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RESUMO

As espécies de Aspergillus pertencentes a secdo Nigri sdo caracterizadas pela cor negra da
maioria das colonias. A identificacdo destas espécies é complexa devido a alta diversidade
genética. As caracteristicas morfologicas, fisioldgicas, bioquimicas, moleculares e
espectrais sdo ferramentas que podem ser utilizadas na identificacdo polifasica. Aspergillus
niger é a espécie da secdo Nigri mais utilizada na indudstria. Dentre as enzimas produzidas
por este fungo podemos citar as poligalacturonases (PG), que possuem aplicacao
tecnolégica no processamento de alimentos e frutas. Neste trabalho, linhagens de
Aspergillus secdo Nigri foram avaliadas por uma abordagem polifasica baseada na analise
morfologica, bioquimica e espectral por lonizacdo/Dessorcdo de Matriz Assistida por
Laser Tempo-de-Véo/Espectrometro de Massa (MALDI-TOF MS) para sua identificacao e
caracterizacdo. Os dados obtidos a partir dessa abordagem indicaram que os resultados do
MALDI-TOF MS corroboraram os dados da taxonomia classica e analises bioquimicas.
Cerca de 20% e 14% das linhagens de A. niger foram produtoras de ocratoxina A (OTA) e
fumonisina Bz (FB>), respectivamente. As linhagens ndo micotoxigénicas foram avaliadas
quanto a 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
aeracdo. Apds a producdo, as PG foram purificadas pelo sistema de duas fases agquosas
(SDFA) formado por polietilenoglicol e sais de fosfato (PEG/fosfato). A endo-
poligalacturonase (endo-PG) e a exo-poligalacturonase (exo-PG) tiveram preferéncia pela
fase superior do sistema (rica em PEG). Para as duas enzimas, os melhores resultados para
o coeficiente de particdo (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 purificacdo
(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 concentracdo de fosfato de 25% (m/m) a pH 6,0, sendo esta a condicdo
considerada como a mais adequada para a purificagdo das PG produzidas
por A. niger URM 5162. A concentracdo de fosfato e a massa molar do PEG foram as
variaveis independentes que mais influenciaram nos valores de K, Y e FP durante a
purificacdo da endo- e exo-poligalacturonase, respectivamente. Diante dos resultados
obtidos, observa-se que a utilizacdo de uma abordagem polifasica consistindo de anélise
morfolégica, bioquimica e protedmica, permite uma identificacdo mais precisa das

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



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

purificagdo destas enzimas.

Palavras-chave: Aspergillus negros, identificacdo polifasica, ocratoxina A, fumonisina B,

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/lonization 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 (FB:2) 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 B,

polygalacturonases and agueous two-phase system.
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1 INTRODUCAO

A identificacdo e caracterizacdo das espécies de Aspergillus se¢do Nigri, até a
década de 90, eram realizadas levando em consideracdo apenas caracteres morfoldgicos
como: diametro, cor e textura das coldnias, tamanho e ornamentacao do conidio e estrutura
do conidioforo (Klich, 2002; Chulze et al., 2006). Esta se¢do é considerada por muitos
taxonomistas como uma das mais dificies de identificar (Samson et al., 2007a; Noonim et
al., 2008; Varga et al.,, 2011) devido a alta diversidade genética, o que dificulta a
identificacdo baseada unicamente em caracteres morfologicos (Samson et al., 2007a;
Somma et al., 2012).

Dessa forma, diversos pesquisadores tém relatado a importancia de uma abordagem
poliféasica, ou seja, a combinacdo de diferentes ferramentas de identificacdo, como por
exemplo, caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas e moleculares, na
delimitacdo de espécie do género Aspergillus (Samson; Varga, 2009; Sgrensen et al.,
2011). A técnica do MALDI-TOF MS (lonizacdo/Dessor¢do de Matriz Assistida por Laser
Tempo-de-Voo/Espectrometro de Massa) € uma ferramenta emergente que vem sendo
utilizada na identificacdo de fungos (Santos et al., 2010b; Simdes et al., 2013). Estudos
fundamentados na técnica do MALDI-TOF MS tém demonstrado o potencial desta nova
abordagem capaz de discriminar espécies fortemente relacionadas de forma réapida e
precisa em condi¢cdes bem definidas (Kallow et al., 2006; Qian et al., 2008).

A incorporacdo de caracteristicas bioguimicas, como por exemplo, enzimas e
metabdlitos secundarios, tem ajudado a solucionar problemas na identificacdo de fungos
(Simoes et al., 2013). Espécies de Aspergilus secdo Nigri sdo bem conhecidas pela
producdo de varios metabolitos secundarios (Sgrensen et al., 2011). Dentre os metabolitos
produzidos, podemos citar as micotoxinas, que sdo metabdlitos secundarios toxicos que
podem induzir reacBes alérgicas e doencas no homem e em outros animais (Zaki et al.,
2012). As principais micotoxinas produzidas pelas espécies da se¢do Nigri sdo a ocratoxina
A (OTA) e as fumonisinas (FBs), em particular a FB> (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 especies de Aspergillus estdo entre as mais importantes produtoras de
OTA (Frisvad et al., 2006; Abrunhosa et al., 2010), onde pode-se destacar as espécies
pertencentes & secdo 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 sdo micotoxinas cancerigenas originalmente descritas no género Fusarium
(Scott, 2012; Storari et al., 2012b). Aspergillus niger também €é considerado produtor de
FBs uma vez que houve a descoberta dos genes homdlogos para biossintese das
fumonisinas em seu genoma (Frisvad et al., 2007; Logrieco et al., 2010a). As FB1, FB2 e
FBs3 sdo as mais detectadas em linhagens de fungos, sendo a FB> a principal produzida
pelas espécies do “agregado Niger” (Orsi et al., 2000; Soares et al., 2012).

A utilizagdo de fungos como produtores de enzimas € 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 sé&o
frequentemente utilizadas na produgdo comercial de pectinases e sdo classificadas como
GRAS (Generally Regarded as Safe), o que significa que as enzimas derivadas dessas
linhagens sdo aceitaveis para utilizacdo na inddstria alimentar (Pariza; Foster, 1983). No
entanto, uma vez que A. niger € considerado produtor de micotoxinas, como OTA e FBs,
essas podem contaminar os compostos utilizados nos processos de fabricagdo de alimentos,
torna-se imprescindivel a prévia deteccdo de micotoxinas na selecdo de linhagens para
determinados setores industriais, bem como a identificacdo correta em nivel de espécie
(Somma et al., 2012).

Diferentes classes de enzimas tém sido utilizadas para caracterizacdo de fungos
(Simdes et al., 2013). Entre essas substancias cataliticas, as pectinases possuem acao
desesterificantes e despolimerizantes, devido a funcdo de degradar a pectina localizada na
lamela média da parede celular priméaria das células vegetais e sdo classificadas em
pectinesterase (PE), poligalacturonase (PG) e pectina liase (PL) de acordo com a sua forma
de acdo (Dartora et al., 2002). Essas enzimas tém sido utilizadas em varios processos
industriais, tais como no processamento de sucos de frutas, na recuperacdo de 6leos
essenciais, na extracdo de 6leos vegetais, na fabricacdo de racdo para animais, na inddstria
de vinhos, téxtil e de papel e celulose (Uenojo; Pastore, 2007; Laaksonen et al., 2012; Ruiz
et al., 2012). As pectinases correspondem a 25% da producdo de enzimas no mercado
mundial (Gomes et al., 2011).

Durante o processo fermentativo, ocorre a producdo de diferentes tipos de enzimas
0 que impede a utilizagéo direta do extrato bruto da fermentacdo em aplicacdes industriais.
Sendo assim, o desenvolvimento de técnicas e métodos para a separacao e purificacdo de
proteinas, bem como, organelas celulares e outros produtos bioldgicos, tem sido
considerados parametros importantes e emergentes para 0 avan¢co da industria

biotecnologica (Mazzola et al., 2008; Andrews; Asenjo, 2010). A aplicagdo 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 forga i6nica ou pH do meio, associado as caracteristicas da
molécula alvo (tamanho, carga e hidrofobicidade). Esses sistemas podem ser formados por
solucgdes aquosas de dois polimeros (geralmente polietilenoglicol - PEG), ou um polimero
e um sal (por exemplo, fosfato, sulfato ou citrato) (Asenjo; Andrews, 2011). Esse tipo de
sistema é considerado um dos mais econdémicos processos de recuperacao e purificacdo, e
possui vantagens como: biocompatibilidade, baixo consumo de energia e processamento
rapido (Ratanapongleka, 2010).

Diante deste contexto, o objetivo do presente trabalho foi identificar por uma
abordagem polifasica linhagens de Aspergillus secdo Nigri. Os parametros utilizados nesta
abordagem incluiram morfologia, producdo de OTA e FB2, bem como uso da analise
espectral por MALDI-TOF MS. As linhagens ndo produtoras de micotoxinas (OTA e FBy)
foram caracterizadas quanto a producdo de poligalacturonases e as enzimas parcialmente

purificadas pelo sistema de duas fases aquosas (PEG/fosfato).
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Colecéo de culturas

As colecdes de culturas funcionam como unidades de conservacao ex-situ, de forma
que a preservacdo das linhagens de fungos é feita fora do seu ambiente natural por meio de
diferentes métodos de preservacdo (Simdes et al., 2013). Representam uma importante
fonte de recursos bioldgicos permitindo o conhecimento da biodiversidade e a conducéo de
inimeros trabalhos cientificos (Figueiredo, 2001). As informacGes contidas nas colecbes
sdo recursos-chave para o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico (Souza-Motta, 2007).
Um exemplo da importancia das cole¢des de culturas € a utilizacdo 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
cientifica de diversos paises foi estabelecido pela Organizacdo para Cooperacdo e
Desenvolvimento Econémico (OCDE), para discutir os desafios e oportunidades associadas
ao estabelecimento de uma rede global de Centro de Recursos Bioldgicos (CRBs) com a
finalidade de fornecer servigos e serem depositarios de células vivas, de genomas de
organismos, e da informac&o relacionada com a hereditariedade e as funcGes bioldgicas dos
sistemas (Lima, 2007). No Brasil, a criagdo de CRBs possibilita a comunicagédo entre as
instituicbes que possuem colecdes microbianas de referéncia, garantindo que o pais possa
oferecer um material biolégico confiavel e de qualidade, além de fazer a manutencdo da
biodiversidade dentro do territorio nacional (Sette et al., 2007).

A primeira colecdo que se tem registro é a colecdo Kral, estabelecida em Praga,
Republica Tcheca, em 1890, com a finalidade de fornecer culturas puras para estudos
comparativos e identificacdo de bactérias patogénicas. Apos a criacdo da colecdo de Kral,
muitas outras importantes colecdes 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 (Simoes et al., 2003).



20

A World Federation for Culture Collections (WFCC) promove atividades de apoio
aos interesses das cole¢des de cultura e seus usuarios, e oferece informacGes atualizadas
através do World Data Centre of Microorganisms (WDCM), que € um banco de dados
desta federacdo (Simdes et al., 2013). De acordo com o WDCM atualmente estdo
registradas 632 cole¢des de culturas no WDCM, distribuidas em 72 paises (World Data
Center For Microorganisms, 2013). Os continentes que apresentam o maior numero de
colecdes de culturas sdo a Asia e a Europa, com, respectivamente, 219 e 218 cole¢@es. Na
Asia, a Tailandia se destaca com 59 colecBes, preservando aproximadamente 43.106
linhagens, porém o Japdo, a India, a Coréia e a China preservam um maior nimero de
linhagens, 246.343, 216.379, 134.698 e 94.373, respectivamente, mesmo tendo um nimero
menor de colecBes (25, 25, 21 e 25, respectivamente). Ja na Europa, a Franca destaca-se
com 39 colecdes de culturas, preservando aproximadamente 69.946 linhagens de diferentes
tipos de micro-organismos. Entretanto, a Holanda, a Dinamarca e o Reino Unido s&o os
paises que preservam um maior nimero de linhagens, 90.775, 86.951 e 84.132, em apenas
6, 3 e 19 colecbes, respectivamente. Portugal possui cinco colecdes de culturas, onde séo
preservadas 7.035 linhagens de algas, bactérias e fungos. Em toda América sdo encontradas
148 colecdes de culturas, onde o Brasil é o pais que se destaca com 63 colecGes de culturas,
preservando em torno de 165.000 linhagens de diversos micro-organismos como algas,
protozoarios, bactérias e fungos. No mundo, 0s cinco paises que possuem maior numero de
linhagens preservadas sdo: Japdo em primeiro lugar com 246.343, seguido pela India
(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 Ciéncias
Biologicas 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 cole¢do de culturas esta registrada no Commonwealth Mycological
Institute (CMI) sob a sigla URM (University Recife Mycologia) e é filiada ao WFCC sob o
numero 604 (Souza-Motta, 2011).

O primeiro método de preservacéo utilizado pela Micoteca URM foi 0 6leo mineral
(Sherf, 1943). Em 1988, mais dois métodos foram implantados: liofilizacdo (Raper;

Alexander, 1945) e a4gua destilada esterilizada (Castellani, 1967). O metodo de preservacéo
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por ultracongelamento a -80°C foi implantado em 2009 e vem sendo utilizado na
preservacao de linhagens de fungos bem caracterizadas taxonomicamente, espécies raras e
novas, assim como para aquelas produtoras de metabdlitos de interesse econdémico (Souza-
Motta, 2011).

Todas as culturas preservadas na Micoteca URM estdo identificadas em nivel de
espécie e sdo mantidas em duplicata em pelo menos dois métodos de preservagao.
Diferentes métodos de preservacdo devem ser utilizados para uma mesma cultura, na
tentativa de minimizar os ricos de perda de viabilidade, contaminacdo, alteracdes
morfolégicas, fisioldgicas e genéticas, resultando na perda de suas propriedades,
principalmente para as linhagens de interesse industrial (Santos; Lima, 2001; Santos et al.,
2002; Simdes et al., 2013). O custo e a eficacia de cada método de preservacdo sao
aspectos importantes que devem ser levados em consideracdo durante a escolha. Os
métodos mais utilizados na preservacdo de fungos sdo a subcultura, 6leo mineral, agua
destilada, silica gel, ultracongelamento a -80°C e a -196°C, e nitrogénio liquido (Simdes et
al., 2013).

Além de receber amostras de fungos para compor o acervo, a Micoteca URM presta
servigos de fornecimento de amostras, isolamento e identificacdo de culturas, treinamento
de estudantes e profissionais na &rea de taxonomia e preservacdo. Os pedidos sdo
procedentes de instituices de ensino e/ou pesquisa nacionais e internacionais, de
laboratdrios que utilizam amostras de micro-organismos em testes para fabricacdo de
medicamentos, enzimas e outros metabolitos de interesse econdmico. Os fungos
preservados sdo procedentes de diversos substratos e ambientes como solo, residuos
industriais, endofiticos, sedimento de manguezal, dentre outros (Souza-Motta, 2011).

O acervo da Micoteca URM vem sendo caracterizado quanto aos aspectos
taxonémicos (morfoldgicos, fisioldgicos e moleculares), biotecnolédgico, tais como,
producdo de enzimas, antigenos, antimicrobianos, &cidos organicos, utilizacdo no controle
bioldgico de pragas e de doencas 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 Biologica desde 1996. Apesar de ser uma colecdo de pequeno porte,
foi construida com base em critérios bem estabelecidos, levando em consideragcdo normas
de criacdo e operagdo de colecdo de culturas de micro-organismos. Os principais métodos
de preservacdo utilizados pela MUM s&o o de liofilizagdo e ultracongelamento a -80
(Santos; Lima, 2001).
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A MUM encontra-se registrada no centro de dados do WDCM com o numero 816,
sendo membro da European Culture Collections Organization (ECCO) e da WFCC
(Micoteca MUM, 2012). Recentemente, a MUM recebeu a certificacdo pelo seu sistema de
gerenciamento da qualidade com a implantacdo da ISO 9001:2008, o que garante uma
maior credibilidade e competitividade internacionalmente. Sendo assim, a MUM ¢ a
primeira colecdo de culturas microbianas em Portugal e a 232 no mundo a apresentar esse

tipo de certificacdo (Escola de Engenharia — Universidade do Minho, 2012).

2.2 Morfologia e classificagdo do género Aspergillus

Em 1729, o padre-micologista e bidlogo chamado de Pier Antonio Micheli
descreveu pela primeira vez o género Aspergillus. Ao observar as estruturas desse género
ao microscopio, Micheli percebeu a semelhanca com a forma de um aspergillum
(borrifador/aspergidor de 4gua benta), sendo assim, a espécie foi nomeada de acordo com o
objeto (Klich, 2002; Bennett, 2010).

O género Aspergillus representa um anamorfo de ascomiceto pertencente a ordem
Eurotiales, caracterizado pela producdo de esporos assexuais (Klich; Pitt, 1988). A
taxonomia classica do género baseia-se nos caracteres morfoldgicos e fisiologicos, bem
como nas caracteristicas reprodutivas observadas (Raper; Fennell, 1965; Klich, 2002). O
género € de facil identificacdo, porém a identificacdo em nivel de espécie é considerada
algumas vezes complexa. Microscopicamente, 0 género é caracterizado por apresentar a
base do conidiéforo em forma de “T” ou “L”, onde estdo conectados com a hifa vegetativa.
Esta forma ¢ comumente denominada de “célula pé” e quando visualisada pelos
taxonomistas sdo logo identificados como pertencente ao género Aspergillus. O
conidioforo ¢ o ramo que se desenvolve a partir da “célula pé”, podendo apresentar
diferentes comprimentos. No apice do conidiéforo é formada a vesicula através da
expansdao do conidi6foro. A vesicula pode possuir diferentes formas e tamanho
dependendo da espécie (Figura 1). Os conidios sdo produzidos nas fidlides que saem
diretamente da vesicula. As espécies que possuem essa forma (vesicula/fialide) sdo
denominadas de uniseriadas (Figura 2a). Nas outras espécies, hd uma segunda camada de
células entre a vesicula e as fialides. Esta segunda camada de células é denominada de
métulas e as espécies de Aspergillus que possuem métulas sdo denominadas de biseriadas
(Figura 2b) (Klich, 2002).
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(1l

Figura 1. Formas de vesiculas de Aspergillus: a) globosa ou esférica; b) piriforme; c)

espatulada e d) clavada.

a b

Figura 2. a) Conidioforo uniseriado de Aspergillus, ou seja, apresenta apenas uma unica
camada de células (fidlides) que dardo origem aos conidios; b) Conidiéforo biseriado de

Aspergillus, ou seja, apresenta duas camadas de células (métulas e fialides).
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Algumas espécies de Aspergillus produzem células de Hiille, que s&o células de
paredes muito espessas e refringentes, cuja fungdo ainda ndo é completamente conhecida
(Klich; Pitt, 1988). As células de Hulle por vezes sdo consideradas células de suporte ou de
reserva nutritiva para o fungo.

O tamanho, a cor e a ornamentacdo da parede dos conidios sdo importantes
caracteristicas de identificacdo. As espécies de Aspergillus secdo Nigri possuem conidios
de cor negra, no entanto, as da se¢cdo Fumigati, Nidulantes e Flavi possuem conidios de cor
verde (Klich, 2002; Bennett, 2010). Outras caracteristicas morfolégicas usadas na
identificacdo das espécies sdo as cores e diametro da colénia, a producdo de exudatos e
pigmentos sollveis, taxa de crescimento, termotolerancia e a presenca de esclerocio e
clestotécio. As secdes possuem diferentes coloragfes para as coldnias, o que torna essa
caracteristica macroscopica de grande importancia na diferenciacdo. As cores das colonias
podem variar de varios tons de verde, amarelo, marrom, branco, preto e cinza. As
caracteristicas morfoldgicas dos esclerdcios, como cor, forma e tamanho, também devem
ser considerados durante a identificacdo (Klich, 2002). As linhagens de Aspergillus devem
ser crescidas em meios de cultura especificos (Samson et al., 2007a), uma vez que
alteraces morfoldgicas podem surgir de acordo com o meio utilizado.

Apos a primeira descricdo do género Aspergillus feita Micheli (1729), muitas outras
espécies comecaram a ser descritas por Thom e Church (1926). Thom e Church (1926),
baseados em caracteres morfologicos, aceitaram 69 espécies de Aspergillus, onde foram
divididas em 11 grupos. Thom e Raper (1945) estabeleceram 77 espécies para 0 género,
com 10 variedades em 14 grupos. Raper e Fennell (1965) descreveram 132 espécies
pertencentes ao género e as subdividiram em 18 grupos, com base em caracteristicas
culturais e morfoldgicas. Em 1985, Gams et al. reorganizaram 0S grupos em secdes
pertencentes a seis subgéneros: Aspergillus, Circumdati, Clavati, Fumigati, Nidulantes e
Ornati.

Em 2000, Pitt et al. publicaram uma lista com 0s nomes das espécies aceitas e
sinbnimos na familia Trichocomaceae. Duzentas e quatro espécies foram aceitas para o
género Aspergillus e teleomorfos associados. Peterson (2000) em um estudo filogenético
com o rDNA de 215 Aspergillus, sugeriu uma alteracdo na nomenclatura, onde as espéecies
estariam em trés subgéneros e 16 secdes (Tabela 1).
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Tabela 1. Subgéneros e se¢Oes para o0 género Aspergillus segundo Peterson (2000).

Subgénero Secao
Asperaillus Aspergillus, Candidi, Cervini, Circundati, Cremei, Flavi, Flavipedis, Nigri,
Perg 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 Tsrl) dividiram a familia Trichocomaceae em trés
familias, 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 subgéneros Aspergillus, Aspergillus secéo
Cremei, Circundati, Fumigati, Nidulantes e um subgrupo formado pelos géneros
Phialosimplex e Polypaecilum. Os quatro subgéneros apresentados por Houbraken e
Samson (2011) corroboram os dados apresentados por Peterson (2008). Ao utilizar uma
analise multigénica, Peterson (2008) aceitou cinco subgéneros (Aspergillus, Circumdati,
Fumigati, Nidulantes e Ornati) e 16 secOes, sendo as se¢bes Clavati, Cervini e Fumigati
colocadas no subgénero Fumigati. Houbraken e Samson (2011) mostraram que as espécies
estudadas para secdo Cremei estiveram estreitamente relacionadas com as espécies
pertencentes ao subgénero Aspergillus do que com o subgénero Circumdati como relatado
por Peterson (2008). O subgénero Nidulantes é constituido pelas secGes Nidulantes,
Ochraceorosei, Usti, Sparsi e Aeni (Peterson, 2008; Varga et al., 2010a). A se¢do Aeni ndo
foi confirmada por Houbraken e Samson (2011), pois ndo houve representantes inclusos no
trabalho, e a secdo Ornati, pertencente ao subgénero Ornati, ndo esteve agrupada em
Aspergillus stricto sensu.

Segundo Geiser et al. (2007) sdo conhecidas aproximadamente 250 espécies de
Aspergillus. No entanto, muitas espécies de Aspergillus estdo sendo identificadas com base
em caracteres morfoldgicos, fisioldgicos e moleculares. Se considerarmos que as espécies

de fungos sdo estimadas para variar de 0,5 a 9,9 milhdes (Hawksworth, 2001), muitas
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espécies ainda estdo por ser descritas. Na Tabela 2 sdo listados manuais e monografias
importantes para a identificacdo das espécies de Aspergillus.

Tabela 2. Manuais e monografias importantes para a identificacdo 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. Adva.nces in Penicillium and Aspergillus Systematics (New
York: Plenum).
A Laboratory Guide to Common Aspergillus Species and

1988 Klich, M.A. & Pitt, J.1. Their Teleomorphs (North Ryde, Australia: Division of Food
Processing).

1989 Kozakiewicz, A. Aspergl!lus Species on Stored Products (Wallingford: CAB
International).

. Modern Concepts in Penicillium and Aspergillus

1990 Samson, R-A & Pitt, J.I Classification (New York: Plenum Press).
Integration of Modern Taxonomic Methods for Penicillium

2000 Samson, R.A, & Pitt, J.1. and Aspergillus classification (Amsterdam: Harwood
Academic Publications).

2002 Klich, M.A. Identification of Commop Aspergillus Species (Utrecht:
Centraalbureau voor Schimmelcultures).

2007 Geiser et al. The cur_rent status os species recognition and identification in
Aspergillus.

2007 Pitt, J.I. & Samson, R.A. Nomen_clatural c.on5|derat|0ns in naming species of
Aspergillus and its teleomorphs.

2007b Samson et al. The species concept in Aspergillus: recommendations of an
international panel.

2007 Samson, RA. & Varga, J. Asperglllt_Js systematics in the genomic era (Utrecht: CBS
Fungal Biodiversity Centre).

2010a Varga et al, Aspergillus sect. Aem sect. nov., a new sect_lon of th_e genus
for A. karnatakaensis sp. nov. and some allied fungi

2011 Varga et al. New and revisited species in Aspergillus section Nigri

2012 Jurjevié et all, T_wo novel species of Aspergillus section Nigri from indoor

alr

2.3 Taxonomia da sec¢ao Nigri

A identificacdo dos Aspergillus secdo Nigri é considerada uma das mais complexas

do género, tendo como principais caracteristicas, conidios de coloracdo marrom-escura a

negros, conidiéforo hialino ou levemente pigmentado proximo ao apice, esterigma

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

Em 1926, Thom e Church baseados em caracteristicas morfologicas agruparam as

espécies de Aspergillus e descreveram 13 espécies, para 0 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 combinagdes. Thom e Raper (1945)
reduziram esse numero proposto para 15 espécies e baseado no tamanho do conidio e na
presenca ou auséncia de métulas subdividiu o Grupo Aspergillus niger.

No manual de classificacdo de Raper e Fennell publicado em 1965 sdo 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 diferenciacdo das espécies foi realizada levando em consideracéo
caracteres morfolégicos como: coloracdo e tamanho da colbnia, seriagdo (uni ou
biseriado), forma e ornamentagdo dos conidios.

Al-Musallam (1980) revisou a taxonomia deste grupo de fungos usando anélise de
agrupamento envolvendo parametros morfoldgicos 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” constituido de duas espécies, A. foetidus e A. niger.
Aspergillus niger nesta revisdo € 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 mudangas propostas por Al-
Musallam (1980).

Gams et al. (1985) reclassificaram o género Aspergillus em subgéneros e secOes
seguindo o Cdadigo Internacional de Nomenclatura Botanica e criou a se¢do Nigri dentro do
subgénero Circundati. Kozakiewicz (1989) baseada na ornamentacdo dos conidios,
mediante técnica de microscopia eletrénica de varredura (MEV), propds uma nova
classificacdo para as espécies de Aspergillus negros. Considerou dois tipos de
ornamentacdo dos conidios: i) verrucoso, a que pertenciam os conidios do “agregado
Niger” (A. acidus, A. citricus e A. niger) e A. fonsecaeus; ii) equinulado, a que pertenciam
os conidios de A. carbonarius, A. ellipticus, A. helicotrix, A. hetermorphus e A. japonicus.
Nessa classificacdo, Kozakiewicz (1989) distinguiu cinco variedades de A. niger e uma de
A. citricus.

Klich (2002) descreve em seu manual de identificacdo apenas as espécies mais
comuns de Aspergillus. Essa descricdo foi baseada em critérios morfologicos, onde para a
secdo Nigri foram descritas cinco espécies: A. awamori, A. carbonarius, A. foetidus, A.

japonicus e A. niger, mencionando o status taxondmico de A. aculeatus em discussao.
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Atraves de analises filogenéticas utilizando-se de dados moleculares e apoiando-se
em dados morfoldgicos, Varga et al. (2003) sugeriram que a secdo 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 sdo morfologicamente indistinguiveis e,
portanto, pertencem ao denominado “agregado Niger”. Aspergillus awamori, A. usamii, A.
phoenicis e A. ficuum foram reduzidas a sindbnimos, 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 producdo de metabdlitos secundarios e caracteristicas morfologicas
como: coloracdo e didmetro da col6nia, presenca e cor de esclerécios, tamanho e
ornamentacdo dos conidios, e sequenciamento do gene da B-tubulina, para algumas
espécies, Samson et al. (2004) aceitaram 15 espécies pertencentes a secdo 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 secao Nigri, onde foram
observadas caracteristicas como: coloragdo e didmetro da col6nia, fisiologia, producéo de
metabolitos secundarios, e sequenciamento da regido ITS, do gene da B-tubulina e
calmodulina. As espécies aceitas por esses autores sdo: 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 determinacdo das espécies de Aspergillus secdo Nigri e descreveram quatro
novas espécies: A. eucalypticola, A. fijiensis, A. indologenus e A. neoniger. No entanto,
Jurjevi¢ et al. (2012) e Hubka e Kolarik (2012) sugerem que A. fijiensis seja considerado
sinbnimo de A. brunneoviolaceus pois as sequéncias de multilocus analisadas sdo
indistinguiveis. Os autores também sugerem que A. japonicus seja considerado sindnimo
de A. violaceofuscus, pois os resultados filogenéticos obtidos ndo confirmam a separacao
em duas espécies diferentes. Aspergillus violaceofuscus foi revisada por Varga et al.
(2011) e considerada como uma espécie devido as diferencas filogenéticas. Sao listadas na

Tabela 3 as espécies consideras como pertencentes a se¢do Nigri por diferentes autores.



Tabela 3. Espécies de Aspergillus se¢do Nigri aceitas por diferentes autores.
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Espécies Raper; Fennell Klich Samsonetal. Samsonetal. Vargaetal. Hu_bka e Jurievi¢ et al.
(1965) (2002) (2004) (2007a) (2011) Kolarik (2012) (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 Identificacd@o das espécies do género Aspergillus - uma abordagem polifésica

Devido a ndo existéncia de técnicas de identificacdo que funcionem com perfeigdo
no reconhecimento das espécies, uma abordagem polifasica foi proposta héa
aproximadamente 35 anos (Samson; Varga, 2009). Essa abordagem polifasica € sugerida
na separacdo de espécies, visando uma combinagdo de diferentes tipos ferramentas de
identificacdo como, por exemplo, morfologia, dados moleculares, fisiologia, perfis
bioquimicos e dados ecoldgicos (Samson et al., 2007a; Samson; Varga, 2009). A
taxonomia do género Aspergillus tem sido recentemente re-investigada utilizando dados
morfologicos, producdo de metabolitos secundarios, fisiologia e dados moleculares
baseados no sequenciamento da regido ITS do rDNA, dos genes da p-tubulina e
calmodulina (Varga et al., 2007a, Houbraken et al., 2007).

As técnicas moleculares revelaram a grande diversidade existente entre as espécies
de Aspergillus se¢do Nigri, confirmando que a identificacdo baseada unicamente em
caracteres fenotipicos torna-se bastante complexa (Samson et al., 2007a; Varga et al.,
2011). Muitas espécies pertencentes a secdo Nigri estdo sendo descritas com base em uma
abordagem polifasica, 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 (Sgrensen et al., 2011), A. floridensis (Jurjevi¢ et al.,
2012) e A. trinidadensis (Jurjevi¢ et al., 2012).

A delimitagdo de espécies com base em ferramentas moleculares vem encontrando
problemas relacionados aos genes paralogos. Em Aspergillus a B-tubulina possui dois
genes pardlogos 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 B-tubulina em outras se¢bes do género Aspergillus e
em outros grupos de fungos. Vérias espécies descritas recentemente sdo diferenciadas com
base em apenas um locus, o que proporciona dados insuficientes. Em muitos casos é dificil
determinar quais o0s caracteres que realmente definem uma espécie. Os critérios
morfoldgicos sdo considerados insuficientes e uma série de novos metabolitos secundarios

estdo sendo descritos (Hubka; Kolarik, 2012). Sendo assim, muitos pesquisadores tém
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utilizado a taxonomia polifasica, de modo a minimizar ao méximo erros na identificacdo

das espécies.

2.3.1.1 Caracteres morfoldgicos

As caracteristicas macroscopicas e microscopicas sao fundamentais na identificacdo
dos fungos. A identificagdo morfologica, como o préprio nome diz, € baseada na
observacao dos caracteres morfologicos do fungo, como por exemplo, didmentro, cor e
textura da col6nia, seriacdo (uni ou biseriada), ornamentacao, forma e tamanho do conidio
e tipo de cabeca conidial. O mais importante manual de identificacdo do género
Aspergillus foi baseado em caracteres morfoldgicos (Raper; Fennell, 1965).

A identificacdo de algumas espécies tem sido feita apenas com base na morfologia.
Samson et al. (2007a) apresentaram alguns caracteristicas morfoldgicas para diferenciacao
de A. sclerotiicarbonarius das demais espécies da secdo Nigri. Aspergillus
sclerotiicarbonarius produz esclerocios de cor amarelo-alaranjado e reverso da coldnia
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 a sua incapacidade de crescimento neste meio. Os taxonomistas
contemporaneos 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 monossacarideos a biomassa vegetal bruta, encontram-se
disponiveis na base de dados denominada “Fungal Growth Database Linking Growth to
Genome”. Esses perfis podem ser utilizados na comparacdo do crescimento e no
entendimento da especificidade do fungo diante de diferentes fontes de carbono (Fung-
Growth, 2012).

Também com base na coloragdo dos esclerdcios Silva et al. (2011) diferenciaram A.
tubingensis de A. niger pela producéo destas estruturas variando de cor branca a rosa. No
entanto, Samson et al. (2004) relataram que a producdo de esclerdcios 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 séo espécies consideradas produtoras de esclerocios por Samson et al.
(2004, 2007a) e A. ibericus ndo € considerado produtor (Serra et al., 2006).
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As caracteristicas dos conidios também sdo importantes para identificacdo de
algumas espécies, por exemplo, A. homomorphus e A. ibericus produzem conidios
espinhosos, enquanto outras espécies produzem conidios variando de liso ou quase liso,
incluindo A. lacticoffeatus e A. vadensis. As caracteristicas dos conidios sdo consideradas
fundamentais na identificacdo e diferenciacdo das espécies de fungos, pois suas
caracteristicas independe das condigdes de crescimento (Simdes et al., 2013). Aspergillus
carbonarius, A. ibericus, A. homomorphus, A. sclerotiicarbonarius e A. sclerotioniger séo
espeécies que produzem conidios grandes (Samson et al., 2007a).

Klich (2002) e Silva et al. (2011) descreveram algumas caracteristicas morfoldgicas
capazes de diferenciar A. foetidus de outras espécies de Aspergillus secdo Nigri. Segundo
esses autores, conidiéforos curtos e conidios pequenos, de parede delicadamente espinhosa
qguando formados e, quando maduros, apresentam parede lisa sdo as principais
caracteristicas capazes de diferenciar A. foetidus. Segundo Samson et al. (2004) A.
foetidus, A. niger e A. tubingensis continuam a ser dificeis de identificar com base em
caracteres morfologicos.

Quanto as espécies uniseriadas, Klich (2002) descreve A. aculeatus e A. japonicus
como espécies morfologicamente semelhantes. As principais caracteristicas morfoldgicas
utilizadas na identificagdo de A. aculeatus sdo vesiculas grandes variando de (15) 25-55
(100) um e conidios elipsoidais. De acordo com esta autora, A. japonicus é considerada
como uma espécie e A. aculeatus como uma espécie onde 0 seu status taxondmico ainda
encontra-se em questao.

Dorge et al. (2000) apresentaram um método automatico de identificacdo de fungos
baseado apenas na analise de imagens digitais de col6nias apds crescimento em meio de
cultura padrdo. Imagens de culturas de referéncia foram utilizadas como padrdo para
identificacdo. Das imagens digitais foram extraidas caracteristicas como cor, diametro e
textura da colonia. As imagens sdo corrigidas de forma a se obter um conjunto de imagens
correspondentes no que diz respeito a iluminacdo. No entanto, ndo ha um método de
identificacdo que funcione perfeitamente, por isso muitos taxonomistas do género
Aspergillus tém aderido a identificacdo polifasica (Geiser et al., 2007; Rodrigues et al.,
2009; Rodrigues et al., 2011; Silva et al., 2011; Simdes et al., 2013).
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2.3.1.2 Perfis de metabdlitos secundarios

Caracteristicas bioquimicas tais como a producdo de metabolitos secundarios vem
sendo utilizadas por taxonomistas para auxiliar na identificacdo das espécies de fungos
(Kozakiewicz, 1989). Através dos perfis de metabdlitos secundarios produzidos e da
especificidade que estes apresentam com algumas espécies, pode-se ter a identificacdo
(Frisvad et al., 2007; Samson; Varga, 2009).

Muitas espécies possuem uma Unica combinacdo de compostos organicos e alguns
compostos sdo exclusivamente produzidos por uma espécie. Aspergillus heteromorphus
possui uma combinacdo Unica de metabdlitos secundérios, incluindo alcalbides indolicos, e
nenhum deles com estrutura ainda definida. Muitos dos metabdlitos secundarios
encontrados sdo ainda de estrutura desconhecida, mas s&o muitas vezes utilizados na
identificacdo de uma ou mais espécies da secdo Nigri (Samson et al., 2007a). Um total de
145 metabdlitos foi isolado a partir das espécies biseriadas da secdo Nigri e tiveram suas
estruturas elucidadas. As espécies de Aspergillus secdo Nigri sdo consideradas excelentes
produtoras de diferentes metabolitos secundarios (Nielsen et al., 2009).

Samson et al. (2007a) detectaram a producdo 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 sdo 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 producdo de pirofens e tensidols € 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 secdo Nigri, exceto A.
brasiliensis, A. costaricaensis e A. vadensis, podemos encontrar piranonigrina A. As
espécies uniseriadas, com excecdo de A. japonicus, sao produtoras de acido secal6nico D,
no entanto A. homomorphus, espécie biseriada, também é produtora desse metabolito
secundario. Aspergillus ellipticus produz metabdlitos encontrados na secdo Candidi
(terfenilina e candidusina) e se¢do Usti (austidiol) (Samson et al., 2007a).

As nafto-y-pirones (NGPs) representam a familia mais abundante de metabolitos
secundarios da secdo Nigri. Aspergillus acidus, A. brasiliensis, A. carbonarius, A.
costaricaensis, A. ibericus, A. niger, A. piperis, A. sclerobtiicarbonarius, A. sclerotioniger,

A. tubingensis e A. vadensis sdo consideradas produtoras de NGPs. Aspergillus
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aculeatinus, A. aculeatus, A. ellipticus, A. heteromorphus, A. homomorphus, A. japonicus e
A. uvarum sdo as ndo produtoras de NGPs (Nielsen et al., 2009).

A principal micotoxina produzida pela secdo Nigri tem sido a ocratoxina A (OTA)
e seus precursores (ocratoxina B, o e B) (Nielsen et al., 2009). A producédo de OTA foi
detectada em A. carbonarius, A. lacticoffeatus, A. niger e A. sclerotioniger, sendo A.
carbonarius um produtor obrigatério desta micotoxina. Em A. niger a producgdo de OTA €
encontrada em aproximadaamente 6% das linhagens (Samson et al., 2007a) e recentemente
foi descoberto que esta especie também podem produzir fumonisina Bz (FB2) e fumonisina
B4 (FB4) (Frisvad et al., 2007; Noonim et al., 2009).

Os perfis de metabolitos secundarios produzidos por plantas, liquens, actinomicetos
e fungos filamentos sdo utilizados como ferramentas complementares aos tradicionais
métodos de identificacdo. Esse tipo de identificacdo 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 espectrometro de massas possui alto
grau de precisdo e sensibilidade na determinacdo da massa molecular de compostos
bioldgicos (Poland et al., 2001). E no espectrdmetro de massas que ocorre a ionizacio da
molécula, passagem por um analisador de massas, onde ocorrerd a separagdo dos ions
formados de acordo com a razdo massa-carga (m/z) e registros da abundéncia de cada um
dos ions para obtencdo de um espectro de massa (Bonner et al., 2002; Graham et al.,
2007).

A ionizacdo por elétrons (IE) € o método mais comum em espectrometria de
massas, onde ocorre volatizacdo das substancias em alto vacuo, de forma que apenas 0s
compostos volateis possuem seu peso molecular determinado. Sendo assim, as
biomoléculas, tais como peptideos, proteinas e oligonucleotideos ndo eram analisados
devido a instabilidade térmica para serem volatilizadas (Tanaka et al., 1988; Marques,
2006).

As técnicas de “ionizagdo suave” foram desenvolvidas no final da década de 80
como a ionizagédo por ESI-MS (Espectrometria de Massas com lonizagao por Electrospray)

(Whitehouse et al., 1985) e a ionizagdo por MALDI (lonizagdo/Dessorcdo de Matriz
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Assistida por Laser) (Karas; Hillenkamp, 1988), tornando possivel o uso da espectrometria
de massas na anlise de moléculas de baixa massa molecular até biomoléculas com massas
acima 1 milhdo 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 principio
esta na adsor¢do/ionizagdo da amostra juntamente com uma matriz quimica.

A matriz é um composto organico capaz de adsorver a radiacdo emitida pelo laser.
Vérias matrizes estdo disponiveis no mercado e a escolhe deve ser feita de acordo com o
laser utilizado no MALDI-TOF MS (lonizagdo/Dessorcao de Matriz Assistida por Laser
Tempo-de-Voo/Espectrometro de Massa). As matrizes mais utilizadas para analise de
fungos séo o &cido 2,5-di-hidrdxi-benzoico (DHB) e o0 4cido a-ciano-4-hidroxi-cinamico
(CHCA) e sdo apropriadas para a analise de moléculas com massa variando de 2 a 20 kDa.
A escolha da matriz é fundamental para obtencdo de espectros de qualidade, assim como o
procedimento de preparacdo da amostra e a preparacdo da amostra na placa a ser analisada
(Williams et al., 2003; Santos et al., 2010b; Santos et al., 2011; Simdes et al., 2013).

As funcdes da matriz, contendo moléculas aromaticas, € diluir a amostra e adsorver
a energia do laser, seguida pela ionizacdo da amostra (Marvin et al., 2003). O analito €é
misturado a matriz energética, de modo a garantir o excesso da matriz com relagdo ao
analito para que haja o processo de cristalizacdo da amostra (Karas et al., 2000; Kickman
et al., 2007). Um feixe de laser de nitrogénio, operando no modo pulsado, com
comprimento de onda préximo ao da ultravioleta (UV) incide sobre a mistura
matriz/analito ionizando suave e eficientemente, de forma a evitar a degradacdo das
proteinas a serem analisadas (Su; Tseng, 2007; Santos et al., 2010b). Apds a incidéncia do
laser, a energia recebida pela matriz é transferida, por um processo de adsorcao, para as
moléculas do analito tornando-as ionizadas (Krader; Emerson, 2004). Os ions formados
sdo analisados no TOF, onde sdo acelerados e separados de acordo com o “tempo de voo”,
considerando a distancia até o detector, a velocidade que 0s ions se movimentam e a razdo
m/z (Graham et al., 2007; Carbonnelle et al., 2011). Os ions mais leves chegam mais
rapidamente ao detector, enquanto os ions mais pesados demoram mais tempo
(Krishnamurthy et al., 2000; Lay, 2000; Fenselau; Demirev, 2001; Lay, 2001). O aparelho
deve ser calibrado antes das analises das amostras utilizando-se células de Escherichia coli
DH5a e proteinas 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 (proteinas, peptideos e polimeros) deve-se

utilizar o modo linear, que abrange massas moleculares variando de <100 Da a mais de
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1000 kDa, e 0 modo refletor oferece maior resolugdo de moléculas menores variando de 0
e 100 Da, podendo resolver até 5000 Da (Santos et al., 2010b). Na anélise de fungos por
MALDI-TOF MS as moléculas analisadas sdo as proteinas ribossomais e estruturais, que
possuem massa molecular variando de 2000 a 20000 Da, onde 0 modo linear é 0 mais
adequado para esse tipo de analise (Maier et al., 2006).

Os espectros gerados sdo analisados por comparagdo com outros espectros
existentes em uma base de dados (Tonolla et al., 2010) e para identificacdo de micro-
organismos é necessario um programa, como por exemplo o BioTyper™ (Bruker Daltonics
Inc., Bremen, Germany) ou Saramis® (AnagnosTec GmbH, Potsdam-Golm, Germany),
onde as proteinas desconhecidas sdo comparadas com massas moleculares de referéncia
contidas no programa (Santos et al., 2010b). No entanto, para a identificacdo correta das
espécies é necessario o estabelecimento de um banco de dados espectral completo (Hettick
et al., 2008).

A técnica do MALDI-TOF MS baseia-se na analise de caracteristicas fenotipicas,
que variam de acordo com meios de cultura e tempo de incubacdo (Valentine et al., 2005;
Carbonnelle et al., 2011). As condi¢bes 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 detec¢do e identificagdo de proteinas através do peso
molecular, chegando a identificacdo de micro-organismos (Barbuddhe et al., 2008; Hsieh
et al., 2008; Vanlaere et al., 2008; Wittwer et al., 2011). A identificacdo ¢ feita por analise
de espectros, que variam entre 0s micro-organismos, sendo alguns especificos para
determinados géneros e espécies. Varios estudos de identificacdo de fungos tém aplicado
esta ferramenta, considerada rapida, sensivel e de pequenos custos de reagentes, onde uma
boa discriminacdo 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 analise com o MALDI-TOF
MS. Chen e Chen (2005) analisaram conidios 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 conidios foram misturados com a solucéo
matriz do MALDI e analisados. Os perfis de massa espectral foram semelhantes para as

linhagens de uma mesma espécie e o0s ions biomarcadores foram distintos para as
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diferentes espécies de Penicillium. Com base nesses ions biomarcadores pode-se fazer uma
rapida e confiavel identificacdo das espécies.

Kallow et al. (2006) compararam linhagens de A. ibericus com outras espécies de
Aspergillus secdo Nigri pela técnica do MALDI-TOF MS. As espeécies de Aspergillus
secdo 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” € formado por espécies que séo dificeis de serem identificadas devido a
alta similaridade entre elas. O agregado foi composto por A. niger, A. phoenicis e A.
tubingensis. Aspergillus vadensis € a espécie mais relacionada com A. tubingensis, porém
todas as espécies de Aspergillus secdo Nigri estdo bem relacionadas. As espécies
uniseriadas, A. aculeatus e A. japonicus, apresentam-se em um mesmo grupo e A. ellipticus
aparece proximo a essas duas espécies no dendrograma. Poucos trabalhos sdo encontrados
na literatura utilizando o MALDI-TOF MS para Aspergillus secdo Nigri. Esta técnica deve
ser utilizada como uma ferramenta de apoio dentro de uma abordagem polifésica no

processo de identificacdo de fungos.

2.4 Micotoxinas

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios de baixo peso molecular produzidas
por fungos e comumente contaminantes em produtos agricolas 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 metabdlitos secundarios sao
formados durante a fase estacionaria de crescimento e ndo apresentam significancia
aparente para o crescimento ou metabolismo do fungo. A origem desses metabdlitos parece
ser devida ao acumulo de precursores dos metabdlitos primarios, tais como aminoéacidos,
acetato, piruvato e outros. Dessa forma, a sintese das micotoxinas ocorre para que haja
uma diminui¢do da quantidade desses precursores, 0s quais ndo sdao requeridos para o
metabolismo (Food Ingredients Brasil, 2009).

A historia das micotoxinas teve inicio em 1960 no Reino Unido quando houve um
surto inexplicvel de mortes de perus. Apds investigacdo, chegou-se a conclusdo de que o

problema estava relacionado a ragdo produzida com amendoim importado da Africa 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 a salde humana, por apresentar efeitos
carcinogénicos, mutagénicos, teratogénicos, imunossupressores e podem gerar problemas
hepéticos (Cardwell, 2001; Maziero; Bersot, 2010; Brera et al., 2011).

Nos paises em desenvolvimento, a ocorréncia de micotoxinas em alimentos e
derivados é ainda mais séria uma vez que os produtos de boa qualidade sdo normalmente
exportados e os de qualidade inferior, ou seja, 0s que apresentam niveis de micotoxinas
superiores aos permitidos nos paises importadores, sdo vendidos no mercado interno,
colocando em risco a satde da populagdo (Dawson, 1991).

Estudos tém revelado a existéncia de 400 tipos de micotoxinas (Betina, 1984),
porém as principais sdo AFs, deoxinivalenol (DON), fumonisinas (FBs), OTA, patulina
(PAT) e zearalenona (ZON) (Rodriguez-Amaya; Sabino, 2002; Murphy et al., 2006; Food
Ingredients Brasil, 2009). As micotoxinas de maior importancia para saide humana e
animal, bem como para o agro-negocio sdao as AFs, FBs, OTA, ZON, tricotecenos e
toxinas tremorgénica. Estas micotoxinas sdo responsaveis por perdas de milhdes de ddlares
ao ano (Zain, 2011).

As micotoxinas que sdo consideradas importantes na contaminacdo de alimentos
sdo produzidas principalmente por Alternaria, Aspergillus, Claviceps, Fusarium e
Penicillium (Maziero; Bersot, 2010) (Tabela 4). A presenca do fungo toxigénico no grao
ndo implica necessariamente na producdo de micotoxinas, uma vez que para que sejam
produzidas € necessario condi¢bes favoraveis de aeracdo, pH, temperatura, umidade,
injuria mecanica no produto, o tipo de produto, além dos fatores biolégicos, como a
susceptibilidade dos vegetais a infeccdo fangica (Prieta et al., 1994; Pereira et al., 2002;
Maziero; Bersot, 2010). Muitos desses fatores aparecem durante a colheita, o
processamento, a conservagdo e o armazenamento dos alimentos (Prieta et al., 1994).
Geralmente as micotoxinas sdo termoestaveis, resistindo a determinados tratamentos
térmicos de industrializacdo e embalagem, os quais sdo apenas suficientes para remoc¢éo
dos fungos (Chu, 1991; Molin; Valentini, 1999; Maziero; Bersot, 2010).
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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. Aflatoxina B1 Hepatoxica, nefrotdxica e
parasiticus carcinogénica

Trigo, aveia, cevada, Penicillium citrinum Citrinina Nefrotoxica para suinos

milho e arroz

Centeio e grdos em geral ~ Claviceps purpurea Ergotamina Gangrena de extremidades

ou convulsoes

Milho Fusarium verticillioides Fumonisinas Cancer de esdfago

Cevada, café e vinho A. ochraceus e A. Ocratoxina Hepatdxica, nefrotoxica e
carbonarius carcinogénica

Frutas e sucos de frutas P. expansum e P. Patulina Toxicidade vagamente

Milho, cevada, aveia,
trigo e centeio

Cereais

griseofulvum

Fusarium sp,
Myrothecium sp
Stachybotrys sp
Trichothecium sp

F. graminearum

Tricotecenos: T2,
neosolaniol, fusanona
X, nivalenol,
deoxivalenol

Zearalenona

estabelecida

Hemorragias vomitos e
dermatites

Baixa toxicidade;
sindrome de
masculinizagéo e
feminizag¢do em suinos

FONTE: Food Ingredients Brasil (2009).

As legislacdes referentes aos limites maximos de micotoxinas em alimentos in

natura e processados, incluindo ragGes para animais de abate e de estimacéo, tém sido
regulamentadas por muitos paises na tentativa de proteger a populacdo dos efeitos
causados. Os paises membros do Mercosul, englobando Argentina, Brasil, Paraguai e
Uruguai, possuem uma legislacdo comum para as AFs. O Uruguai possui a mais detalhada
legislacdo da Ameérica Latina, apresentando limites de deteccdo para alcaldides erg6ticos
em racdo, 0 que é inédito para qualquer legislagdo no mundo. Os alcalGides erg6ticos sdo
metabolitos secundarios produzidos por fungos, cuja producdo ocorre nos esclerdcios de
diversas espécies do género Claviceps (Embrapa, 2007). No Brasil, as AFs eram as unicas
micotoxinas cujos limites maximos de deteccdo em alimentos estavam previstas na
legislacdo. Em 2002, o Ministério da Saude através da Resolugdo RDC n° 274, da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), publicada no Diario Oficial da Unido,

estabelece os limites admissiveis para AFs (Leite: Leite fluido — 0,5 pg/L; Leite em p6 — 5
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ug/Kg; Milho — 20 pg/Kg e amendoim — 20,0 ug/Kg) em determinados produtos, porém,
apenas para os destinados a exportagdo (Anvisa, 2002).

Em Fevereiro de 2011 a Anvisa publicou no Diario Oficial da Unido a Resolucéo
RDC 07/2011 onde alimentos comercializados no Brasil como leite e produtos lacteos,
sucos de macd e uva, café torrado (moido ou em grdo) e sollvel, entre outros, deverdo
respeitar um limite maximo para a presenca de micotoxinas. Este regulamento estabelece
limites maximos para as AFs (Aflatoxina Bi, B2, Gi, G2 e M1), OTA, DON, FBs (FB:1 +
FB2), PAT e ZON. Os produtores deverdo seguir um cronograma que entra em vigor
imediatamente e se estendera até janeiro de 2016 (Anvisa, 2011). Até Janeiro de 2014 os
limites mé&ximos tolerados para a OTA sera de 20 pug/Kg, para a DON ira variar de 1250-
3000 pg/Kg dependendo do alimento, FB1 + FB2 serd de 5000 pg/Kg e para a ZON ¢ de
400 pg/Kg.

Os paises da Unido Europeia, os Estados Unidos e o Canada dispGem de uma
legislacdo especifica para as principais micotoxinas. Os paises membros da Unido
Europeia também dispbem de uma legislacdo adicional para os limites maximos de
algumas micotoxinas. Através do Regulamento (UE) n° 105/2010 de 2010, publicado no
Jornal Oficial da Unido Europeia, uma alteracdo foi feita no Regulamento (CE) n°
1881/2006 no que diz respeito aos limites maximos de deteccdo da OTA e a determinados
produtos alimenticios. Algumas especiarias foram incluidas na lista como, por exemplo,
pimentdes, pimenta, noz-moscada, gengibre, curcuma e mistura de especiarias que
contenham uma ou mais especiarias indicadas e o alcaguz (raiz e extrato) (Unido Europeia,
2010). Em virtude do crescente intercambio de produtos entre os paises é provavel que
ocorra uma padronizacao da legislacdo para as micotoxinas a nivel global (Coker et al.,
1995).

2.4.1 Ocratoxina A (OTA)

Apbs a descoberta das aflatoxinas, as ocratoxinas foram o primeiro grupo de
micotoxinas a serem identificadas. As ocratoxinas sdo caracterizadas por apresentarem
uma estrutura molecular formada por uma p-fenilalanina ligada a uma isocumarina,
mediante uma ligagdo 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 grdos de sorgo
contaminados (Betina, 1984). Nem todas as linhagens de A. ochraceus sdo capazes de
produzir OTA. A ocratoxina B (OTB), ocratoxina C (OTC), ocratoxina o (OTa),
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ocratoxina  (OTp), (4-R) e (4-S)- hidroxi-ocratoxina A (4R-OH OTA e 45-OH OTA), 4-
hidroxi-ocratoxina B (4-OH OTB) e 10-hidroxi-ocratoxina A (10-OH OTA) sdao
naturalmente produzidas por fungos (Abrunhosa et al., 2010).

A OTA é um composto cristalino incolor de formula empirica C20H180sNCI com
um peso molecular de 403.822 Da, mais tdxica que as outras ocratoxinas. Caracteriza-se
por apresentar fluorescéncia verde quando exposta a luz ultravioleta (UV=336nm) e essa
propriedade é comumente utilizada para deteccdo e identificacdo pelo método de
cromatografia de camada delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS) pode ser
empregada para deteccdo da OTA. Esta micotoxina é altamente sollvel em solventes
organicos polares, solivel em solucdo aquosa de hidrogenocarbonato de sodio e
fracamente soltvel em agua (Abrunhosa et al., 2010). Os pontos de fusdo sdo 94°C-96°C e

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

O OH
N 0
A
H
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Figura 3. Estrutura quimica da ocratoxina A (OTA).

A OTA ¢é considerada uma das trés mais importantes micotoxinas nocivas do
mundo (Palencia et al., 2010) e seus efeitos hepatdxicos, nefrotdxicos e teratogénicos estao
bem documentados (Boudra; Morgavi, 2006; Paterson; Lima, 2010a). A inibicdo da sintese
protéica, inducdo da peroxidacao de lipidios, estresse oxidativo e danos no DNA sdo outros
efeitos que também sdo descritos para OTA (Al-Anati; Petzinger, 2006; Almela et al.,
2007). Segundo Zhang et al. (2009) a OTA pode contribuir para o surgimento de doencas
neurodegenerativas, como as doengas de Parkinson e Alzheimer. A OTA também possui

atividade imunossupressora, sendo caracterizada pela reducdo do tamanho de érgéos vitais
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do sistema imune, tais como timo, baco e nddulos linfaticos, depressdo das respostas dos
anticorpos, alteraces no nimero e fungdes de células do sistema imune, e modulacéo da
producdo de citocinas (Berek et al., 2001). Também pode persistir no organismo por um
longo periodo, 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 Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) classificou a OTA como
carcinogénica para humanos no grupo 2B (IARC, 2002). Cereais e derivados tém sido
relatados como as principais fontes de OTA, embora também ja tenha sido detectada em
vinho, cerveja, café, feijdo 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 suinos, a OTA pode estar presente
diretamente no alimento ou em decorréncia de uma alimentacdo com racdes contaminadas
(Bayman; Baker, 2006; Pattono et al., 2011).

A biossintese da OTA ndo esta completamente estabelecida, embora varias vias
alternativas ja tenham sido propostas. Sabe-se que a parte isocumarica é um pentacideo
sintetizado através de uma via metabdlica dos policetideos e que a L-b-fenilalanina deriva
da via metabdlica do acido xiquimico. Poucas informacBes existem sobre os genes
responsaveis pelos passos da biossintese da OTA (Abrunhosa et al., 2010). O gene PKS
nos fungos codifica a policetideo sintase, uma enzima envolvida nos primeiros passos da
biossintese da OTA em espécies de Aspergillus e Penicillium. Gallo et al. (2009) relataram
a identificacdo e caracterizacdo de parte de um novo gene PKS de A. carbonarius
denominado de ACpks. A correlacdo entre a expressdo génica de ACpks e producdo de
OTA, sugere o provavel envolvimento deste gene na biossintese desta micotoxina pelos
fungos. A partir de uma avaliacdo preliminar de linhagens de Aspergillus com iniciadores
especificos para 0 gene ACpks, pareceram estar presentes genes homdélogos a este em A.
sclerotioniger e A. ibericus, duas espécies de Aspergillus secdo Nigri, que estdo
estreitamente relacionadas com A. carbonarius.

Sendo assim, pesquisas estdo sendo realizadas com o objetivo de encontrar métodos
mais seguros de descontaminacdo e prevencdo. A biodegradagdo é considerada a melhor
solugcdo para a descontaminagdo de alimentos. Varios trabalhos ja foram realizados
utilizando culturas de células ou micro-organismos, como fungos, protozoarios, bacterias e

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

Os géneros Aspergillus e Penicillium sdo considerados os maiores produtores de
OTA (Kumar et al., 2007; Varga; Samson, 2008; Milicevic et al., 2010; Zain, 2011).
Dentro do género Aspergillus podemos destacar as se¢des Circumdati, Flavi e Nigri como
as mais importantes produtoras (Frisvad et al., 2004; Samson et al., 2004; Frisvad et al.,
2006). Dentro do género Penicillium apenas P. verrucosum e P. nordicum sdo produtoras
de OTA (Cabaries et al., 2010).

Ueno et al. (1991) foram os primeiros a notificar a producdo de OTA por uma
espécie pertencente a secdo Nigri (A. foetidus CBS 618.78). Esta espécie foi revisada por
Kusters van Someren et al. (1991), Pafenicova et al. (1997) e Accensi et al. (1999) sendo
reidentificada como A. niger.

Em 2001, Abarca et al. relataram o0 aumento no nimero de espécies ocratoxigénicas
pertencentes a secdo Nigri. As espécies de Aspergillus secdo Nigri consideradas como
produtoras de OTA sdo: 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 ndo sdo produtores de OTA, porém pertecem a secdo Nigri (Samson et al., 2006;
Moslem et al., 2010).

Dalcero et al. (2002) e Battilani et al. (2003) mencionaram a producdo 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 producdo desta micotoxina por A.
tubingensis. No entanto, esses resultados néo séo confirmados por Samson et al. (2004).
Varga et al. (2011) e Storari et al. (2012b) também ndo observaram a producdo de OTA
por A. tubingensis. Nenhuma espécie uniseriada pertencente a secdo 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 producdo de metabolitos secundarios por fungos produtores de esclerocios
poderia levar a um aumento da toxicidade da OTA. Samson et al. (2004) também
observaram que a producédo de esclerdcios por algumas linhagens néo esta necessariamente

relacionada a producdo de OTA. Aspergillus aculeatus, A. costaricaensis, A. ellipticus e A.
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piperis sdo espécies que produzem esclerdcios, mas ndo sdo produtoras de OTA. No
entanto, A. sclerotioniger produz esclerdcios em abundancia e OTA.

Perrone et al. (2007) estudaram a biodiversidade de Aspergillus secdo Nigri em
uvas da Europa e gréos de café do sul da Tailandia e observaram a producdo 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 producdo de OTA foi menor pelas
linhagens de A. niger e A. tubingensis. A producdo de OTA néo foi observada nas espécies
uniseriadas da secdo 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 secao Nigri.
Aspergillus carbonarius e A. niger foram predominantes nos dois tipos de café. Com base
nesses dados os autores concluiram que A. carbonarius é responsavel pela producédo de
OTA em grédos de café do sul da Tailandia.

Perrone et al., (2007) também analisaram grdos de café ardbica do norte da
Tailandia. As espécies de Aspergillus secdo 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 néo foi isolado. Sendo assim, 0s
autores concluiram que as espécies de Aspergillus secdo Nigri sdo as responsaveis pela
contaminacdo dos grdos de café dessa regido com OTA. Trabalhando também com gréos
de café Moslem et al. (2010) isolaram e identificaram fungos de gréos de café verde de
diferentes mercados na Arabia 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 producdo da OTA. De acordo com 0s
autores, o “agregado Niger” e A. carbonarius podem ser responsaveis pela producdo de
OTA nas amostras de café verde. No Brasil, estudos tém demonstrado que A. ochraceus
(secé@o Circumdati), A. carbonarius (secdo Nigri) e A. niger (secdo Nigri) sdo as principais
espécies responsaveis pela presenca de OTA em graos de café (Magnani et al., 2005).

Soares et al. (2012) isolaram de milho 270 linhagens pertencentes a secdo Nigri e
através das caracteristicas morfologicas observaram que estas pertenciam ao “agregado
Niger”. Nenhuma espécie uniseriada foi isolada, bem como A. carbonarius e A. ibericus.
Das linhagens de Aspergillus se¢do Nigri, 37 (14%) foram produtores de OTA.

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

que em 16 das 22 amostras houve contaminacdo com espécies da secdo Nigri. Das 137
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linhagens, oito espécies foram identificadas, através do sequenciamento do gene da
calmodulina, como pertencentes a se¢do 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
namero (A. aculeatus, A. brasiliensis, A. japonicus e A. uvarum). Aspergillus carbonarius
ndo foi isolado das amostras de cha. A producdo de OTA foi observada em trés 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 Italia, um total
de 283 linhagens pertencentes a secdo 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 producao de OTA por A. carbonarius e por apenas uma linhagem de
A. niger. As linhagens de A. uvarum ndo foram testadas quanto a producdo de OTA, pois
segundo Perrone et al. (2008) essa espécie ndo é produtora desta micotoxina. Também foi
observada a presenca do gene para a biossintese da OTA nas linhagens de A. niger e em
apenas uma linhagem foi observada a presenca do gene an15g07920, um tipo de PKS,
mostrando que a auséncia desse gene esta relacionada com a deficiéncia da producdo de
OTA. Recentemente, Storari et al. (2010) e Yamada et al. (2011) também mostraram essa
relacdo. Storari et al. (2012b) concluiram que an15g07920 € um importante marcador
molecular na deteccdo de linhagens ocratoxigénicas de A. niger. Sendo assim, a correta
identificacdo das espécies de Aspergillus secdo Nigri é importante para que se possa
avaliar os riscos de contaminacdo 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 B: (FB1) e B2 (FB2) de Fusarium verticillioides
(sindnimo de F. monilifome MRC 826). As FBs sdo produzidas principalmente pelo género
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 polialcool tricarboxilado
altamente polar e solivel em agua (Figura 4). A similaridade estrutural entre as FBs e a
parte polar da esfingosina, lipidio encontradado no cérebro, sugere uma inibicdo da
biossintese de esfingolipidios (Wang et al., 1991; Shier, 1992; Hirooka, 2000). No entanto,

essa inibicdo causa problemas a atividade celular, uma vez que essas substancias sdo
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essenciais para composicdo da membrana, comunicagdo entre células, interagcdo
intracelular e a matriz celular, e para os fatores de crescimento (Merrill et al., 1993).

As FBs sdo hidrossollveis, diferentemente das outras micotoxinas que sdo sollveis
em solventes organicos (Murphy et al., 2006). Essa caracteristica de hidrossolubilidade das
FBs dificulta seu estudo e faz com que outras micotoxinas permanecam ainda
desconhecidas (Bezuidenhout et al., 1988). A termoestabilidade, apresentada pelas FBs,
também é considerada como um fator de risco para a saude humana e animal (Embrapa,
2002). A Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) classifica as FBs como
cancerigenas pertencentes ao grupo 2B (IARC, 2002).

O grupo das FBs é constituido de 100 diferentes tipos de isdmeros e
estereoisdmeros. Em decorréncia 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) sdo
caracterizados por apresentar uma cadeia principal de 20 &tomos de carbono, e o grupo C
(FCs) com 19 &tomos de carbono (Bartok et al., 2006; Gelderblom et al., 2007; Bartok et
al., 2008, 2010).

A FB:1 é um diéster de propano-1,2,3-acido tricarboxilico e 2S-amino-12S,16R-
dimetilo-3S,5R,10 R,14S,15R -penta-hidroxieicoisano, em que os grupos hidroxilos no Ci4
e Cys estdo esterificados com um grupo carboxilo terminal do acido tricarboxilico. A FB>
ndo possui 0 grupo hidroxilo no Cio, enquanto que a fumonisina Bz (FB3) ndo apresenta o
grupo hidroxilo no Cs (Cole et al., 2003; Lino et al., 2006; Krska et al., 2007).

Para deteccdo das FBs € necessario que haja uma modificacdo quimica da
molécula, devido a auséncia de um cromdéforo capaz de absorver a radiacdo ultravioleta
(UV), a fim de torna-las detectaveis usando UV ou detector de fluorescéncia (Wilkes;
Sutherland, 1998).

Entre os tipos de FBs, a FB1 é a mais encontrada, constitui cerca de 70-80% do total
de FBs. A FB> e FBs sdo responsaveis 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 varias doencas, devido a contaminagdo de alimentos e
racdes com FBs. Estas micotoxinas podem causar diferentes efeitos toxicos, como por
exemplo, leucoencefalomalacia em cavalos (Kellerman et al., 1990), edema pulmonar em
suinos (Casteel et al., 1994), alteracBGes renais e hepaticas em bovinos (Mathur et al.,
2001). Em humanos, o cancer de esdfago esta relacionado com o consumo de produtos

derivados do milho contaminados com FBs (Peraica et al., 1999). O Comité Cientifico em
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Alimentos da Comissdo Europeia determina uma ingestdo diaria toleravel (TDI) para FB1,
FB- e FBg, isoladamente ou em conjunto, de 2ug/kg de peso corporal (SCF, 2003).

CO,H
o CO,H
0 R4 NH,
o} R, OH
o

CO,H
[11R, = OH; R, = OH
[21R, = H; R, = OH
[3]R;=OH; R, = H

CO,H

Figura 4. Estrutura quimica das fumonisinas By [1], B2 [2] e B3 [3].

2.4.2.1 Fungos produtores de fumonisinas

Entre os fungos filamentosos fitopatogénicos, F. verticillioides (sindbnimo de F.
moniliforme) e F. proliferatum sdo as mais importantes espécies produtoras de FBs,
podendo ser isoladas de alimentos e produtos alimentares para animais. Estas espécies sao
isoladas do milho e de produtos a base de milho (Scaff; Scussel, 2004; Karbancioglu-
Guler; 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 tém 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 presenca de um gene homologo para a biossintese
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 presenca de
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genes homologos aos das fumonisinas de F. verticillioides. No entanto, o conjunto de
genes ndo é necessariamente expresso fenotipicamente, pois podem estar alterados ou até
mesmo silenciados (Frisvad et al., 2007).

A primeira confirmacéo da producdo de FB por linhagens de A. niger foi feita por
Frisvad et al. (2007). Esses autores relataram a producdo de FB> por todas as linhagens de
A. niger analisadas. Esses autores também verificaram a producdo de FBs por F.
verticillioides MRC 826, na qual a FB; foi produzida em maiores quantidades, seguida
pela FB2 e FBs.

Mogensen et al. (2009) isolaram e identificaram 47 linhagens de Aspergillus secéo
Nigri de amostras de cha, onde nenhuma delas foram capazes de produzir FB2, FBs e OTA.
Em 2010, Mogensen et al. investigaram a producdo 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 detectaveis de
FBs.

Trabalhando com 51 amostras de diferentes tipos de vinhos provenientes da Italia,
Logrieco et al. (2010b) investigaram a presenca de FBs. A fumonisina B, foi detectada em
17,6% das amostras, com valores variando de 0,4 a 2,4 ng/mL. A fumonisina B4 ndo foi
detectada em nenhuma das amostras de vinhos analisadas. A fumonisina B; também néo
foi detectada, fato esperado uma vez que A. niger ndo 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 varias partes do mundo, fungos pertencentes a secao Nigri. Para producdo de
FBs foram testadas 30 linhagens de A. niger/A. awamori, 20 foram consideradas
produtoras de quantidades detectaveis de isbmeros de FBs. A maioria desses isomeros foi
anteriormente encontrada em espécies de Fusarium. Para as linhagens de A. awamori, 0
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 producdo de FB:1 foi detectada pela primeira vez em
linhagens de A. niger. Sendo assim, A. awamori e A. niger sao responsaveis pela presenca
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 FB,. Storari et al. (2012a) trabalhando com 137 fungos isolados do ch&

verde, identificaram oito fungos como pertencentes a secdo 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 nimero. As linhagens de
A. awamori e A. niger foram testadas quanto a producdo de FB2, onde 37% e 74% das
linhagens foram produtoras, respectivamente. Aspergillus carbonarius néo foi isolado das
amostras de cha.

Trabalhando com uvas cultivadas do norte da Italia, Storari et al. (2012b) isolaram
um total de 283 linhagens de Aspergillus secdo 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 FBes. A presenca do gene para a biossintese das FBs nas linhagens de A.
niger foi testada com os iniciadores anfuml, anfum6 e anfum8. Com o iniciador anfum 1
todas as linhagens foram amplificadas, independente da abilidade de produzir FBs. Cinco
das nove linhagens consideradas ndo produtoras de FBs foram amplificadas com os
iniciadores anfum6 e anfum8. Em um estudo realizado por Susca et al. (2010)
demonstraram uma correlacdo entre a producdo de FBs e a presengca de anfum8 em
linhagens de A. niger isolada de uvas. Entretanto, se A. niger é considerado produtor de
FBs e métodos de deteccdo adequados devem ser utilizados, pois esta espécie é de grande

utilizacdo biotecnoldgica e apresentam grande potencial de contaminagdo 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 biotecnoldgicos devido aos baixos custos de
obtencdo e da possibilidade de producdo em larga escala (Pandey et al., 2005). Muitos
micro-organismos como bactérias e fungos sdo considerados produtores de pectinases.
Alguns fungos filamentosos possuem capacidade de fermentar e produzir grandes
quantidades de enzimas extracelulares e sdo bastante utilizados em aplica¢bes 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; Diaz et
al., 2012), A. flavus (Yadav et al., 2009b) A. foetidus (Taskin; Stratilova, 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; Rodriguez-Fernandez et
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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 biotecnologicos, como na
producdo de acidos organicos (Goldberg et al., 2006) e enzimas extracelulares (Pariza;
Cook, 2010). A grande parte das preparagdes comerciais de pectinases € de origem fungica
(Singh et al., 1999), sendo A. niger a espécie mais utilizada para a producéo industrial
dessas enzimas (Kotzekidov, 1991; Naidu; Panda, 1998). E classificado como GRAS
(Generally Recognized As Safe) pela Food and Drug Administration (FDA) devido a sua
baixa toxicidade (Varga et al., 1996). No entanto, quando A. niger foi reconhecido como
GRAS a capacidade de algumas linhagens produzirem micotoxinas ndo era conhecida
(Blumenthal, 2004).

2.6 Substancias pécticas

As substancias pécticas sao macromoléculas glicosidicas de alto peso molecular
que formam o maior componente da parede celular e da lamela média dos vegetais (Figura
5). S80 um grupo bastante heterogéneo de polissacarideos com diferentes massas
moleculares e graus de esterificacdo (Alkorta et al.,, 1998; Jayani et al.,, 2005).
Quimicamente, as substancias pécticas sdo complexos coloidais de polissacarideos acidos,
compostos de residuos de &cido galacturénico unidos por ligacdes o-1,4. As cadeias
laterais da molécula de pectina sdo compostas de L-ramnose, arabinose, galactose e xilose.
Os grupos carboxilicos dos acidos galacturénicos sdo parcialmente esterificados por grupos
metil ésteres e parcial ou completamente neutralizados pelo sddio, potassio ou ions de

amonio (Uenojo; Pastore, 2007; Ramos et al., 2010).
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Figura 5. Representacdo esquematica da parede celular de vegetais.

Segundo a Sociedade Americana de Quimica as substancias pécticas sdo
classificadas em quatro tipos:
(1) Protopectinas sdo insollveis em agua e estdo presentes nos tecidos vegetais intactos.
Sdo compostas por unidades de &cido galacturénico ligadas ao célcio por ligacdes idnicas
de carater acentuadamente forte e em condi¢cdes de hidrélise restrita produzem &cidos
pectinicos ou pectina (Jayani et al., 2005).
(1) Acido péctico é um polimero solGvel composto de &cido poligalacturénico onde os
grupos carboxilas estdo em pequenas quantidades metoxilados por grupos metil éster
(Kashyap et al., 2001).
(111) Acido pectinico é um grupo de compostos contendo &cido poligalacturénico com um
nimero mais que pequeno de grupos carboxilas metoxilados em sua estrutura e em
condicdes adequadas sdo capazes de formar géis com aclcares e acidos (Kashyap et al.,
2001).
(IV) Pectina designa &cidos pectinicos soltveis em agua no qual, pelo menos, 75% dos
grupos carboxilicos das unidades de é&cido poligalacturénico sao esterificados com
metanol. Apresentam grau de neutralizacdo capaz de formar gel com agUcares e &cidos em

condigdes adequadas (Jayani et al., 2005; Uenojo; Pastore, 2007) (Figura 6).
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Figura 6. Estrutura da pectina.

Em frutos ndo maduros, a protopectina complexa-se com a celulose, conferindo
rigidez a célula. Com o amadurecimento do fruto, sua estrutura é alterada, pela
solubilizacdo gradativa do vegetal resultando no amolecimento do tecido vegetal. Essa
alteracdo se da pela acdo de enzimas ativas presentes no proprio vegetal (Kashyap et al.,
2001). A pectina é parte importante da biomassa dos frutos, constituindo de 4-30% da
casca de frutas citricas (Kaur et al., 2004).

Durante a extracdo de suco, as substdncias pécticas sdo responsaveis pela
consisténcia e turbidez dos sucos de fruta, causando um aumento considerdvel na
viscosidade do suco dificultando a filtracdo (Ferndndez-Gonzalez et al., 2004). Porém, nas
industrias de vinhos e sucos, isso torna-se um problema dificultando as etapas de
clarificacdo em vinhos e extracdo de sucos de frutas, pois a turvacao dificilmente pode ser
removida apenas por filtracdo devido a grande quantidade de particulas em suspenséo,
diminuindo assim, o rendimento da extracdo de sucos. O prévio tratamento, por enzimas
pectinoliticas, de vinhos e sucos promove a degradacdo da pectina e outros componentes
de alto peso molecular, diminuindo a viscosidade e aumentando o rendimento dos sucos
ocasionando uma aparéncia cristalina no produto final e reduzindo em até 50% o tempo de
filtracdo (Jayani et al., 2005).

2.7 Enzimas pectinoliticas

As enzimas pectinoliticas, ou pectinases sdo capazes de reconhecer ligacGes
glicosidicas do tipo a-1,4 entre monomeros de acido galacturonico ou seu derivado
metoxilado (Ramos et al., 2010). A degradacdo da pectina é feita através da acédo 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 sdo produzidas em diferentes combinagdes pelas plantas e por
micro-organismos como fungos e bactérias (Da Silva et al., 2005). Em escala industrial, 0s
fungos filamentosos séo preferidos, pois cerca de 90% das enzimas produzidas sdo
extracelulares (Souza et al., 2003; Gomes et al., 2011). Os fungos possuem grande
potencial biotecnoldgico na produgdo de pectinases, o que vem chamando a atengdo de
diversos pesquisadores do mundo (Yadav et al., 2009a; Gomes et al., 2011). Para a
producdo industrial de pectinases, geralmente, sdo utilizadas linhagens de A. niger
(Gummadi; Panda, 2003; Rangarajan et al., 2010). No entanto, linhagens de A. aculeatus
também estdo sendo utilizadas para producdo industrial de pectinases (Sigma-Aldrich,
2013). A producdo de pectinases por bactérias (Bacillus spp., Clostridium spp.,
Pseudomonas spp.) também é conhecida (Bhardwaj; Garg, 2010).

As pectinases produzidas por fungos atuam na degradacdo das substancias pécticas
presentes na parede celular vegetal. Este processo degradativo possui papel importante nas
indUstrias de alimentos, como sucos de frutas, vinhos, na producdo de alimentos infantis
(Dartora et al., 2002) e na extracao de 6leos vegetais (Kashyap et al., 2001).

A sintese dessas enzimas sofre influéncia de determinados componentes do meio de
cultura, particularmente da fonte de carbono, presenca de indutores como a pectina e
derivados (Gummadi; Panda, 2003), e das condic¢des de cultivo, como o pH, temperatura,
aeracdo, agitacao e tempo de incubacdo (Souza et al., 2003; Gomes et al., 2011).

Baseado no mecanismo de acdo, as pectinases sdo classificadas em trés tipos
(Jayani et al., 2005; Gomes et al., 2011):

(I) Protopectinases degradam a protopectina insoltvel dando origem a pectina solavel.
(I1) Pectina esterases desesterificante ou desmetoxilante: catalisam a desesterificacdo da
pectina pela remocdo dos grupos metil ésteres das substancias pécticas, dando origem ao
acido péctico.

(111) Despolimerases incluem as enzimas hidroliticas e as liases, catalisam a clivagem das
ligagdes glicosidicas a-1,4 entre 0s mondmeros do &cido D-galacturdnico das substancias
pécticas.

Estas enzimas foram classificadas e nomeadas de acordo com a Enzyme Comission
(EC), segundo as recomendacbes da IUPAC-IUB (IUPAC - Union of Pure and Applied
Chemistry; IUB - International Union of Biochemistry) (Tabela 5).



54

Tabela 5. Classificacdo das enzimas pécticas.

Tipo de pectinase Nome na EC Sigla Numero EC
Desesterificante Polimetilgalacturonase esterase PMGE 31111
® Endo-poligalacturonase Endo-PG 3.2.1.15

" 3

% % Exo-poligalacturonase Exo-PG 3.2.1.67
N <

g Endo poligalacturonase liase Endo-PGL 4222
= [5]

§ 8 Exo poligalacturonase liase Exo-PGL 4229
] =

a

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 sollvel altamente
polimerizada (Kashyap et al., 2001). Sdo classificadas em dois tipos, levando em
consideracdo o mecanismo de reacdo, onde o tipo A (PPase-A) reage com o sitio interno,
isto é, com a regido do &cido poligalacturénico da protopectina e, o tipo B (PPase-B) reage
com o sitio externo, ou seja, com as cadeias de polissacarideos que podem estar conectadas

as cadeias de acido poligalacturdnico, 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
desesterificacdo do grupo metil da pectina, liberando metanol e convertendo a pectina em
pectato (polimero ndo esterificado). Esta enzima atua preferencialmente no grupo metil
éster da unidade de galacturonato proxima a uma unidade néo esterificada (Kashyap et al.,
2001), apresenta valores de pH 6timo variando de 4 a 8 e temperatura 6tima de 40°C a
50°C (Jayani et al., 2005). A PE estd presente em praticamente todas as preparacfes
enzimaticas comercializadas, podendo ser utilizada para proteger e melhorar a textura e
firmeza de varias frutas processadas, bem como na extracdo e clarificacdo de sucos de
frutas (Uenojo; Pastore, 2007).
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2.7.3 Enzimas despolimerizantes

As enzimas despolimerizantes sdo classificadas de acordo com a clivagem
hidrolitica (hidrolases) ou transeliminativa (liases) das ligacdes glicosidicas; mecanismos
endo- de forma randémica ou exo- a partir do final da molécula de acéo e preferéncia por
acido peéctico ou pectina como substrato. Envolvem as hidrolases que catalisam a hidrolise
de ligagoes a-1,4, ¢ as liases que catalisam a B-eliminacdo (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 ligacbes glicosidicas o-1,4 de
polimetilgalacturonatos (Rizzatto, 1999). Apesar da PMG ser citada na literatura, sua
existéncia € questionada por alguns autores (Sakai et al., 1993; Rizzatto, 1999).

As poligalacturonases (PG) catalisam a clivagem hidrolitica das ligacbes
glicosidicas a-1,4 entre dois residuos de acido galacturénico (Mutlu et al., 1999). As PG
sdo as enzimas mais bem estudadas dentro do complexo pectinolitico (Jayani et al., 2005).
As PG flngicas sdo Uteis pela alta atividade enzimética e possuem pH 6timo de atividade
na regido levemente &cida e temperatura 6tima entre 30°C e 50°C (Zheng; Shetty, 2000;
Uenojo; Pastore, 2007).

2.7.3.2 Pectina liases

As pectinas liases ou transeliminases rompem ligacGes glicosidicas resultando em
galacturonideos com uma ligacdo insaturada entre os carbonos 4 e 5 do final ndo redutor
do &cido galacturénico 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 ligacOes por
transeliminacdo do hidrogénio dos carbonos das posi¢coes 4 e 5 da pectina (Karam; Belarbi,
1995) de modo endo- ou exo- (Kashyap et al., 2001; Uenojo; Pastore, 2007). O pH 6timo é
em torno de 5,5 (Mayans et al., 1997) e temperatura 6tima entre 40 e 50°C (Jayani et al.,
2005).

A pectato liase (poligalacturonato liase, PGL) catalisa a clivagem de ligagdes a-1,4

de acido péctico de modo endo- ou exo- por transeliminacdo (Kashyap et al., 2001) e
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requer Ca* para atividade (Mayans et al., 1997). Possui pH 6timo na regido alcalina, entre
7,5 e 10 e temperatura 6tima entre 40°C e 50°C (Mayans et al., 1997; Jayani et al., 2005).

2.7.4 AplicacOes das pectinases

As pectinases tém sido amplamente utilizadas em processos biotecnoldgicos
(Jayani et al., 2005). Estas enzimas representam cerca de 25% da producdo mundial de
enzimas utilizadas na industria de alimentos (Yadav et al., 2009a). As preparactes de
enzimas pectinoliticas sdo frequentemente utilizadas na industria de sucos de frutas devido
a presenca de substdncias pécticas (Gomes et al., 2011). Essas substancias sdo
responsaveis pela consisténcia e turbidez dos sucos de frutas, e sua presenca causa um
consideravel aumento na viscosidade e turbidez do suco, dificultando o processo de
filtracdo (Fernandez-Gonzalez et al., 2004).

A industria de alimentos tem apresentado grande interesse em processos para
clarificacdo de sucos (Echavarria et al., 2011). A adi¢do de enzimas pectinoliticas nos
purés de frutas e vegetais resulta na degradacdo da pectina e outros componentes de alto
peso molecular (Sarioglu et al., 2001; De Gregorio et al., 2002). Essa degradacdo resulta
na diminui¢do da viscosidade, aumento do rendimento dos sucos, aparéncia cristalina do
produto final e reducéo em até 50% do tempo de filtracdo (Souza et al., 2003; Jayani et al.,
2005). O tratamento de polpas de frutas com enzimas pectinoliticas, contendo
principalmente PG, é frequentimente utilizado para o aumento no rendimento e maior
clarificacdo nos sucos uvas e macés (Kaur et al., 2004; Oszmianski et al., 2009; Nakkeeran
et al., 2011). Jayani et al. (2005) apresentaram a importancia das endo-PG na quebra da
pectina em pequenas moléculas, reduzindo a viscosidade e o tempo de filtracdo,
aumentando a eficiéncia da extracdo do suco.

A combinacéo de pectinases, celulases e hemicelulases, chamadas coletivamente de
enzimas de maceracdo, sdo utilizadas na extracdo e clarificacdo de sucos de frutas. As
enzimas de maceragcdo aumentam o rendimento da extracdo e melhoram o processamento,
sem aumento dos custos. Essas enzimas sdo aplicadas ap0s o corte da matéria-prima, para
macerar a polpa até a liquefacdo parcial ou total da fruta, diminuindo o tempo de
processamento e melhorando a extracdo dos componentes da fruta (Kaur et al., 2004; Da
Silva et al., 2005). Pectinases comerciais, contendo predominantemente PG, tém sido
utilizadas na preparacdo de suco de magad para um maior rendimento, clarificagéo,

concentracdo do coldide e de polifenodis (Oszmianski et al., 2009).



57

As pectinases em conjunto com [-glucanases e hemicelulases, tém sido utilizadas
na producdo de vinhos. As vantagens do uso coletivo dessas trés enzimas sao: melhor
maceracao da casca e aumento da extracdo de pigmentos; facilita a clarificacdo e filtracdo
do mosto; aumenta a qualidade e estabilidade do vinho (Fernandez et al., 2000;
Takayanagi et al., 2001).

A adicdo de pectinases durante o esmagamento das uvas melhora a extragdo do
suco, reduzindo o tempo de clarificagdo e aumentando o contetido de terpenos no vinho.
As preparacOes comerciais de pectinases com alta atividade de pectina liase e baixa
atividade de pectina esterase séo preferidas por minimizarem a liberagcdo de metanol dos
acidos poligalacturénicos metilados durante a producdo do vinho (Bhat, 2000). Enzimas
pectinoliticas adicionadas durante a maceracdo das uvas para producdo de vinho tinto
resultam no melhoramento dos atributos sensoriais, tais como cor e turbidez, quando
comparadas com vinhos néo tratados (Jayani et al., 2005).

As pectinases sdo usadas em conjunto com outras enzimas para reduzir a
viscosidade da racdo animal, na tentativa de aumentar a absorcdo e biodisponibilizar
nutrientes através da hidrolise das fibras ndo biodegradaveis e dos nutrientes bloqueados
pelas fibras (Hoondal et al., 2000; Jayani et al., 2005).

Nas industrias téxteis as pectinases sdo 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 residuo liquido e na degomagem das
fibras naturais (Kaur et al., 2004). Pectinases alcalinas sdo utilizadas para maceragéo das
fibras vegetais, como linho, canhamo e juta, e na biopreparacéo de algoddo (Jayani et al.,
2005). Em algodao cru, a remocdo da pectina, da cera e de agentes de goma com a
utilizacdo de pectinases em conjunto com amilases, lipases e hemicelulases, em condicbes
adequadas, substitui o uso da soda caustica e gera produtos de alta qualidade.
Posteriormente, um menor consumo de energia é requerido no tingimento e processo de
tecelagem (Sawada; Ueda, 2001).

Na fabricacdo de papel, as pectinases despolimerizam as substancias pécticas e,
posteriormente, reduzem a demanda catibnica das solucdes de pectina e do filtrado
resultante do branqueamento com peroxido de hidrogénio (Jayani et al., 2005; Uenojo;
Pastore, 2007).
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2.8 Producéo de pectinases por fermentacéo submersa (FSm)

O processo de producdo de pectinases pode ocorrer de duas formas: fermentacao
submersa (FSm), onde o cultivo do micro-organismo ocorre em meio liquido contendo
nutrientes, ou pela fermentacdo em estado solido (FES), que consiste no crescimento do
micro-organismo em substratos sélidos imidos na auséncia de &gua livre (Raghavarao et
al., 2003; Ano et al., 2009; Hashemi et al., 2011). Gervais e Molin (2003) relataram que a
principal diferenca entre a FSm e FES esta na capacidade de mistura dos sistemas. A FSm
€ uma reacdo 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 & homogeneidade,
seria necessaria excessiva agitacao, o que levaria a ruptura celular. Desta forma, o sistema
de cultivo em estado solido caracteriza-se por serem meios heterogéneos, em termos de
concentragéo do soluto (Palma, 2003).

Sendo assim, a producdo industrial de enzimas é realizada principalmente por FSm
(Rodriguez Couto; Toca-Herrera, 2007). A FSm apresenta facilidade de cultivo do micro-
organismo, homogeneidade do meio de cultura e permite o controle dos parametros do
processo. Uma desvantagem desse tipo de fermentacdo € a alta atividade de agua, o que
facilita a contaminagéo do processo (Lima et al., 2001).

Muitos estudos relacionados a producdo de pectinases estdo sendo desenvolvidos
utilizando a FSm. Recentemente, Martins et al. (2012) avaliaram a producdo de PG por
Thermoascus aurantiacus por FSm utilizando meios sintéticos, como Czapeck, Khanna,
SR e meio VVogel contendo pectina citrica 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
logaritmica, que ocorreu depois de trés ou quatro dias do inicio da fermentacdo. Mrudula e
Anitharaj (2011) utilizaram como fonte de carbono subprodutos agroindustriais, e ao
utilizar a casca de laranja, estes autores detectaram dois picos de producdo: o primeiro pico
ocorreu ap6s 72 horas de fermentacdo, 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
maracuja, o primeiro pico de producdo ocorreu em 72 horas de fermentacéo (2,0 U/mL) e o
segundo pico apds 192 horas (3,0 U/mL). Foram também detectados dois picos em meio de
cultura que apresentava em sua composicao farelo de trigo, o primeiro ocorreu apos as 72
horas (2,0 U/mL) do processo fermentativo e o segundo, as 168 horas de fermentacao (1,8

U/mL). No entanto, esses autores obtiveram uma maior produgdo de PG quando utilizaram



59

0 residuo do processamento do suco de laranja, o que eles chamaram de “agua amarela”. A
maior atividade de PG ocorreu no quinto dia de fermentagéo (3,2 U/mL).

No entanto, a maxima atividade de pectinase obtida por Kumar et al. (2011) foi de
1,64 U/mL ao utilizar como fonte de carbono uma concentracdo de 65 g/L de uma mistura
de farelo de trigo, farelo de milho e casca de laranja, em uma proporgao de 2:1:2,
respectivamente. A producdo da enzima foi realizada por FSm utilizando A. niger. No
trabalho realizado por Abbasi et al. (2011), os autores utilizaram pectina citrica como fonte
de carbono e farinha de trigo como substrato para producdo de PG por FSm utilizando A.
awamori. Inicialmente a fermentagdo foi realizada em batelada até o crescimento do fungo.
Apos o crescimento, o processo fermentativo ocorreu de forma continua com a introducéo
de uma fonte de alimentacdo. Estes autores obtiveram uma maior producdo das PG ao
utilizarem uma concentracdo de 8 g/L de sulfato de amdnio como fonte de nitrogénio. Os
valores de produgdo 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 estdo fazendo a bioconversdo de residuos para obtencdo de
produtos de maior valor agregado, neste caso as enzimas pectinoliticas. No entanto, outras
enzimas, proteinas, biofertilizantes, biossurfactantes, dentre outros metabdlitos também
estdo sendo produzidos por bioconversdo. A industria alimenticia no Brasil produz grandes
quantidades de residuos como bagacos, farelos, cascas e sementes em geral, que podem ser
utilizados como matéria-prima para bioprocessos, diminuindo os custos de producdo 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
extracdo liquido-liquido com duas fases. O sistema pode ser formado por dois polimeros
soluveis incompativeis (PEG, dextrana, entre outros) ou por um polimero 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 separacdo das fases ocorre devido as
combinagOes de concentragdes criticas entre os componentes, resultando em duas fases
imisciveis, onde o principal componente ¢é a agua (80-90%) (Antov; Pericin, 2001; Garza-
Madrid et al., 2010). Essa separa¢do das fases ocorre devido a exclusdo estérica (Asenjo;

Andrews, 2011). O alto teor de agua proporciona um ambiente favoravel as biomoléculas,
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evitando mudancas estruturais e perda das atividades bioldgicas (Antov; Pericin, 2001;
Silva, 2006).

O SDFA tem sido aplicado no fracionamento, recuperagdo e purificacdo primaria
de biomoléculas. E considerada uma técnica simples, de baixo custo e de facil operacéo
(Azevedo et al., 2009; Ling et al., 2010). Determinados produtos bioldgicos possuem
elevados custos de producdo devido ao processo de purificagdo utilizado. Desta forma, o
desenvolvimento de técnicas e métodos para a separacdo e purificacdo de proteinas é de
grande importancia (Malpiedi et al., 2008; Porto et al., 2011).

A particdo das biomoléculas é controlada por uma série de pardmetros relativos as
propriedades do sistema (por exemplo, o tipo de polimero, sua massa molar, concentragao
e o tipo, e concentracdo de sais, valores de pH e forca idnica) e o tipo de molécula a ser
analisada (por exemplo, carga, peso molecular, hidrofobicidade e caracteristicas de
conformagdo) (Antov; Pericin, 2001; Rosa et al., 2010). A distribuicdo de proteinas entre
as duas fases do sistema é caracterizada por um pardmetro denominado de coeficiente de
particdo (K) que ¢ definido pela relacdo entre as concentracfes da biomolécula nas fases
superior e inferior do SDFA (Albertsson, 1986). Esta distribuicdo desigual da proteina
entre as fases é resultado da interacdo entre a proteina e 0os componentes do sistema
(polimeros, H20 e/ou sais inorganicos) presentes nas duas fases que coexistem em
equilibrio (Farruggia et al., 2003).

O tipo de polimero e sua massa molar influenciam diretamente na particdo da
biomolécula. Ao utilizar polimeros de elevado peso molecular, menor sera a particao da
biomolécula para a fase rica no polimero (Albertsson, 1986). No entanto, o oposto ocorre
quando ha diminui¢do do peso molecular do polimero. O “efeito de volume excluido” pode
ocorrer quando sdo utilizados polimeros de elevada massa molar, havendo exclusdo de
proteinas, sem desnaturacdo, para a fase rica em sal. No entanto, este efeito ndo pode ser
observado quando se utiliza moléculas de proteinas menores (Schmidt et al., 1994). Sendo
assim, o efeito da massa molar do polimero depende da massa molar da biomolécula a ser
separada, por exemplo, proteinas de massas molares maiores sdo mais influenciadas pelas
mudancas na massa molar dos polimeros que as proteinas com pequena massa molar
(Asenjo, 1990). Polimeros de elevadas massas molares também diminuem o volume de
solvente disponivel no sistema, reduzindo a solubilidade das proteinas na fase rica em
polimero, levando a uma diminuicdo do coeficiente de particdo (Albertsson, 1986).

O pH também esta relacionado com a parti¢do de proteinas, alterando as cargas das

mesmas e como consequéncia o coeficiente de particdo (Da Silva; Loh, 2006). Alteracbes
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conformacionais na estrutura das proteinas podem ser causadas por variagdes de pH,
levando & modificacdo do comportamento de separacdo das proteinas. As proteinas podem
ser desnaturadas em condic¢des extremas de pH, no entanto, essas proteinas possuem uma
particdo diferente das proteinas na forma ativa. Esse fato pode ser explicado, pois as
proteinas desnaturadas possuem maior area superficial e a superficie exposta muito mais
hidrofébica. As proteinas carregadas negativamente, onde o pH é superior ao ponto
isoelétrico, possuem maior afinidade pela fase rica em PEG (Albertsson, 1986, Forciniti;
Hall, 1991).

A composi¢do do sal também deve ser avaliada. Em 2001, Zafarani-Moattar e
Sadegui observaram a formacdo de fases utilizando sais de mesmo cétion e anions de
diferentes valéncias: NazHPO4, NaH2PO4 e NasPO4. Os autores observaram que 0 aumento
da carga do anion diminui a concentracdo de sal necessaria para a separacdo das fases. Os
anions com maiores valéncias sdo mais hidratados, diminuindo a quantidade de solvente
para hidratacdo do PEG. Desta forma, os anios de maior valéncia sdo considerados
melhores agentes salting-out do que anions com valéncia mais baixa.

As principais vantagens do uso do SDFA na purificacdo de biomoléculas séo: o
baixo consumo de energia e tempo, baixo custo de material e elevado rendimento
(Kammoun et al., 2009). Essa técnica possui diferentes aplicacdes, podendo ser utilizada
para separacao e purificacdo de proteinas (Salgado et al., 2008; Azevedo et al., 2009;
Garza-Madrid et al., 2010; Porto et al., 2011), oligossacarideos (Kremnicky; Biely; 2005),
anticorpos humanos (Azevedo et al., 2009) e sintese de enzimas (Aguirre et al., 2010). A
purificacdo de enzimas como, lipases, Xilanases, xilose redutase e [(-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 particdo de enzimas comerciais do complexo
pectinolitico (endo-PG, exo-PG, PE e PMGL) pelo SDFA composto por PEG/fosfato de
potassio. Para a endo-PG os melhores resultados para o coeficiente de particdo e
recuperacdo 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 purificacdo foram obtidos na fase superior, contendo PEG de alto peso
molecular sem adicdo de NaCl. Para a endo-PG o PEG 6000 resultou em uma purificagdo
de 5,19 vezes e para a endo-PG, PE e PL com o PEG10000 resultou em uma purificagdo de

16,28, 16,64 e 14,27 vezes, respectivamente.
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Também estudando a particdo das enzimas comerciaiss pertencentes ao complexo
pectinolitico, Antov et al. (2004) utilizaram um sistema PEG 4000/sulfato de aménio, bem
como sua aplicacdo na extracdo das enzimas da fase superior do sistema PEG
4000/dextrana. A endo- e exo-PG foram determinadas na fase inferior do sistema
polimero/sal com concentragGes 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 integracdo do
sistema de polimero/polimero. Prodanovi¢ e Antov (2008) analisaram a possibilidade da
particio e purificacdo de pectinases pelo SDFA, utilizando polimero/polimero e
polimero/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 enzimaético.
Para endo-PG o coeficiente de particdo foi de 2,11, seguido pelo rendimento de 85,68%
para a fase PEG e fator de purificacdo de 1,28 vezes. Para a exo-PG, o coeficiente de
particdo, o rendimento na fase PEG e o fator de purificagdo, 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 amonio (NH4)2S04/75% (v/v) do extrato enzimatico teve como fator de
purificacdo 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 extracdo e purificacdo de
biomoléculas que sejam eficientes e economicamente vidveis € imprescindivel (Silva,
2006). O SDFA ¢ considerado pratico e com excelentes niveis de rendimento e pureza.
Este método pode ser utilizado na separacdo e purificacdo de proteinas, no entanto, o
particionamento ira depender das propriedades fisico-quimicas das proteinas com relagédo a

composicao sistema a ser utilizado (Asenjo; Andrews, 2011).
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Resumo

As espécies de Aspergillus pertencentes a secdo Nigri sdo caracterizadas pela cor negra da
maioria das coldnias. A identificacdo das espécies desta secdo deve ser realizada com base
em uma abordagem polifasica devido a alta diversidade genética existente. As
caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas e moleculares sdo ferramentas que
podem ser utilizadas na identificacdo polifasica. Outra ferramenta que pode ser utilizada é
0 MALDI-TOF MS (lonizagdo/Dessor¢do de Matriz Assistida por Laser Tempo-de-
Voo/Espectrometro de Massa), que consiste em uma técnica espectral que analisa a massa
molecular da composic¢do proteica da célula microbiana, fornecendo dados para uma rapida
e discriminatéria identificacdo. Esta técnica agrega valor a abordagem polifasica. Este
trabalho teve como objetivo realizar uma identificacdo polifasica baseada na analise
morfologica, bioquimica e espectral por MALDI-TOF MS linhagens de Aspergillus secao
Nigri. Setenta e quatro linhagens depositadas na Micoteca URM e 19 linhagens
compreendendo espécies tipo e de referéncia obtidas da Micoteca da Universidade do
Minho foram analisadas. Os dados obtidos a partir de uma abordagem polifasica indicam
que os resultados do MALDI-TOF MS corroboram os dados da taxonomia classica e
andlises bioguimicas. Além disso, as andlises bioquimicas determinaram que de todas as
linhagens de A. niger, 20% e 14% foram caracterizadas como produtoras de ocratoxina A
(OTA) e fumonisina Bz (FB.), respectivamente. Aspergillus carbonarius, A. foetidus, A.
lacticoffeatus e A. sclerotioniger foram produtores de OTA. Finalmente, uma abordagem
polifasica agregando diferentes tipos de dados torna a identificacdo das espécies da secédo
Nigri mais confiavel. A técnica do MALDI-TOF MS foi considerada confiavel, rapida e de
baixo custo em termos de trabalho e de consumo, quando comparada a outras técnicas

bioldgicas.

Palavras-chave: Aspergillus secdo Nigri, abordagem polifasica, ocratoxina A e

fumonisina Bo.
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Introducéo

As espécies de Aspergillus secdo Nigri apresentam elevado potencial
biotecnoldgico, econémico e de importancia médica. Algumas espécies sdo conhecidas por
apresentar problemas relacionados a deterioracdo de alimentos e infec¢cbes humanas, no
entanto, outras s@o produtoras de importantes acidos organicos e enzimas (Samson et al.,
2007a; Varga et al., 2011).

Devido a ampla aplicacdo biotecnoldgica dos fungos da secdo Nigri, ha a
necessidade de uma identificacdo mais precisa em nivel de espécie. No entanto, devido as
semelhancas morfoldgicas encontradas entre as espécies de fungos pertencentes a esta
secao faz com que a identificacdo baseada apenas em caracteres fenotipicos seja complexa
(Silva et al., 2011; Varga et al., 2011). Desde as ultimas décadas a taxonomia da se¢do
Nigri vem sendo focada principalmente nas diferencas morfolédgicas (Raper; Fennell, 1965;
Klich; Pitt, 1988; Klich, 2002; Samson et al., 2004), onde a ornamentacdo da parede dos
conidios é uma caracteristica importante na diferenciacdo das espécies. Uma vez que 0s
caracteres morfoldgicos, como por exemplo, as cores das coldnias, podem variar devido ao
uso de diferentes meios de cultura, € necessario que haja uma padronizacdo destes meios
utilizados para identificacdo baseada na morfologia (Simdes et al., 2013). Os meios de
cultura Czapek Agar Dox e Agar Extrato de Malte sdo geralmente utilizados para o
crescimento de fungos a 25°C no escuro durante 7 dias. AplOs esse periodo, as
caracteristicas macroscépicas e microscopicas sdo observadas.

Diante da complexidade na identificacdo das espécies de Aspergillus secdo Nigri,
dados bioquimicos, moleculares, bem como perfis protedmicos baseado em analises de
proteinas ribossomais unidos a morfologia cléassica tornam essa identificacdo mais precisa.
Essa abordagem polifasica consiste na utilizacdo de diferentes técnicas de identificacdo de
acordo com a sistematizacdo do conhecimento cientifico, sendo considerada confiavel na
identificacdo de fungos (Simdes et al., 2013).

Novas espécies pertencentes a secdo Nigri estdo sendo descritas para a ciéncia.
Recentemente A. eucalypticola, A. fijiensis, A. indologenus e A. neoniger foram descritas
utilizando uma abordagem polifasica com base em caracteres morfoldgicos, perfis
bioquimicos e analise de sequéncias de parte dos genes da B-tubulina e calmodulina (Varga
et al., 2011). Jurjevic et al. (2012) também descreveram duas novas especies uniseriadas
com base em dados fenotipicos e moleculares. As espéecies foram denominadas de A.

floridensis e A. trinidadensis. Sendo assim, Samson et al. (2007a) utilizaram diferentes
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ferramentas para a identificacdo de fungos pertencentes a secdo Nigri e sugeriram uma
abordagem polifasica consistindo de caracteres morfoldgicos, perfis bioquimicos e analises
moleculares ap6s o crescimento do fungo em meios de cultura especificos a diferentes
temperaturas. No entanto, os autores ndo incluiram a técnica do MALDI-TOF MS em sua
abordagem polifésica.

A técnica do MALDI-TOF MS tem sido aplicada de forma a gerar um espectro
caracteristico para cada espécie de fungo. Essa técnica é utilizada para investigar a massa
molecular dos compostos organicos com peso molecular elevado (Tanaka et al., 1988). A
reprodutibilidade notdvel desta técnica baseia-se na medicdo das proteinas expressas
constantemente e altamente abundante em uma faixa de massa entre 2000 e 20000 Da,
onde importantes proteinas ribossomais podem ser utilizadas como biomarcadores. Todo o
processo € analisado e descrito em detalhe por Santos et al. (2010b). Com base nesse
conhecimento, diferentes estudos tém demonstrado o elevado potencial desta técnica na
identificacdo 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 secdo sdo consideradas produtoras de
micotoxinas, o que pode ser considerado um fator limitante na sua utilizacéo pela indUstria
biotecnoldgica. A ocratoxina A (OTA) é uma micotoxina produzida por algumas espécies
do género Aspergillus. As espécies de Aspergillus secdo Nigri consideradas como
produtoras de OTA sdo: 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 ndo sdo consideradas produtoras (Samson et al., 2006; Moslem et al., 2010).
Devido ao perigo que a OTA representa para a saude humana e animal, esta micotoxina
tem recebido atencdo a nivel mundial.

As fumonisinas (FBs) sdo outra classe de micotoxinas tradicionalmente atribuida a
Fusarium verticillioides (Marin et al., 2004). Sdo metabdlitos cancerigenos e cerca de 50
diferentes fumonisinas sdo conhecidas, onde as mais comumente isoladas sdo a fumonisina
Bi1, B2 e B3 (FB1, FB2 e FBg, respectivamente) (Frisvad et al., 2007). No entanto, um grupo
de genes putativo relacionado com a producdo 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, FB; e FB3
tém sido utilizadas como biomarcadores para a identificagdo bioquimica das espécies de

fungos capazes de produzi-las.
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De acordo com Simdes et al. (2013) a primeira ferramenta comumente utilizada na
abordagem polifasica para a identificagdo de fungos filamentosos é a morfologia, seguido
do perfil bioquimico e analise molecular. Devido aos custos e tempo de resposta, a biologia
molecular é normalmente utilizada como Gltima ferramenta.

A fim de assegurar a viabilidade de cada cultura de fungo, apos identificacdo e
caracterizagdo, as culturas devem ser preservadas em colec¢Bes de cultura, desta forma, o
objetivo deste trabalho foi aplicar uma abordagem polifasica com base em caracteres
morfologicos, perfis bioquimicos (OTA e FB2) e analise espectral por MALDI-TOF MS
para a identificagdo das linhagens de Aspergillus secdo Nigri depositadas na Micoteca
URM da Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brasil.

Materiais e métodos
Linhagens de fungos

Setenta e quatro linhagens de Aspergillus secdo Nigri (Tabela 1) obtidas da
Micoteca URM (Recife, Brasil, www.ufpe.br/micoteca, WDCM 604) e dezenove linhagens
desta secdo compreendendo espécies de referéncia 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 polifasica que
consistiu em uma andlise morfoldgica, perfis bioquimicos (OTA e FB2) e anélise de
protedmica pela técnica do MALDI-TOF MS.

Analises morfologicas

Todas as linhagens foram submetidas a observacdo das caracteristicas
morfolégicas. Para a andlise macroscopica, 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, NaNOs 2 g/L, KCI 0,5 g/L,
MgS04.7H20 0,5 g/L, FeS04.7H>0 0,01 g/L, ZnS04.7H>0 0,01 g/L, CuSO4.5H,0 0,005
g/L, agar 20 g/L). Os esporos de cada uma das linhagens foram suspensos em 1 mL de
solugdo aquosa contendo 0,2% de agar e em seguida foram inoculados em trés pontos de
uma placa de Petri de 9 centimetros de diametro contendo 20 mL de MEA e CZ. As
linhagens foram incubadas durante 7 dias no escuro a 25°C. Para identificagdo foram
utilizados guias para o género Aspergillus (Raper; Fennell, 1965; Klich, 2002; Samson et
al., 2004; Varga et al., 2011).
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Analise bioquimica

Todas as linhagens foram avaliadas quanto a produgdo de OTA e FB.. Para
deteccdo da OTA, esporos de cada uma das linhagens foram suspensos em 1 mL de
solucdo aquosa contendo 0,2% de agar e em seguida inoculadas em um ponto Unico em
placas de Petri de 6 centimetros de didmetro contendo 5 mL de meio Extrato de Levedura
Sacarose Agar (YES: extrato de levedura (Difco™) 20 g/L, sacarose 150 g/L, agar 15 g/L),
indutor para producdo de OTA. As linhagens foram entdo incubadas durante 7 dias no
escuro a 25°C. Para a extracdo da OTA foi utilizada a metodologia descrita por Bragulat et
al. (2001), onde foram removidos trés tamp0es de agar de cada colonia e colocados em um
frasco &mbar de 4 mL de vidro de borosilicato e adicionado 1 mL de metanol. Apo6s 60
minutos, os extratos foram filtrados através de filtros de seringa de PTFE com poros de
0,45 um (Merck) e colocado em frascos ambar de 1 mL de vidro de borosilicato, em
seguida o material foi evaporado com nitrogénio.

As amostras foram analisadas por CLAE equipado com um detector de
fluorescéncia Jasco FP-920 (333 nm de comprimento de onda de excitacdo/emissdo de 460
nm de comprimento de onda), utilizando-se um reator fotoquimico de derivatizacdo pds-
coluna (PHRED unit — Aura Industries, USA). As separagdes cromatograficas foram
realizadas em uma coluna de fase reversa C18 (Waters Spherisorb ODS2, 4,6 mm x 250
mm, 5 um), equipada com uma pré-coluna com a mesma fase estaciondaria. A fase mével
utilizada foi uma mistura de acetonitrila:agua:acido 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 injecéo foi de
50 pL. O padrao de OTA, contendo 10,0 pg/mL foi obtido da Sigma-Aldrich. As amostras
foram consideradas positivas quando um pico no tempo de retencao similar ao padrao foi
detectado com uma altura de cinco vezes maior do que o ruido de linha de base.

Para FB: foi feita uma suspensdo de esporos para cada linhagem em 1 mL de
suspensdo aquosa contendo 0,2% de agar e foram inoculadas em um ponto Unico em placas
de Petri com 6 centimetros de didmetro contendo 5 mL de meio de Czapek Agar Levedura
Autolisado (CYA: sacarose 30 g/L, extrato de levedura 5 g/L, K:HPO4 1 g/L, NaNOs 2
g/L, KCI 0,5 g/L, MgSO47H20 0,5 g/L, FeSO47H,0 0,01 g/L, ZnSO+7H.0 0,01 g/L,
CuSO45H20 0,005 g/L, agar 20 g/L). Todas as linhagens foram incubadas durante 7 dias
no escuro a 25°C. Apds esse periodo foram removidos cinco tampdes de agar de cada
colbnia, e transferidos para um frasco ambar 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 vortex e colocados em banho de ultrasons (Sonicor) durante 50 minutos
para melhorar a extragdo da FB.. Os extratos foram filtrados atraves de filtros de seringa de
PTFE com poros de 0,45 pum (Merck) e colocados em frascos ambar de 4 mL de vidro de
borossilicato e em seguida evaporados com nitrogénio.

A FB: a partir de cada amostra foi entdo derivatizada com 2,3-naftaleno-
dicarboxaldeido (NDA). Para a reagdo de derivatizagdo, os reagentes foram adicionados a
cada frasco: 200 puL de metanol, 200 mL de tampao borato 0,05 M (pH 9,5, ajustado com
NaOH 2 N), 100 pL de solu¢do de cianeto de sddio (0,13 mg/mL em agua destilada) e 100
uL de solugdo de NDA (0,25 mg/mL em metanol). As amostras foram imediatamente
agitadas em vortex durante 1 minuto, mantidas a 60°C durante 15 minutos em banho
termostatico e depois esfriadas a temperatura ambiente. Para o Gltimo passo do processo,
as amostras foram diluidas com 1,4 mL de acetonitrila:H.O destilada (3:2, v/v) (Abrunhosa
etal., 2011).

As amostras foram entdo analisadas por CLAE equipado com um detector de
fluorescéncia Jasco FP-920 (420 nm de comprimento de onda de excitagdo/500 nm de
comprimento de onda de emissdo). As separacfes cromatograficas foram realizadas em
uma coluna C18 (Waters Spherisorb ODS2, 4,6 mm x 250 mm, 5 pm), equipada com uma
pré-coluna com a mesma fase estacionéria. A fase movel utilizada foi uma mistura de
acetonitrila:dgua:acido 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 injeccdo foi de 50 pL. O
padrdo para FB: contendo 50,0 ug/mL foi obtido da Sigma-Aldrich. As amostras foram
consideradas positivas quando um pico no tempo de retencdo similar ao padréo foi obtido,

com uma altura de cinco vezes maior do que o ruido de linha de base.
Analise fenotipica dos dados

Um dendrograma fenotipico com base em caracteristicas morfoldgicas e perfis
bioquimicos foi construido e a analise do mesmo foi realizada com o programa estatistico
SPSS versdo 16.0 (IBM). As caracteristicas morfoldgicas analisadas foram: seriacéo,
ornamentacdo dos conidios, forma e tamanho, tipo de cabeca conidial e cor da col6nia em
MEA e CZ. Para os dados bioquimicos foi observada a presenga ou auséncia da producéao
de OTA e FBa.
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Perfis protedmicos por MALDI-TOF MS

Os esporos de cada linhagem foram suspensos em 1 mL de solucdo aquosa
contendo 0,2% de agar e inoculados em trés pontos em placas de Petri de 6 centimetros de
diametro contendo 5 mL de MEA. As linhagens foram incubadas no escuro durante 36
horas a 25°C. Escherichia coli DH5a obtida da MUM foi utilizada como padrdo para a
calibracdo externa do MALDI-TOF MS. As células da Escherichia coli DH5a. 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 pg de esporos e
micélio jovem de cada cultura foi transferida diretamente para placa de 48 pocos de
MALDI-TOF MS. Simultaneamente, 0,5 uL da solucdo de matriz (75 mg/mL de &cido 2,5-
dihidroxibenzdico em etanolaguaacetonitrila (1:1:1) com 0,03% acido trifluoracético) foi
adicionada as amostras e homogenizadas suavemente. As misturas foram secas a
temperatura ambiente. Para a garantia de reprodutibilidade, cada amostra foi feita em
duplicata. Durante a analise, todas as solucGes foram preparadas e armazenadas a 5°C de
acordo com Rodrigues et al. (2011).

As andlises foram realizadas em um sistema Axima LNR (Kratos Analytical,
Shimadzu, UK) equipado com um laser de nitrogénio (337 nm), em que a intensidade do
laser foi fixada imediatamente acima do limiar para a producdo de ions. Doze proteinas
ribossomais conhecidas de E. coli DH5a (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
aceleracdo de 20 kV. Os espectros finais foram gerados somando 20 disparos do laser
acumulados por perfil e 50 perfis produzidos por amostra, 0 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 identificagdo microbiana final foi alcancada. 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 semelhanca entre os espectros individuais é expressa como o

namero absoluto ou relativo de combinar sinais de massa e depois de submeter os dados
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para um unico algoritmo de agrupamento aglomerativo. Identificacdes microbianas através
do SARAMIS™ s3o baseadas na presenca ou auséncia de cada pico no espectro. Um
dendrograma baseado na andlise protebmica das linhagens foi criado através do
SARAMIS™,

Resultados e discussao
Caracterizacdo morfoldgica e bioquimica

A Figura 1 mostra as caracteristicas macroscopicas para as espécies de Aspergillus
secdo Nigri, onde foram avaliadas apds crescimento em meio MEA e CZ durante 7 dias no
escuro a 25°C. A Figura 2 mostra as caracteristicas microscopicas das espécies de
Aspergillus secdo Nigri ap6s crescimento em meio MEA durante 7 dias no escuro a 25°C.
Todas as linhagens avaliadas neste estudo apresentaram conidios variando de castanho-
escuro a preto; conidiéforos uniseriados ou biseriados; vesiculas esféricas; e hifas hialinas
ou levemente pigmentadas préximo ao apice (Klick, 2002). Nas Figuras 1-3 e Tabela 1,
diferentes caracteristicas morfologicas foram observadas para as espécies de Aspergillus
secdo Nigri.

Das 93 linhagens avaliadas neste estudo, aproximadamente 23% e 9% delas foram
caracterizadas como produtoras de OTA e FBy, respectivamente. Onze linhagens (cerca de
20%) de toda populagdo 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 populagdo de A. niger produziram FB neste trabalho (Tabela 1). Estes
resultados corroboram os dados relatados por Samson et al. (2007a) para a producdo de
OTA por A. carbonarius, A. lacticoffeatus, A. niger e A. sclerotioniger, e os resultados
apresentados por Magnoli et al. (2003) para a producdo de OTA por A. foetidus. Em 2007,
Frisvad et al. relataram pela primeira vez a producdo FB> 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 producdo de
FB2 e FB4 por linhagens de A. niger e A. awamori. A maioria dos estudos relata que A.
niger produz apenas FB> e FB4, no entanto Varga et al. (2010b) detectaram pela primeira
vez a producdo de FB1 em linhagens de A. niger. Silva et al. (2011) relataram a producéo

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 FB>. A producéo de
OTA e FBy, dentro da se¢do 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 metabolitos secundarios caracteristicos da espécie.

As informagdes fenotipicas como: seria¢do, tamanho, forma e ornamentagdo dos
conidios, cabeca conidial, cor das col6nias nos meios CZ e MEA e deteccdo da producao
de OTA e FB: foram utilizadas para a constru¢do do dendrograma fenotipico com todas as
linhagens estudadas. O dendrograma fenotipico obtido foi separado em trés 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 sdo biseriadas, ou seja, possuem fidlides e métulas, e possuem
grandes conidios. As caracteristicas dos conidios sdo de grande importancia na
identificacdo das espécies da secdo Nigri. Samson et al. (2004, 2007a) referem-se a A.
carbonarius, A. homomorphus, A. ibericus, A. sclerotiicarbonarius e A. sclerotioniger
como espécies pertencentes a secdo Nigri que produzem conidios grandes. Além disso, de
acordo com Abarca et al. (2004) A. carbonarius é, possivelmente, 0 membro mais distinto
desta secdo e pode ser facilmente reconhecido devido ao tamanho dos conidios que é muito
maior quando comparado aos das outras espécies desta secdo. Aspergillus carbonarius
possui conidios rugosos. Devido a estas caracteristicas particulares, quase todas as
linhagens de A. carbonarius foram agrupadas no dendrograma por semelhancas
fenotipicas. Em contraste a maioria, 0 A. carbonarius URM 3818 apresentou conidio liso,
havendo o agrupamento desta linhagem com as espécies A. ellipticus MUM 03.12 e A.
sclerotioniger MUM 06.151. Aspergillus sclerotioniger apresenta conidios lisos quando
jovem, tornando-se verrucosos na maturacdao (Samson et al., 2004) e A. ellipticus possui
conidios equinulados (Kozakiewicz, 1989). Aspergillus carbonarius e A. sclerotioniger sdo
espécies capazes de produzir esclerdcios e OTA (Samson et al., 2004), caracteristicas que
podem ter levado a este agrupamento.

Aspergillus brasiliensis, A. foetidus, A. niger e A. tubingensis séo
morfologicamente idénticas e pertencem ao “agregado Niger” (Pafenicova et al., 2001,
Varga et al., 2003). No entanto, alguns autores descrevem diferencas morfologicas entre as
espécies do “agregado Niger”. Silva et al. (2011), por exemplo, diferenciaram A. niger e A.
tubingensis com base na cor dos esclerdcios, que variam de brancos a rosa em A. niger e

preto A. tubingensis. No entanto, Samson et al. (2004) relataram que a producdo de
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esclerdcios nem sempre é observada em A. tubingensis. Algumas caracteristicas distintivas
para A. foetidus foram descritas por Klich (2002) e Silva et al. (2011). Segundo esses
autores, conididéforos curtos e conidios pequenos e lisos a delicadamente rugosos séo as
principais diferencas encontradas entre A. foetidus e outras espécies desta secdo. As
caracteristicas observadas para a linhagem A. foetidus URM 749 analisada neste trabalho
estdo 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 fisiologicos consideraram A. foetidus como
sinénimo de A. niger.

O segundo grupo é composto por espécies uniseriadas, ou seja, que sé apresentam
fidlides, no entanto, algumas espécies biseriadas como A. niger (URM 5654 ¢ 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 caracteristicas morfolégicas,
entretanto, o dendrograma fenotipico foi construido levando em consideracdo
caracteristicas relacionadas a morfologia e ao perfil bioquimico. O agrupamento destas
caracteristicas tornaram essas linhagens estatisticamente proximas das espécies uniseriadas
(Tabela 1). As espécies uniseriadas que constituiram este grupo foram A. aculeatus, A.
japonicus e A. uvarum. De acordo com Klich (2002) e Samson et al. (2007a) A. japonicus
produz conidios equinulados e vesicula variando 14-30 (47) um. Em contraste, a linhagem
A. japonicus URM 3452 analisada neste trabalho apresentou conidios lisos. Além disso, A.
japonicus URM 3916 e A. japonicus URM 5620 apresentaram vesiculas com 51,1 e 50
Km, respectivamente, sendo maiores que as vesiculas de A. japonicus MUM 03.02 avaliada
neste trabalho, que é a espécie de referéncia (dados ndo apresentados).

De acordo com a analise fenotipica (Figura 3), A. japonicus URM 3916 e A.
japonicus URM 5620 foram agrupados com A. aculeatus MUM 03.11, que é a espécie de
referéncia utilizada neste trabalho. Klich (2002) descreve A. aculeatus e A. japonicus como
espécies morfologicamente semelhantes, no entanto, grandes vesiculas variando cerca de
(15) 25-55 (100) um e conidios elipsoidais sdo algumas das principais caracteristicas
morfologicas apresentadas por A. aculeatus e que sdo utilizadas na diferenciacdo dessa
espécie de linhagens de A. japonicus. De acordo com Klich (2002) A. japonicus é descrita
como uma espécie bem estabelecida e A. aculeatus € uma espécie onde o0 seu status
taxonémico ainda esta em questdo. No dendrograma fenotipico 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 vesiculas menores quando comparadas com A. aculeatus MUM 03.11, que ¢
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a espécie de referéncia utilizada (dados ndo apresentados). De acordo com Perrone et al.
(2008), com base nas caracteristicas morfologicas das espéecies de fungos de Aspergillus
secdo Nigri, A. uvarum é estreitamente relacionado com A. japonicus, no entanto, algumas
diferencas entre essas espécies, tais como, tamanho das vesiculas e dos conidios é menor
em A. uvarum, enquanto a forma dos conidios sdo semelhantes em ambas as espécies,
podendo ser de subgloboso a globoso. Em contraste, os conidios de A. japonicus variam de
3,0-4,5 um, enquanto A. uvarum apresenta conidios variando de 3,0-4,0 um.

O terceiro grupo é composto por A. ibericus e A. lacticoffeatus, que sdo espécies
biseriadas. No dendrograma fenotipico A. ibericus e A. lacticoffeatus estdo bem separados
dos outros grupos. Do ponto de vista morfoldgico, as espécies apresentam diferencas entre
si. No entanto, a separacdo estatistica significativa deste grupo dos outros grupos
apresentados deu-se devido a auséncia da producao de micotoxinas por A. ibericus e a cor

da col6nia de A. lacticoffeatus, essas seriam as principais razdes para estes resultados.
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Tabela 1. Caracterizacdo fenotipica e perfis bioquimicos das linhagens de Aspergillus secdo Nigri.

- Cor da colénia® Diémfetr_ohda " Micotoxinas®

Ndmero C'I:e;sns:;ll,;ei\g:o Origem colonia Seriacdo® Orna:;?é?gg o do

Ccz MEA cz MEA OTA FB2

(“élég/lsosez)i%ls; ASprfi;%ir"“S Fermentagéio 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 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 . pfzg?mf;as ng W 19,0 300 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 Sectegén do br br 660 800 bi s - -
URM 2604 A. niger Pulméo de ave br br 54,0 76,0 bi r + -
URM 2813 A. niger Bagaco 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 Agua p w 40,0 76,0 bi r - -
URM 3755 A. niger Agua w w 40,0 72,0 bi r - -
URM 3806 A. niger Res"cdaljfss de g w 50,0 62,0 bi r ; ;
URM 3811 A. niger Re:giggiide w 50,0 76,0 bi r ; ;
URM 3820 A. niger Solo w 76,0 56,0 bi r - -
URM 3853 A. niger Eﬁm gj y br 630 51,0 bi r ; ;
URM 3856 A. niger er];'r‘:éﬂjie w w 700 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 Cha 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 Agua 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 C"“;Ldgggu?ra' 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 Agua br br 72,0 50,0 bi r - -
URM 5438 A. niger Agua b br 50,0 52,0 bi s - -
URM 5439 A. niger Amostra clinica b b 65,0 70,0 bi S - -
URM 5555 A. niger Farinna de br br 70,0 64,0 bi r - -
URM 5654 A. niger ;ﬂggsﬂf y y 72,0 68,0 bi r + ;
URM 5741 A. niger ;‘;rr;aoﬂz br b 64,0 30,0 bi r . ;
URM 5756 A. niger ;‘;rr;aoﬂz br br 66,0 66,0 bi r . +
URM 5837 A. niger Torta de br br 60,0 60,0 bi r . ;

mamona
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Tabela 1. (Cont.): Caracterizacdo fenotipica e perfis bioquimicos das linhagens de Aspergillus se¢do Nigri.

P Diametro da . .
Classificacé Cor da col6nia® colonia® o tacé Micotoxinas®
Nimero fzzsgt;c?é;:o Origem Seriagao® égag;en? d?gﬁ“’
P cz MEA cz MEA OTA  FB
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 Pulmao 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 Endofitico br g 45,0 64,0 bi r - -

%Egﬂlolsl%%; A. carbonarius Papel b b 35,0 42,0 bi r + -

(II\AMUII\QB(%‘?% A. carbonarius Vinho b b 30,0 54,0 bi r + -

(ll\/IMUIl\éIB(%Sz.Zlg) 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 Agua 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 + -

*

l(\/éLél\S/I 102332% A. japonicus Solo br br 10,0 52,0 uni e - -
URM 3452 A. japonicus Solo oceénico br br 26,0 72,0 uni S - -
URM 3833 A. japonicus Agua 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 Agua 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 br br 41,0 73,0 uni e - -

manguezal
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 Agua br br 67,0 73,0 uni e - -
URM 5751 A. japonicus Desconhecido br br 47,0 80,0 uni e - -
*

E\(/I:Lég/ll(;s’zét) 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 + -

('(\:A‘;JSM(sgg‘?g) 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 - -

*
'("é%"s" fg’ég) A. ellipticus solo b br 26,0 58,0 bi e ; ;
*
z‘l",\L/fl""ng:g) A ibericus Uvas b b 450 60,0 bi e - -
('I"'MUI"QQOSSS) A ibericus Uvas b b 470 63,0 bi e - -
('I\/IMUII\QQ()l?Zs?ll) A. ibericus Uvas b b 45,0 62,0 bi e - -
*

?/é%'\s/l f(?légg) A. lacticoffeatus Coffea robusta br br 43,0 44,0 bi S + -
*

'2?:%'\8/' 10165;%) A. sclerotioniger Coffea arabica br y 42,0 63,0 bi r + -
*

'\(ACUB'\Q 334125) A. tubingensis Desconhecido g br 45,0 73,0 bi s - -

MUM 06.153* . Tecido vegetal .

(CBS 113365) A. vadensis morto br br 40,0 66,0 bi r - -

MUM 08.01* A. uvarum Uvas br br 67,0 72,0 uni e - -

2 b: negra; br: marrom; w: branca; g: cinza; y: amarela; ng: ndo apresentou crescimento.
bdidmetro da coldnia em mm. © bi: biseriado; uni: uniseriada. ¢ r: rugoso; s: liso; e:
equinulado. ¢ valores em ng/mL. *Espécies tipo
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Figura 1. Verso das coldnias de Aspergillus secdo Nigri em CZ e MEA, respectivamente,
a 25°C apos 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 colonias de Aspergillus secdo Nigri em CZ e MEA,
respectivamente, a 25°C apds 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.



Figura 2. Caracteristicas microscopicas das espécies de Aspergillus se¢do 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.): Caracteristicas microscopicas das espécies de Aspergillus se¢do Nigri
crescidas em MEA por 7 dias no escuro a 25°C. Linhas: (H) A. ibericus MUM 03.49, (1)
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.
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WMUMO3.18 dspergilius carbonarius
URM 5012 4. carbonarius
MUMO3 .59 A carbonarius
MUMO3 .06 A carbonarius
URM 6123 4. carbonarius
URM 1546 4. cabonarius
URM 3818 4. cabonarius
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MUMO03 .12 4. ellipticus™®
URM 4924 4. riger

URM 5239 4_niger

URM 5020 4. niger

URM 3238 4. niger
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URM 3233 4. niger
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URM 978 4. niger
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URM 5240 4. aculeatus

URM 3840 4 japonicus
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= MUMO3.50 A. #ericus
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Figura 3. Dendrograma construido com base nas analises de seriacdo; forma, tamanho e
ornamentagdo dos conidios; tipo de cabeca conidial; cor da colonia em CZ e MEA, e
deteccdo da producdo de OTA e FB2 para as linhagens de Aspergillus se¢do Nigri.
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Anélise protedmica por MALDI-TOF MS

O dendrograma com base nos perfis protedmicos por MALDI-TOF MS das 93
linhagens de Aspergillus secdo Nigri avaliadas neste estudo € apresentado na Figura 4.
Alguns grupos formados com base na analise protedmica foram semelhantes aos obtidos
no dendrograma fenotipico. De acordo com o dendrograma protebmico construido, 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 fenotipico (Figuras 3 e 4). Além disso, as espécies pertencentes
ao “agregado Niger” foram agrupadas no dendrograma protedmico. Isto pode indicar que
as espécies do “agregado Niger” ndo sdo diferenciadas pela morfologia nem pela analise
protedmica por MALDI-TOF MS. Kallow et al. (2006) analisando linhagens de
Aspergillus secdo 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
fenotipico, obtido a partir de dados morfoldgicos e bioquimicos, esteve agrupada
juntamente com as espécies uniseriadas no segundo grupo formado (Figura 3), no entanto,
no dendrograma protedmico esteve agrupada no primeiro grupo juntamente com outras
linhagens de A. niger corroborando a identificagdo morfoldgica (Figura 4).

O segundo grupo formado através da andlise protedmica 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
vesicula pequena, sendo esta caracteristica da espécie A. japonicus (Figura 2). Através da
analise protebmica, 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 constituido das seguintes espécies:
A. carbonarius, A. ellipticus, A. ibericus e A. sclerotioniger. Aspergillus ibericus esta
intimamente relacionado com A. carbonarius devido as semelhangas fenotipicas
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 analise 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 esta estreitamente relacionado com A. tubingensis a
partir de um ponto de vista bioquimico segundo De Vries et al. (2005). Para as espécies
deste grupo é necessaria a utilizacdo de outras técnicas para uma identificacdo 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 polifésica, espécies de Aspergillus se¢do Flavi,
encontraram limitacGes para diferenciar A. oryzae de A. flavus a partir do ponto de vista
protedmico, no entanto, o MALDI-TOF MS permite a identificacdo rapida e eficiente para
as especies 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 secGes Fumigati, Flavi, Terrei, Nigri,
Nidulantes, Usti e Circumdati. Estes autores obtiveram 98,6% de confirmacéo taxondmica
pelo MALDI-TOF MS. Por andlise de sequéncias dos genes da B-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 a secdo Flavi e identificaram
através de anélises 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
identificacdo 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 diferenciacdo de espécies de Aspergillus, Fusarium, Penicillium e
dermatofitos (Wieser et al., 2012). A abordagem polifasica tem sido utilizada por muitos
taxonomistas para que haja uma identificacdo mais precisa das espécies. Poucos trabalhos
sdo encontrados na literatura utilizando a analise protedmica por MALDI-TOF MS para
Aspergillus se¢do Nigri. No entanto, a analise protedmica por MALDI-TOF MS tem um
custo muito baixo e parece ser o primeiro método proteémico disponivel para identificacdo

precisa das espécies mais importantes de Aspergillus.
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Figura 4. Dendrogama construido com base nas analises do MALDI-TOF MS entre as

linhagens de Aspergillus secdo Nigri. As distancias sdo medidas como porcentagem de

similaridade.
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Conclusodes

A taxonomia da sec¢do Nigri é considerada complexa devido as diferencas sutis
entre as espécies. Os resultados obtidos pela técnica do MALDI-TOF MS corroboram os
dados da taxonomia classica e analises bioquimicas. Cerca de 20% e 14% das linhagens de
A. niger sdo produtoras de OTA e FB», respectivamente. Diante disto, é necessaria a
analise prévia quanto ao perfil micotoxigénico de linhagens de A. niger para produgéo de
enzimas de interesse industrial. A abordagem polifasica oferece diferentes tipos de dados,
morfologicos, perfis bioquimicos e protedmicos, permitindo uma identificacdo mais
precisa das espécies desta secdo. A técnica do MALDI-TOF MS é uma ferramenta a mais
que pode ser utilizada para a caracterizagdo das espécies de Aspergillus secdo Nigri de

forma rapida e com um menor custo.
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Resumo

Poligalacturonases (PG) sdo enzimas pectinoliticas que possuem aplica¢fes tecnolégicas,
funcionais e biologicas no processamento de alimentos, maturacdo do fruto e na interacéo
planta-fungo, respectivamente. No presente estudo, foi utilizada uma metodologia de placa
de microtitulagdo para selecionar de forma rapida 61 linhagens de Aspergillus se¢do Nigri
quanto a capacidade de produzir endo-poligalacturonase (endo-PG) e exo-
poligalacturonase (exo-PG). Estudos de ampliagdo de escala foram realizados em um
reator de leito fixo operado em diferentes parametros, utilizando a linhagem selecionada
imobilizada em cascas de laranja. Um conjunto de quatro ensaios foi realizado nas
seguintes condic@es: células imobilizadas sem aeracdo; células imobilizadas com aerag&o;
células imobilizadas com aeracdo e adicdo de pectina; e células livres com aeracdo. As
fermentacdes decorreram por um periodo 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 méximos de atividade para a endo- e exo-PG (1,18 U/mL e 4,11 U/mL,
respectivamente) quando o reator foi operado sem aeracdo. A selecdo de linhagens
fangicas pelo método de placa de microtitulacdo promoveu a rapida deteccdo das linhagens
capazes de produzir PG. O reator de leito fixo operado sem aeracdo e preenchido com
casca de laranja, utilizada como suporte para a linhagem A. niger URM 5162 tornou-se um

processo promissor para producéo de PG.

Palavras-chave: Aspergillus niger, casca de laranja, células imobilizadas,
poligalacturonases e reator de leito fixo
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Introducéo

O suco de laranja € um produto de importancia econémica para o Produto Interno
Bruto brasileiro (PIB). Aproximadamente 85% do total de suco de laranja produzido no
Brasil sdo destinados a exportacdo, 0 que torna o pais responsavel por mais de 50% da
producdo mundial. A producéo de suco de laranja no Brasil é maior quando comparada
com a producdo do café, carne bovina, frango e actcar (Neves et al., 2011). No entanto, o
processo gera uma grande quantidade de residuos, especialmente cascas e membranas.
Estes residuos sdo ricos em carboidratos sollveis e insollveis (Zhou et al., 2011): a casca
contém aproximadamente 17% de agUcares sollveis, 9% de celulose, 10% de hemicelulose
e 42% de pectina como os maiores componentes (Rivas et al., 2008).

A utilizacdo de cascas de laranja como fonte de carbono e indutor para a producéo
de pectinases é muito atrativo para a industria de enzimas (Zhou et al., 2011). A conversédo
de pectina em acUcares sollveis é possivel através de reacdes enzimaticas catalisadas por
enzimas pectinoliticas que sdo 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 funcdo hidrolitica e sdo
as mais utilizadas em processos industriais. Os fungos séo utilizados para producéo de PG
em grande escala, em condicOes acidicas. Além disso, as PG fungicas sdo mais Uteis por
possuirem elevada atividade e uma atividade 6tima 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
indUstria de alimentos sdo pectinases (Jayani et al., 2005; Ruiz et al., 2012), onde a
principal aplicacdo industrial é na clarificacdo de suco e vinho. A clarificacdo é conseguida
através da hidrolise e solubilizacdo da pectina, promovendo a diminuicdo da viscosidade e
da aglomeracdo de particulas solidas suspensas, que podem ser removidas por filtracdo ou
centrifugacdo (Gomes et al., 2011; Laaksonen et al., 2012).

Pectinases podem ser facilmente produzidas em elevadas concentracGes por
linhagens de fungos filamentosos pertencentes ao género Aspergillus. Certas espécies de
Aspergillus podem ser caracterizadas pelo tipo de enzimas pectinoliticas que sdo capazes
de produzir (Alimardani-theuil et al., 2011; Fontana; Da Silveira 2012). A producéo
microbiana de enzimas pectinoliticas pode ser obtida por fermentacdo em estado sélido
(FES) ou por fermentacdo submersa (FSm), onde pode-se utilizar células microbianas

livres e imobilizadas.
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A imobilizacdo celular oferece inimeras vantagens sobre as culturas em suspenséo,
como a estabilidade das células, maiores densidades celulares, maior produtividade e a
viabilidade de processamento continuo. A utilizacdo de células imobilizadas para o
aumento da producdo enzimatica tem sido cada vez mais avaliada. Por exemplo, Nighojkar
et al. (2006) utilizaram com sucesso o alginato de sddio, alginato tratado com glutaraldeido
e gel de alginato de &lcool polivinilico para a imobilizacdo de células de A. niger. Neste
trabalho, os autores utilizaram cascas secas de laranja em pé como indutor para a produgéo
de PG e os resultados obtidos apontam para a possibilidade de aplicacdo desses sistemas de
imobilizagcdo em um processo semi-continuo para a producao de PG.

Shrinivas et al. (2012) utilizaram Bacillus halodurans imobilizados em uma matriz
de Ca-alginato para a producéo de protease alcalina termoestavel queratinolitica em cultivo
em batelada repetido, gerando um aumento de 2,5% na producdo de protease obtida sobre
as células livres depois de 24 horas. Taskin (2012) relataram a producdo de tanase e PG
utilizando células imobilizadas de Rhodotorula glutinis em Ca-alginato. Estes autores
obtiveram uma maior producdo de tanase e PG com o sistema de células imobilizadas.
Embora diferentes sistemas de imobilizacdo celular tenham sido estudados, muita
informacdo referente a imobilizacdo de células fungicas para a producdo de pectinases
extracelulares permanece restrita.

O presente estudo teve como objetivo utilizar um método rapido para deteccdo de
linhagens de Aspergillus secdo Nigri produtoras de PG e utilizar a linhagem mais
promissora em um reator de leito fixo operado em diferentes condi¢cdes com células livres

e imobilizadas.
Materiais e métodos
Micro-organismos

Cinquenta e trés linhagens de Aspergillus secdo Nigri (Tabela 1) obtidas a partir da
colecdo de culturas Micoteca URM (URM, Recife, Brasil, www.ufpe.br/micoteca/) e oito
linhagens desta secéo obtidas da colegéo 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 25°C.
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Padronizacao do inéculo

Placas de Petri com 6 cm de didametro, 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 cortica estéril, da area periférica
das coldnias para suspender os esporos dos discos em 30 mL de uma solucédo de Tween 80

(0,02%). A concentracéo de esporos foi ajustada para 3 x 10° esporos/mL.

Tabela 1. Linhagens de Aspergillus secdo Nigri avaliadas quanto a capacidade de produzir
endo-poligalacturonase e exo-poligalacturonase.

Numero Linhagens Numero 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 sele¢ao

Todas as linhagens foram submetidas a uma selecdo em meio de cultura liquido
(MCL.: 100 g de casca de laranja por litro de gua destilada) para avaliagdo da producéo de
PG. O MCL foi previamente esterilizado em autoclave durante 15 minutos a 121°C.
Aliquotas (180 uL) de MCL esterilizado foram introduzidas em placas de 96 pocos de
microtitulacdo de poliestireno de fundo plano estéreis (Greiner, Frickenhausen, Alemanha)
contendo 20 pL de uma suspensdo de esporos com cerca de 3 x 10° esporos/mL e como
branco foi utilizado agua esterilizada. Uma vez inoculadas, as placas de microtitulacdo
foram incubadas durante 5 dias no escuro a 25°C, sendo retiradas amostras a cada 24

horas. O ensaio foi realizado em triplicata.

Producéo de poligalacturonases em reator de leito fixo

Procedimento de imobilizacdo de biomassa no suporte natural

Cascas de laranja foram previamente esterilizadas durante duas horas em uma
solucdo de hipoclorito de sodio a 2% (p/v) e, em seguida, lavadas abundantemente com
agua destilada esterilizada. As cascas de laranja foram incubadas durante 36 horas a 65°C
para secagem e, em seguida, expostas a radiacdo 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 imobilizacdo da linhagem selecionada como maior atividade de PG. O suporte foi
inoculado com 5 mL de suspensio de esporos contendo cerca de 3 x10° esporos/mL. Apos
a inoculacdo, 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 fermentacéo.
Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Observagbes da estrutura morfoldgica da casca de laranja antes e depois da
colonizacdo pelo micélio fangico foram avaliadas por MEV (Leica Cambridge S360,
Cambridge, UK). As amostras foram revestidas com ouro e platina (80/20%) antes da

observagdo microscopica.
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Fermentacéo submersa

A ampliacdo de escala para producdo 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, a temperatura
ambiente e assistido por uma bomba peristaltica (Figura 1). A fim de manter o
metabolismo do fungo durante longos periodos, a adi¢do continua de MCL foi realizada.
Nos ensaios conduzidos com aeracdo o grau de agitacdo do meio foi estabelecido de modo
a evitar formacdo excessiva de espuma. Para a fermentacdo com células imobilizadas, com
aeracdo e adigéo de pectina (5 g/L concentragéo final no MCL), a dig&o de pectina foi feita
no tempo de 96 horas, a fim de manter o metabolismo do fungo por um periodo maior de
fermentacdo. As atividades das PG foram avaliadas durante 168 horas para todos os

ensaios e as amostras foram retiradas a cada 24 horas.
Ensaios enzimaticos

A atividade de endo-PG foi medida viscosimetricamente pela mistura de 5,5 mL de
1% (p/v) de pectina citrica em tampao acetato 0,025 M pH 5,0 (suplementado com 1 mM
de EDTA) e 250 pL do extrato enzimatico bruto. A reacdo 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 condicGes descritas anteriormente (Tuttobello; Mill, 1961). A
atividade de exo-PG foi determinada medindo a liberacdo de grupos redutores da pectina
citrica utilizando o éacido 3,5-dinitrossalicilico (DNS) (Miller, 1959). A mistura de reagdo
contendo 0,5 mL de 0,5% (p/v) de pectina citrica em tampao acetato 0,025 M pH 5,0 e 0,5
mL de extrato enzimético bruto foi incubada a 50°C durante 10 minutos. Uma unidade de
atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade da enzima que libera um mmole

de &cido galacturénico por minuto.
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Figura 1. Diagrama do reator de leito fixo utilizado no presente estudo.

Resultados e discussao

Selecdo das linhagens de Aspergillus

A selecdo é frequentemente o primeiro passo para se obter os micro-organismos
com caracteristicas destinadas a aplica¢fes industriais, permitindo a caracterizacdo e a
escolha de linhagens de fungo com a producdo Otima de enzimas. Além disso, a
informacdo obtida adiciona valores a esses recursos microbianos conservados em colecdes
de culturas.

Uma vez que as enzimas produzidas por fungos sdo utilizadas na industria
alimentar, estas ndo devem ser contaminadas com metabolitos toxicos. Neste estudo, todas
as linhagens foram previamente testadas para deteccdo de micotoxinas (ocratoxina A e
fumonisina B.), no entanto, nenhuma foi considerada produtora destes metabolitos (dados
ndo apresentados).

Linhagens de Aspergillus secdo Nigri foram avaliadas quanto a capacidade de
sintetizar PG em placa de microtitulagdo de 96 pocos contendo MCL (casca de laranja 100

g/L). A utilizagdo de casca de laranja como o unico componente do MCL permitiu a
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deteccdo da produgdo de endo- e exo-PG. O método de placa de microtitulacdo possui
algumas vantagens sobre os outros métodos de selecdo microbiana. A principal vantagem
relaciona-se com 0s custos, onde pequenas quantidades do meio de cultura (180 pL) sdo
utilizados, o espaco ocupado pelas placas de microtitulacdo € menor quando comparado ao
espaco necessario quando a selecédo é efetuada em placas de Petri ou frascos de Erlenmeyer
e, por ultimo, mas ndo menos importante, € um método quantitativo. Atualmente, ha
algumas tecnicas desenvolvidas usando uma abordagem miniaturizada para producédo de
enzimas como as celulases e xilanases (Lee et al., 2011) e um sistema mais avancado que
integram um microbioreator e um separador continuo miniaturizado (Pohar et al., 2012).

Mrudula e Anitharaj (2011) testaram diferentes substratos como: farelo de arroz,
farelo de trigo, bagaco de cana, casca de laranja, casca de limdo e casca de banana para a
producdo de pectinases. A casca de laranja foi o substrato que permitiu maior producédo de
pectinases por A. niger. Além disso, Maller et al. (2011) concluiram que residuos agro-
industriais, tais como as casca de laranja e de limdo, induziram a producdo de elevados
niveis de PG por A. niveus. O uso de casca de laranja pode ser altamente econémico a
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 a detectada pela linhagem de A. niger URM 5439 (3,7
U/mL). Estes resultados estdo de acordo com aqueles obtidos por Martins et al. (2012),
qguando avaliaram a producdo de PG por Thermoascus aurantiacus em FSm utilizando
meios sintéticos como Czapeck, Khanna, SR e meio Vogel suplementado com pectina
citrica comercial. A atividade mais elevada de PG foi obtida nos meios SR (2,0 U/mL) e
Vogel (1,9 U/mL) na fase logaritmica, que ocorreu apds o terceiro ou quarto dia de
fermentacdo. Martins et al. (2012) também utilizaram subprodutos agro-industriais como
fonte de carbono para a producdo de PG. Quando a casca de laranja foi utilizada foram
obtidos dois picos de producdo: o primeiro pico ocorreu ap6s 72 horas, e o segundo no fim
da fermentagdo com atividades similares de 2,1 U/mL. No entanto, quando casca de
maracuja foi utilizada o primeiro pico de producdo ocorreu apds 72 horas (2,0 U/mL) e o
segundo, apds 192 horas (3,0 U/mL). Em meio contendo farelo de trigo também houve

dois picos de producdo, depois de 72 horas (2,0 U/mL) e depois de 168 horas de
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fermentacdo (1,8 U/mL). No entanto, a mais elevada atividade foi obtida depois do quinto
dia (3,2 U/mL) quando o residuo a partir do processamento do suco de laranja foi utilizado,

referido como a “agua amarela”.
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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 sdo apresentadas na Figura 3 para os diferentes ensaios
realizados. As atividades de endo- e exo-PG foram detectadas no tempo inicial, entretanto,
este fato podera ter ocorrido devido ao substrato utilizado no reator, a casca de laranja, ter
sido incubado por 7 dias com uma suspenséo de esporos do fungo, periodo no qual deve ter
ocorrido a producdo das PG. Os valores maximos 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 aeracdo no intervalo de 24 e 72 horas de fermentacdo, respectivamente (Figura 3a).
Deste modo, 0 ensaio sem aeragdo € vantajoso uma vez que ocorre a reducao nos custos de
operagéo.

A adicdo de pectina, apds 96 horas de fermentacdo ndo influenciou
significativamente nas atividades das PG (Figura 3c). Cordeiro e Martins (2009) também
observaram que o aumento da concentragdo de pectina citrica acima de 0,5%, no meio de
cultura, ndo aumentou a atividade de PG. A adicdo de pectina ao processo fermentativo €
considerada um aumento nos custos de producdo, 0 que torna muitas vezes 0 pProcesso
inviavel. A atividade de endo-PG foi mantida semelhante para todos os testes, com uma

pequena diminuicdo da atividade apds 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 apds 24 horas de fermentag&o,
seguido de um decréscimo ao longo do tempo (Figura 3a). A maior producdo da enzima
durante as primeiras horas de fermentacdo permite uma reducdo dos custos de producéo
em comparacdo com a producao mais elevada para o final.

Quando comparados com os resultados obtidos para o ensaio com células livres
(Figura 3d), a imobilizacdo celular de A. niger URM 5162 proporcionou uma maior
atividade para a exo-PG (Figuras 3a, 3b e 3c). Taskin (2012) quando trabalhou com a
producdo de PG por Rhodotorula glutinis obteve 6tima producdo da enzima com células
imobilizadas em esferas de Ca-alginato (28,6 U/mL). Em contraste, a utilizacdo de celulas
livres levou a menor atividade (26,9 U/mL). O meio de cultura utilizado por este autor
continha acido tanico, pectina citrica e sais minerais. Gattas et al. (2009) relataram a
producdo 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
auséncia desta fonte de carbono a atividade de PG foi significativamente mais baixa (0,55
U/mL).

O custo mais elevado de producdo de PG esta relacionado com o suplemento do
meio de cultura, por exemplo, com diferentes fontes de carbono e nitrogénio. Gomes et al.
(2011) obtiveram valores elevados para a producgédo de PG devido a suplementacdo do meio
de cultura. A atividade maxima de PG (51,82 U/mL) foi obtida pela utilizacdo de pectina,
L-asparagina, fosfato de potassio e sulfato de ferro em diferentes concentracdes (32 g/L, 2
g/L, 0,06 g/L e de 1,0 g/L, respectivamente) na composi¢do do meio de cultura em FSm
com A. niger. Além disso, Kumar et al. (2011) avaliaram a producdo de PG por A. niger
em FSm utilizando uma mistura de farelo de trigo, farelo de milho e casca de laranja na
proporcdo de 2:1:2, respectivamente, como fontes de carbono. A producdo maxima da
enzima detectada pelos autores foi de 1,64 U/mL utilizando uma concentracdo de fontes de
carbono de 65 g/mL. Abbasi et al. (2011) utilizaram pectina citrica e farinha de trigo como
fontes de carbono e substrato, respectivamente, para a producdo de PG por A. awamori em
FSm. Inicialmente, a fermentacéo foi realizada em batelada, até o crescimento do fungo e,
em seguida, a fermentacdo foi realizada pelo modo de alimentacdo continua com a
introducdo de meio de cultura fresco. Estes autores obtiveram uma maior producéo de PG
quando uma concentracdo de 8 g/mL de sulfato de aménio foi utilizada. Os valores de
producdo 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 citrica como fonte de carbono.
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A producéo 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 formacao de produtos
estdo 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 ndo esteve relacionado com as atividades das PG (Figura 3). Conforme apresentado
na Figura 3, ocorreu uma ligeira reducdo do pH em todos os ensaios. De acordo com
Uenojo e Pastore (2007) e Cordeiro e Martins (2009) a reducéo do pH durante o processo
de fermentacdo pode ser explicado pela liberacdo de &cido glucurdnico no meio, devido a
acdo de enzimas pectinoliticas. Estas enzimas sdo produzidas por micro-organismos
durante as primeiras horas de fermentacdo. De acordo com Ming Chu et al. (1992), as
alteracdes de pH no meio de cultura podem ser explicadas como um resultado do consumo
de substrato. Quando os ions de aménio sdo utilizados pelos micro-organismos 0 meio é
acidificado. Além disso, quando o nitrogénio organico (aminodcidos e péptidos) €
assimilado, o meio ¢ alcalinizado. Considerando esta relacdo entre as PG e a utilizacdo de
compostos organicos, as alteracBes nos valores de pH podem ser usadas para explicar
algumas variacdes na producéo de PG.

Gomes et al. (2011) também ndo observaram qualquer relacdo entre a alteragdo de
pH e a producdo de PG. Pashova et al. (1999a) trabalhando com A. niger e utilizando 3%
de Ca-alginato para imobilizacdo celular, ndo observaram diferencas nas curvas de pH
entre culturas com células livres e imobilizadas. De acordo com estes autores, as alteracdes
na producéo de polimetilgalacturonase (PMG) ndo pode ser explicada pela variacéo de pH.
Estes autores observaram que a imobilizacdo do fungo ndo alterou o modelo de sintese
PMG. Pashova et al. (1999b) observaram que a imobilizacdo celular de A. niger em esferas
de alginato alterou o espectro das enzimas que degradam pectina. As culturas de células
livres produziram quatro enzimas pectinoliticas: PMG, PG, PME e PL, enquanto o micélio
retido sintetizou apenas PMG e PG.
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Figura 3. Producdo de exo-poligalacturonase (A) e endo-poligalacturonase (m) por
Aspergillus niger URM 5162 em reator de leito fixo. (a) célula imobilizada sem aeracéo;
(b) célula imobilizada com aeracdo; (c) célula imobilizada com aeracdo e adi¢do de
pectina; e (d) célula livre com aeracdo. Variacdo de pH durante a producdo de

poligalacturonases ().

Observacdo microscopica 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. Apds 4 dias de incubacdo é possivel observar apenas 0 micélio
denso cobrindo toda a superficie do suporte (Figura 4a). Além disto, uma grande
guantidade de conidioforos e esporos pode ser observada cobrindo toda superficie 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 concluiram 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 superficial das esferas de alginato e as hifas ndo poderam ser
observadas na parte central do gel. Em contraste, no presente trabalho, o uso de casca de

laranja como suporte, apresentou colonizacgao fungica homogénea (Figura 4a).

L= $EL EHT= 15.0 KV WD= 36 mm 50. L= S EHT= 150 kY WD= 34 mm PHOTO= 0
5011 100

00 um 00 pm

UNIV.

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 incubacdo a 25°C (x 150) e (b)

suporte com 7 dias de incubagéo a 25°C (x 300).

Conclusoes

No presente estudo, a avaliacdo da capacidade de producéo de poligalacturonases
por linhagens de Aspergillus secdo Nigri foi avaliada utilizando a metodologia de selecéo
rpida em placa de microtitulacdo, seguida da producgdo em reator de leito fixo. O método
de selecdo rapida em placa de microtitulacdo é apropriado para selecdo de uma grande
quantidade de linhagens fungicas 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 aeracdo. A producdo das PG néo é influenciada

pelo pH do meio de cultura.
Agradecimentos

M.H.C. Maciel agradece ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnologico (CNPq, Brasil) e Erasmus Mundus External Cooperation Window Lote 17.



100

5 SEPARACAO E PURIFICACAO DE POLIGALACTURONASES
PRODUZIDAS POR ASPERGILLUS NIGER URM 5162 UTILIZANDO
PEG/FOSFATO EM UM SISTEMA DE DUAS FASES AQUOSAS?

Marilia de H. C. Maciel® 2, Cristiane A. Ottoni?, Polyanna N. Herculano®, Tatiana S.
Porto*, Ana L. F. Porto®, Cledir Santos?, Nelson Lima?!, Keila A. Moreira®, Cristina Maria

de Souza-Motta™*

!Departamento de Micologia, Universidade Federal de Pernambuco, Cidade Universitaria,
Recife - PE, 50670-420, Brasil

2IBB-Instituto de Biotecnologia e Bioengenharia, Centro de Engenharia Bioldgica,
Universidade do Minho, 4710-057, Gualtar, Braga, Portugal

3Departamento  de Morfologia e Fisiologia Animal, Universidade Federal Rural
Pernambuco, Recife - PE, 52171-900, Brasil

4Unidade Académica de Garanhuns, Universidade Federal Rural Pernambuco, Garanhuns -
PE, 55292-270, Brasil

*Autor para correspondéncia: Cristina Souza-Motta. Departamento de Micologia,
Universidade Federal de Pernambuco, Cidade Universitaria, Recife - PE, 50670-420,

Brasil. Telefone: (+55) 81 21268948, Fax: (+55) 81 21268480, email: smotta@ufpe.br

3Trabalho a ser submetido para publicacdo como Marilia de H. C. Maciel, Cristiane A. Ottoni, Polyanna N.
Herculano, Tatiana S. Porto, Ana L. F. Porto, Cledir Santos, Nelson Lima, Keila A. Moreira, Cristina M.
Souza-Motta. Partitioning and purification of polygalacturonases produced by Aspergillus section Nigri
URM 5162 using PEG/phosphate in an aqueous two-phase system. Fluid Phase Equilibria.


mailto:smotta@ufpe.br

101

Resumo

A separacdo e purificacdo 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 (2*) para avaliar o efeito das variaveis
independentes: massa molar do PEG (400-8000 g/mol - Meeg), concentracdo do PEG
(12,5-17,5%, m/m - Cpeg), concentracdo de fosfato (15-25%, m/m - Cros) e pH (6,0-8,0).
O coeficiente de particdo, rendimento em atividade e o fator de purificacdo foram
analisados como respostas. A endo-poligalacturonase (endo-PG) teve preferéncia pela fase
superior do sistema, fase rica em PEG. Os melhores resultados para o coeficiente de
particdo (K=1,23), rendimento em atividade (Y=74,04%) e para o fator de purificacdo
(FP=8.18) foram obtidos com 12,5% (m/m) de PEG 8000 (g/mol) e Cros de 25% (m/m)
em pH 6,0. A Cros foi a variavel que mais influenciou nas respostas das variaveis. A exo-
poligalacturonase (exo-PG) também teve preferéncia pela fase superior do sistema. A Mpec
teve uma influéncia positiva significativa sobre o0 K, Y e no FP. Com o PEG 8000 (g/mol),
Crec de 12,5% (m/m), Cros de 25% (m/m) e pH 6,0 foram obtidos os maiores valores para
0 K (2,40), para 0 Y (33,33%) e para o FP (1,98) da exo-PG. A condicdo de Mpec 8000
(g/mol), Cpec de 12,5% (m/m), Cros de 25% (m/m) e pH 6,0 foi considerada como a mais
adequada para a purificacdo das PG produzidas por A. niger URM 5162. A variavel
independente que mais influenciou as variaveis respostas foi a Mpeg. O sistema

PEG/fosfato € uma alternativa de baixo custo para a purificacdo de PG.

Palavras-chave: Sistema de duas fases aquosas, poligalacturonases, coeficiente de

particdo, fator de purificacdo e PEG/fosfato
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Introducéo

As pectinases sdo enzimas que atuam sobre substancias pécticas por reacdes de
hidrolise, transeliminacdo e esterificacdo (Kashyap et al., 2001). As pectinases sdo de
grande importancia na clarificacdo e reducdo da viscosidade em sucos de frutas,
melhorando e aumentando a eficiéncia de filtragdo. Quando utilizadas no esmagamento das
uvas ou no mosto de vinho melhoram a extracdo do suco, reduzem o tempo de clarificagdo
e aumentam o conteudo de terpenos no vinho (Uenojo; Pastore, 2007).

Os fungos filamentosos sdo frequentemente utilizados para fins industriais, pois
cerca de 90% das enzimas produzidas séo secretadas no meio de cultura (Blandino et al.,
2001; Souza et al., 2003). As poligalacturonases (PG) sdo as enzimas pectinoliticas mais
estudadas (Ustok et al., 2007) e sdo classificadas em endo-poligalacturonase (endo-PG) e
exo-poligalacturonase (exo-PG) de acordo com o seu modo de acdo na cadeia de acido
poligalacturénico. As PG catalisam a clivagem hidrolitica na cadeia do &cido
poligalacturénico pela introducdo de dgua através das pontes de oxigénio. A endo-PG atua
de forma aleatéria na cadeia do acido poligalacturbénico, liberando acido
oligogalacturénico. No entanto, a exo-PG atua em mondmeros terminais do &cido
poligalacturénico, liberando acido monogalacturdnico (Jayani et al., 2005; Abassi et al.,
2011).

A purificacdo 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 solu¢Bes aquosas
de dois polimeros, ou de um polimero e um sal de elevada forca i6nica. Os polimeros mais
utilizados sdo o polietilenoglicol (PEG) e dextrana. Um fendmeno de exclusdo pode ser
observado entre um polimero e um sal de elevada concentracdo (por exemplo, PEG/fosfato
ou sulfato ou citrato), uma vez que o sal ira captar uma grande quantidade de agua 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 séo faceis de manusear (Ratanapongleka,
2010; Herculano et al., 2012; Neves et al., 2012). A desnaturacdo ou perda da atividade
bioldgica geralmente ndo é observada devido ao elevado teor de &gua e a baixa tensao

interfacial do sistema, que pode atuar protegendo as proteinas (Asenjo; Andrews, 2011). A
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particdo das biomoléculas é controlada por uma série de pardmetros relativos as
propriedades do sistema (por exemplo, o tipo de polimero, sua massa molar, concentragao
e 0 tipo, e concentracdo de sais, valores de pH e forca idnica) e o tipo de molécula a ser
analisada (por exemplo, carga, peso molecular, hidrofobicidade e caracteristicas de
conformacéo) (Antov; Pericin, 2001; Rosa et al., 2010).

Nos ultimos anos, a aplicacdo de SDFA tem sido focada para a extragdo e
purificacdo de proteinas, em particular, na purificacdo de enzimas (Ratanapongleka, 2010),
incluindo, celulases (Herculano et al., 2012), colagenase (Rosso et al., 2012), o-
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 (Rodrigues-Duran et al., 2013).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a particdo e purificacdo 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 quimicos utilizados no presente trabalho foram de grau analitico
e obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).

Imobilizagdo da biomassa em suporte natural

Cascas de laranja foram previamente esterilizadas durante duas horas em uma
solucdo de hipoclorito de soédio a 2% (v/v) e, em seguida, lavadas abundantemente com
agua destilada esterilizada. As cascas de laranja foram incubadas durante 36 horas a 65°C
para a secagem e, em seguida, expostas a radiacdo 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 imobilizacdo da linhagem de A. niger URM 5162. O suporte foi inoculado
com um volume de 5 mL da suspensio de esporos contendo cerca 3 x 10° esporos/mL.
Apos a inoculacdo, 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 fermentacdo (Maciel et al., 2013).
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Fermentacéo submersa em reator de leito fixo

A producgdo das PG foi realizada em um reator de leito fixo utilizando células
imobilizadas de A. niger URM 5162. Um reator continuo de leito fixo de 300 mL de
capacidade foi operado com um volume de 260 mL, a temperatura ambiente e assistido por
uma bomba peristaltica. A adi¢do continua de meio de cultura liquido (MCL: 100 g de
casca de laranja por litro de agua destilada), previamente esterilizado em autoclave durante
15 minutos a 121°C, foi realizada com o objetivo de manter as funcBes metabolicas do
fungo por um maior periodo. O ensaio foi conduzido com aeracdo e o0 grau de agitacdo do
meio foi estabelecido de modo a evitar a formacdo excessiva de espuma (Maciel et al.,
2013). O liquido fermentado foi retirado no tempo de 72 horas para posterior analises

enzimaticas e utilizacdo no SDFA para separacéo e purificacdo das PG.
Preparo do sistema de duas fases aquosas

Para a extracdo das PG, o sistema foi preparado com PEG de diferentes massas
molares (400, 3350 e 8000 g/mol) e sais de fosfato. As solucdes fosfato (40%, m/m) foram
preparadas pela mistura de quantidades adequadas de fosfato de potassio dibasico
(K2HPO,), fosfato de potassio monobasico (KH2POs), fosfato de sddio dibasico
(Na2HPO4) e fosfato monobasico de sédio (NaH2PO.) a diferentes valores de pH (6,0, 7,0
e 8,0) a 25 + 1°C. As quantidades desejadas de PEG e sal foram colocadas em tubos de
centrifuga graduados (15 mL). O extrato enzimatico bruto contendo as PG, representou
20% do volume total do sistema e foi adicionado aos tubos. A agua foi entdo adicionada a
um peso final de 10 g. Apds agitacdo por um minuto em vértex, os tubos permaneceram
em repouso por 60 min para a separacdo das fases. Apos a separacdo das fases, 0s volumes
de cada fase foram medidos e em seguida separados com pipetas automatizadas.
Posteriormente foram realizadas as atividades enzimaticas e dosagem do teor de proteinas,
0 que permitiu o célculo do coeficiente de particdo, rendimento e fator de purificacdo das
PG.

Técnicas analiticas

A dosagem do teor de proteinas foi determinada de acordo com o método de
Bradford (1976), a uma absorbancia de 595 nm. O soro de albumina bovino (BSA) foi
utilizado como padréo. As determinacGes foram realizadas em triplicata para cada amostra

e a média foi utilizada. As atividades enzimaticas 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 solucdo de 1% (p/v) de pectina citrica em tampao acetato 0,025 M,
pH 5,0 (adicionado de 1 mM de EDTA) e 250 uL do extrato enzimatico bruto. A reagdo 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 condic¢des descritas anteriormente (Tuttobello;
Mill, 1961). A atividade de exo-PG foi determinada medindo a liberacdo de grupos
redutores da pectina citrica utilizando o acido 3,5-dinitrossalicilico (DNS) (Miller, 1959).
A mistura de reacdo contendo 0,5 mL da solucdo de 0,5% (p/v) de pectina citrica em
tampé&o acetato 0,025 M, pH 5,0 e 0,5 mL do extrato enzimético bruto foi incubada a 50°C
por 10 minutos. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade

da enzima que libera um mmole de &cido galacturénico por minuto.
Delineamento experimental

Os efeitos da massa molar do PEG (Mpeg), concentracdo do PEG (Ceec),
concentragdo de fosfato (Cros) € pH sobre as variaveis resposta do sistema (coeficiente de
particdo (K), rendimento em atividade (Y) e fator de purificacdo (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 anélises estatisticas e graficos foram feitos
no software Statistica 8.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, EUA) (Statsoft, 2008).

Tabela 1. Niveis das variaveis utilizadas no planejamento experimental do tipo 2*
selecionados para a extracdo e purificacdo das poligalacturonases (PG) utilizando o SDFA
PEG/fosfato.

Niveis
Variaveis Inferior (-1) Central (0) Superior (+1)
Mpec? 400 3350 8000
Crec” 12,5 15 17,5
Cros® 15 20 25
pH 6,0 7,0 8,0

aMassa molar do PEG (g/mol); "Concentragdo do PEG (%); “Concentracao de fosfato (%).



106

Determinacéo do coeficiente de parti¢do, rendimento e fator de purificacédo

O coeficiente de particdo da enzima foi definido como a razéo entre a atividade

enzimatica das enzimas na fase superior (As) e na fase inferior (Ai):

_hs
Al

O fator de purificacdo foi calculado como a razdo entre a atividade especifica na

K 1)

fase superior e a atividade especifica do extrato enzimatico bruto (antes da particao) (Ai):
p PO @
Ai/Ci

onde Cs e Ci sdo as concentracdes de proteina total, expressa em g/mL, na fase superior e

no extrato enzimatico bruto, respectivamente.
O rendimento em atividade foi definido como a razdo entre a atividade total na fase

superior e a do extracto enzimatico bruto e foi expressa em porcentagem:

. (As_v_s
AiVi

j x 100 (3)

onde Vs e Vi sdo os volumes da fase superior e do extrato enzimatico bruto,

respectivamente.
Resultados e discussao

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
imobilizacéo de células durante a fermentagdo submersa em reator de leito fixo. O extrato
enzimatico utilizado para purificacdo das PG foi obtido no tempo de 72 horas de
fermentacdo (Maciel et al., 2013). Poucos estudos envolvendo separacdo e purificacdo de
PG sdo descritas na literatura. Neste trabalho utilizou-se o SDFA para separacdo e
purificacdo das PG e os resultados obtidos a partir do planejamento experimental sdo

apresentados na Tabela 2.
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Coeficiente de parti¢céo, rendimento em atividade e fator de purificagdo de endo-
poligalacturonase (endo-PG) em SDFA

A endo-PG teve preferéncia pela fase superior do sistema (K > 1) (Tabela 2).
Corroborando nossos resultados, Lima et al. (2002) utilizando o SDFA PEG 10000/fosfato
observaram a particdo 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 pectinolitico apresentam maior preferéncia 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 amonio para o particionamento da endo-PG,
observaram que esta enzima possuiu preferéncia pela fase rica em sal.

Quando a Mpec no sistema possui elevado valor pode ocorrer o que chamamos de
“efeito de volume excluido”, que significa uma diminui¢do do espago para a enzima na
fase PEG e consequentemente uma migracdo da mesma para a fase rica em sal (Porto et
al., 2008; 2010). Segundo Rabelo et al. (2004) quando se tem uma Mpec elevada ocorre
diminuicdo do K do sistema, no entanto, baixa Mpec proporciona aumento no valor do K e
consequentemente migracdo da enzima para a fase rica em PEG. Neste estudo, o “efeito de
volume excluido” nao 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 ndo observaram o “efeito de volume excluido” (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 concentragdo de colagenase na fase inferior de
quase todos os ensaios realizados.

Outro efeito, denominado de “salting out”, também pode ser observado quando a
concentracdo de sal na fase inferior do sistema € elevada e ocorre a migracdo da enzima
para a fase do sistema rica em PEG (Babu et al., 2008; Porto et al., 2008). Este efeito ndo
foi observado no presente estudo, pois quando utilizou-se elevada Cros, a endo-PG
permaneceu na fase inferior do sistema.

Na Tabela 2 sdo apresentadas as variagOes 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 variagdes, € necessario otimizar a separacdo e purificacdo

utilizando o SDFA. A melhor condi¢cdo obtida para a purificacdo 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 condicdo
resultou em um K de aproximadamente 1,23, Y de 74,04% e um FP de 8,18 vezes.

As variaveis independentes do sistema estudadas neste trabalho apresentaram efeito
significativo sobre o coeficiente de particdo (Tabela 3). As variaveis Mpeg, Cpec € Cros
apresentaram um efeito positivo significativo, em contrapartida, o pH apresentou um efeito
negativo para o K. O efeito positivo da Mees, Crec € Cros no K significa que altos niveis
dessas variaveis promovem o particionamento da endo-PG para a fase PEG do sistema.

As variaveis independentes, Mpec, Cros € pH e suas interacdes, apresentaram efeito
significativo para o FP. A interacdo positiva significativa entre Mpeg X Cros mostrou que
niveis mais altos dessas varidveis 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 condicdo de Mpeg 8000
(g/mol), Cpec de 12,5% (m/m), Cros de 25% (m/m) e pH 6,0 (Figura 1).

As variaveis Cpeg € Cros apresentaram uma correlagdo significativa no Y da endo-
PG, onde altos niveis da Cpec e niveis mais baixos da Cros proporcionam um maior Y.
Como podemos observar na Tabela 2, o maior valor para o Y (143,83%) foi obtido com
Meec 400 (g/mol), Cpec de 17,5% (m/m), Cros de 15% (m/m) e pH 8,0. A interagdo entre a
Mpec X Crec X Cros foi positiva, significando que quanto mais elevado os valores dessas
variaveis maior serd o Y da endo-PG.

Lima et al. (2002) utilizaram o SDFA PEG/fosfato de potassio para purificacdo das
enzimas pectinoliticas. 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 purificacdo 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. Condigdes e resultados do planejamento experimental (2%) para a extracdo das

poligalacturonases utilizando PEG/ fosfato em SDFA.

Meec®  Ceec”  Cros®  pH Endo-PG Exo-PG

K& ye  FPf K¢ Ye FPf

1 400 12,5 15 6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 8000 125 15 6 094 7660 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 175 15 6 096 111,17 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 125 25 6 1,23 74,04 8,18 2,40 17,97 1,98
7 400 17,5 25 6 106 9585 249 1,64 26,03 0,68
8 8000 175 25 6 104 7745 2093 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 125 15 8 100 86,17 1,05 2,06 22,11 0,27
11 400 17,5 15 8 091 143,83 3,26 1,62 31,50 0,71
12 8000 175 15 8 09 102,13 0,87 2,35 26,63 0,23
13 400 12,5 25 8 087 60,00 3,31 2,12 13,78 0,76
14 8000 125 25 8 083 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 5670 7,71 0,39 9,66 1,31
179 3350 15,0 20 7 089 7819 2,76 0,46 11,83 0,42
189 3350 15,0 20 7 0,90 75,00 2,65 0,47 9,77 0,35
199 3350 15,0 20 7 0,83 8340 2,76 0,53 11,98 0,40
209 3350 150 20 7 083 7021 2,07 063 1243 037

Endo-PG, endo-poligalacturonase; Exo-PG, exo-poligalacturonase.
(g/mol). ® Concentragdo do PEG (%). ¢ Concentragdo de fosfato (%). ¢ Coeficiente de particdo. ©

a Massa molar do PEG

Rendimento em atividade (%). fFator de purificacdo na fase PEG. 9 Pontos centrais.
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Tabela 3. Efeitos calculados a partir das respostas dos resultados obtidos do planejamento

experimental (24) para extracdo das poligalacturonases utilizando PEG/fosfato em SDFA.

Endo-PG Exo-PG
K Y FP K Y FP
(1) Mpec 12,35* 1,78 8,00* 18,92* 12,18* 28,13*
(2) Crec 10,29* 17,29* 2,83 -0,67 15,10* -0,22
(3) Cros 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*
1x2 -14,28*  -12,06* -2,96 -7,05* -8,43 -6,07*
1x3 -12,66* -6,69* 6,08* -15,40* -9,89* 10,19*
1x4 -1,24 -0,84 -2,21 -3,56* -2,83 -13,29*
2x3 -13,98*  -12,72*  -8,22* -22,60*  -13,58*  -21,36*
2x4 -0,36 -0,40 7,19* -6,80* -5,40* 9,52*
3x4 -6,70* -3,46* 2,19 -12,66* -8,85* -2,25
1x2x3 10,41* 8,83* 9,88* 6,00* 3,01 11,69*
1x2x4 0,73 -1,22 9,68* -2,17 -7,47* 11,48*
1x3x4 -3,06 -0,39 3,72* -4,57* 4,65* 11,41*
2x3x4 1,58 0,78 8,99* -8,94* -7,21* 9,81*

* Valores estatisticamente significativos (p<0.05).
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oRHRDIN S04

Figura 1. Efeitos das variaveis concentracdo do PEG (Cpes, % m/m) e concentracdo de
fosfato (Cros %, m/m) sobre o fator de purificacdo da endo-poligalacturonase produzida
por Aspergillus niger URM 5162 pelo SDFA.

A Cros foi a varidvel independente que mais influenciou as variaveis resposta (K, Y
e FP). A interacdo positiva significativa entre Mpec X Cpec X Cros também influenciou na
resposta das variaveis. Cavalcanti et al. (2008) trabalhando com a purificagdo da a-toxina
de Clostridium perfringens tipo A, utilizando um SDFA formado por PEG/fosfato,
observaram que além Cros, a Cpec também influenciou fortemente as respostas das
variaveis. Kirsch et al. (2012) também observaram que a Cpec € a Cros influenciaram nas
variaveis resposta para purificacdo de proteases.

De acordo Voet et al. (2000) as cadeias laterais dos aminoacidos podem ser
afetadas por variagdes no pH, havendo mudanca na distribuicdo de carga e de ligagOes de
hidrogénio. Assim, o pH é considerado com uma variavel que interfere diretamente no K.
Neste estudo, os resultados indicaram que a varia¢do do pH teve um efeito significativo
sobre 0 K e 0 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 4cida (Pafenicova et al., 2000) e uma superficie carregada negativamente nos valores

de pH utilizados neste estudo (6,0, 7,0 e 8,0). Estas caracteristicas fazem com que a endo-
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PG particione para a fase superior do sistema, que possui carga positiva, por meio de
interacOes eletrostaticas entre a enzima e as moléculas de PEG. As proteinas carregadas
negativamente possuem uma preferéncia pela fase superior e as proteinas de carga positiva
para a fase inferior do SDFA (Cavalcanti et al., 2006; Azevedo et al., 2009).

Coeficiente de particdo, rendimento em atividade e fator de purificacdo 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 particdo 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 amdnio observaram a particdo da exo-PG para a fase do sistema rica
em sal. A Mpec e a Cros mostraram uma correlacdo positiva significativa com o valor do
K, entretanto, o pH apresentou uma correlagcdo negativa (Tabela 3). Estes resultados séo
apresentados na Tabela 2 (ensaio 6), onde a melhor condi¢do para o particionamento da
exo-PG, para a fase rica em PEG, foi obtida com Mpec 8000 (g/mol), Cpec de 12,5%
(m/m), Cros 25% (m/m) e pH 6,0 (K=2,40). Na Tabela 2, podemos observar que 0s
experimentos mostraram varia¢ées 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 necessario otimizar o
particionamento e o processo de purificacao.

As variaveis independentes Mpec € Cpec foram significativamente positivas na
andlise estatistica para o rendimento em atividade da exo-PG, onde quanto maior 0s
valores destas variaveis, maior serd o Y. A interagdo negativa significativa entre as
variaveis Cros e pH significam que valores menores dessas variaveis proporcionam maior
rendimento em atividade da exo-PG. As melhores condicBes para o rendimento da
atividade da exo-PG (33,33%) foi obtida com a Mpec de 8000 (g/mol), Cpec de 17,5%
(m/m), Cros de 15% (m/m) e pH 6,0 (Tabela 2, ensaio 4).

Com relacdo ao FP, as varidveis independentes Cros € Mpeg foram
significativamente positivas e o pH foi significativo e negativo. Estes resultados estio
apresentados na Tabela 2 (ensaio 6), onde a Mpec de 8000 (g/mol), Cpec de 12,5% (m/m),
Cros de 25% (m/m) e pH 6,0 foi a melhor condicdo para o FP (1,98) (Figura 2).

Lima et al. (2002) utilizaram um SDFA formado por PEG/fosfato de potassio 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 potassio 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 particédo
das proteases produzidas por Lentinus citrinus DPUA 1535 para a fase superior do sistema.
Esses autores obtiveram a melhor condicdo para a extracdo de proteases com Mpec 6000
(9/mol), Cpec de 17,5% (m/m) e Cros 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 Cpec € Cros de 17,5% e 15%, respectivamente, para a purificagéo
de toxinas o de C. perfringens tipo A.

CEYIN G BB 1TEL

Figura 2. Efeitos das variaveis concentracdo do PEG (Cpes, % m/m) e concentracdo de

fosfato (Cros %, m/m) sobre o fator de purificacdo da exo-poligalacturonase produzida por
Aspergillus niger URM 5162 pelo SDFA.

A melhor condicdo obtida foi de 12,5% (m/m) de PEG 8000 (g/mol) e 25% (v/v) de
fosfato pH 6,0. Estas condigdes resultaram em um K de aproximadamente de 2,40, Y de
17,97% e um FP de 1,98 vezes. Esta condicdo foi considerada a mais adequada para a
purificacdo da endo- e exo-PG produzidas por A. niger URM 5162.
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A variavel independente que mais influenciou o K, Y e o FP foi a Mpec. 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
interacdo negativa significativa entre Cpec X Cros tambem influenciou a resposta das
variaveis.

Os resultados indicaram que a variagdo 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 parti¢cdo da exo-PG para a fase superior do sistema
devido ao ponto isoelétrico na regido &cida (Kester et al., 1990).

O “efeito de volume excluido” ndo influenciou o particionamento da exo-PG, uma
vez que ao utilizar uma Mpec de 8000 (g/mol) a enzima foi particionada para a fase
superior do sistema. O efeito “salting out” também ndo foi observado, onde em Cros

elevadas a exo-PG foi particionada para a fase inferior do sistema (Tabela 2).

Conclusodes

As PG produzidas por A. niger URM 5162, preferencialmente, sdo particionadas
para a fase PEG quando utilizando um sistema PEG/fosfato. A condigdo de Mpec 8000
(g/mol), Crec de 12,5% (m/m), Cros de 25% (m/m) e pH 6,0 é considerada como a mais
adequada para a purificacdo das PG produzidas por esta linhagem. A Cros € Mpeg Sa0 as
variaveis que mais influenciam os valores de K, Y e PF da endo- e exo-PG. Os resultados
obtidos neste trabalho demonstram que 0 SDFA é uma alternativa promissora e que agrega

baixo custo na purificacdo dessas enzimas.
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6 CONSIDERACOES GERAIS

A taxonomia da secdo Nigri é considerada complexa devido as diferengas sutis
entre as espécies. Dessa forma, a abordagem polifasica, baseada em caracteres
morfologicos, bioquimicos e espectral por MALDI-TOF MS, oferece diferentes tipos de
informagdes 0 que permite uma identificagdo mais precisa das espécies desta se¢do. O
MALDI-TOF MS e uma ferramenta importante para a caracterizacdo das linhagens de
Aspergillus secdo Nigri e € considerada rapida, sensivel e de baixo custo. Os resultados
obtidos pela técnica do MALDI-TOF MS corroboram os dados da taxonomia classica e
analises bioquimicas. No entanto, poucos trabalhos s&o encontrados na literatura utilizando
esta ferramenta na identificacdo de espécies de Aspergillus secdo Nigri.

A caracterizacdo bioguimica das espécies de Aspergillus secdo Nigri quanto a
deteccdo da producdo de micotoxinas ajuda a solucionar alguns problemas na
identificacdo. Algumas linhagens de A. niger, cerca de 20% e 14%, s&o produtoras de OTA
e FB2, respectivamente. Uma vez que A. niger é considerado produtor de micotoxinas,
apesar de ser considerado como GRAS, ¢é imprescindivel uma analise prévia quanto ao
perfil micotoxigénico das linhagens utilizadas em determinados setores industriais, bem
como a identificacdo correta em nivel de espécie. Linhagens de A. niger sdo
frequentemente utilizadas na producdo comercial de enzimas, por exemplo, as pectinases
que sdo utilizadas no processamento de sucos de frutas, na recuperacdo de 6leos essenciais,
na extracdo de 6leos vegetais, na fabricacdo de racdo para animais, na industria de vinhos,
téxtil e de papel e celulose.

Assim como a caracterizacdo quanto a producdo de micotoxinas, também é
importante avaliar a capacidade de produzir enzimas por essas linhagens. O método de
selecdo rapida em placa de microtitulacdo é apropriado para caracterizacdo de uma grande
quantidade de linhagens fangicas quanto a producdo 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 aeracdo e é considerado um
processo promissor para producdo destas enzimas. O pH do meio de cultura e a adicdo de
pectina no tempo de 96 horas de fermentacdo nao influenciam na producdo destas enzimas.

Durante o processo fermentativo, diferentes tipos de enzimas sdo produzidas o que
impede a utilizacdo direta do extrato bruto da fermentacdo em aplicagOes industriais.
Sendo assim, métodos estdo sendo desenvolvidos para a separacdo e purificacdo de

proteinas, bem como, organelas celulares e outros produtos bioldgicos. O SDFA é
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considerado um dos mais econdmicos processos de recuperacdo e purificacdo, e possui
vantagens como: biocompatibilidade, baixo consumo de energia e processamento rapido.
Ao utilizar um sistema PEG/fosfato, as poligalacturonases produzidas por A. niger URM
5162 sdo referencialmente particionadas para a fase PEG do sistema e a condi¢do mais
adequada para a purificacdo € obtida com a massa molar do PEG 8000 (g/mol),
concentracdo de PEG de 12,5% (m/m), concentracdo de fosfato de 25% (m/m) e pH 6,0.
As variaveis que mais influenciaram o coeficiente de parti¢do, o rendimento em atividades
e o fator de purificacdo da endo- e exo-PG séo a concentracdo do fosfato e a massa molar
do PEG, respectivamente. Os resultados obtidos neste trabalno mostram que o SDFA
composto de PEG/fosfato € uma alternativa promissora e de baixo custo para purificagdo

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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