de FBs em média. A produção de FB1 foi detectada pela primeira vez em 

linhagens de A. niger. Sendo assim, A. awamori e A. niger são responsáveis pela presença 

de FBs em passas de uvas.  

Analisando 180 linhagens de A. niger, Frisvad et al. (2011) observaram que 80% 

destas foram produtoras de FB2. Recentemente, Soares et al. (2012) isolaram de milho 270 

linhagens pertencentes ao “agregado Niger” e deste total, 105 (39%) foram consideradas 

produtoras de FB2. Storari et al. (2012a) trabalhando com 137 fungos isolados do chá 

verde, identificaram oito fungos como pertencentes à seção Nigri. As espécies mais bem 
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representadas foram A. niger (41 linhagens), A. acidus (39 linhagens), A. awamori (27 

linhagens) e A. tubingensis (23 linhagens). Aspergillus aculeatus, A. brasiliensis, A. 

japonicus e A. uvarum também foram isoladas, porém em menor número. As linhagens de 

A. awamori e A. niger foram testadas quanto à produção de FB2, onde 37% e 74% das 

linhagens foram produtoras, respectivamente. Aspergillus carbonarius não foi isolado das 

amostras de chá. 

Trabalhando com uvas cultivadas do norte da Itália, Storari et al. (2012b) isolaram 

um total de 283 linhagens de Aspergillus seção Nigri. Baseados no sequenciamento do 

gene da calmodulina as linhagens foram identificadas como A. uvarum (183 linhagens), A. 

niger (43 linhagens), A. tubingensis (54 linhagens), A. acidus (2 linhagens) e A. 

carbonarius (1 linhagens). Das linhagens de A. niger, 91% foram consideradas produtoras 

de FB2, FB4 e FB6. A presença do gene para a biossíntese das FBs nas linhagens de A. 

niger foi testada com os iniciadores anfum1, anfum6 e anfum8. Com o iniciador anfum 1 

todas as linhagens foram amplificadas, independente da abilidade de produzir FBs. Cinco 

das nove linhagens consideradas não produtoras de FBs foram amplificadas com os 

iniciadores anfum6 e anfum8. Em um estudo realizado por Susca et al. (2010) 

demonstraram uma correlação entre a produção de FBs e a presença de anfum8 em 

linhagens de A. niger isolada de uvas. Entretanto, se A. niger é considerado produtor de 

FBs e métodos de detecção adequados devem ser utilizados, pois esta espécie é de grande 

utilização biotecnológica e apresentam grande potencial de contaminação em alimentos.  

 

2.5 Fungos produtores de pectinases 

As enzimas podem ser de origem animal, vegetal e microbiana, sendo as de origem 

microbiana as mais utilizadas em processos biotecnológicos devido aos baixos custos de 

obtenção e da possibilidade de produção em larga escala (Pandey et al., 2005). Muitos 

micro-organismos como bactérias e fungos são considerados produtores de pectinases. 

Alguns fungos filamentosos possuem capacidade de fermentar e produzir grandes 

quantidades de enzimas extracelulares e são bastante utilizados em aplicações industriais 

(De Vries; Visser, 2001; Aro et al., 2005). Entre os fungos filamentosos descritos na 

literatura como produtores de pectinases temos A. awamori (Abassi et al., 2011; Díaz et 

al., 2012), A. flavus (Yadav et al., 2009b) A. foetidus (Taşkin; Stratilová, 2008), A. niger 

(De Gregorio et al., 2002; Joshi et al., 2006; Yugandhar et al., 2008; Gomes et al., 2011; 

Kumar et al., 2011; Maciel et al., 2011; Mrudula; Anitharaj, 2011; Rodríguez-Fernández et 



50 

 

al., 2011; Sandri et al., 2011; Ruiz et al., 2012), A. oryzae (Sandri et al., 2011), A. sojae 

(Tokatli et al., 2009), A. terricola (Yadav et al., 2008), F. moniliforme (Bonnin et al., 

2001), P. chrysogenum (Tariq; Reyaz, 2012), P. viridicatum (Silva et al., 2007) e T. viride 

(De Gregorio et al., 2002). 

Aspergillus niger é largamente utilizado em processos biotecnológicos, como na 

produção de ácidos orgânicos (Goldberg et al., 2006) e enzimas extracelulares (Pariza; 

Cook, 2010). A grande parte das preparações comerciais de pectinases é de origem fúngica 

(Singh et al., 1999), sendo A. niger a espécie mais utilizada para a produção industrial 

dessas enzimas (Kotzekidov, 1991; Naidu; Panda, 1998). É classificado como GRAS 

(Generally Recognized As Safe) pela Food and Drug Administration (FDA) devido à sua 

baixa toxicidade (Varga et al., 1996). No entanto, quando A. niger foi reconhecido como 

GRAS à capacidade de algumas linhagens produzirem micotoxinas não era conhecida 

(Blumenthal, 2004). 

 

2.6 Substâncias pécticas 

As substâncias pécticas são macromoléculas glicosídicas de alto peso molecular 

que formam o maior componente da parede celular e da lamela média dos vegetais (Figura 

5). São um grupo bastante heterogêneo de polissacarídeos com diferentes massas 

moleculares e graus de esterificação (Alkorta et al., 1998; Jayani et al., 2005). 

Quimicamente, as substâncias pécticas são complexos coloidais de polissacarídeos ácidos, 

compostos de resíduos de ácido galacturônico unidos por ligações α-1,4. As cadeias 

laterais da molécula de pectina são compostas de L-ramnose, arabinose, galactose e xilose. 

Os grupos carboxílicos dos ácidos galacturônicos são parcialmente esterificados por grupos 

metil ésteres e parcial ou completamente neutralizados pelo sódio, potássio ou íons de 

amônio (Uenojo; Pastore, 2007; Ramos et al., 2010).  
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Figura 5. Representação esquemática da parede celular de vegetais.  

 

 

Segundo a Sociedade Americana de Química as substâncias pécticas são 

classificadas em quatro tipos: 

(I) Protopectinas são insolúveis em água e estão presentes nos tecidos vegetais intactos. 

São compostas por unidades de ácido galacturônico ligadas ao cálcio por ligações iônicas 

de caráter acentuadamente forte e em condições de hidrólise restrita produzem ácidos 

pectínicos ou pectina (Jayani et al., 2005).  

(II) Ácido péctico é um polímero solúvel composto de ácido poligalacturônico onde os 

grupos carboxilas estão em pequenas quantidades metoxilados por grupos metil éster 

(Kashyap et al., 2001). 

(III) Ácido pectínico é um grupo de compostos contendo ácido poligalacturônico com um 

número mais que pequeno de grupos carboxilas metoxilados em sua estrutura e em 

condições adequadas são capazes de formar géis com açúcares e ácidos (Kashyap et al., 

2001). 

(IV) Pectina designa ácidos pectínicos solúveis em água no qual, pelo menos, 75% dos 

grupos carboxílicos das unidades de ácido poligalacturônico são esterificados com 

metanol. Apresentam grau de neutralização capaz de formar gel com açúcares e ácidos em 

condições adequadas (Jayani et al., 2005; Uenojo; Pastore, 2007) (Figura 6).   
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Figura 6. Estrutura da pectina.  

 

 

Em frutos não maduros, a protopectina complexa-se com a celulose, conferindo 

rigidez à célula. Com o amadurecimento do fruto, sua estrutura é alterada, pela 

solubilização gradativa do vegetal resultando no amolecimento do tecido vegetal. Essa 

alteração se dá pela ação de enzimas ativas presentes no próprio vegetal (Kashyap et al., 

2001). A pectina é parte importante da biomassa dos frutos, constituindo de 4-30% da 

casca de frutas cítricas (Kaur et al., 2004).  

Durante a extração de suco, as substâncias pécticas são responsáveis pela 

consistência e turbidez dos sucos de fruta, causando um aumento considerável na 

viscosidade do suco dificultando a filtração (Fernández-González et al., 2004). Porém, nas 

indústrias de vinhos e sucos, isso torna-se um problema dificultando as etapas de 

clarificação em vinhos e extração de sucos de frutas, pois a turvação dificilmente pode ser 

removida apenas por filtração devido à grande quantidade de partículas em suspensão, 

diminuindo assim, o rendimento da extração de sucos. O prévio tratamento, por enzimas 

pectinolíticas, de vinhos e sucos promove a degradação da pectina e outros componentes 

de alto peso molecular, diminuindo a viscosidade e aumentando o rendimento dos sucos 

ocasionando uma aparência cristalina no produto final e reduzindo em até 50% o tempo de 

filtração (Jayani et al., 2005). 

 

2.7 Enzimas pectinolíticas 

As enzimas pectinolíticas, ou pectinases são capazes de reconhecer ligações 

glicosídicas do tipo α-1,4 entre monômeros de ácido galacturônico ou seu derivado 

metoxilado (Ramos et al., 2010). A degradação da pectina é feita através da ação sinérgica 

de protopectinase, pectina esterase, endo-poligalacturonase (endo-PG), exo-

poligalacturonase (exo-PG) e pectina liase (Rangarajan et al., 2010).  
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Essas enzimas são produzidas em diferentes combinações pelas plantas e por 

micro-organismos como fungos e bactérias (Da Silva et al., 2005). Em escala industrial, os 

fungos filamentosos são preferidos, pois cerca de 90% das enzimas produzidas são 

extracelulares (Souza et al., 2003; Gomes et al., 2011). Os fungos possuem grande 

potencial biotecnológico na produção de pectinases, o que vem chamando a atenção de 

diversos pesquisadores do mundo (Yadav et al., 2009a; Gomes et al., 2011). Para a 

produção industrial de pectinases, geralmente, são utilizadas linhagens de A. niger 

(Gummadi; Panda, 2003; Rangarajan et al., 2010). No entanto, linhagens de A. aculeatus 

também estão sendo utilizadas para produção industrial de pectinases (Sigma-Aldrich, 

2013). A produção de pectinases por bactérias (Bacillus spp., Clostridium spp., 

Pseudomonas spp.) também é conhecida (Bhardwaj; Garg, 2010). 

As pectinases produzidas por fungos atuam na degradação das substâncias pécticas 

presentes na parede celular vegetal. Este processo degradativo possui papel importante nas 

indústrias de alimentos, como sucos de frutas, vinhos, na produção de alimentos infantis 

(Dartora et al., 2002) e na extração de óleos vegetais (Kashyap et al., 2001).   

A síntese dessas enzimas sofre influência de determinados componentes do meio de 

cultura, particularmente da fonte de carbono, presença de indutores como a pectina e 

derivados (Gummadi; Panda, 2003), e das condições de cultivo, como o pH, temperatura, 

aeração, agitação e tempo de incubação (Souza et al., 2003; Gomes et al., 2011). 

Baseado no mecanismo de ação, as pectinases são classificadas em três tipos 

(Jayani et al., 2005; Gomes et al., 2011):  

(I) Protopectinases degradam a protopectina insolúvel dando origem à pectina solúvel. 

(II) Pectina esterases desesterificante ou desmetoxilante: catalisam a desesterificação da 

pectina pela remoção dos grupos metil ésteres das substâncias pécticas, dando origem ao 

ácido péctico. 

(III) Despolimerases incluem as enzimas hidrolíticas e as liases, catalisam a clivagem das 

ligações glicosídicas α-1,4 entre os monômeros do ácido D-galacturônico das substâncias 

pécticas. 

Estas enzimas foram classificadas e nomeadas de acordo com a Enzyme Comission 

(EC), segundo as recomendações da IUPAC-IUB (IUPAC - Union of Pure and Applied 

Chemistry; IUB - International Union of Biochemistry) (Tabela 5). 
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Tabela 5. Classificação das enzimas pécticas. 

 

Tipo de pectinase Nome na EC Sigla Número EC 

Desesterificante Polimetilgalacturonase esterase PMGE 3.1.1.11 
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Endo-poligalacturonase Endo-PG 3.2.1.15 

Exo-poligalacturonase Exo-PG 3.2.1.67 

Endo poligalacturonase liase  Endo-PGL 4.2.2.2 

Exo poligalacturonase liase Exo-PGL 4.2.2.9 

Endo polimetilgalacturonato liase Endo-PMGL 4.2.2.10 

FONTE: Uenojo; Pastore (2007). 

 

 

2.7.1 Protopectinases (PPase) 

Estas enzimas solubilizam a protopectina em pectina solúvel altamente 

polimerizada (Kashyap et al., 2001). São classificadas em dois tipos, levando em 

consideração o mecanismo de reação, onde o tipo A (PPase-A) reage com o sítio interno, 

isto é, com a região do ácido poligalacturônico da protopectina e, o tipo B (PPase-B) reage 

com o sítio externo, ou seja, com as cadeias de polissacarídeos que podem estar conectadas 

às cadeias de ácido poligalacturônico, constituintes da parede celular (Jayani et al., 2005).  

 

2.7.2 Enzimas desmetoxilantes ou desesterificantes  

Pectina esterase (PE), também conhecida como pectinametil hidrolase, catalisa a 

desesterificação do grupo metil da pectina, liberando metanol e convertendo a pectina em 

pectato (polímero não esterificado). Esta enzima atua preferencialmente no grupo metil 

éster da unidade de galacturonato próxima a uma unidade não esterificada (Kashyap et al., 

2001), apresenta valores de pH ótimo variando de 4 a 8 e temperatura ótima de 40ºC a 

50°C (Jayani et al., 2005). A PE está presente em praticamente todas as preparações 

enzimáticas comercializadas, podendo ser utilizada para proteger e melhorar a textura e 

firmeza de várias frutas processadas, bem como na extração e clarificação de sucos de 

frutas (Uenojo; Pastore, 2007).  
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2.7.3 Enzimas despolimerizantes 

As enzimas despolimerizantes são classificadas de acordo com a clivagem 

hidrolítica (hidrolases) ou transeliminativa (liases) das ligações glicosídicas; mecanismos 

endo- de forma randômica ou exo- a partir do final da molécula de ação e preferência por 

ácido péctico ou pectina como substrato. Envolvem as hidrolases que catalisam a hidrólise 

de ligações α-1,4, e as liases que catalisam a β-eliminação (Alkorta et al., 1998; Uenojo; 

Pastore, 2007). 

 

2.7.3.1 Hidrolases 

As hidrolases incluem as polimetilgalacturonases e as poligalacturonases. As 

polimetilgalacturonases (PMG) hidrolisam as ligações glicosídicas α-1,4 de 

polimetilgalacturonatos (Rizzatto, 1999). Apesar da PMG ser citada na literatura, sua 

existência é questionada por alguns autores (Sakai et al., 1993; Rizzatto, 1999). 

As poligalacturonases (PG) catalisam a clivagem hidrolítica das ligações 

glicosídicas α-1,4 entre dois resíduos de ácido galacturônico (Mutlu et al., 1999). As PG 

são as enzimas mais bem estudadas dentro do complexo pectinolítico (Jayani et al., 2005). 

As PG fúngicas são úteis pela alta atividade enzimática e possuem pH ótimo de atividade 

na região levemente ácida e temperatura ótima entre 30ºC e 50°C (Zheng; Shetty, 2000; 

Uenojo; Pastore, 2007). 

 

2.7.3.2 Pectina liases 

As pectinas liases ou transeliminases rompem ligações glicosídicas resultando em 

galacturonídeos com uma ligação insaturada entre os carbonos 4 e 5 do final não redutor 

do ácido galacturônico formado (Jayani et al., 2005) e incluem as pectina liases e as 

pectato liases (Uenojo; Pastore, 2007).  

A pectina liase (polimetilgalacturonato liase, PMGL) quebra as ligações por 

transeliminação do hidrogênio dos carbonos das posições 4 e 5 da pectina (Karam; Belarbi, 

1995) de modo endo- ou exo- (Kashyap et al., 2001; Uenojo; Pastore, 2007). O pH ótimo é 

em torno de 5,5 (Mayans et al., 1997) e temperatura ótima entre 40 e 50°C (Jayani et al., 

2005).  

A pectato liase (poligalacturonato liase, PGL) catalisa a clivagem de ligações α-1,4 

de ácido péctico de modo endo- ou exo- por transeliminação (Kashyap et al., 2001) e 
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requer Ca2+ para atividade (Mayans et al., 1997). Possui  pH ótimo na região alcalina, entre 

7,5 e 10 e temperatura ótima entre 40ºC e 50°C (Mayans et al., 1997; Jayani et al., 2005). 

 

2.7.4 Aplicações das pectinases 

As pectinases têm sido amplamente utilizadas em processos biotecnológicos 

(Jayani et al., 2005). Estas enzimas representam cerca de 25% da produção mundial de 

enzimas utilizadas na indústria de alimentos (Yadav et al., 2009a). As preparações de 

enzimas pectinolíticas são frequentemente utilizadas na indústria de sucos de frutas devido 

à presença de substâncias pécticas (Gomes et al., 2011). Essas substâncias são 

responsáveis pela consistência e turbidez dos sucos de frutas, e sua presença causa um 

considerável aumento na viscosidade e turbidez do suco, dificultando o processo de 

filtração (Fernández-González et al., 2004).  

A indústria de alimentos tem apresentado grande interesse em processos para 

clarificação de sucos (Echavarria et al., 2011). A adição de enzimas pectinolíticas nos 

purês de frutas e vegetais resulta na degradação da pectina e outros componentes de alto 

peso molecular (Sarioglu et al., 2001; De Gregorio et al., 2002). Essa degradação resulta 

na diminuição da viscosidade, aumento do rendimento dos sucos, aparência cristalina do 

produto final e redução em até 50% do tempo de filtração (Souza et al., 2003; Jayani et al., 

2005). O tratamento de polpas de frutas com enzimas pectinolíticas, contendo 

principalmente PG, é frequentimente utilizado para o aumento no rendimento e maior 

clarificação nos sucos uvas e maçãs (Kaur et al., 2004; Oszmianski et al., 2009; Nakkeeran 

et al., 2011). Jayani et al. (2005) apresentaram a importância das endo-PG na quebra da 

pectina em pequenas moléculas, reduzindo a viscosidade e o tempo de filtração, 

aumentando a eficiência da extração do suco. 

A combinação de pectinases, celulases e hemicelulases, chamadas coletivamente de 

enzimas de maceração, são utilizadas na extração e clarificação de sucos de frutas. As 

enzimas de maceração aumentam o rendimento da extração e melhoram o processamento, 

sem aumento dos custos. Essas enzimas são aplicadas após o corte da matéria-prima, para 

macerar a polpa até a liquefação parcial ou total da fruta, diminuindo o tempo de 

processamento e melhorando a extração dos componentes da fruta (Kaur et al., 2004; Da 

Silva et al., 2005). Pectinases comerciais, contendo predominantemente PG, têm sido 

utilizadas na preparação de suco de maçã para um maior rendimento, clarificação, 

concentração do colóide e de polifenóis (Oszmianski et al., 2009). 
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As pectinases em conjunto com β-glucanases e hemicelulases, têm sido utilizadas 

na produção de vinhos. As vantagens do uso coletivo dessas três enzimas são: melhor 

maceração da casca e aumento da extração de pigmentos; facilita a clarificação e filtração 

do mosto; aumenta a qualidade e estabilidade do vinho (Fernández et al., 2000; 

Takayanagi et al., 2001).  

A adição de pectinases durante o esmagamento das uvas melhora a extração do 

suco, reduzindo o tempo de clarificação e aumentando o conteúdo de terpenos no vinho. 

As preparações comerciais de pectinases com alta atividade de pectina liase e baixa 

atividade de pectina esterase são preferidas por minimizarem a liberação de metanol dos 

ácidos poligalacturônicos metilados durante a produção do vinho (Bhat, 2000). Enzimas 

pectinolíticas adicionadas durante a maceração das uvas para produção de vinho tinto 

resultam no melhoramento dos atributos sensoriais, tais como cor e turbidez, quando 

comparadas com vinhos não tratados (Jayani et al., 2005). 

As pectinases são usadas em conjunto com outras enzimas para reduzir a 

viscosidade da ração animal, na tentativa de aumentar a absorção e biodisponibilizar 

nutrientes através da hidrólise das fibras não biodegradáveis e dos nutrientes bloqueados 

pelas fibras (Hoondal et al., 2000; Jayani et al., 2005). 

Nas indústrias têxteis as pectinases são utilizadas para degradar a camada de 

pectina que recobre as fibras de celulose, liberando-as para o processamento (Kashyap et 

al., 2001; Piccoli-Valle et al., 2001), no tratamento do resíduo líquido e na degomagem das 

fibras naturais (Kaur et al., 2004). Pectinases alcalinas são utilizadas para maceração das 

fibras vegetais, como linho, cânhamo e juta, e na biopreparação de algodão (Jayani et al., 

2005). Em algodão cru, a remoção da pectina, da cera e de agentes de goma com a 

utilização de pectinases em conjunto com amilases, lipases e hemicelulases, em condições 

adequadas, substitui o uso da soda cáustica e gera produtos de alta qualidade. 

Posteriormente, um menor consumo de energia é requerido no tingimento e processo de 

tecelagem (Sawada; Ueda, 2001). 

Na fabricação de papel, as pectinases despolimerizam as substâncias pécticas e, 

posteriormente, reduzem a demanda catiônica das soluções de pectina e do filtrado 

resultante do branqueamento com peróxido de hidrogênio (Jayani et al., 2005; Uenojo; 

Pastore, 2007). 
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2.8 Produção de pectinases por fermentação submersa (FSm) 

O processo de produção de pectinases pode ocorrer de duas formas: fermentação 

submersa (FSm), onde o cultivo do micro-organismo ocorre em meio líquido contendo 

nutrientes, ou pela fermentação em estado sólido (FES), que consiste no crescimento do 

micro-organismo em substratos sólidos úmidos na ausência de água livre (Raghavarao et 

al., 2003; Ano et al., 2009; Hashemi et al., 2011). Gervais e Molin (2003) relataram que a 

principal diferença entre a FSm e FES está na capacidade de mistura dos sistemas. A FSm 

é uma reação de mistura perfeita, onde em teoria, cada parte do reator contém ao mesmo 

tempo, a mesma quantidade de micro-organismos e nutrientes. No entanto, na FES 

encontra-se um sistema de alta viscosidade, sendo que, para se chegar à homogeneidade, 

seria necessária excessiva agitação, o que levaria a ruptura celular. Desta forma, o sistema 

de cultivo em estado sólido caracteriza-se por serem meios heterogêneos, em termos de 

concentração do soluto (Palma, 2003).  

Sendo assim, a produção industrial de enzimas é realizada principalmente por FSm 

(Rodríguez Couto; Toca-Herrera, 2007). A FSm apresenta facilidade de cultivo do micro-

organismo, homogeneidade do meio de cultura e permite o controle dos parâmetros do 

processo. Uma desvantagem desse tipo de fermentação é a alta atividade de água, o que 

facilita a contaminação do processo (Lima et al., 2001). 

Muitos estudos relacionados à produção de pectinases estão sendo desenvolvidos 

utilizando a FSm. Recentemente, Martins et al. (2012) avaliaram a produção de PG por 

Thermoascus aurantiacus por FSm utilizando meios sintéticos, como Czapeck, Khanna, 

SR e meio Vogel contendo pectina cítrica comercial. A maior atividade da PG foi obtida 

nos meios SR (2,0 U/mL) e Vogel (1,9 U/mL). Essa maior atividade foi observada na fase 

logarítmica, que ocorreu depois de três ou quatro dias do início da fermentação. Mrudula e 

Anitharaj (2011) utilizaram como fonte de carbono subprodutos agroindustriais, e ao 

utilizar a casca de laranja, estes autores detectaram dois picos de produção: o primeiro pico 

ocorreu após 72 horas de fermentação, e o segundo ao fim do processo fermentativo. Para 

ambos os picos foi determinada uma atividade de 2,1 U/mL. Ao ser utilizada a casca de 

maracujá, o primeiro pico de produção ocorreu em 72 horas de fermentação (2,0 U/mL) e o 

segundo pico após 192 horas (3,0 U/mL). Foram também detectados dois picos em meio de 

cultura que apresentava em sua composição farelo de trigo, o primeiro ocorreu após as 72 

horas (2,0 U/mL) do processo fermentativo e o segundo, às 168 horas de fermentação (1,8 

U/mL). No entanto, esses autores obtiveram uma maior produção de PG quando utilizaram 
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o resíduo do processamento do suco de laranja, o que eles chamaram de “água amarela”. A 

maior atividade de PG ocorreu no quinto dia de fermentação (3,2 U/mL). 

No entanto, a máxima atividade de pectinase obtida por Kumar et al. (2011) foi de 

1,64 U/mL ao utilizar como fonte de carbono uma concentração de 65 g/L de uma mistura 

de farelo de trigo, farelo de milho e casca de laranja, em uma proporção de 2:1:2, 

respectivamente. A produção da enzima foi realizada por FSm utilizando A. niger. No 

trabalho realizado por Abbasi et al. (2011), os autores utilizaram pectina cítrica como fonte 

de carbono e farinha de trigo como substrato para produção de PG por FSm utilizando A. 

awamori. Inicialmente a fermentação foi realizada em batelada até o crescimento do fungo. 

Após o crescimento, o processo fermentativo ocorreu de forma contínua com a introdução 

de uma fonte de alimentação. Estes autores obtiveram uma maior produção das PG ao 

utilizarem uma concentração de 8 g/L de sulfato de amônio como fonte de nitrogênio. Os 

valores de produção foram de 1,5 U/mL e 0,014 U/mL para exo- e endo-PG, 

respectivamente.  

Diante dos trabalhos descritos acima, podemos observar que as pesquisas 

envolvendo bioprocessos estão fazendo a bioconversão de resíduos para obtenção de 

produtos de maior valor agregado, neste caso as enzimas pectinolíticas. No entanto, outras 

enzimas, proteínas, biofertilizantes, biossurfactantes, dentre outros metabólitos também 

estão sendo produzidos por bioconversão. A indústria alimentícia no Brasil produz grandes 

quantidades de resíduos como bagaços, farelos, cascas e sementes em geral, que podem ser 

utilizados como matéria-prima para bioprocessos, diminuindo os custos de produção das 

enzimas e de outros produtos (Soccol; Vandenbergh, 2003; Couto; Sanroman, 2006).  

 

2.9 Sistema de duas fases aquosas (SDFA) 

O sistema de duas fases aquosas (SDFA) é caracterizado por apresentar uma 

extração líquido-líquido com duas fases. O sistema pode ser formado por dois polímeros 

solúveis incompatíveis (PEG, dextrana, entre outros) ou por um polímero e um sal 

(fosfatos, sulfatos, citratos, entre outros) (Benavides et al., 2008; Aguirre et al., 2010; 

Garza-Madrid et al., 2010; Yan-Min et al., 2010). A separação das fases ocorre devido às 

combinações de concentrações críticas entre os componentes, resultando em duas fases 

imiscíveis, onde o principal componente é a água (80-90%) (Antov; Pericin, 2001; Garza-

Madrid et al., 2010). Essa separação das fases ocorre devido à exclusão estérica (Asenjo; 

Andrews, 2011). O alto teor de água proporciona um ambiente favorável às biomoléculas, 
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evitando mudanças estruturais e perda das atividades biológicas (Antov; Pericin, 2001; 

Silva, 2006). 

O SDFA tem sido aplicado no fracionamento, recuperação e purificação primária 

de biomoléculas. É considerada uma técnica simples, de baixo custo e de fácil operação 

(Azevedo et al., 2009; Ling et al., 2010). Determinados produtos biológicos possuem 

elevados custos de produção devido ao processo de purificação utilizado. Desta forma, o 

desenvolvimento de técnicas e métodos para a separação e purificação de proteínas é de 

grande importância (Malpiedi et al., 2008; Porto et al., 2011).  

A partição das biomoléculas é controlada por uma série de parâmetros relativos às 

propriedades do sistema (por exemplo, o tipo de polímero, sua massa molar, concentração 

e o tipo, e concentração de sais, valores de pH e força iônica) e o tipo de molécula a ser 

analisada (por exemplo, carga, peso molecular, hidrofobicidade e características de 

conformação) (Antov; Pericin, 2001; Rosa et al., 2010). A distribuição de proteínas entre 

as duas fases do sistema é caracterizada por um parâmetro denominado de coeficiente de 

partição (K) que é definido pela relação entre as concentrações da biomolécula nas fases 

superior e inferior do SDFA (Albertsson, 1986). Esta distribuição desigual da proteína 

entre as fases é resultado da interação entre a proteína e os componentes do sistema 

(polímeros, H2O e/ou sais inorgânicos) presentes nas duas fases que coexistem em 

equilíbrio (Farruggia et al., 2003). 

O tipo de polímero e sua massa molar influenciam diretamente na partição da 

biomolécula. Ao utilizar polímeros de elevado peso molecular, menor será a partição da 

biomolécula para a fase rica no polímero (Albertsson, 1986). No entanto, o oposto ocorre 

quando há diminuição do peso molecular do polímero. O “efeito de volume excluído” pode 

ocorrer quando são utilizados polímeros de elevada massa molar, havendo exclusão de 

proteínas, sem desnaturação, para a fase rica em sal. No entanto, este efeito não pode ser 

observado quando se utiliza moléculas de proteínas menores (Schmidt et al., 1994). Sendo 

assim, o efeito da massa molar do polímero depende da massa molar da biomolécula a ser 

separada, por exemplo, proteínas de massas molares maiores são mais influenciadas pelas 

mudanças na massa molar dos polímeros que as proteínas com pequena massa molar 

(Asenjo, 1990). Polímeros de elevadas massas molares também diminuem o volume de 

solvente disponível no sistema, reduzindo a solubilidade das proteínas na fase rica em 

polímero, levando a uma diminuição do coeficiente de partição (Albertsson, 1986).  

O pH também esta relacionado com a partição de proteínas, alterando as cargas das 

mesmas e como consequência o coeficiente de partição (Da Silva; Loh, 2006). Alterações 
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conformacionais na estrutura das proteínas podem ser causadas por variações de pH, 

levando à modificação do comportamento de separação das proteínas. As proteínas podem 

ser desnaturadas em condições extremas de pH, no entanto, essas proteínas possuem uma 

partição diferente das proteínas na forma ativa. Esse fato pode ser explicado, pois as 

proteínas desnaturadas possuem maior área superficial e a superfície exposta muito mais 

hidrofóbica. As proteínas carregadas negativamente, onde o pH é superior ao ponto 

isoelétrico, possuem maior afinidade pela fase rica em PEG (Albertsson, 1986, Forciniti; 

Hall, 1991). 

A composição do sal também deve ser avaliada. Em 2001, Zafarani-Moattar e 

Sadegui observaram a formação de fases utilizando sais de mesmo cátion e ânions de 

diferentes valências: Na2HPO4, NaH2PO4 e Na3PO4. Os autores observaram que o aumento 

da carga do ânion diminui a concentração de sal necessária para a separação das fases. Os 

ânions com maiores valências são mais hidratados, diminuindo a quantidade de solvente 

para hidratação do PEG. Desta forma, os ânios de maior valência são considerados 

melhores agentes salting-out do que ânions com valência mais baixa.  

As principais vantagens do uso do SDFA na purificação de biomoléculas são: o 

baixo consumo de energia e tempo, baixo custo de material e elevado rendimento 

(Kammoun et al., 2009). Essa técnica possui diferentes aplicações, podendo ser utilizada 

para separação e purificação de proteínas (Salgado et al., 2008; Azevedo et al., 2009; 

Garza-Madrid et al., 2010; Porto et al., 2011), oligossacarídeos (Kremnicky; Biely; 2005), 

anticorpos humanos (Azevedo et al., 2009) e síntese de enzimas (Aguirre et al., 2010). A 

purificação de enzimas como, lipases, xilanases, xilose redutase e β-glicosidase, pelo 

SDFA tem demonstrado elevado grau de pureza e pouca perda de atividade durante o 

processo (Mayerhoff et al., 2004; Gautam; Simon, 2006; Yang et al., 2008; Kammoun et 

al., 2009; Zhang; Liu, 2010).  

Lima et al. (2002) estudaram a partição de enzimas comerciais do complexo 

pectinolítico (endo-PG, exo-PG, PE e PMGL) pelo SDFA composto por PEG/fosfato de 

potássio. Para a endo-PG os melhores resultados para o coeficiente de partição e 

recuperação da enzima foi PEG 10000/fosfato; para a exo-PG foi o PEG 400/fosfato com 

NaCl; para PE e PMGL o sistema mais adequado foi o PEG 600/fosfato. Os melhores 

fatores de purificação foram obtidos na fase superior, contendo PEG de alto peso 

molecular sem adição de NaCl. Para a endo-PG o PEG 6000 resultou em uma purificação 

de 5,19 vezes e para a endo-PG, PE e PL com o PEG10000 resultou em uma purificação de 

16,28, 16,64 e 14,27 vezes, respectivamente. 



62 

 

Também estudando a partição das enzimas comerciaiss pertencentes ao complexo 

pectinolítico, Antov et al. (2004) utilizaram um sistema PEG 4000/sulfato de amônio, bem 

como sua aplicação na extração das enzimas da fase superior do sistema PEG 

4000/dextrana. A endo- e exo-PG foram determinadas na fase inferior do sistema 

polímero/sal com concentrações de 1,73 e 3,25, respectivamente. O rendimento foi de 

72,41% e 69,46% para a endo- e exo-PG, respectivamente, e foi obtido por integração do 

sistema de polímero/polímero. Prodanović e Antov (2008) analisaram a possibilidade da 

partição e purificação de pectinases pelo SDFA, utilizando polímero/polímero e 

polímero/sal. Os maiores valores de rendimento foram obtidos no sistema composto por 

10% (v/v) de PEG 1500/5% (v/v) de dextrana 500000/85% (v/v) do extrato enzimático. 

Para endo-PG o coeficiente de partição foi de 2,11, seguido pelo rendimento de 85,68% 

para a fase PEG e fator de purificação de 1,28 vezes. Para a exo-PG, o coeficiente de 

partição, o rendimento na fase PEG e o fator de purificação, no mesmo sistema foi de 1,89, 

84,28% e 3,82, respectivamente. No sistema com 10% (v/v) de PEG 6000/15% (v/v) de 

sulfato de amônio (NH4)2SO4/75% (v/v) do extrato enzimático teve como fator de 

purificação 37,85 para exo-PG e 19,52 para endo-PG. Os resultados descritos foram 

obtidos na fase inferior do sistema. 

Atualmente, o desenvolvimento de métodos de extração e purificação de 

biomoléculas que sejam eficientes e economicamente viáveis é imprescindível (Silva, 

2006). O SDFA é considerado prático e com excelentes níveis de rendimento e pureza. 

Este método pode ser utilizado na separação e purificação de proteínas, no entanto, o 

particionamento irá depender das propriedades físico-químicas das proteínas com relação à 

composição sistema a ser utilizado (Asenjo; Andrews, 2011). 
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Resumo 

As espécies de Aspergillus pertencentes à seção Nigri são caracterizadas pela cor negra da 

maioria das colônias. A identificação das espécies desta seção deve ser realizada com base 

em uma abordagem polifásica devido à alta diversidade genética existente. As 

características morfológicas, fisiológicas, bioquímicas e moleculares são ferramentas que 

podem ser utilizadas na identificação polifásica. Outra ferramenta que pode ser utilizada é 

o MALDI-TOF MS (Ionização/Dessorção de Matriz Assistida por Laser Tempo-de-

Vôo/Espectrômetro de Massa), que consiste em uma técnica espectral que analisa a massa 

molecular da composição proteíca da célula microbiana, fornecendo dados para uma rápida 

e discriminatória identificação. Esta técnica agrega valor à abordagem polifásica. Este 

trabalho teve como objetivo realizar uma identificação polifásica baseada na análise 

morfológica, bioquímica e espectral por MALDI-TOF MS linhagens de Aspergillus seção 

Nigri. Setenta e quatro linhagens depositadas na Micoteca URM e 19 linhagens 

compreendendo espécies tipo e de referência obtidas da Micoteca da Universidade do 

Minho foram analisadas. Os dados obtidos a partir de uma abordagem polifásica indicam 

que os resultados do MALDI-TOF MS corroboram os dados da taxonomia clássica e 

análises bioquímicas. Além disso, as análises bioquímicas determinaram que de todas as 

linhagens de A. niger, 20% e 14% foram caracterizadas como produtoras de ocratoxina A 

(OTA) e fumonisina B2 (FB2), respectivamente. Aspergillus carbonarius, A. foetidus, A. 

lacticoffeatus e A. sclerotioniger foram produtores de OTA. Finalmente, uma abordagem 

polifásica agregando diferentes tipos de dados torna a identificação das espécies da seção 

Nigri mais confiável. A técnica do MALDI-TOF MS foi considerada confiável, rápida e de 

baixo custo em termos de trabalho e de consumo, quando comparada a outras técnicas 

biológicas. 

Palavras-chave: Aspergillus seção Nigri, abordagem polifásica, ocratoxina A e 

fumonisina B2. 
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Introdução 

As espécies de Aspergillus seção Nigri apresentam elevado potencial 

biotecnológico, econômico e de importância médica. Algumas espécies são conhecidas por 

apresentar problemas relacionados à deterioração de alimentos e infecções humanas, no 

entanto, outras são produtoras de importantes ácidos orgânicos e enzimas (Samson et al., 

2007a; Varga et al., 2011). 

 Devido à ampla aplicação biotecnológica dos fungos da seção Nigri, há a 

necessidade de uma identificação mais precisa em nível de espécie. No entanto, devido às 

semelhanças morfológicas encontradas entre as espécies de fungos pertencentes a esta 

seção faz com que a identificação baseada apenas em caracteres fenotípicos seja complexa 

(Silva et al., 2011; Varga et al., 2011). Desde as últimas décadas a taxonomia da seção 

Nigri vem sendo focada principalmente nas diferenças morfológicas (Raper; Fennell, 1965; 

Klich; Pitt, 1988; Klich, 2002; Samson et al., 2004), onde a ornamentação da parede dos 

conídios é uma característica importante na diferenciação das espécies. Uma vez que os 

caracteres morfológicos, como por exemplo, as cores das colônias, podem variar devido ao 

uso de diferentes meios de cultura, é necessário que haja uma padronização destes meios 

utilizados para identificação baseada na morfologia (Simões et al., 2013). Os meios de 

cultura Czapek Agar Dox e Agar Extrato de Malte são geralmente utilizados para o 

crescimento de fungos a 25°C no escuro durante 7 dias. Após esse período, as 

características macroscópicas e microscópicas são observadas. 

Diante da complexidade na identificação das espécies de Aspergillus seção Nigri, 

dados bioquímicos, moleculares, bem como perfis proteômicos baseado em análises de 

proteínas ribossomais unidos à morfologia clássica tornam essa identificação mais precisa. 

Essa abordagem polifásica consiste na utilização de diferentes técnicas de identificação de 

acordo com a sistematização do conhecimento científico, sendo considerada confiável na 

identificação de fungos (Simões et al., 2013). 

Novas espécies pertencentes à seção Nigri estão sendo descritas para a ciência. 

Recentemente A. eucalypticola, A. fijiensis, A. indologenus e A. neoniger foram descritas 

utilizando uma abordagem polifásica com base em caracteres morfológicos, perfis 

bioquímicos e análise de sequências de parte dos genes da β-tubulina e calmodulina (Varga 

et al., 2011). Jurjević et al. (2012) também descreveram duas novas espécies uniseriadas 

com base em dados fenotípicos e moleculares. As espécies foram denominadas de A. 

floridensis e A. trinidadensis. Sendo assim, Samson et al. (2007a) utilizaram diferentes 
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ferramentas para a identificação de fungos pertencentes à seção Nigri e sugeriram uma 

abordagem polifásica consistindo de caracteres morfológicos, perfis bioquímicos e análises 

moleculares após o crescimento do fungo em meios de cultura específicos a diferentes 

temperaturas. No entanto, os autores não incluíram a técnica do MALDI-TOF MS em sua 

abordagem polifásica. 

A técnica do MALDI-TOF MS tem sido aplicada de forma a gerar um espectro 

característico para cada espécie de fungo. Essa técnica é utilizada para investigar a massa 

molecular dos compostos orgânicos com peso molecular elevado (Tanaka et al., 1988). A 

reprodutibilidade notável desta técnica baseia-se na medição das proteínas expressas 

constantemente e altamente abundante em uma faixa de massa entre 2000 e 20000 Da, 

onde importantes proteínas ribossomais podem ser utilizadas como biomarcadores. Todo o 

processo é analisado e descrito em detalhe por Santos et al. (2010b). Com base nesse 

conhecimento, diferentes estudos têm demonstrado o elevado potencial desta técnica na 

identificação de espécies de fungos filamentosos (Santos et al., 2010a; Dias et al., 2011; 

Rodrigues et al., 2011; Passarini et al., 2012).  

Algumas espécies pertencentes a esta seção são consideradas produtoras de 

micotoxinas, o que pode ser considerado um fator limitante na sua utilização pela indústria 

biotecnológica. A ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina produzida por algumas espécies 

do gênero Aspergillus. As espécies de Aspergillus seção Nigri consideradas como 

produtoras de OTA são: A. carbonarius, A. lacticoffeatus, A. niger e A. sclerotioniger 

(Abarca et al., 2001; Samson et al., 2004; Frisvad et al., 2006). Outras espécies como A. 

brasiliensis, A. ellipticus, A. heteromorphus, A. ibericus, A. japonicus, A. tubingensis e A. 

uvarum não são consideradas produtoras (Samson et al., 2006; Moslem et al., 2010). 

Devido ao perigo que a OTA representa para a saúde humana e animal, esta micotoxina 

tem recebido atenção a nível mundial.  

As fumonisinas (FBs) são outra classe de micotoxinas tradicionalmente atribuída a 

Fusarium verticillioides (Marin et al., 2004). São metabólitos cancerígenos e cerca de 50 

diferentes fumonisinas são conhecidas, onde as mais comumente isoladas são a fumonisina 

B1, B2 e B3 (FB1, FB2 e FB3, respectivamente) (Frisvad et al., 2007). No entanto, um grupo 

de genes putativo relacionado com a produção de fumonisinas foi encontrado no genoma 

de A. niger CBS 513.88 (Baker, 2006; Pel et al., 2007), sendo assim, as fumonisinas 

podem ser produzidas por linhagens desta espécie. Atualmente, a OTA e as FB1, FB2 e FB3 

têm sido utilizadas como biomarcadores para a identificação bioquímica das espécies de 

fungos capazes de produzi-las. 
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De acordo com Simões et al. (2013) a primeira ferramenta comumente utilizada na 

abordagem polifásica para a identificação de fungos filamentosos é a morfologia, seguido 

do perfil bioquímico e análise molecular. Devido aos custos e tempo de resposta, a biologia 

molecular é normalmente utilizada como última ferramenta. 

A fim de assegurar a viabilidade de cada cultura de fungo, após identificação e 

caracterização, às culturas devem ser preservadas em coleções de cultura, desta forma, o 

objetivo deste trabalho foi aplicar uma abordagem polifásica com base em caracteres 

morfológicos, perfis bioquímicos (OTA e FB2) e análise espectral por MALDI-TOF MS 

para a identificação das linhagens de Aspergillus seção Nigri depositadas na Micoteca 

URM da Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brasil.  

Materiais e métodos 

Linhagens de fungos  

Setenta e quatro linhagens de Aspergillus seção Nigri (Tabela 1) obtidas da 

Micoteca URM (Recife, Brasil, www.ufpe.br/micoteca, WDCM 604) e dezenove linhagens 

desta seção compreendendo espécies de referência foram obtidas da Micoteca da 

Universidade do Minho (MUM, Braga, Portugal, www.micoteca.deb.uminho.pt, WDCM 

816) (Tabela 1). As linhagens foram avaliadas com base em uma abordagem polifásica que 

consistiu em uma análise morfológica, perfis bioquímicos (OTA e FB2) e análise de 

proteômica pela técnica do MALDI-TOF MS. 

Análises morfológicas  

Todas as linhagens foram submetidas à observação das características 

morfológicas. Para a análise macroscópica, as linhagens foram cultivadas e mantidas em 

Agar de Extrato de Malte (MEA: malte 20 g/L, glicose 20 g/L, peptona 1 g/L, agar 20 g/L) 

e Czapeck Agar Dox (CZ: sacarose 30 g/L, K2HPO4 1 g/L, NaNO3 2 g/L, KCl 0,5 g/L, 

MgSO4.7H2O 0,5 g/L, FeSO4.7H2O 0,01 g/L, ZnSO4.7H2O 0,01 g/L, CuSO4.5H2O 0,005 

g/L, agar 20 g/L). Os esporos de cada uma das linhagens foram suspensos em 1 mL de 

solução aquosa contendo 0,2% de agar e em seguida foram inoculados em três pontos de 

uma placa de Petri de 9 centímetros de diâmetro contendo 20 mL de MEA e CZ. As 

linhagens foram incubadas durante 7 dias no escuro a 25°C. Para identificação foram 

utilizados guias para o gênero Aspergillus (Raper; Fennell, 1965; Klich, 2002; Samson et 

al., 2004; Varga et al., 2011). 
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Análise bioquímica 

Todas as linhagens foram avaliadas quanto à produção de OTA e FB2. Para 

detecção da OTA, esporos de cada uma das linhagens foram suspensos em 1 mL de 

solução aquosa contendo 0,2% de agar e em seguida inoculadas em um ponto único em 

placas de Petri de 6 centímetros de diâmetro contendo 5 mL de meio Extrato de Levedura 

Sacarose Agar (YES: extrato de levedura (DifcoTM) 20 g/L, sacarose 150 g/L, agar 15 g/L), 

indutor para produção de OTA. As linhagens foram então incubadas durante 7 dias no 

escuro a 25°C. Para a extração da OTA foi utilizada a metodologia descrita por Bragulat et 

al. (2001), onde foram removidos três tampões de agar de cada colônia e colocados em um 

frasco âmbar de 4 mL de vidro de borosilicato e adicionado 1 mL de metanol. Após 60 

minutos, os extratos foram filtrados através de filtros de seringa de PTFE com poros de 

0,45 μm (Merck) e colocado em frascos âmbar de 1 mL de vidro de borosilicato, em 

seguida o material foi evaporado com nitrogênio. 

As amostras foram analisadas por CLAE equipado com um detector de 

fluorescência Jasco FP-920 (333 nm de comprimento de onda de excitação/emissão de 460 

nm de comprimento de onda), utilizando-se um reator fotoquímico de derivatização pós-

coluna (PHRED unit – Aura Industries, USA). As separações cromatográficas foram 

realizadas em uma coluna de fase reversa C18 (Waters Spherisorb ODS2, 4,6 mm x 250 

mm, 5 μm), equipada com uma pré-coluna com a mesma fase estacionária. A fase móvel 

utilizada foi uma mistura de acetonitrila:água:ácido acético (99:99:2, v/v/v) com fluxo de 

0,8 mL/min. A temperatura da coluna foi ajustada para 28°C e o volume de injeção foi de 

50 μL. O padrão de OTA, contendo 10,0 μg/mL foi obtido da Sigma-Aldrich. As amostras 

foram consideradas positivas quando um pico no tempo de retenção similar ao padrão foi 

detectado com uma altura de cinco vezes maior do que o ruído de linha de base. 

Para FB2 foi feita uma suspensão de esporos para cada linhagem em 1 mL de 

suspensão aquosa contendo 0,2% de agar e foram inoculadas em um ponto único em placas 

de Petri com 6 centímetros de diâmetro contendo 5 mL de meio de Czapek Agar Levedura 

Autolisado (CYA: sacarose 30 g/L, extrato de levedura 5 g/L, K2HPO4 1 g/L, NaNO3 2 

g/L, KCl 0,5 g/L, MgSO4
.7H2O 0,5 g/L, FeSO4

.7H2O 0,01 g/L, ZnSO4
.7H2O 0,01 g/L, 

CuSO4
.5H2O 0,005 g/L, agar 20 g/L). Todas as linhagens foram incubadas durante 7 dias 

no escuro a 25°C. Após esse período foram removidos cinco tampões de agar de cada 

colônia, e transferidos para um frasco âmbar de 4 mL de vidro de borossilicato e 

adicionado 1 mL de metanol:H2O destilada (3:1, v/v). Os frascos foram vigorosamente 
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misturados em vórtex e colocados em banho de ultrasons (Sonicor) durante 50 minutos 

para melhorar a extração da FB2. Os extratos foram filtrados através de filtros de seringa de 

PTFE com poros de 0,45 μm (Merck) e colocados em frascos âmbar de 4 mL de vidro de 

borossilicato e em seguida evaporados com nitrogênio. 

A FB2 a partir de cada amostra foi então derivatizada com 2,3-naftaleno-

dicarboxaldeído (NDA). Para a reação de derivatização, os reagentes foram adicionados a 

cada frasco: 200 μL de metanol, 200 mL de tampão borato 0,05 M (pH 9,5, ajustado com 

NaOH 2 N), 100 μL de solução de cianeto de sódio (0,13 mg/mL em água destilada) e 100 

μL de solução de NDA (0,25 mg/mL em metanol). As amostras foram imediatamente 

agitadas em vórtex durante 1 minuto, mantidas a 60°C durante 15 minutos em banho 

termostático e depois esfriadas à temperatura ambiente. Para o último passo do processo, 

as amostras foram diluídas com 1,4 mL de acetonitrila:H2O destilada (3:2, v/v) (Abrunhosa 

et al., 2011). 

As amostras foram então analisadas por CLAE equipado com um detector de 

fluorescência Jasco FP-920 (420 nm de comprimento de onda de excitação/500 nm de 

comprimento de onda de emissão). As separações cromatográficas foram realizadas em 

uma coluna C18 (Waters Spherisorb ODS2, 4,6 mm x 250 mm, 5 μm), equipada com uma 

pré-coluna com a mesma fase estacionária. A fase móvel utilizada foi uma mistura de 

acetonitrila:água:ácido acético (60:40:1, v/v/v) e o fluxo foi ajustado para 1,0 mL/min. A 

temperatura da coluna foi ajustada para 28°C e o volume de injecção foi de 50 μL. O 

padrão para FB2 contendo 50,0 μg/mL foi obtido da Sigma-Aldrich. As amostras foram 

consideradas positivas quando um pico no tempo de retenção similar ao padrão foi obtido, 

com uma altura de cinco vezes maior do que o ruído de linha de base. 

Análise fenotípica dos dados 

Um dendrograma fenotípico com base em características morfológicas e perfis 

bioquímicos foi construído e a análise do mesmo foi realizada com o programa estatístico 

SPSS versão 16.0 (IBM). As características morfológicas analisadas foram: seriação, 

ornamentação dos conídios, forma e tamanho, tipo de cabeça conidial e cor da colônia em 

MEA e CZ. Para os dados bioquímicos foi observada a presença ou ausência da produção 

de OTA e FB2. 
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Perfis proteômicos por MALDI-TOF MS 

Os esporos de cada linhagem foram suspensos em 1 mL de solução aquosa 

contendo 0,2% de agar e inoculados em três pontos em placas de Petri de 6 centímetros de 

diâmetro contendo 5 mL de MEA. As linhagens foram incubadas no escuro durante 36 

horas a 25°C. Escherichia coli DH5 obtida da MUM foi utilizada como padrão para a 

calibração externa do MALDI-TOF MS. As células da Escherichia coli DH5 foram 

cultivadas em meio Luria Bertani Agar (triptona 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L, NaCl 

10 g/L) a 37°C durante 20 horas (Rodrigues et al., 2011). Cerca de 1 μg de esporos e 

micélio jovem de cada cultura foi transferida diretamente para placa de 48 poços de 

MALDI-TOF MS. Simultaneamente, 0,5 μL da solução de matriz (75 mg/mL de ácido 2,5-

dihidroxibenzóico em etanol⁄água⁄acetonitrila (1:1:1) com 0,03% ácido trifluoracético) foi 

adicionada às amostras e homogenizadas suavemente. As misturas foram secas a 

temperatura ambiente. Para a garantia de reprodutibilidade, cada amostra foi feita em 

duplicata. Durante a análise, todas as soluções foram preparadas e armazenadas a 5°C de 

acordo com Rodrigues et al. (2011). 

As análises foram realizadas em um sistema Axima LNR (Kratos Analytical, 

Shimadzu, UK) equipado com um laser de nitrogênio (337 nm), em que a intensidade do 

laser foi fixada imediatamente acima do limiar para a produção de íons. Doze proteínas 

ribossomais conhecidas de E. coli DH5 (4.365,4; 5.096,8; 5.381,4; 6.241,4; 6.255,4; 

6.316,2; 6.411,6; 6.856,1; 7.158,8; 7.274,5; 7.872,1; 9.742 e 12.227,3 Da) foram utilizadas 

como calibrantes externos. Os espectros de massa com base na gama de massas 2-20 kDa 

foram registados utilizando o modo linear, com um atraso de 104 ns e uma voltagem de 

aceleração de 20 kV. Os espectros finais foram gerados somando 20 disparos do laser 

acumulados por perfil e 50 perfis produzidos por amostra, o que levou a 1000 disparos de 

laser por espectros somados. 

As listas de picos resultantes foram exportadas para o programa SARAMIS™ 

(Spectral Archiving and Microbial Identification System, AnagnosTec, Germany, 

www.anagnostec.eu), onde a identificação microbiana final foi alcançada. No 

SARAMIS™ as listas de picos das amostras individuais foram comparadas no banco de 

dados gerando uma lista ordenada de espectros correspondentes. O SARAMIS™ utiliza 

um sistema de pontos baseado em lista de picos com sinais de massa ponderados de acordo 

com a sua especificidade. A semelhança entre os espectros individuais é expressa como o 

número absoluto ou relativo de combinar sinais de massa e depois de submeter os dados 
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para um único algoritmo de agrupamento aglomerativo. Identificações microbianas através 

do SARAMIS™ são baseadas na presença ou ausência de cada pico no espectro. Um 

dendrograma baseado na análise proteômica das linhagens foi criado através do 

SARAMIS™. 

Resultados e discussão 

Caracterização morfológica e bioquímica 

A Figura 1 mostra as características macroscópicas para as espécies de Aspergillus 

seção Nigri, onde foram avaliadas após crescimento em meio MEA e CZ durante 7 dias no 

escuro a 25°C. A Figura 2 mostra as características microscópicas das espécies de 

Aspergillus seção Nigri após crescimento em meio MEA durante 7 dias no escuro a 25°C. 

Todas as linhagens avaliadas neste estudo apresentaram conídios variando de castanho-

escuro a preto; conidióforos uniseriados ou biseriados; vesículas esféricas; e hifas hialinas 

ou levemente pigmentadas próximo ao ápice (Klick, 2002). Nas Figuras 1-3 e Tabela 1, 

diferentes características morfológicas foram observadas para as espécies de Aspergillus 

seção Nigri.  

Das 93 linhagens avaliadas neste estudo, aproximadamente 23% e 9% delas foram 

caracterizadas como produtoras de OTA e FB2, respectivamente. Onze linhagens (cerca de 

20%) de toda população de A. niger avaliadas neste estudo foram caracterizadas como 

produtoras de OTA. Todas as linhagens de A. carbonarius avaliadas foram consideradas 

produtoras de OTA. Também foram produtoras de OTA A. lacticoffeatus MUM 06.150, A. 

sclerotioniger MUM 06.151 e A. foetidus URM 749. Por outro lado, apenas oito linhagens 

(14%) de toda população de A. niger produziram FB2 neste trabalho (Tabela 1). Estes 

resultados corroboram os dados relatados por Samson et al. (2007a) para a produção de 

OTA por A. carbonarius, A. lacticoffeatus, A. niger e A. sclerotioniger, e os resultados 

apresentados por Magnoli et al. (2003) para a produção de OTA por A. foetidus. Em 2007, 

Frisvad et al. relataram pela primeira vez a produção FB2 por A. niger. Varga et al. (2010b) 

encontraram 80% e 53,3% das linhagens de A. niger e A. awamori produtoras de 

fumonisinas, respectivamente. Perrone et al. (2011) também observaram a produção de 

FB2 e FB4 por linhagens de A. niger e A. awamori. A maioria dos estudos relata que A. 

niger produz apenas FB2 e FB4, no entanto Varga et al. (2010b) detectaram pela primeira 

vez a produção de FB1 em linhagens de A. niger. Silva et al. (2011) relataram a produção 

de OTA em linhagens de A. niger e A. carbonarius. Soares et al. (2012) trabalhando com 
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270 linhagens pertencentes ao “agregado Niger” isolados de milho, observaram que 37 

linhagens foram produtoras de OTA e 105 consideradas produtoras de FB2. A produção de 

OTA e FB2, dentro da seção Nigri, varia de linhagem para linhagem. De acordo com 

Samson et al. (2007a) linhagens muito antigas podem ter perdido a capacidade de produzir 

alguns dos metabólitos secundários característicos da espécie. 

As informações fenotípicas como: seriação, tamanho, forma e ornamentação dos 

conídios, cabeça conidial, cor das colônias nos meios CZ e MEA e detecção da produção 

de OTA e FB2 foram utilizadas para a construção do dendrograma fenotípico com todas as 

linhagens estudadas. O dendrograma fenotípico obtido foi separado em três grupos 

distintos (Figura 3). O primeiro grupo consistiu das seguintes espécies: Aspergillus 

brasiliensis, A. carbonarius, A. ellipticus, A. foetidus, A. niger, A. sclerotioniger e A. 

tubingensis. Estas espécies são biseriadas, ou seja, possuem fiálides e métulas, e possuem 

grandes conídios. As características dos conídios são de grande importância na 

identificação das espécies da seção Nigri. Samson et al. (2004, 2007a) referem-se à A. 

carbonarius, A. homomorphus, A. ibericus, A. sclerotiicarbonarius e A. sclerotioniger 

como espécies pertencentes à seção Nigri que produzem conídios grandes. Além disso, de 

acordo com Abarca et al. (2004) A. carbonarius é, possivelmente, o membro mais distinto 

desta seção e pode ser facilmente reconhecido devido ao tamanho dos conídios que é muito 

maior quando comparado aos das outras espécies desta seção. Aspergillus carbonarius 

possui conídios rugosos. Devido a estas características particulares, quase todas as 

linhagens de A. carbonarius foram agrupadas no dendrograma por semelhanças 

fenotípicas. Em contraste a maioria, o A. carbonarius URM 3818 apresentou conídio liso, 

havendo o agrupamento desta linhagem com as espécies A. ellipticus MUM 03.12 e A. 

sclerotioniger MUM 06.151. Aspergillus sclerotioniger apresenta conídios lisos quando 

jovem, tornando-se verrucosos na maturação (Samson et al., 2004) e A. ellipticus possui 

conídios equinulados (Kozakiewicz, 1989). Aspergillus carbonarius e A. sclerotioniger são 

espécies capazes de produzir esclerócios e OTA (Samson et al., 2004), características que 

podem ter levado a este agrupamento. 

Aspergillus brasiliensis, A. foetidus, A. niger e A. tubingensis são 

morfologicamente idênticas e pertencem ao “agregado Niger” (Pařenicová et al., 2001; 

Varga et al., 2003). No entanto, alguns autores descrevem diferenças morfológicas entre as 

espécies do “agregado Niger”. Silva et al. (2011), por exemplo, diferenciaram A. niger e A. 

tubingensis com base na cor dos esclerócios, que variam de brancos a rosa em A. niger e 

preto A. tubingensis. No entanto, Samson et al. (2004) relataram que a produção de 
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esclerócios nem sempre é observada em A. tubingensis. Algumas características distintivas 

para A. foetidus foram descritas por Klich (2002) e Silva et al. (2011). Segundo esses 

autores, conidióforos curtos e conídios pequenos e lisos a delicadamente rugosos são as 

principais diferenças encontradas entre A. foetidus e outras espécies desta seção. As 

características observadas para a linhagem A. foetidus URM 749 analisada neste trabalho 

estão de acordo com as descritas por Klich (2002) e Silva et al. (2011). Além disso, Varga 

et al. (2011) com base em dados moleculares e fisiológicos consideraram A. foetidus como 

sinônimo de A. niger. 

O segundo grupo é composto por espécies uniseriadas, ou seja, que só apresentam 

fiálides, no entanto, algumas espécies biseriadas como A. niger (URM 5654 e MUM 

05.13), A. phoenicis MUM 03.05 e A. vadensis MUM 06.153 também fizeram parte deste 

grupo. Essas linhagens foram identificadas com base em suas características morfológicas, 

entretanto, o dendrograma fenotípico foi construído levando em consideração 

características relacionadas à morfologia e ao perfil bioquímico. O agrupamento destas 

características tornaram essas linhagens estatisticamente próximas das espécies uniseriadas 

(Tabela 1). As espécies uniseriadas que constituíram este grupo foram A. aculeatus, A. 

japonicus e A. uvarum. De acordo com Klich (2002) e Samson et al. (2007a) A. japonicus 

produz conídios equinulados e vesícula variando 14-30 (47) µm. Em contraste, a linhagem 

A. japonicus URM 3452 analisada neste trabalho apresentou conídios lisos. Além disso, A. 

japonicus URM 3916 e A. japonicus URM 5620 apresentaram vesículas com 51,1 e 50 

µm, respectivamente, sendo maiores que as vesículas de A. japonicus MUM 03.02 avaliada 

neste trabalho, que é a espécie de referência (dados não apresentados). 

De acordo com a análise fenotípica (Figura 3), A. japonicus URM 3916 e A. 

japonicus URM 5620 foram agrupados com A. aculeatus MUM 03.11, que é a espécie de 

referência utilizada neste trabalho. Klich (2002) descreve A. aculeatus e A. japonicus como 

espécies morfologicamente semelhantes, no entanto, grandes vesículas variando cerca de 

(15) 25-55 (100) µm e conídios elipsoidais são algumas das principais características 

morfológicas apresentadas por A. aculeatus e que são utilizadas na diferenciação dessa 

espécie de linhagens de A. japonicus. De acordo com Klich (2002) A. japonicus é descrita 

como uma espécie bem estabelecida e A. aculeatus é uma espécie onde o seu status 

taxonômico ainda está em questão. No dendrograma fenotípico as linhagens A. aculeatus 

URM 3776, A. aculeatus URM 4953 e A. aculeatus URM 5240 foram agrupadas com 

todas as linhagens de A. japonicus avaliadas neste estudo (Figura 3). Estas linhagens 

apresentaram vesículas menores quando comparadas com A. aculeatus MUM 03.11, que é 
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a espécie de referência utilizada (dados não apresentados). De acordo com Perrone et al. 

(2008), com base nas características morfológicas das espécies de fungos de Aspergillus 

seção Nigri, A. uvarum é estreitamente relacionado com A. japonicus, no entanto, algumas 

diferenças entre essas espécies, tais como, tamanho das vesículas e dos conídios é menor 

em A. uvarum, enquanto a forma dos conídios são semelhantes em ambas as espécies, 

podendo ser de subgloboso a globoso. Em contraste, os conídios de A. japonicus variam de 

3,0-4,5 µm, enquanto A. uvarum apresenta conídios variando de 3,0-4,0 µm. 

O terceiro grupo é composto por A. ibericus e A. lacticoffeatus, que são espécies 

biseriadas. No dendrograma fenotípico A. ibericus e A. lacticoffeatus estão bem separados 

dos outros grupos. Do ponto de vista morfológico, as espécies apresentam diferenças entre 

si. No entanto, a separação estatística significativa deste grupo dos outros grupos 

apresentados deu-se devido à ausência da produção de micotoxinas por A. ibericus e a cor 

da colônia de A. lacticoffeatus, essas seriam as principais razões para estes resultados. 
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Tabela 1. Caracterização fenotípica e perfis bioquímicos das linhagens de Aspergillus seção Nigri.  

Número  
Classificação 

Fenotípica  
Origem 

Cor da colôniaa  
Diâmetro da 

colôniab 
 

Seriaçãoc 
Ornamentação do 

conídiod 

Micotoxinase 

CZ MEA  CZ MEA  OTA FB2 

MUM 03.01* 

(CBS 554.65) 

Aspergillus 

niger 
Fermentação B       B  47,0 58,0  bi r - + 

MUM 03.57 A. niger Uvas B       B  45,0 48,0  bi r - + 

MUM 05.13 A. niger Solo W       BR  50,0 58,0  bi r       - - 

URM 13 A. niger Desconhecido Br       BR  70,0 80,0  bi r - - 

URM 18 A. niger Desconhecido  br  BR  41,0 72,0  bi r - - 

URM 19 A. niger Desconhecido  br  BR  46,0 70,0  bi r - - 

URM 20 A. niger Desconhecido  br  BR  35,0 68,0  bi r - - 

URM 28 A. niger Desconhecido  br  W  65,0 80,0  bi r + - 

URM 238 A. niger 
Escamas 

epidermicas 
 ng  W  19,0 30,0  bi r - - 

URM 520 A. niger Suco de caju br br  47,0 80,0  bi r + - 

URM 949 A. niger Desconhecido b br  55,0 70,0  bi s - - 

URM 978 A. niger Desconhecido br g  60,0 55,0  bi s + - 

URM 2228 A. niger 
Secreção do 

ouvido 
br br  66,0 80,0  bi s - - 

URM 2604 A. niger Pulmão de ave br br  54,0 76,0  bi r + - 

URM 2813 A. niger Bagaço de cana b b  59,0 68,0  bi r - - 

URM 2908 A. niger Comida b b  64,0 70,0  bi r - - 

URM 3094 A. niger Folha w w  6,0 49,0  bi r + - 

URM 3701 A. niger Desconhecido w w  60,0 62,0  bi r - - 

URM 3753 A. niger Água p w  40,0 76,0  bi r - - 

URM 3755 A. niger Água w w  40,0 72,0  bi r - - 

URM 3806 A. niger 
Resíduos de 

caju 
g w  59,0 62,0  bi r - - 

URM 3811 A. niger 
Resíduos de 

abacaxi 
w w  50,0 76,0  bi r - - 

URM 3820 A. niger Solo w w  76,0 56,0  bi r - - 

URM 3853 A. niger 
Polpa de 

cupuaçu 
y br  63,0 51,0  bi r - - 

URM 3856 A. niger 
Resíduo de 

maracujá 
w w  70,0 64,0  bi r - - 

URM 3885 A. niger Solo w w  58,0 52,0  bi r - - 

URM 4312 A. niger Solo w g  32,0 80,0  bi r - - 

URM 4645 A. niger Solo p p  64,0 52,0  bi r + - 

URM 4924 A. niger Solo p g  75,0 80,0  bi r - - 

URM 5001 A. niger Solo w w  48,0 74,0  bi r + - 

URM 5020 A. niger Chá p w  30,0 66,0  bi r - - 

URM 5117 A. niger Desconhecido w w  68,0 64,0  bi r - + 

URM 5149 A. niger Água do mar w w  60,0 66,0  bi r - - 

URM 5162 A. niger Argamassa w w  60,0 84,0  bi s - - 

URM 5207 A. niger Desconhecido w w  62,0 54,0  bi s - - 

URM 5218 A. niger 
Cavidade oral 

do sagüi 
b b  55,0 58,0  bi r - + 

URM 5238 A. niger Rizosfera b br  50,0 60,0  bi r - - 

URM 5239 A. niger Rizosfera b g  46,0 70,0  bi r - - 

URM 5243 A. niger Rizosfera br br  64,0 74,0  bi r - - 

URM 5253 A. niger Rizosfera b b  66,0 74,0  bi r - - 

URM 5437 A. niger Água br br  72,0 50,0  bi r - - 

URM 5438 A. niger Água b br  50,0 52,0  bi s - - 

URM 5439 A. niger Amostra clínica b b  65,0 70,0  bi s - - 

URM 5555 A. niger 
Farinha de 

amendoim 
br br  70,0 64,0  bi r - - 

URM 5654 A. niger 
Torta de 

girassol 
y y  72,0 68,0  bi r + - 

URM 5741 A. niger 
Torta de 

mamona 
br b  64,0 30,0  bi r - - 

URM 5756 A. niger 
Torta de 

mamona 
br br  66,0 66,0  bi r - + 

URM 5837 A. niger 
Torta de 

mamona 
br br  60,0 60,0  bi r - - 

 



76 

 

Tabela 1. (Cont.): Caracterização fenotípica e perfis bioquímicos das linhagens de Aspergillus seção Nigri.  

Número 
Classificação 

fenotípica  
Origem 

Cor da colôniaa  
Diametro da 

colôniab 
 

Seriaçãoc 
Ornamentação 

do conídiod 

Micotoxinase 

CZ MEA  CZ MEA  OTA FB2 

URM 5838 A. niger Torta de mamona br br  68,0 74,0  bi r - - 

URM 5842 A. niger Solo br br  58,0 60,0  bi r - - 

URM 5853 A. niger Solo b b  54,0 68,0  bi r + - 

URM 5863 A. niger Torta de mamona br br  54,0 64,0  bi r - + 

URM 5910 A. niger Torta de mamona br br  48,0 65,0  bi r - - 

URM 5924 A. niger Pulmão  br  br  70,0 68,0  bi r + + 

URM 5929 A. niger Torta de mamona  br  br  70,0 60,0  bi r - + 

URM 5959 A. niger Rizosfera   br b  70,0 70,0  bi r + - 

URM 6054 A. niger Endofítico   br g  45,0 64,0  bi r - - 

MUM 03.06* 

(CBS 111.26) 
A. carbonarius Papel b b  35,0 42,0  bi r + - 

MUM 03.59 

(IMI 387242) 
A. carbonarius Vinho b b  30,0 54,0  bi r + - 

MUM 05.18 

(IMI 387223)  
A. carbonarius Uvas b b  40,0 45,0  bi r + - 

URM 1546 A. carbonarius Desconhecido y y  65,0 40,0  bi r + - 

URM 3818 A. carbonarius Água b  g  40,0 67,0  bi r + - 

URM 5012 A. carbonarius Solo b  b  70,0 68,0  bi r + - 

URM 6123 A. carbonarius Ar b  b  65,0 60,0  bi r + - 

MUM 03.02* 

(CBS 12327) 
A. japonicus Solo br   br  10,0 52,0  uni e - - 

URM 3452 A. japonicus Solo oceânico  br   br  26,0 72,0  uni s - - 

URM 3833 A. japonicus Água br  br  40,0 69,0  uni e - - 

URM 3840 A. japonicus Solo br  br  37,0 66,0  uni e - - 

URM 3916 A. japonicus Água br  b  36,0 70,0  uni e - - 

URM 4533 A. japonicus Solo br  br  33,0 75,0  uni e - - 

URM 4599 A. japonicus 
Sedimento de 

manguezal 
br  br  41,0 73,0  uni e - - 

URM 4663 A. japonicus Solo br  br  54,0 59,0  uni e - - 

URM 5242 A. japonicus Solo br  br  39,0 74,0  uni e - - 

URM 5620 A. japonicus Torta de mamona br  br  45,0 70,0  uni e - - 

URM 5633 A. japonicus Desconhecido br  br  64,0 66,0  uni e - - 

URM 5723 A. japonicus Água br  br  67,0 73,0  uni e - - 

URM 5751 A. japonicus Desconhecido br  br  47,0 80,0  uni e - - 

MUM 03.11* 

(CBS 172.66) 
A. aculeatus Solo tropical b  br  47,0 55,0  uni e - - 

URM 3776 A. aculeatus Solo b  b  74,0 56,0  uni e - - 

URM 4953 A. aculeatus Solo br  br  63,0 58,0  uni e - - 

URM 5240 A. aculeatus Rizosfera br  br  61,0 70,0  uni e - - 

URM 749 A. foetidus Desconhecido br  br  37,0 45,0  bi s + - 

MUM 03.05 

(CBS 629.78) 
A. phoenicis Desconhecido w b  40,0 45,0  bi s - - 

MUM 05.10 A. brasiliensis Uvas b  b  55,0 48,0  bi e - - 

MUM 03.12* 

(CBS 48265) 
A. ellipticus Solo b  br  26,0 58,0  bi e - - 

MUM 03.49* 

(IMI 391429) 
A. ibericus Uvas b  b  45,0 60,0  bi e - - 

MUM 03.50 

(IMI 391430) 
A. ibericus Uvas b  b  47,0 63,0  bi e - - 

MUM 03.51 

(IMI 391431) 
A. ibericus Uvas b b  45,0 62,0  bi e - - 

MUM 06.150* 

(CBS 101883) 
A. lacticoffeatus Coffea robusta br  br  43,0 44,0  bi s + - 

MUM 06.151* 

(CBS 115572) 
A. sclerotioniger Coffea arábica br  y  42,0 63,0  bi r + - 

MUM 06.152* 

(CBS 134.48) 
A. tubingensis Desconhecido g  br  45,0 73,0  bi s - - 

MUM 06.153* 

(CBS 113365) 
A. vadensis 

Tecido vegetal 

morto 
br  br  40,0 66,0  bi r - - 

MUM 08.01* A. uvarum Uvas br  br  67,0 72,0  uni e - - 

a b: negra; br: marrom; w: branca; g: cinza; y: amarela; ng: não apresentou crescimento. 
bdiâmetro da colônia em mm. c bi: biseriado; uni: uniseriada. d r: rugoso; s: liso; e: 

equinulado. e valores em ng/mL. *Espécies tipo 
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Figura 1. Verso das colônias de Aspergillus seção Nigri em CZ e MEA, respectivamente, 

a 25°C após 7 dias de crescimento. (A-B) A. niger URM 5207, (C-D) A. carbonarius 

URM 5012, (E-F) A. japonicus URM 3452, (G-H) A. aculeatus URM 3776, (I-J) A. 

foetidus URM 749, (K-L) A. brasiliensis MUM 05.10, (M-N) A. ellipticus MUM 03.12 e 

(O-P) A. ibericus MUM 03.49. 
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Figura 1. (Cont.): Verso das colônias de Aspergillus seção Nigri em CZ e MEA, 

respectivamente, a 25°C após 7 dias de crescimento. (Q-R) A. lacticoffeatus MUM 06.150, 

(S-T) A. sclerotioniger MUM 06.151, (U-V) A. tubingensis MUM 06.152, (W-X) A. 

vadensis MUM 06.153 e (Y-Z) A. uvarum MUM 08.01. 
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Figura 2. Características microscópicas das espécies de Aspergillus seção Nigri crescidas 

em MEA por 7 dias no escuro a 25°C. Linhas: (A) A. niger URM 5959, (B) A. 

carbonarius URM 1546, (C) A. japonicus URM 3452, (D) A. aculeatus URM 4953, (E) 

A. foetidus URM 749, (F) A. brasiliensis MUM 05.10 e (G) A. ellipticus MUM 03.12. 
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Figura 2. (Cont.): Características microscópicas das espécies de Aspergillus seção Nigri 

crescidas em MEA por 7 dias no escuro a 25°C. Linhas: (H) A. ibericus MUM 03.49, (I) 

A. lacticoffeatus MUM 06.150, (J) A. sclerotioniger MUM 06.151, (K) A. tubingensis 

MUM 06.152, (L) A. vadensis MUM 06.153 e (M) A. uvarum MUM 08.01. 

 

 

H 

I 

J 

K 

L 

M 



81 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Dendrograma construído com base nas análises de seriação; forma, tamanho e 

ornamentação dos conídios; tipo de cabeça conidial; cor da colônia em CZ e MEA; e 

detecção da produção de OTA e FB2 para as linhagens de Aspergillus seção Nigri. 
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Análise proteômica por MALDI-TOF MS  

O dendrograma com base nos perfis proteômicos por MALDI-TOF MS das 93 

linhagens de Aspergillus seção Nigri avaliadas neste estudo é apresentado na Figura 4. 

Alguns grupos formados com base na análise proteômica foram semelhantes aos obtidos 

no dendrograma fenotípico. De acordo com o dendrograma proteômico construído, o 

primeiro grupo foi formado pelas espécies A. brasiliensis, A. foetidus, A. lacticoffeatus, A. 

niger e A. tubingensis. Este grupo possui algumas espécies similares com o grupo 

formando no dendrograma fenotípico (Figuras 3 e 4). Além disso, as espécies pertencentes 

ao “agregado Niger” foram agrupadas no dendrograma proteômico. Isto pode indicar que 

as espécies do “agregado Niger” não são diferenciadas pela morfologia nem pela análise 

proteômica por MALDI-TOF MS. Kallow et al. (2006) analisando linhagens de 

Aspergillus seção Nigri pela técnica do MALDI-TOF MS observaram que as espécies A. 

niger, A. phoenicis e A. tubingensis estiveram relacionadas e foram consideradas como 

pertencentes ao “agregado Niger”. A linhagem A. niger URM 5654 no dendrograma 

fenotípico, obtido a partir de dados morfológicos e bioquímicos, esteve agrupada 

juntamente com as espécies uniseriadas no segundo grupo formado (Figura 3), no entanto, 

no dendrograma proteômico esteve agrupada no primeiro grupo juntamente com outras 

linhagens de A. niger corroborando a identificação morfológica (Figura 4).   

O segundo grupo formado através da análise proteômica consiste de espécies 

uniseriadas como A. aculeatus, A. japonicus e A. uvarum. Aspergillus aculeatus URM 

4953 foi agrupada com todas as linhagens de A. japonicus. Esta linhagem apresentou 

vesícula pequena, sendo esta característica da espécie A. japonicus (Figura 2). Através da 

análise proteômica, Kallow et al. (2006) demonstraram claramente um agrupamento para a 

espécie A. aculeatus e A. japonicus, confirmando a proximidade entre estas duas espécies 

uniseriadas. Além disso, o terceiro grupo formado foi constituído das seguintes espécies: 

A. carbonarius, A. ellipticus, A. ibericus e A. sclerotioniger. Aspergillus ibericus está 

intimamente relacionado com A. carbonarius devido às semelhanças fenotípicas 

apresentadas. No entanto, a técnica de MALDI-TOF MS foi capaz de separar estas 

espécies (Figura 4). Estes dados corroboram os resultados de Kallow et al. (2006) que 

trabalharam com as linhagens MUM 03.49, MUM 03.50 e MUM 03.51 de A. ibericus e 

MUM 03.06, MUM 03.59 e MUM 05.18 de A. carbonarius e separaram estas linhagens 

em dois grupos distintos com base na análise de MALDI-TOF MS. Estes autores também 

relacionaram as espécies de A. carbonarius e A. sclerotioniger. 
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O quarto grupo é formado por A. niger (URM 238, URM 2908, URM 3094, URM 

4924, URM 5253, MUM 03.57, MUM 05.13), A. phoenicis MUM 03.05 e A. vadensis 

MUM 06.153. Aspergillus phoenicis foi considerado como uma espécie pertencente ao 

“agregado Niger” por Raper e Fennel (1965) e como uma variedade de A. niger por Al-

Musallam (1980). Aspergillus vadensis está estreitamente relacionado com A. tubingensis a 

partir de um ponto de vista bioquímico segundo De Vries et al. (2005). Para as espécies 

deste grupo é necessária a utilização de outras técnicas para uma identificação mais 

precisa, uma vez que estes isolados deveriam ter sido agrupados no primeiro grupo.  

De acordo com estes resultados, Rodrigues et al. (2011) com o objetivo de 

identificar, através de uma abordagem polifásica, espécies de Aspergillus seção Flavi, 

encontraram limitações para diferenciar A. oryzae de A. flavus a partir do ponto de vista 

proteômico, no entanto, o MALDI-TOF MS permite a identificação rápida e eficiente para 

as espécies de Aspergillus, como visto nos estudos de Bille et al. (2012), onde das 64 

linhagens de Aspergillus, 63 foram claramente identificadas pela técnica do MALDI-TOF 

MS. Resultados semelhantes também foram observados por Alanio et al. (2011) 

trabalhando com linhagens de Aspergillus seções Fumigati, Flavi, Terrei, Nigri, 

Nidulantes, Usti e Circumdati. Estes autores obtiveram 98,6% de confirmação taxonômica 

pelo MALDI-TOF MS. Por análise de sequências dos genes da β-tubulina e calmodulina, 

De Carolis et al. (2012) observaram que 63 das 81 linhagens de Aspergillus foram 

incorretamente identificadas, confirmando os resultados obtidos por MALDI-TOF MS. 

Estes autores também analisaram 18 linhagens pertencentes à seção Flavi e identificaram 

através de análises moleculares como A. oryzae (17 linhagens) e A. flavus (1 linhagem). 

Esses resultados foram posteriormente confirmados pelo MALDI-TOF MS. 

Atualmente a técnica do MALDI-TOF MS tem sido utilizada de forma habitual na 

identificação de fungos filamentosos e leveduras (Santos, et al., 2010b; Rodrigues et al., 

2011; De Carolis et al., 2012; Passarini et al., 2012; Wieser et al., 2012). Existem poucos 

dados para a diferenciação de espécies de Aspergillus, Fusarium, Penicillium e 

dermatófitos (Wieser et al., 2012). A abordagem polifásica tem sido utilizada por muitos 

taxonomistas para que haja uma identificação mais precisa das espécies. Poucos trabalhos 

são encontrados na literatura utilizando a análise proteômica por MALDI-TOF MS para 

Aspergillus seção Nigri. No entanto, a análise proteômica por MALDI-TOF MS tem um 

custo muito baixo e parece ser o primeiro método proteômico disponível para identificação 

precisa das espécies mais importantes de Aspergillus. 
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Figura 4. Dendrogama construído com base nas análises do MALDI-TOF MS entre as 

linhagens de Aspergillus seção Nigri. As distâncias são medidas como porcentagem de 

similaridade. 
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Conclusões 

A taxonomia da seção Nigri é considerada complexa devido às diferenças sutis 

entre as espécies. Os resultados obtidos pela técnica do MALDI-TOF MS corroboram os 

dados da taxonomia clássica e análises bioquímicas. Cerca de 20% e 14% das linhagens de 

A. niger são produtoras de OTA e FB2, respectivamente. Diante disto, é necessária a 

análise prévia quanto ao perfil micotoxigênico de linhagens de A. niger para produção de 

enzimas de interesse industrial. A abordagem polifásica oferece diferentes tipos de dados, 

morfológicos, perfis bioquímicos e proteômicos, permitindo uma identificação mais 

precisa das espécies desta seção. A técnica do MALDI-TOF MS é uma ferramenta a mais 

que pode ser utilizada para a caracterização das espécies de Aspergillus seção Nigri de 

forma rápida e com um menor custo. 
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Resumo 

Poligalacturonases (PG) são enzimas pectinolíticas que possuem aplicações tecnológicas, 

funcionais e biológicas no processamento de alimentos, maturação do fruto e na interação 

planta-fungo, respectivamente. No presente estudo, foi utilizada uma metodologia de placa 

de microtitulação para selecionar de forma rápida 61 linhagens de Aspergillus seção Nigri 

quanto à capacidade de produzir endo-poligalacturonase (endo-PG) e exo-

poligalacturonase (exo-PG). Estudos de ampliação de escala foram realizados em um 

reator de leito fixo operado em diferentes parâmetros, utilizando a linhagem selecionada 

imobilizada em cascas de laranja. Um conjunto de quatro ensaios foi realizado nas 

seguintes condições: células imobilizadas sem aeração; células imobilizadas com aeração; 

células imobilizadas com aeração e adição de pectina; e células livres com aeração. As 

fermentações decorreram por um período de 168 horas, sendo as amostras retiradas a cada 

24 horas. De acordo com os resultados obtidos, a linhagem A. niger URM 5162 apresentou 

valores máximos de atividade para a endo- e exo-PG (1,18 U/mL e 4,11 U/mL, 

respectivamente) quando o reator foi operado sem aeração. A seleção de linhagens 

fúngicas pelo método de placa de microtitulação promoveu a rápida detecção das linhagens 

capazes de produzir PG. O reator de leito fixo operado sem aeração e preenchido com 

casca de laranja, utilizada como suporte para a linhagem A. niger URM 5162 tornou-se um 

processo promissor para produção de PG. 

 

Palavras-chave: Aspergillus niger, casca de laranja, células imobilizadas, 

poligalacturonases e reator de leito fixo
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Introdução 

O suco de laranja é um produto de importância econômica para o Produto Interno 

Bruto brasileiro (PIB). Aproximadamente 85% do total de suco de laranja produzido no 

Brasil são destinados à exportação, o que torna o país responsável por mais de 50% da 

produção mundial. A produção de suco de laranja no Brasil é maior quando comparada 

com a produção do café, carne bovina, frango e açúcar (Neves et al., 2011). No entanto, o 

processo gera uma grande quantidade de resíduos, especialmente cascas e membranas. 

Estes resíduos são ricos em carboidratos solúveis e insolúveis (Zhou et al., 2011): a casca 

contém aproximadamente 17% de açúcares solúveis, 9% de celulose, 10% de hemicelulose 

e 42% de pectina como os maiores componentes (Rivas et al., 2008). 

A utilização de cascas de laranja como fonte de carbono e indutor para a produção 

de pectinases é muito atrativo para a indústria de enzimas (Zhou et al., 2011). A conversão 

de pectina em açúcares solúveis é possível através de reações enzimáticas catalisadas por 

enzimas pectinolíticas que são comumente produzidas por fungos, tais como a pectina liase 

(PL) (EC 4.2.1.10), pectina metilesterase (PME) (EC 3.2.1.11) e poligalacturonase (PG) 

(EC 3.2.1.15) (Holck et al., 2011). As PG possuem principalmente função hidrolítica e são 

as mais utilizadas em processos industriais. Os fungos são utilizados para produção de PG 

em grande escala, em condições acídicas. Além disso, as PG fúngicas são mais úteis por 

possuírem elevada atividade e uma atividade ótima em pH baixo, o que é adequado para o 

processamento da maioria das frutas e legumes (Zheng; Shetty 2000). 

Aproximadamente 25% das enzimas comercializadas no mercado global da 

indústria de alimentos são pectinases (Jayani et al., 2005; Ruiz et al., 2012), onde a 

principal aplicação industrial é na clarificação de suco e vinho. A clarificação é conseguida 

através da hidrólise e solubilização da pectina, promovendo a diminuição da viscosidade e 

da aglomeração de partículas sólidas suspensas, que podem ser removidas por filtração ou 

centrifugação (Gomes et al., 2011; Laaksonen et al., 2012). 

Pectinases podem ser facilmente produzidas em elevadas concentrações por 

linhagens de fungos filamentosos pertencentes ao gênero Aspergillus. Certas espécies de 

Aspergillus podem ser caracterizadas pelo tipo de enzimas pectinolíticas que são capazes 

de produzir (Alimardani-theuil et al., 2011; Fontana; Da Silveira 2012). A produção 

microbiana de enzimas pectinolíticas pode ser obtida por fermentação em estado sólido 

(FES) ou por fermentação submersa (FSm), onde pode-se utilizar células microbianas 

livres e imobilizadas.  
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A imobilização celular oferece inúmeras vantagens sobre as culturas em suspensão, 

como a estabilidade das células, maiores densidades celulares, maior produtividade e a 

viabilidade de processamento contínuo. A utilização de células imobilizadas para o 

aumento da produção enzimática tem sido cada vez mais avaliada. Por exemplo, Nighojkar 

et al. (2006) utilizaram com sucesso o alginato de sódio, alginato tratado com glutaraldeído 

e gel de alginato de álcool polivinílico para a imobilização de células de A. niger. Neste 

trabalho, os autores utilizaram cascas secas de laranja em pó como indutor para a produção 

de PG e os resultados obtidos apontam para a possibilidade de aplicação desses sistemas de 

imobilização em um processo semi-contínuo para a produção de PG. 

Shrinivas et al. (2012) utilizaram Bacillus halodurans imobilizados em uma matriz 

de Ca-alginato para a produção de protease alcalina termoestável queratinolítica em cultivo 

em batelada repetido, gerando um aumento de 2,5% na produção de protease obtida sobre 

as células livres depois de 24 horas. Taşkin (2012) relataram a produção de tanase e PG 

utilizando células imobilizadas de Rhodotorula glutinis em Ca-alginato. Estes autores 

obtiveram uma maior produção de tanase e PG com o sistema de células imobilizadas. 

Embora diferentes sistemas de imobilização celular tenham sido estudados, muita 

informação referente à imobilização de células fúngicas para a produção de pectinases 

extracelulares permanece restrita. 

O presente estudo teve como objetivo utilizar um método rápido para detecção de 

linhagens de Aspergillus seção Nigri produtoras de PG e utilizar a linhagem mais 

promissora em um reator de leito fixo operado em diferentes condições com células livres 

e imobilizadas. 

Materiais e métodos 

Micro-organismos  

Cinquenta e três linhagens de Aspergillus seção Nigri (Tabela 1) obtidas a partir da 

coleção de culturas Micoteca URM (URM, Recife, Brasil, www.ufpe.br/micoteca/) e oito 

linhagens desta seção obtidas da coleção de culturas Micoteca da Universidade do Minho 

(MUM, Braga, Portugal, www.micoteca.deb.uminho.pt/) foram inoculadas em Agar 

Extrato de Malte (MEA: malte 20 g/L, glicose 20 g/L, peptona 1 g/L, agar 20 g/L) e 

incubadas durante 7 dias no escuro a 25ºC. 
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Padronização do inóculo 

Placas de Petri com 6 cm de diâmetro, contendo 7 mL de meio MEA esterilizado 

foram inoculadas com cada linhagem e incubadas durante 7 dias no escuro a 25°C. Em 

seguida, 5 discos de 6 mm foram cortados, com furador de cortiça estéril, da área periférica 

das colônias para suspender os esporos dos discos em 30 mL de uma solução de Tween 80 

(0,02%). A concentração de esporos foi ajustada para 3 x 105 esporos/mL. 

 

Tabela 1. Linhagens de Aspergillus seção Nigri avaliadas quanto à capacidade de produzir 

endo-poligalacturonase e exo-poligalacturonase. 

 

Número Linhagens Número Linhagens 

URM 13 Aspergillus niger URM 5555 A. niger 

URM 18 A. niger URM 5741 A. niger 

URM 19 A. niger URM 5837 A. niger 

URM 20 A. niger URM 5838 A. niger 

URM 238 A. niger URM 5842 A. niger 

URM 949 A. niger URM 5910 A. niger 

URM 2228 A. niger URM 6054 A. niger 

URM 2813 A. niger URM 3452 A. japonicus 

URM 2908 A. niger URM 3833 A. japonicus 

URM 3701 A. niger URM 3840 A. japonicus 

URM 3753 A. niger URM 3916 A. japonicus 

URM 3755 A. niger URM 4533 A. japonicus 

URM 3806 A. niger URM 4599 A. japonicus 

URM 3811 A. niger URM 4663 A. japonicus 

URM 3820 A. niger URM 5242 A. japonicus 

URM 3853 A. niger URM 5620 A. japonicus 

URM 3856 A. niger URM 5633 A. japonicus 

URM 3885 A. niger URM 5723 A. japonicus 

URM 4312 A. niger URM 5751 A. japonicus 

URM 4924 A. niger URM 3776 A. aculeatus 

URM 5020 A. niger URM 4953 A. aculeatus 

URM 5149 A. niger URM 5240 A. aculeatus 

URM 5162 A. niger MUM 03.02 A. japonicus 

URM 5207 A. niger MUM 03.11 A. aculeatus 

URM 5238 A. niger MUM 05.10 A. brasiliensis 

URM 5239 A. niger MUM 03.12 A. ellipticus 

URM 5243 A. niger MUM 03.49 A. ibericus 

URM 5253 A. niger MUM 06.152 A. tubingensis 

URM 5437 A. niger MUM 06.153 A. vadensis 

URM 5438 A. niger MUM 08.01 A. uvarum 

URM 5439 A. niger   
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Método miniaturizado de seleção 

Todas as linhagens foram submetidas a uma seleção em meio de cultura líquido 

(MCL: 100 g de casca de laranja por litro de água destilada) para avaliação da produção de 

PG. O MCL foi previamente esterilizado em autoclave durante 15 minutos a 121°C. 

Alíquotas (180 μL) de MCL esterilizado foram introduzidas em placas de 96 poços de 

microtitulação de poliestireno de fundo plano estéreis (Greiner, Frickenhausen, Alemanha) 

contendo 20 μL de uma suspensão de esporos com cerca de 3 x 105 esporos/mL e como 

branco foi utilizado água esterilizada. Uma vez inoculadas, as placas de microtitulação 

foram incubadas durante 5 dias no escuro a 25°C, sendo retiradas amostras a cada 24 

horas. O ensaio foi realizado em triplicata. 

 

Produção de poligalacturonases em reator de leito fixo 

Procedimento de imobilização de biomassa no suporte natural  

Cascas de laranja foram previamente esterilizadas durante duas horas em uma 

solução de hipoclorito de sódio a 2% (p/v) e, em seguida, lavadas abundantemente com 

água destilada esterilizada. As cascas de laranja foram incubadas durante 36 horas a 65°C 

para secagem e, em seguida, expostas a radiação de luz ultravioleta durante 2 horas (Spier 

et al., 2008). Depois de seca, 100 g de cascas de laranja foram utilizadas como suporte para 

a imobilização da linhagem selecionada como maior atividade de PG. O suporte foi 

inoculado com 5 mL de suspensão de esporos contendo cerca de 3 x105 esporos/mL. Após 

a inoculação, o suporte foi incubado durante 7 dias no escuro a 25°C para o crescimento do 

fungo. Posteriormente, estas cascas colonizadas foram utilizadas como substrato para os 

ensaios de fermentação. 

Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

Observações da estrutura morfológica da casca de laranja antes e depois da 

colonização pelo micélio fúngico foram avaliadas por MEV (Leica Cambridge S360, 

Cambridge, UK). As amostras foram revestidas com ouro e platina (80/20%) antes da 

observação microscópica.  
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Fermentação submersa 

A ampliação de escala para produção das PG foi realizada em um reator de leito 

fixo utilizando células livres e imobilizadas da linhagem selecionada. Um reator de leito 

fixo de 300 mL de capacidade foi operado com um volume de 260 mL, à temperatura 

ambiente e assistido por uma bomba peristáltica (Figura 1). A fim de manter o 

metabolismo do fungo durante longos períodos, a adição contínua de MCL foi realizada. 

Nos ensaios conduzidos com aeração o grau de agitação do meio foi estabelecido de modo 

a evitar formação excessiva de espuma. Para a fermentação com células imobilizadas, com 

aeração e adição de pectina (5 g/L concentração final no MCL), a dição de pectina foi feita 

no tempo de 96 horas, a fim de manter o metabolismo do fungo por um período maior de 

fermentação. As atividades das PG foram avaliadas durante 168 horas para todos os 

ensaios e as amostras foram retiradas a cada 24 horas.  

Ensaios enzimáticos 

A atividade de endo-PG foi medida viscosimetricamente pela mistura de 5,5 mL de 

1% (p/v) de pectina cítrica em tampão acetato 0,025 M pH 5,0 (suplementado com 1 mM 

de EDTA) e 250 μL do extrato enzimático bruto. A reação foi incubada durante 10 minutos 

a 50°C e em seguida esfriada em banho de gelo. Uma unidade viscosimétrica (U) foi 

definida como a quantidade da enzima requerida para diminuir a viscosidade inicial por 

minuto em 50%, nas condições descritas anteriormente (Tuttobello; Mill, 1961). A 

atividade de exo-PG foi determinada medindo a liberação de grupos redutores da pectina 

cítrica utilizando o ácido 3,5-dinitrossalicílico (DNS) (Miller, 1959). A mistura de reação 

contendo 0,5 mL de 0,5% (p/v) de pectina cítrica em tampão acetato 0,025 M pH 5,0 e 0,5 

mL de extrato enzimático bruto foi incubada a 50°C durante 10 minutos. Uma unidade de 

atividade enzimática (U) foi definida como a quantidade da enzima que libera um mmole 

de ácido galacturônico por minuto. 
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Figura 1. Diagrama do reator de leito fixo utilizado no presente estudo. 

 

 

Resultados e discussão 

Seleção das linhagens de Aspergillus  

A seleção é frequentemente o primeiro passo para se obter os micro-organismos 

com características destinadas a aplicações industriais, permitindo a caracterização e a 

escolha de linhagens de fungo com a produção ótima de enzimas. Além disso, a 

informação obtida adiciona valores a esses recursos microbianos conservados em coleções 

de culturas.  

Uma vez que as enzimas produzidas por fungos são utilizadas na indústria 

alimentar, estas não devem ser contaminadas com metabólitos tóxicos. Neste estudo, todas 

as linhagens foram previamente testadas para detecção de micotoxinas (ocratoxina A e 

fumonisina B2), no entanto, nenhuma foi considerada produtora destes metabólitos (dados 

não apresentados). 

Linhagens de Aspergillus seção Nigri foram avaliadas quanto à capacidade de 

sintetizar PG em placa de microtitulação de 96 poços contendo MCL (casca de laranja 100 

g/L). A utilização de casca de laranja como o único componente do MCL permitiu a 
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detecção da produção de endo- e exo-PG. O método de placa de microtitulação possui 

algumas vantagens sobre os outros métodos de seleção microbiana. A principal vantagem 

relaciona-se com os custos, onde pequenas quantidades do meio de cultura (180 μL) são 

utilizados, o espaço ocupado pelas placas de microtitulação é menor quando comparado ao 

espaço necessário quando a seleção é efetuada em placas de Petri ou frascos de Erlenmeyer 

e, por último, mas não menos importante, é um método quantitativo. Atualmente, há 

algumas técnicas desenvolvidas usando uma abordagem miniaturizada para produção de 

enzimas como as celulases e xilanases (Lee et al., 2011) e um sistema mais avançado que 

integram um microbioreator e um separador contínuo miniaturizado (Pohar et al., 2012).  

Mrudula e Anitharaj (2011) testaram diferentes substratos como: farelo de arroz, 

farelo de trigo, bagaço de cana, casca de laranja, casca de limão e casca de banana para a 

produção de pectinases. A casca de laranja foi o substrato que permitiu maior produção de 

pectinases por A. niger. Além disso, Maller et al. (2011) concluíram que resíduos agro-

industriais, tais como as casca de laranja e de limão, induziram a produção de elevados 

níveis de PG por A. niveus. O uso de casca de laranja pode ser altamente econômico à 

escala industrial. 

Na Figura 2 encontra-se as linhagens que apresentaram uma maior atividade de PG. 

Os maiores valores de atividade para endo- e exo-PG foram detectados para as linhagens 

A. niger URM 5439 e A. niger URM 5162. Aspergillus niger URM 5439 apresentou 

atividade de endo-PG (3,5 U/mL) superior aos valores obtidos para A. niger URM 5162 

(3,2 U/mL), entretanto, para a atividade de exo-PG, A. niger URM 5162 apresentou 

atividade (4,5 U/mL) superior à detectada pela linhagem de A. niger URM 5439 (3,7 

U/mL). Estes resultados estão de acordo com aqueles obtidos por Martins et al. (2012), 

quando avaliaram a produção de PG por Thermoascus aurantiacus em FSm utilizando 

meios sintéticos como Czapeck, Khanna, SR e meio Vogel suplementado com pectina 

cítrica comercial. A atividade mais elevada de PG foi obtida nos meios SR (2,0 U/mL) e 

Vogel (1,9 U/mL) na fase logarítmica, que ocorreu após o terceiro ou quarto dia de 

fermentação. Martins et al. (2012) também utilizaram subprodutos agro-industriais como 

fonte de carbono para a produção de PG. Quando a casca de laranja foi utilizada foram 

obtidos dois picos de produção: o primeiro pico ocorreu após 72 horas, e o segundo no fim 

da fermentação com atividades similares de 2,1 U/mL. No entanto, quando casca de 

maracujá foi utilizada o primeiro pico de produção ocorreu após 72 horas (2,0 U/mL) e o 

segundo, após 192 horas (3,0 U/mL). Em meio contendo farelo de trigo também houve 

dois picos de produção, depois de 72 horas (2,0 U/mL) e depois de 168 horas de 
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fermentação (1,8 U/mL). No entanto, a mais elevada atividade foi obtida depois do quinto 

dia (3,2 U/mL) quando o resíduo a partir do processamento do suco de laranja foi utilizado, 

referido como a “água amarela”. 

 

Figura 2. Atividade de endo-poligalacturonase e exo-poligalacturonase das 12 linhagens 

de Aspergillus que apresentaram maiores atividades em 72 horas. 

 

 

Reator de leito fixo 

As atividades das PG são apresentadas na Figura 3 para os diferentes ensaios 

realizados. As atividades de endo- e exo-PG foram detectadas no tempo inicial, entretanto, 

este fato poderá ter ocorrido devido ao substrato utilizado no reator, a casca de laranja, ter 

sido incubado por 7 dias com uma suspensão de esporos do fungo, período no qual deve ter 

ocorrido a produção das PG. Os valores máximos de atividades para exo- e endo-PG (4,13 

U/mL e 1,18 U/mL, respectivamente) foram obtidos no ensaio com células imobilizadas, 

sem aeração no intervalo de 24 e 72 horas de fermentação, respectivamente (Figura 3a). 

Deste modo, o ensaio sem aeração é vantajoso uma vez que ocorre a redução nos custos de 

operação. 

A adição de pectina, após 96 horas de fermentação não influenciou 

significativamente nas atividades das PG (Figura 3c). Cordeiro e Martins (2009) também 

observaram que o aumento da concentração de pectina cítrica acima de 0,5%, no meio de 

cultura, não aumentou a atividade de PG. A adição de pectina ao processo fermentativo é 

considerada um aumento nos custos de produção, o que torna muitas vezes o processo 

inviável. A atividade de endo-PG foi mantida semelhante para todos os testes, com uma 

pequena diminuição da atividade após 72 e 96 horas (Figuras 3a e 3c), respectivamente. 
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Para a exo-PG a maior atividade detectada foi de 4,13 U/mL após 24 horas de fermentação, 

seguido de um decréscimo ao longo do tempo (Figura 3a). A maior produção da enzima 

durante as primeiras horas de fermentação permite uma redução dos custos de produção 

em comparação com a produção mais elevada para o final. 

Quando comparados com os resultados obtidos para o ensaio com células livres 

(Figura 3d), a imobilização celular de A. niger URM 5162 proporcionou uma maior 

atividade para a exo-PG (Figuras 3a, 3b e 3c). Taşkin (2012) quando trabalhou com a 

produção de PG por Rhodotorula glutinis obteve ótima produção da enzima com células 

imobilizadas em esferas de Ca-alginato (28,6 U/mL). Em contraste, a utilização de células 

livres levou à menor atividade (26,9 U/mL). O meio de cultura utilizado por este autor 

continha ácido tânico, pectina cítrica e sais minerais. Gattas et al. (2009) relataram a 

produção de PG com uma linhagem de Aspergillus imobilizada em 3% de Ca-alginato. A 

atividade de PG obtida foi de 5,95 U/mL em meio de cultura contendo 2% de glicose, e na 

ausência desta fonte de carbono a atividade de PG foi significativamente mais baixa (0,55 

U/mL). 

O custo mais elevado de produção de PG está relacionado com o suplemento do 

meio de cultura, por exemplo, com diferentes fontes de carbono e nitrogênio. Gomes et al. 

(2011) obtiveram valores elevados para a produção de PG devido à suplementação do meio 

de cultura. A atividade máxima de PG (51,82 U/mL) foi obtida pela utilização de pectina, 

L-asparagina, fosfato de potássio e sulfato de ferro em diferentes concentrações (32 g/L, 2 

g/L, 0,06 g/L e de 1,0 g/L, respectivamente) na composição do meio de cultura em FSm 

com A. niger. Além disso, Kumar et al. (2011) avaliaram a produção de PG por A. niger 

em FSm utilizando uma mistura de farelo de trigo, farelo de milho e casca de laranja na 

proporção de 2:1:2, respectivamente, como fontes de carbono. A produção máxima da 

enzima detectada pelos autores foi de 1,64 U/mL utilizando uma concentração de fontes de 

carbono de 65 g/mL. Abbasi et al. (2011) utilizaram pectina cítrica e farinha de trigo como 

fontes de carbono e substrato, respectivamente, para a produção de PG por A. awamori em 

FSm. Inicialmente, a fermentação foi realizada em batelada, até o crescimento do fungo e, 

em seguida, a fermentação foi realizada pelo modo de alimentação contínua com a 

introdução de meio de cultura fresco. Estes autores obtiveram uma maior produção de PG 

quando uma concentração de 8 g/mL de sulfato de amônio foi utilizada. Os valores de 

produção foram 1,5 e 0,014 U/mL de exo- e endo-PG, respectivamente. Além disso, 

Galiotou-Panayotou e Kapantai (1993) obtiveram 3,0 U/mL de PG ao utilizar A. niger em 

FSm com meio de cultura contendo pectina cítrica como fonte de carbono. 
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A produção de pectinase tem sido relatada em diferentes tipos de bioreatores (por 

exemplo, tanque agitado, “airlift” e coluna) (Fontana et al., 2009; Linde et al., 2007). De 

acordo com Kahar et al. (2002) o crescimento micelial, morfologia e formação de produtos 

estão diretamente relacionados com o tipo de reator utilizado. No presente trabalho, os 

valores de pH de todas as amostras foram monitorados. Observou-se que o pH do meio de 

cultura não esteve relacionado com as atividades das PG (Figura 3). Conforme apresentado 

na Figura 3, ocorreu uma ligeira redução do pH em todos os ensaios. De acordo com 

Uenojo e Pastore (2007) e Cordeiro e Martins (2009) a redução do pH durante o processo 

de fermentação pode ser explicado pela liberação de ácido glucurônico no meio, devido à 

ação de enzimas pectinolíticas. Estas enzimas são produzidas por micro-organismos 

durante as primeiras horas de fermentação. De acordo com Ming Chu et al. (1992), as 

alterações de pH no meio de cultura podem ser explicadas como um resultado do consumo 

de substrato. Quando os íons de amônio são utilizados pelos micro-organismos o meio é 

acidificado. Além disso, quando o nitrogênio orgânico (aminoácidos e péptidos) é 

assimilado, o meio é alcalinizado. Considerando esta relação entre as PG e a utilização de 

compostos orgânicos, as alterações nos valores de pH podem ser usadas para explicar 

algumas variações na produção de PG. 

Gomes et al. (2011) também não observaram qualquer relação entre a alteração de 

pH e a produção de PG. Pashova et al. (1999a) trabalhando com A. niger e utilizando 3% 

de Ca-alginato para imobilização celular, não observaram diferenças nas curvas de pH 

entre culturas com células livres e imobilizadas. De acordo com estes autores, as alterações 

na produção de polimetilgalacturonase (PMG) não pode ser explicada pela variação de pH. 

Estes autores observaram que a imobilização do fungo não alterou o modelo de síntese 

PMG. Pashova et al. (1999b) observaram que a imobilização celular de A. niger em esferas 

de alginato alterou o espectro das enzimas que degradam pectina. As culturas de células 

livres produziram quatro enzimas pectinolíticas: PMG, PG, PME e PL, enquanto o micélio 

retido sintetizou apenas PMG e PG. 
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Figura 3. Produção de exo-poligalacturonase (▲) e endo-poligalacturonase (■) por 

Aspergillus niger URM 5162 em reator de leito fixo. (a) célula imobilizada sem aeração; 

(b) célula imobilizada com aeração; (c) célula imobilizada com aeração e adição de 

pectina; e (d) célula livre com aeração. Variação de pH durante a produção de 

poligalacturonases (●). 

 

 

Observação microscópica do crescimento celular em casca de laranja 

O crescimento da linhagem de A. niger URM 5162 em casca de laranja é 

apresentado na Figura 4. Após 4 dias de incubação é possível observar apenas o micélio 

denso cobrindo toda a superfície do suporte (Figura 4a). Além disto, uma grande 

quantidade de conidióforos e esporos pode ser observada cobrindo toda superfície do 

suporte (Figura 4b). O micélio imobilizado foi concentrado na camada superficial do 

suporte de casca de laranja. Pashova et al. (1999a) avaliaram o desenvolvimento de A. 

niger em Ca-alginato, e concluíram que géis de alginato proporcionam um bom ambiente 
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para o crescimento de células de A. niger. Segundo estes autores, o micélio imobilizado 

ficou concentrado na camada superfícial das esferas de alginato e as hifas não poderam ser 

observadas na parte central do gel. Em contraste, no presente trabalho, o uso de casca de 

laranja como suporte, apresentou colonização fúngica homogênea (Figura 4a).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Imagens obtidas por MEV para o suporte casca de laranja (CL) colonizado por 

Aspergillus niger URM 5162: (a) suporte com 4 dias de incubação a 25ºC (x 150) e (b) 

suporte com 7 dias de incubação a 25ºC (x 300). 

 

 

Conclusões 

No presente estudo, a avaliação da capacidade de produção de poligalacturonases 

por linhagens de Aspergillus seção Nigri foi avaliada utilizando a metodologia de seleção 

rápida em placa de microtitulação, seguida da produção em reator de leito fixo. O método 

de seleção rápida em placa de microtitulação é apropriado para seleção de uma grande 

quantidade de linhagens fúngicas produtoras de PG. A linhagem A. niger URM 5162, 

quando imobilizada em casca de laranja, apresenta maiores atividades para endo- e exo-PG 

em um reator de leito fixo, operado sem aeração. A produção das PG não é influenciada 

pelo pH do meio de cultura.  
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Resumo 

A separação e purificação das poligalacturonases (PG) produzidas pela linhagem de 

Aspergillus niger URM 5162 em reator de leito fixo foram realizadas pelo sistema de duas 

fases aquosas (SDFA) formado por polietilenoglicol e sais de fosfato (PEG/fosfato). Foi 

utilizado um planejamento experimental (24) para avaliar o efeito das variáveis 

independentes: massa molar do PEG (400-8000 g/mol - MPEG), concentração do PEG 

(12,5-17,5%, m/m - CPEG), concentração de fosfato (15-25%, m/m - CFOS) e pH (6,0-8,0). 

O coeficiente de partição, rendimento em atividade e o fator de purificação foram 

analisados como respostas. A endo-poligalacturonase (endo-PG) teve preferência pela fase 

superior do sistema, fase rica em PEG. Os melhores resultados para o coeficiente de 

partição (K=1,23), rendimento em atividade (Y=74,04%) e para o fator de purificação 

(FP=8.18) foram obtidos com 12,5% (m/m) de PEG 8000 (g/mol) e CFOS de 25% (m/m) 

em pH 6,0. A CFOS foi a variável que mais influenciou nas respostas das variáveis. A exo-

poligalacturonase (exo-PG) também teve preferência pela fase superior do sistema. A MPEG 

teve uma influência positiva significativa sobre o K, Y e no FP. Com o PEG 8000 (g/mol), 

CPEG de 12,5% (m/m), CFOS de 25% (m/m) e pH 6,0 foram obtidos os maiores valores para 

o K (2,40), para o Y (33,33%) e para o FP (1,98) da exo-PG. A condição de MPEG 8000 

(g/mol), CPEG de 12,5% (m/m), CFOS de 25% (m/m) e pH 6,0 foi considerada como a mais 

adequada para a purificação das PG produzidas por A. niger URM 5162. A variável 

independente que mais influenciou as variáveis respostas foi a MPEG. O sistema 

PEG/fosfato é uma alternativa de baixo custo para a purificação de PG. 

Palavras-chave: Sistema de duas fases aquosas, poligalacturonases, coeficiente de 

partição, fator de purificação e PEG/fosfato 
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Introdução 

As pectinases são enzimas que atuam sobre substâncias pécticas por reações de 

hidrólise, transeliminação e esterificação (Kashyap et al., 2001). As pectinases são de 

grande importância na clarificação e redução da viscosidade em sucos de frutas, 

melhorando e aumentando a eficiência de filtração. Quando utilizadas no esmagamento das 

uvas ou no mosto de vinho melhoram a extração do suco, reduzem o tempo de clarificação 

e aumentam o conteúdo de terpenos no vinho (Uenojo; Pastore, 2007). 

Os fungos filamentosos são frequentemente utilizados para fins industriais, pois 

cerca de 90% das enzimas produzidas são secretadas no meio de cultura (Blandino et al., 

2001; Souza et al., 2003). As poligalacturonases (PG) são as enzimas pectinolíticas mais 

estudadas (Ustok et al., 2007) e são classificadas em endo-poligalacturonase (endo-PG) e 

exo-poligalacturonase (exo-PG) de acordo com o seu modo de ação na cadeia de ácido 

poligalacturônico. As PG catalisam a clivagem hidrolítica na cadeia do ácido 

poligalacturônico pela introdução de água através das pontes de oxigênio. A endo-PG atua 

de forma aleatória na cadeia do ácido poligalacturônico, liberando ácido 

oligogalacturônico. No entanto, a exo-PG atua em monômeros terminais do ácido 

poligalacturônico, liberando ácido monogalacturônico (Jayani et al., 2005; Abassi et al., 

2011). 

A purificação de enzimas pelo sistema de duas fases aquosas (SDFA) tem 

demonstrado elevado grau de pureza e pouca perda de atividade durante o processo 

(Mayerhoff et al., 2004; Gautam; Simon, 2006; Yang et al., 2008; Kammoun et al., 2009; 

Zhang; Liu, 2010). O SDFA é formado pela incompatibilidade entre as soluções aquosas 

de dois polímeros, ou de um polímero e um sal de elevada força iônica. Os polímeros mais 

utilizados são o polietilenoglicol (PEG) e dextrana. Um fenômeno de exclusão pode ser 

observado entre um polímero e um sal de elevada concentração (por exemplo, PEG/fosfato 

ou sulfato ou citrato), uma vez que o sal irá captar uma grande quantidade de água presente 

no sistema (Asenjo; Andrews, 2011).  

O SDFA é simples e oferece muitas vantagens, incluindo biocompatibilidade, baixo 

tempo de processamento, baixo custo de material e de energia, confiabilidade no aumento 

da escala e requer equipamentos simples e que são fáceis de manusear (Ratanapongleka, 

2010; Herculano et al., 2012; Neves et al., 2012). A desnaturação ou perda da atividade 

biológica geralmente não é observada devido ao elevado teor de água e a baixa tensão 

interfacial do sistema, que pode atuar protegendo as proteínas (Asenjo; Andrews, 2011). A 
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partição das biomoléculas é controlada por uma série de parâmetros relativos às 

propriedades do sistema (por exemplo, o tipo de polímero, sua massa molar, concentração 

e o tipo, e concentração de sais, valores de pH e força iônica) e o tipo de molécula a ser 

analisada (por exemplo, carga, peso molecular, hidrofobicidade e características de 

conformação) (Antov; Pericin, 2001; Rosa et al., 2010). 

Nos últimos anos, a aplicação de SDFA tem sido focada para a extração e 

purificação de proteínas, em particular, na purificação de enzimas (Ratanapongleka, 2010), 

incluindo, celulases (Herculano et al., 2012), colagenase (Rosso et al., 2012), α-

galactosidase (Naganagouda; Mulimani, 2008), lacase (Silvério et al., 2013), lipase 

(Ventura et al., 2012), pectinases (Wu et al., 2001; Lima et al., 2002; Pereira et al., 2003; 

Antov et al., 2004), fitase (Bhavsar et al., 2012; Neves et al., 2012), proteases (Kirsch et 

al., 2012) e tanase (Rodrígues-Durán et al., 2013). 

O objetivo do presente estudo foi avaliar a partição e purificação de 

poligalacturonases (endo- e exo-PG) produzidas pela linhagem de Aspergillus niger URM 

5162 utilizando o SDFA PEG/fosfato. 

 

Materiais e métodos 

Reagentes 

Todos os produtos químicos utilizados no presente trabalho foram de grau analítico 

e obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). 

Imobilização da biomassa em suporte natural 

Cascas de laranja foram previamente esterilizadas durante duas horas em uma 

solução de hipoclorito de sódio a 2% (v/v) e, em seguida, lavadas abundantemente com 

água destilada esterilizada. As cascas de laranja foram incubadas durante 36 horas a 65°C 

para a secagem e, em seguida, expostas a radiação de luz ultravioleta durante duas horas 

(Spier et al., 2008). Depois de seca, 100 g de cascas de laranja foram utilizadas como 

suporte para a imobilização da linhagem de A. niger URM 5162. O suporte foi inoculado 

com um volume de 5 mL da suspensão de esporos contendo cerca 3 x 105 esporos/mL. 

Após a inoculação, o suporte foi incubado durante 7 dias no escuro a 25°C para o 

crescimento do fungo. Posteriormente, estas cascas colonizadas foram utilizadas como 

substrato para os ensaios de fermentação (Maciel et al., 2013). 
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Fermentação submersa em reator de leito fixo  

A produção das PG foi realizada em um reator de leito fixo utilizando células 

imobilizadas de A. niger URM 5162. Um reator contínuo de leito fixo de 300 mL de 

capacidade foi operado com um volume de 260 mL, à temperatura ambiente e assistido por 

uma bomba peristáltica. A adição contínua de meio de cultura líquido (MCL: 100 g de 

casca de laranja por litro de água destilada), previamente esterilizado em autoclave durante 

15 minutos a 121ºC, foi realizada com o objetivo de manter as funções metabólicas do 

fungo por um maior período. O ensaio foi conduzido com aeração e o grau de agitação do 

meio foi estabelecido de modo a evitar a formação excessiva de espuma (Maciel et al., 

2013). O líquido fermentado foi retirado no tempo de 72 horas para posterior análises 

enzimáticas e utilização no SDFA para separação e purificação das PG. 

Preparo do sistema de duas fases aquosas 

Para a extração das PG, o sistema foi preparado com PEG de diferentes massas 

molares (400, 3350 e 8000 g/mol) e sais de fosfato. As soluções fosfato (40%, m/m) foram 

preparadas pela mistura de quantidades adequadas de fosfato de potássio dibásico 

(K2HPO4), fosfato de potássio monobásico (KH2PO4), fosfato de sódio dibásico 

(Na2HPO4) e fosfato monobásico de sódio (NaH2PO4) a diferentes valores de pH (6,0, 7,0 

e 8,0) a 25 ± 1ºC. As quantidades desejadas de PEG e sal foram colocadas em tubos de 

centrífuga graduados (15 mL). O extrato enzimático bruto contendo as PG, representou 

20% do volume total do sistema e foi adicionado aos tubos. A água foi então adicionada a 

um peso final de 10 g. Após agitação por um minuto em vórtex, os tubos permaneceram 

em repouso por 60 min para a separação das fases. Após a separação das fases, os volumes 

de cada fase foram medidos e em seguida separados com pipetas automatizadas. 

Posteriormente foram realizadas as atividades enzimáticas e dosagem do teor de proteínas, 

o que permitiu o cálculo do coeficiente de partição, rendimento e fator de purificação das 

PG. 

Técnicas analíticas 

A dosagem do teor de proteínas foi determinada de acordo com o método de 

Bradford (1976), a uma absorbância de 595 nm. O soro de albumina bovino (BSA) foi 

utilizado como padrão. As determinações foram realizadas em triplicata para cada amostra 

e a média foi utilizada. As atividades enzimáticas foram expressas em unidades de 
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atividade por mL (U/mL). A atividade de endo-PG foi medida viscosimetricamente pela 

mistura de 5,5 mL da solução de 1% (p/v) de pectina cítrica em tampão acetato 0,025 M, 

pH 5,0 (adicionado de 1 mM de EDTA) e 250 μL do extrato enzimático bruto. A reação foi 

incubada por 10 minutos a 50°C e em seguida esfriada em banho de gelo. Uma unidade 

viscosimétrica (U) foi definida como a quantidade da enzima requerida para diminuir a 

viscosidade inicial por minuto em 50%, nas condições descritas anteriormente (Tuttobello; 

Mill, 1961). A atividade de exo-PG foi determinada medindo a liberação de grupos 

redutores da pectina cítrica utilizando o ácido 3,5-dinitrossalicílico (DNS) (Miller, 1959). 

A mistura de reação contendo 0,5 mL da solução de 0,5% (p/v) de pectina cítrica em 

tampão acetato 0,025 M, pH 5,0 e 0,5 mL do extrato enzimático bruto foi incubada a 50°C 

por 10 minutos. Uma unidade de atividade enzimática (U) foi definida como a quantidade 

da enzima que libera um mmole de ácido galacturônico por minuto. 

Delineamento experimental  

Os efeitos da massa molar do PEG (MPEG), concentração do PEG (CPEG), 

concentração de fosfato (CFOS) e pH sobre as variáveis resposta do sistema (coeficiente de 

partição (K), rendimento em atividade (Y) e fator de purificação (PF)) foram avaliados com 

base nos resultados obtidos por um planejamento experimental do tipo 24, mais um ponto 

central que foi realizado quatro vezes para permitir uma estimativa do erro experimental 

(Barros-Neto et al., 2002) (Tabela 1). Todas as análises estatísticas e gráficos foram feitos 

no software Statistica 8.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA) (Statsoft, 2008). 

 

Tabela 1. Níveis das variáveis utilizadas no planejamento experimental do tipo 24 

selecionados para a extração e purificação das poligalacturonases (PG) utilizando o SDFA 

PEG/fosfato. 

 
 

Variáveis 

 Níveis  

Inferior (-1) Central (0) Superior (+1) 

MPEG
a 400 3350 8000 

CPEG
b 12,5 15 17,5 

CFOS
c 15 20 25 

pH 6,0 7,0 8,0 

aMassa molar do PEG (g/mol); bConcentração do PEG (%); cConcentração de fosfato (%). 
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Determinação do coeficiente de partição, rendimento e fator de purificação 

O coeficiente de partição da enzima foi definido como a razão entre a atividade 

enzimática das enzimas na fase superior (As) e na fase inferior (Ai): 

       

Ai

As
K                                                                                                                                                                      (1)                                                                                                                                                                                             

O fator de purificação foi calculado como a razão entre a atividade específica na 

fase superior e a atividade específica do extrato enzimático bruto (antes da partição) (Ai): 

      
Ai/Ci

CsAs /
FP                                                                                                                                                           (2)                                                                                                                                                                        

onde Cs e Ci são as concentrações de proteína total, expressa em g/mL, na fase superior e 

no extrato enzimático bruto, respectivamente. 

O rendimento em atividade foi definido como a razão entre a atividade total na fase 

superior e a do extracto enzimático bruto e foi expressa em porcentagem: 

100 x 









AiVi

AsVs
Y                                                                                                            (3)                                                                                                                                             

    

onde Vs e Vi são os volumes da fase superior e do extrato enzimático bruto, 

respectivamente. 

Resultados e discussão 

A atividade de endo- e exo-PG de A. niger URM 5162 foi de 4,13 U/mL e 1,18 

U/mL, respectivamente, quando as cascas de laranja é utilizado como suporte para a 

imobilização de células durante a fermentação submersa em reator de leito fixo. O extrato 

enzimático utilizado para purificação das PG foi obtido no tempo de 72 horas de 

fermentação (Maciel et al., 2013). Poucos estudos envolvendo separação e purificação de 

PG são descritas na literatura. Neste trabalho utilizou-se o SDFA para separação e 

purificação das PG e os resultados obtidos a partir do planejamento experimental são 

apresentados na Tabela 2. 
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Coeficiente de partição, rendimento em atividade e fator de purificação de endo-

poligalacturonase (endo-PG) em SDFA 

A endo-PG teve preferência pela fase superior do sistema (K > 1) (Tabela 2). 

Corroborando nossos resultados, Lima et al. (2002) utilizando o SDFA PEG 10000/fosfato 

observaram a partição da endo-PG para a fase superior (K=1,35). De acordo com Mazzola 

et al. (2008) valores de K maiores que 1 indicam particionamento para a fase superior do 

sistema. As enzimas do complexo pectinolítico apresentam maior preferência pela fase rica 

em PEG (fase superior), principalmente quando é utilizado PEG de baixo peso molecular 

(Lima et al., 2002). No entanto, os resultados obtidos por Antov et al. (2004) usando um 

sistema composto de PEG 4000/sulfato de amônio para o particionamento da endo-PG, 

observaram que esta enzima possuiu preferência pela fase rica em sal. 

Quando a MPEG no sistema possui elevado valor pode ocorrer o que chamamos de 

“efeito de volume excluido”, que significa uma diminuição do espaço para a enzima na 

fase PEG e consequentemente uma migração da mesma para a fase rica em sal (Porto et 

al., 2008; 2010). Segundo Rabelo et al. (2004) quando se tem uma MPEG elevada ocorre 

diminuição do K do sistema, no entanto, baixa MPEG proporciona aumento no valor do K e 

consequentemente migração da enzima para a fase rica em PEG. Neste estudo, o “efeito de 

volume excluído” não influenciou no particionamento da endo-PG, pois ao utilizar PEG 

8000 (g/mol) ocorreu o particionamento da enzima para a fase superior do sistema. Outros 

autores também não observaram o “efeito de volume excluído” (Kirsch et al., 2012; 

Herculano et al., 2012; Neves et al., 2012). No entanto, este efeito foi observado por Rosso 

et al. (2012) onde ocorreu um aumento da concentração de colagenase na fase inferior de 

quase todos os ensaios realizados.  

Outro efeito, denominado de “salting out”, também pode ser observado quando a 

concentração de sal na fase inferior do sistema é elevada e ocorre a migração da enzima 

para a fase do sistema rica em PEG (Babu et al., 2008; Porto et al., 2008). Este efeito não 

foi observado no presente estudo, pois quando utilizou-se elevada CFOS, a endo-PG 

permaneceu na fase inferior do sistema. 

Na Tabela 2 são apresentadas as variações dos valores para o K (0,73-1,23), Y 

(52,66-143,83%) e FP (0,87-8,18) da endo-PG produzida pela linhagem de A. niger URM 

5162. De acordo com estas variações, é necessário otimizar a separação e purificação 

utilizando o SDFA. A melhor condição obtida para a purificação da endo-PG foi com 
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12,5% (m/m) de PEG 8000 (g/mol) e 25% (m/m) de fosfato e pH 6,0. Esta condição 

resultou em um K de aproximadamente 1,23, Y de 74,04% e um FP de 8,18 vezes. 

As variáveis independentes do sistema estudadas neste trabalho apresentaram efeito 

significativo sobre o coeficiente de partição (Tabela 3). As variáveis MPEG, CPEG e CFOS 

apresentaram um efeito positivo significativo, em contrapartida, o pH apresentou um efeito 

negativo para o K. O efeito positivo da MPEG, CPEG e CFOS no K significa que altos níveis 

dessas variáveis promovem o particionamento da endo-PG para a fase PEG do sistema. 

As variáveis independentes, MPEG, CFOS e pH e suas interações, apresentaram efeito 

significativo para o FP. A interação positiva significativa entre MPEG x CFOS mostrou que 

níveis mais altos dessas variáveis aumentam os valores do FP para a endo-PG (Tabela 3). 

Os maiores valores para o FP (8,18) e para K foram obtidos na condição de MPEG 8000 

(g/mol), CPEG de 12,5% (m/m), CFOS de 25% (m/m) e pH 6,0 (Figura 1). 

As variáveis CPEG e CFOS apresentaram uma correlação significativa no Y da endo-

PG, onde altos níveis da CPEG e níveis mais baixos da CFOS proporcionam um maior Y. 

Como podemos observar na Tabela 2, o maior valor para o Y (143,83%) foi obtido com 

MPEG 400 (g/mol), CPEG de 17,5% (m/m), CFOS de 15% (m/m) e pH 8,0. A interação entre a 

MPEG x CPEG x CFOS foi positiva, significando que quanto mais elevado os valores dessas 

variáveis maior será o Y da endo-PG. 

Lima et al. (2002) utilizaram o SDFA PEG/fosfato de potássio para purificação das 

enzimas pectinolíticas. Os autores obtiveram um maior valor para o FP (16,28) e um menor 

valor relacionado ao Y (53,5%) da endo-PG quando comparados com os resultados obtidos 

neste trabalho. Rosso et al. (2012) trabalharam com a purificação de colagenase produzida 

por Penicillium aurantiogriseum URM 4622 utilizando o SDFA PEG/fosfato e obtiveram 

valores elevados para o FP (23,5) e Y (242%). Estes resultados foram obtidos utilizando-se 

20% (m/m) de PEG 550 e 17,5% (m/m) de fosfato a pH 6,0. 
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Tabela 2. Condições e resultados do planejamento experimental (24) para a extração das 

poligalacturonases utilizando PEG/ fosfato em SDFA. 

Endo-PG, endo-poligalacturonase; Exo-PG, exo-poligalacturonase.  a Massa molar do PEG 

(g/mol). b Concentração do PEG (%). c Concentração de fosfato (%). d Coeficiente de partição. e 

Rendimento em atividade (%). f Fator de purificação na fase PEG. g Pontos centrais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MPEG
a CPEG

b CFOS
c pH Endo-PG  Exo-PG 

Kd Ye FPf  Kd Ye FPf 

1 400 12,5 15 6 0,00 0,00 0,00  0,00 0,00 0,00 

2 8000 12,5 15 6 0,94 76,60 3,87  1,69 17,49 0,88 

3 400 17,5 15 6 1,00 138,30 4,70  1,15 15,90 0,54 

4 8000 17,5 15 6 0,96 111,17 3,45  2,10 33,33 1,03 

5 400 12,5 25 6 1,06 76,06 4,43  1,92 16,57 0,96 

6 8000 12,5 25 6 1,23 74,04 8,18  2,40 17,97 1,98 

7 400 17,5 25 6 1,06 95,85 2,49  1,64 26,03 0,68 

8 8000 17,5 25 6 1,04 77,45 2,93  2,09 25,20 0,95 

9 400 12,5 15 8 0,00 0,00 0,00  0,00 0,00 0,00 

10 8000 12,5 15 8 1,00 86,17 1,05  2,06 22,11 0,27 

11 400 17,5 15 8 0,91 143,83 3,26  1,62 31,50 0,71 

12 8000 17,5 15 8 0,96 102,13 0,87  2,35 26,63 0,23 

13 400 12,5 25 8 0,87 60,00 3,31  2,12 13,78 0,76 

14 8000 12,5 25 8 0,83 52,66 1,95  2,00 21,50 0,80 

15 400 17,5 25 8 0,87 83,40 1,15  0,64 12,53 0,17 

16 8000 17,5 25 8 0,73 56,70 7,71  0,39 9,66 1,31 

17 g 3350 15,0 20 7 0,89 78,19 2,76  0,46 11,83 0,42 

18 g 3350 15,0 20 7 0,90 75,00 2,65  0,47 9,77 0,35 

19 g 3350 15,0 20 7 0,83 83,40 2,76  0,53 11,98 0,40 

20 g 3350 15,0 20 7 0,83 70,21 2,07  0,63 12,43 0,37 
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Tabela 3. Efeitos calculados a partir das respostas dos resultados obtidos do planejamento 

experimental (24) para extração das poligalacturonases utilizando PEG/fosfato em SDFA. 

 

 
Endo-PG  Exo-PG 

K Y FP  K Y FP 

(1) MPEG 12,35* 1,78 8,00*  18,92* 12,18* 28,13* 

(2) CPEG 10,29* 17,29* 2,83  -0,67 15,10* -0,22 

(3) CPOS 12,32* -3,70* 11,23*  7,01* -0,79 30,69* 

(4) pH -7,13* -2,91 -8,06*  -5,74* -3,13 -21,58* 

1 x 2 -14,28* -12,06* -2,96  -7,05* -8,43 -6,07* 

1 x 3 -12,66* -6,69* 6,08*  -15,40* -9,89* 10,19* 

1 x 4 -1,24 -0,84 -2,21  -3,56* -2,83 -13,29* 

2 x 3 -13,98* -12,72* -8,22*  -22,60* -13,58* -21,36* 

2 x 4 -0,36 -0,40 7,19*  -6,80* -5,40* 9,52* 

3 x 4 -6,70* -3,46* 2,19  -12,66* -8,85* -2,25 

1 x 2 x 3 10,41* 8,83* 9,88*  6,00* 3,01 11,69* 

1 x 2 x 4 0,73 -1,22 9,68*  -2,17 -7,47* 11,48* 

1 x 3 x 4 -3,06 -0,39 3,72*  -4,57* 4,65* 11,41* 

2 x 3 x 4 1,58 0,78 8,99*  -8,94* -7,21* 9,81* 

* Valores estatisticamente significativos (p<0.05). 
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Figura 1. Efeitos das variáveis concentração do PEG (CPEG, % m/m) e concentração de 

fosfato (CFOS %, m/m) sobre o fator de purificação da endo-poligalacturonase produzida 

por Aspergillus niger URM 5162 pelo SDFA.  

 

 

A CFOS foi a variável independente que mais influenciou as variáveis resposta (K, Y 

e FP). A interação positiva significativa entre MPEG x CPEG x CFOS também influenciou na 

resposta das variáveis. Cavalcanti et al. (2008) trabalhando com a purificação da α-toxina 

de Clostridium perfringens tipo A, utilizando um SDFA formado por PEG/fosfato, 

observaram que além CFOS, a CPEG também influenciou fortemente as respostas das 

variáveis. Kirsch et al. (2012) também observaram que a CPEG e a CFOS influenciaram nas 

variáveis resposta para purificação de proteases.  

De acordo Voet et al. (2000) as cadeias laterais dos aminoácidos podem ser 

afetadas por variações no pH, havendo mudança na distribuição de carga e de ligações de 

hidrogênio. Assim, o pH é considerado com uma variável que interfere diretamente no K. 

Neste estudo, os resultados indicaram que a variação do pH teve um efeito significativo 

sobre o K e o FP da endo-PG. O particionamento da endo-PG para a fase superior do 

sistema pode ter sido influenciado pelo pH, pois esta enzima possui ponto isoelétrico na 

zona ácida (Pařenicová et al., 2000) e uma superfície carregada negativamente nos valores 

de pH utilizados neste estudo (6,0, 7,0 e 8,0). Estas características fazem com que a endo-
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PG particione para a fase superior do sistema, que possui carga positiva, por meio de 

interações eletrostáticas entre a enzima e as moléculas de PEG. As proteínas carregadas 

negativamente possuem uma preferência pela fase superior e as proteínas de carga positiva 

para a fase inferior do SDFA (Cavalcanti et al., 2006; Azevedo et al., 2009). 

 

Coeficiente de partição, rendimento em atividade e fator de purificação de exo-

poligalacturonase (exo-PG) em SDFA 

A exo-PG também foi particionada para a fase do sistema rica em PEG. Lima et al. 

(2002) também observaram a partição da exo-PG para a fase PEG ao utilizar um o SDFA 

PEG 400/fosfato com NaCl (K=5,35). No entanto, Antov et al. (2004) usando o SDFA 

PEG 4000/sulfato de amônio observaram a partição da exo-PG para a fase do sistema rica 

em sal. A MPEG e a CFOS mostraram uma correlação positiva significativa com o valor do 

K, entretanto, o pH apresentou uma correlação negativa (Tabela 3). Estes resultados são 

apresentados na Tabela 2 (ensaio 6), onde a melhor condição para o particionamento da 

exo-PG, para a fase rica em PEG, foi obtida com MPEG 8000 (g/mol), CPEG de 12,5% 

(m/m), CFOS 25% (m/m) e pH 6,0 (K=2,40). Na Tabela 2, podemos observar que os 

experimentos mostraram variações no K (0,39-2,40), Y (9,66-33,33%) e no FP (0,23-1,98) 

da exo-PG produzida por A. niger URM 5162. Assim, é necessário otimizar o 

particionamento e o processo de purificação. 

As variáveis independentes MPEG e CPEG foram significativamente positivas na 

análise estatística para o rendimento em atividade da exo-PG, onde quanto maior os 

valores destas variáveis, maior será o Y. A interação negativa significativa entre as 

variáveis CFOS e pH significam que valores menores dessas variáveis proporcionam maior 

rendimento em atividade da exo-PG. As melhores condições para o rendimento da 

atividade da exo-PG (33,33%) foi obtida com a MPEG de 8000 (g/mol), CPEG de 17,5% 

(m/m), CFOS de 15% (m/m) e pH 6,0 (Tabela 2, ensaio 4). 

Com relação ao FP, as variáveis independentes CFOS e MPEG foram 

significativamente positivas e o pH foi significativo e negativo. Estes resultados estão 

apresentados na Tabela 2 (ensaio 6), onde a MPEG de 8000 (g/mol), CPEG de 12,5% (m/m), 

CFOS de 25% (m/m) e pH 6,0 foi a melhor condição para o FP (1,98) (Figura 2). 

Lima et al. (2002) utilizaram um SDFA formado por PEG/fosfato de potássio para 

tentar purificar a exo-PG e obtiveram valores de 5,49 para o FP no sistema contendo PEG 
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6000 e Y de 89,5% no sistema PEG 400/fosfato de potássio contendo com NaCl. Esses 

valores foram superiores aos obtidos no presente estudo (Y=33,33% e PF=1,98). Kirsch et 

al. (2012) também utilizaram um SDFA formado por PEG/fosfato e observaram a partição 

das proteases produzidas por Lentinus citrinus DPUA 1535 para a fase superior do sistema. 

Esses autores obtiveram a melhor condição para a extração de proteases com MPEG 6000 

(g/mol), CPEG de 17,5% (m/m) e CFOS de 25% (m/m). Os valores obtidos para o FP e Y 

foram de 1,1 e 151%, respectivamente. O maior valor obtido por Cavalcanti et al. (2008) 

para o FP (5,7) foi com CPEG e CFOS de 17,5% e 15%, respectivamente, para a purificação 

de toxinas α de C. perfringens tipo A. 

 

 

Figura 2. Efeitos das variáveis concentração do PEG (CPEG, % m/m) e concentração de 

fosfato (CFOS %, m/m) sobre o fator de purificação da exo-poligalacturonase produzida por 

Aspergillus niger URM 5162 pelo SDFA.  

 

 

A melhor condição obtida foi de 12,5% (m/m) de PEG 8000 (g/mol) e 25% (v/v) de 

fosfato pH 6,0. Estas condições resultaram em um K de aproximadamente de 2,40, Y de 

17,97% e um FP de 1,98 vezes. Esta condição foi considerada a mais adequada para a 

purificação da endo- e exo-PG produzidas por A. niger URM 5162. 
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A variável independente que mais influenciou o K, Y e o FP foi a MPEG. Este 

resultado também foi obtido por Herculano et al. (2012) trabalhando com celulases. O K da 

endo- e exo-PG foram significativamente influenciados pela MPEG (Lima et al., 2002). A 

interação negativa significativa entre CPEG x CFOS também influenciou a resposta das 

variáveis. 

Os resultados indicaram que a variação do pH teve um efeito significativo sobre o 

K e o FP da exo-PG dentro do intervalo de pH estudado (6,0-8,0). O pH, tal como 

discutido acima, pode ter influenciado a partição da exo-PG para a fase superior do sistema 

devido ao ponto isoelétrico na região ácida (Kester et al., 1990). 

O “efeito de volume excluído” não influenciou o particionamento da exo-PG, uma 

vez que ao utilizar uma MPEG de 8000 (g/mol) a enzima foi particionada para a fase 

superior do sistema. O efeito “salting out” também não foi observado, onde em CFOS 

elevadas a exo-PG foi particionada para a fase inferior do sistema (Tabela 2). 

 

Conclusões 

As PG produzidas por A. niger URM 5162, preferencialmente, são particionadas 

para a fase PEG quando utilizando um sistema PEG/fosfato. A condição de MPEG 8000 

(g/mol), CPEG de 12,5% (m/m), CFOS de 25% (m/m) e pH 6,0 é considerada como a mais 

adequada para a purificação das PG produzidas por esta linhagem. A CFOS e MPEG são as 

variáveis que mais influenciam os valores de K, Y e PF da endo- e exo-PG. Os resultados 

obtidos neste trabalho demonstram que o SDFA é uma alternativa promissora e que agrega 

baixo custo na purificação dessas enzimas. 
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6 CONSIDERAÇÕES GERAIS 

A taxonomia da seção Nigri é considerada complexa devido às diferenças sutis 

entre as espécies. Dessa forma, a abordagem polifásica, baseada em caracteres 

morfológicos, bioquímicos e espectral por MALDI-TOF MS, oferece diferentes tipos de 

informações o que permite uma identificação mais precisa das espécies desta seção. O 

MALDI-TOF MS é uma ferramenta importante para a caracterização das linhagens de 

Aspergillus seção Nigri e é considerada rápida, sensível e de baixo custo. Os resultados 

obtidos pela técnica do MALDI-TOF MS corroboram os dados da taxonomia clássica e 

análises bioquímicas. No entanto, poucos trabalhos são encontrados na literatura utilizando 

esta ferramenta na identificação de espécies de Aspergillus seção Nigri. 

A caracterização bioquímica das espécies de Aspergillus seção Nigri quanto à 

detecção da produção de micotoxinas ajuda a solucionar alguns problemas na 

identificação. Algumas linhagens de A. niger, cerca de 20% e 14%, são produtoras de OTA 

e FB2, respectivamente. Uma vez que A. niger é considerado produtor de micotoxinas, 

apesar de ser considerado como GRAS, é imprescindível uma análise prévia quanto ao 

perfil micotoxigênico das linhagens utilizadas em determinados setores industriais, bem 

como a identificação correta em nível de espécie. Linhagens de A. niger são 

frequentemente utilizadas na produção comercial de enzimas, por exemplo, as pectinases 

que são utilizadas no processamento de sucos de frutas, na recuperação de óleos essenciais, 

na extração de óleos vegetais, na fabricação de ração para animais, na indústria de vinhos, 

têxtil e de papel e celulose. 

Assim como a caracterização quanto à produção de micotoxinas, também é 

importante avaliar a capacidade de produzir enzimas por essas linhagens. O método de 

seleção rápida em placa de microtitulação é apropriado para caracterização de uma grande 

quantidade de linhagens fúngicas quanto à produção de poligalacturonases. A linhagem A. 

niger URM 5162, quando imobilizada em casca de laranja, apresenta maiores atividades 

para endo- e exo-PG em um reator de leito fixo, operado sem aeração e é considerado um 

processo promissor para produção destas enzimas. O pH do meio de cultura e a adição de 

pectina no tempo de 96 horas de fermentação não influenciam na produção destas enzimas. 

Durante o processo fermentativo, diferentes tipos de enzimas são produzidas o que 

impede a utilização direta do extrato bruto da fermentação em aplicações industriais. 

Sendo assim, métodos estão sendo desenvolvidos para a separação e purificação de 

proteínas, bem como, organelas celulares e outros produtos biológicos. O SDFA é 
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considerado um dos mais econômicos processos de recuperação e purificação, e possui 

vantagens como: biocompatibilidade, baixo consumo de energia e processamento rápido. 

Ao utilizar um sistema PEG/fosfato, as poligalacturonases produzidas por A. niger URM 

5162 são referencialmente particionadas para a fase PEG do sistema e a condição mais 

adequada para a purificação é obtida com a massa molar do PEG 8000 (g/mol), 

concentração de PEG de 12,5% (m/m), concentração de fosfato de 25% (m/m) e pH 6,0. 

As variáveis que mais influenciaram o coeficiente de partição, o rendimento em atividades 

e o fator de purificação da endo- e exo-PG são a concentração do fosfato e a massa molar 

do PEG, respectivamente. Os resultados obtidos neste trabalho mostram que o SDFA 

composto de PEG/fosfato é uma alternativa promissora e de baixo custo para purificação 

das poligalacturonases.  
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Abstract: Polygalacturonases (PG) are pectinolytic enzymes that have 

technological, functional and biological applications in food processing, fruit 

ripening and plant-fungus interactions, respectively. In the present, a microtitre 

plate methodology was used for rapid screening of 61 isolates of fungi from 

Aspergillus section Nigri to assess production of endo- and exo-PG. Studies of 

scale-up were carried out in a fixed bed reactor operated under different 

parameters using the best producer strain immobilised in orange peels. Four 

experiments were conducted under the following conditions: the immobilised 

cells without aeration; immobilised cells with aeration; immobilised cells with 

aeration and added pectin; and free cells with aeration. The fermentation was 

performed for 168 h with removal of sample every 24 h. Aspergillus niger 

strain URM 5162 showed the highest PG production.  
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