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RESUMO

O acido citrico ¢ o principal constituinte das frutas citricas, atualmente
um dos mais importantes acidos organicos produzidos por via microbiana. Por
causa de suas caracteristicas, ¢ amplamente utilizado na industria de alimentos
como acidulante, flavorizante, antioxidante e, também, na industria
farmacéutica. O fungo Aspergillus niger exerce muitas fun¢des na industria da
biotecnologia, este micro-organismo possui um vasto leque de enzimas
hidroliticas e enzimas oxidativas. Quase todas as enzimas do ciclo de Krebs
estdo presentes em extratos de células de micélio de Aspergillus niger, tal como
a citrato sintase que € uma enzima transferase essencial. Tendo em vista os
beneficios da utilizagdo da biologia molecular na detecgdo e caracterizagdo dos
micro-organismos, os objetivos deste estudo foram isolar e selecionar cepas do
género Aspergillus, examinar a solubilizacdo de fosfato destes isolados, verificar
o nivel de expressdo de genes envolvidos na identificacdo de isolados e
eficiéncia da citrato sintase com a producdo de acido citrico visando a selecdo de
isolados superiores para producdo industrial. Para verificar o mecanismo dos
micro-organismos em solubilizar fosfato ao meio na produgdo de acido citrico,
foi utilizado o fosfato de Araxa. Avaliou-se ainda o acido citrico em dois meios
de cultura BD e SA. A amplificagdo pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
foi feita utilizando primer para regido ITS e para citrato sintase (P1/P2). Os
isolados de Aspergillus niger foram eficientes em solubilizar o fosfato de Araxa.
O isolado A. niger 00118 se destacou na eficiéncia de solubilizagdo com
aumento de cinco vezes a quantidade de fosforo solivel quando comparado ao
tratamento controle. Os resultados da produgdo de acido citrico evidenciaram
uma melhor influéncia das condigdes do meio de cultura SA sobre sua produgdo.
O sequenciamento de bases da regido ITS foi um eficiente método para auxiliar
a identificacdo de isolados de Aspergillus niger. O par de primer P1/P2 foi
sensivel para diferenciar os isolados A. niger 00116, A. niger 00104, A. niger
00098 e A. niger 00118 na expressao de genes da enzima citrato sintase.

Palavras-chave: Biotecnologia. Enzima. Micro-organismo.



ABSTRACT

Citric acid is the chief constituent of citric fruits, at present one of the
most important organic acids produced by microbial pathway. Because of its
characteristics, it is widely used in the food industry as an acidulant, flavoring,
antioxidant and also in the pharmaceutical industry. The fungus Aspergillus
niger play a great deal of functions in the biotechnology industry, this
microorganism possesses a wide array of hydrolytic enzymes and oxidative
enzymes. Almost all the krebs cycle enzymes are present in extracts of
Aspergillus niger cell mycelia such as citrate synthase which is an essential
transferase enzyme. Having in mind the benefits of the use of molecular biology
in both the detection and characterization of microorganisms, the objectives of
this study were isolating and selecting strains of the genus Aspergillus,
investigating the solubilization of phosphate of these isolates, verifying the
expression rate of genes involved in the identification of isolates and efficiency
of citrate synthase with citric yield aiming at the selection of superior isolates for
industrial production. To verify the mechanisms of the microorganisms to
solubilize phosphate to the medium in the citric acid production, Araxa
phosphate was utilized. Further, citric acid was evaluated in two culture media,
namely, BD and SA. The amplification by the polymerase chain reaction (PCR)
was done by using primer for ITS region and for citrate synthase (P1/P2). The
isolates of Aspergillus niger were efficient to solubilize Araxa phosphate. The
isolate A. niger 00118 stood out in the solubilization efficiency with increase
five times as high as the amount of soluble phosphorus when compared with the
control treatment. The results of citric acid production stressed a better influence
of the conditions of the culture medium SA on its production. The base
sequencing of the ITS region was an effective method to aid the identification of
isolates of Aspergillus niger. The pair of P1/P2 primer was sensitive to
distinguish the isolates of A. niger 00116, A. niger 00104, A. niger 00098 and
A. niger 00118 in the expression of citrate synthase enzyme genes.

Keywords: Biotechnology. Enzyme. Microorganism.
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niger 00124) e Linha 13 que representa o controle, utilizando o
par de primers especifico (P1/P2) da citrato sintase de
Aspergillus niger. Linha M - Marcador molecular 1 Kb
AMRESCO.....eiiiiiieeee e
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1 INTRODUCAO

O acido citrico ¢ o principal constituinte das frutas citricas, atualmente
um dos mais importantes acidos organicos produzidos por via microbiana. Por
causa de suas caracteristicas, ¢, amplamente, utilizado na industria de alimentos
(acidulante, flavorizante, antioxidante), na induastria farmacéutica (tamponante,
sequestrante, quelante) e outros. Sua importancia deve-se a caracteristicas como
baixa toxicidade, palatabilidade e ser facilmente assimilado pelo organismo.
Com o emprego de técnica de processos microbioldgicos foi possivel obter esse
acido reduzindo o custo de obteng¢do e possibilitando um grande aumento do uso
em escala industrial.

Muitos micro-organismos desempenham papel importante na produgio
industrial de bebidas, produtos alimenticios, substancias quimicas, suplementos,
antibidticos e biomassa. A principal razéo para utilizar micro-organismos na
produgdo de compostos, os quais podem ser isolados de solos, plantas e animais,
¢ a facilidade em seu melhoramento. Com isso tem sido registrados aumentos de
até mil vezes na produgdo de metabolitos de interesse biotecnoldogico.

Uma aplicagdo consideravel da microbiologia estd na industria
biotecnologica em que os micro-organismos sdo utilizados como fabricas para
produgdo de proteinas, surfactantes, adogantes e acidos organicos, e, como um
membro comum dos micro-organismos encontrados, o fungo Aspergillus niger
exerce muitas fun¢des na inddstria da biotecnologia. Este micro-organismo
produz um vasto leque de enzimas hidroliticas e enzimas oxidativas, modelo
para varias areas de investigacdo, incluindo o estudo de secrecdo proteica, em
geral, os efeitos de diversos fatores ambientais sobre a supressdo ou a
exportacdo de varias enzimas degradantes e processos de desenvolvimento de

fermentacao.
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O actimulo de acido citrico por Aspergillus niger ¢ acompanhado pela
acdo e ativagdo ou desaparecimento e redugdo na atividade de algumas enzimas
do ciclo de Krebs (ciclo do acido tricarboxilico, ciclo do acido citrico ou TCA)
tal como aconitase, citrato sintase, isocitrato desidrogenase e succinato
desidrogenase. Quase todas as enzimas do ciclo de Krebs estdo presentes em
extratos de células de micélio de Aspergillus niger, tal como a citrato sintase que
¢ uma enzima transferase essencial, que desempenha um papel importante na
producdo de acido citrico, pois, controla o primeiro passo do ciclo do acido
tricarboxilico catalisando a entrada de carbono para formar citrato.

Apesar do interesse na regulagdo da biossintese de acido citrico com a
utilizagdo do micro-organismo Aspergillus niger, os mecanismos moleculares
responsaveis pelos seus efeitos na producdo de 4cido citrico ndo foram
estudados em detalhe. O conhecimento das enzimas e seus genes envolvidas no
complexo processo de producdo de metabdlitos secundarios € um pré-requisito
para a aplicacdo da engenharia genética na caracterizagdo, selecdo e controle de
diferentes fungos para producdo de acidos. O estudo da biologia molecular
representa, hoje, uma das areas de maior potencial para a realizagdo de
pesquisas, considerando-se ndo apenas sua grande relevancia em eficiéncia, mas
também pela possibilidade de aplicacéo.

Tendo em vista os beneficios da utilizagdo da biologia molecular na
detecgdo e caracterizacdo dos micro-organismos, os objetivos deste estudo foram
isolar e selecionar cepas do género Aspergillus, examinar a solubilizagdo de
fosfato destes isolados, verificar o nivel de expressao de genes envolvidos na
identificag¢do de isolados e eficiéncia da citrato sintase com a produgdo de acido

citrico visando a selecdo de isolados superiores para produgdo industrial.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Acido citrico

O éacido citrico ¢ um dos produtos de fermentacdo mais produzidos no
mundo, principalmente, por fermentagdo submersa de meios a base de sacarose
ou amido, usando o fungo filamentoso Aspergillus niger (VANDENBERGHE,
2000). Apresenta-se na forma de cristais transliicidos brancos, possui sabor
acido, ndo possui odor e ¢ levemente higroscopico (CARGILL, 2000). Esta
presente em todas as células vivas que necessitam de compostos de carbono
como fonte de energia; ¢ um metabolito normal no organismo humano sendo
quase completamente metabolizado quando consumido (ABOU-ZEID; ASHY,
1984; RODRIGUES, 2006).

Em bioquimica, ¢ importante como intermediario do ciclo do acido
citrico. O acido citrico ou citrato de hidrogénio, de nome oficial acido 2-hidroxi-
1,2,3-propanotricarboxilico, C3HsO(COOH);, é um acido fraco, que se pode
encontrar nos citrinos, de massa molecular 192,13 Kg/Kmol, ponto de fusdo
153° C e temperatura de decomposigio térmica de 175° C (ARAUJO, 2009). E
usado como conservante natural, sendo conhecido, também, como acidulante
INS 330 pela Internacional Numbering System (Sistema Internacional de
Numeragdo), sistema numérico elaborado pelo Codex Committee on Food
Additives and Contaminants (CCFAC) divisdio Codex Alimentarius para
identificacdo de contaminantes e aditivos alimenticios, em vez de utilizar o
préprio nome do aditivo (MORALIS, 2007).

O acido citrico € um acidulante versatil, tendo como caracteristicas alta
solubilidade, a¢do sequestrante de ions metalicos, que previne reagdes
indesejaveis de oxidagdo, formacdo de cor e aromas em produtos alimenticios

(FERREIRA, 1987). A acidez do acido citrico ¢ em virtude dos trés grupos
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carboxilas-COOH que podem perder um proton em solugdes, formando, como
consequéncia um ion citrato. Os citratos sdo bons controladores de pH de
solugdes acidas. O citrato de calcio ¢ uma importante substancia, que se utiliza,
geralmente, na preservacdo e¢ condimentagdo dos alimentos (COLUMBIA...,
2001).

Em temperaturas entre 20° C e 35° C, o acido citrico puro se encontra na
forma cristalina. Pode existir na forma anidra ou como monohidrato. A
temperatura média de transi¢cdo da forma de monohidrato para a forma anidra ¢é
36,6° C. Os cristais de acido citrico anidro sdo classificados, de acordo com os
sete sistemas cristalograficos, como ortorrdmbicos, onde as dimensodes L1, L2 e
L3 sdo diferentes e os angulos ¢, y e 8 sdo de 90° (MULLIN, 1972).

Atualmente, o acido citrico é quase que exclusivamente produzido
industrialmente por meio de processos de biossintese, utilizando como agente
biolégico o fungo Aspergillus niger. Dois processos sdo utilizados na biossintese
deste acido, o de superficie ¢ o submerso, que se diferenciam essencialmente
pelo modo de crescimento do micro-organismo (LEONEL; CERADA, 1995;
MORALIS, 2007).

2.1.1 Aplicacdes do 4cido citrico

O éacido citrico é considerado “GRAS” (geralmente reconhecido como
um produto seguro) pela United States Food and Drug Administration e aditivo
alimenticio seguro pelo “Experts Committee de FAO/WHO”, sem restrigdes a
quantidade usada (CARGILL, 2000). Assim, além da grande quantidade
utilizada em alimentos, bebidas e farmacos, também, ¢ empregado em uma vasta
quantidade de processos industriais (NOTHENBERG, 1983; PANDEY et al.,
2001; RODRIGUES, 2006; SOCCOL et al., 2003).
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Na industria de alimentos é utilizado em larga escala como acidulante
por apresentar sabor agradavel, baixissima toxicidade e alta solubilidade
(KAPOOR; CHAUDHARY; TAURO, 1982; SOCCOL et al., 2003). O acido
citrico compete diretamente no mercado de acidulantes com o acido latico, acido
fumarico e acido fosforico, sendo o setor alimenticio responsavel pela utilizagao
de 22%, 15% de refrigerantes carbonatados e 10% de bebidas em pd. O setor de
cosméticos responde por cerca de 8% (RODRIGUES, 2006).

Além disso, esse acido tem a capacidade de complexagdo com metais
pesados como o ferro e o cobre. Essa propriedade tem conduzido a crescente
utilizacdo como estabilizante de d6leos e gorduras para reduzir a sua oxidacao
catalisada por esses metais. Também, essa propriedade aliada ao baixo grau de
corrosividade a certos metais tem permitido seu uso na limpeza de caldeiras e
instalacdes especiais. O emprego de acido citrico como desincrustador de
equipamentos industriais, como caldeiras e trocadores de calor, conta com 4%
do consumo, como tendéncia a aumento na sua participagdo (NOTHEMBERG,
1983). Em alguns casos, o citrato substitui o fosfato nos detergentes para
aumentar sua poténcia. Essa propriedade ¢ usada ndo so para limpeza de metais,
mas também para utilizagdo doméstica. Pelo fato de ser facilmente
biodegradavel, o seu uso vem sendo ampliado em substitui¢do aos polifosfatos
(RODRIGUES, 2006).

Na industria farmacéutica, o acido citrico € usado como estabilizante de
acido ascorbico por causa de sua acdo quelante. Nos antiacidos e analgésicos
efervescentes, o acido citrico é usado juntamente com carbonatos e bicarbonatos
para gerar gas carbonico. E, ainda, usado como anidnios para preparo de
medicamentos onde € requerida a administracdo de cationios especificos como
ferro e calcio. Sais de citrato, como citrato trissdédico e citrato tripotassico, sao

usados na medicina para evitar a coagulacao do sangue e na industria alimenticia
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como emulsificante para fabricagdo de certos produtos como queijo
(RODRIGUES, 2006).

Sais sodicos de acido citrico sdo, também, usados nas industrias de
alimentos, de produtos farmacéuticos e de higiene para conferir o poder tampao.
Esteres de 4cido citrico, como trietil, tributil e acetildibutil, sdo usados como
plastificante ndo toxico nas peliculas plasticas de embalagem de alimentos.
Monoestearil-citrato ¢ usado como antioxidante de 6leos e gorduras no lugar do
acido citrico por ser mais facilmente incorporado ao produto (RODRIGUES,

2006).

2.1.2 Producéo do acido citrico

A producao de acido citrico, apesar de conhecida ha mais de cem anos, é
relativamente recente em relagdo a outros processos fermentativos. Wehmer, em
1893, descobriu que linhagens de fungos Citromyces (hoje identificado como
Penicillium sp.) e Mucor possuiam a capacidade de acumular quantidades
consideraveis do 4cido durante o seu cultivo (ROHR; KUBICEK; KOMINEK,
1983). Mas a sua transferéncia para a escala industrial nfo teve sucesso,
principalmente, por causa da contaminagdo ja que o tempo de fermentagdo era
muito longo (varias semanas) ¢ o pH de operacdo era proximo da neutralidade
(RODRIGUES, 2006).

Somente em 1917 foi construida a primeira planta de producdo desse
acido na Bélgica, gragas a estudos de Currie que estabeleceu algumas condigdes
de produgdo. Esta fabrica ja utilizava o fungo Aspergillus niger, cujo
desenvolvimento se dava em pH 2,5 a 3,5. Isso possibilitou o controle mais
simples da contaminagdo com um tempo de fermentacdo de 1 a 2 semanas

(RODRIGUES, 2006).
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O trabalho pioneiro de Currie mostrou algumas bases para adequagéo do
processo fermentativo tais como: necessidade de concentracdo elevada de agucar
e a constatacdo de que as condi¢des de melhor producdo do acido coincidem
com a restrigdo do crescimento micelial. Logo apos a fabrica da Bélgica
surgiram outras fabricas, nos Estados Unidos, Inglaterra, Checoslovaquia, Unido
Soviética ¢ Alemanha, que comegaram a produzir acido citrico por fermentagao
(YOKOYA, 1992). Com a descoberta da via glicolitica e do ciclo do acido
tricarboxilico (TCA) na década de 50, foi possivel elucidar a biossintese basica
do acido citrico a partir da glicose (RODRIGUES, 2006).

Desde 1920, a fermentagdo ¢ o processo mais econ0mico € mais
utilizado na producdo industrial de acido citrico, representando mais de 90% da
producdo mundial. Este processo apresenta como vantagens operagoes simples,
baixo consumo de energia e nao requer um controle do sistema muito sofisticado
(RODRIGUES, 2006; TECHNOLOGY INNOVATION MANAGEMENT AND
ENTREPRENEURSHIP INFORMATION SERVICE - TIMEIS, 2000). Para a
produgdo de 4cido citrico podem ser usados os métodos: submerso, em
superficie liquida ou por estado solido e, também, pelo processo chamado de
Koji.

O processo em superficie foi o primeiro método de producdo em larga
escala, sendo introduzido por volta de 1920. Técnicas mais sofisticadas foram
desenvolvidas com um custo de mao-de-obra menor. Apesar disso, este método,
ainda, ¢ bastante utilizado em decorréncia dos custos com energia serem
menores (MATTEY, 1992). Este processo consiste em inocular os fungos em
um grande numero de bandejas rasas que sdo empilhadas em estantes em
camaras de fermentagdo. As fontes de carbono mais utilizadas sdo sacarose
refinada ou crua, xarope de cana "high test" ou melagos de beterraba. A
incubagdo ¢ feita, inoculando-se os esporos, adicionados como uma suspensao

ou introduzidos com uma injegdo de ar sobre as bandejas. Usa-se, normalmente,
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um grande numero de esporos para a inoculagdo, enquanto a temperatura ¢
mantida em torno dos 28-30 °C e a umidade relativa entre 40-60 %. A aeragdo é
um fator importante, pois, além de fornecer oxigénio para 0os micro-organismos,
também, controla a umidade relativa ¢ a temperatura da fermentagdo. A duracdo
da fermentagdo pode ser de 8 a 15 dias, dependendo da variedade e dos niveis
iniciais de agucar. O rendimento do processo ¢ profundamente influenciado por
fatores como aeracdo, umidade, profundidade do meio, pH, tracos de metais e
temperatura (ARMILIATO, 2004; GREWAL; KALRA, 1995; MATTEY, 1992;
ROHR; KUBICEK; KOMINEK, 1983).

O processo Koji ¢ semelhante ao processo de superficie. Foi
desenvolvido no Japdo e é o processo mais simples para a obtengdo do acido
citrico. Farelo de arroz, residuos fibrosos de batata doce e residuos de frutas sdo
as matérias primas mais utilizadas. O pH ¢ mantido na faixa de 5,5, com
temperatura em torno de 19 a 30 °C. O processo ¢ completado entre 4 ¢ 5 dias e
a inoculacdo ¢ feita por meio de pulverizagdo dos esporos. Neste processo os
rendimentos sdo relativamente baixos, por causa da dificuldade de se controlar
os parametros de fermentacdo e tragos de metais (ARMILIATO, 2004;
GREWAL; KALRA, 1995; MATTEY, 1992; ROHR; KUBICEK; KOMINEK,
1983).

O processo submerso esta aumentando consideravelmente uma vez que,
dentre as vantagens, destacam-se as altas taxas de produgdo alcancadas, a
necessidade de menos méao-de-obra para operacdo e utilizagdo de um espaco
menor para produgcdo (MATTEY, 1992). No processo submerso existe a
possibilidade de uma faixa maior de concentragdo de substrato ¢ de um melhor
controle de fermentacdo. Neste processo o micélio do fungo fica submerso e
disperso por toda a fase liquida. Os substratos utilizados nesse processo incluem
glicose, sacarose, melacos de cana e de beterraba (MILSON, 1988). Podem ser

utilizados reatores sob agitacdo ou fermentadores em torre. As fermentacdes sdo
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realizadas em batelada, batelada alimentada ou em processos continuos
(ARMILIATO, 2004).

No cenario nacional existem inimeras oportunidades para o
estabelecimento de atividades industriais voltadas ao beneficiamento e/ou
reprocessamento de bioresiduos, entre os quais podem ser citados como exemplo
o bagacgo de cana e de mandioca, a casca do coco de babacgu, a palha de cereais,
o bagacgo da laranja, a polpa da maca, o caule e o sabugo do milho, a serragem,
diversos tipos de papéis reciclaveis e outros residuos de atividades florestais. Os
residuos de processos agricolas, gerados em abundancia além de ser uma
alternativa em termos de substrato em processos fermentativos, auxilia na
reducdo dos problemas de polui¢do ambiental (SOCCOL et al., 2003).

Sendo o acido citrico um dos produtos de fermentagdo mais produzidos
no mundo, ha um grande incentivo a procura de solugdes para a sua produgdo. O
uso de residuos em fermentagdo é economicamente importante, pois, fornece
alternativa biotecnoldgica para a valorizagdo dos residuos solidos agricolas e
agroindustriais. Para viabilizar qualquer processo produtivo industrial ¢é
necessario utilizar matérias primas baratas ¢ baixar os custos da producio, sem
prejuizo a qualidade do produto final.

Processos biotecnologicos alternativos foram desenvolvidos para a
produgdo de acido citrico produzido por fermentagdo em estado sélido (FES) a
partir de bagago de mandioca (KOLICHESKI, 1995; PRADO, 2002;
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA - UFPR, 1999;
VANDENBERGHE, 2000), enquanto Kumar et al. (2002) produziram &cido
citrico por FES usando como substrato o bagago de cana. Rodrigues (2006)
produziu acido citrico por fermentagao no estado so6lido utilizando polpa citrica.
Santos (2005) obteve acido citrico por fermentagdo submersa a partir de

hidrolisado hemiceluldsico.
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A fermenta¢do em estado solido ¢ definida como um processo de
fermentagdo que ocorre na auséncia de agua livre entre as particulas e na qual se
emprega um material natural ou sintético como substrato sélido (PANDEY et
al., 2000). A fermentagdo submersa ou liquida (FSM), por sua vez, ¢ definida
como aquela cujo substrato fica dissolvido ou suspenso em pequenas particulas
no liquido, normalmente, agua (MITCHELL et al., 2000).

Na FSM a 4gua chega a constituir cerca de 90 a 99% da massa total do
material a ser fermentado. Esse tipo de fermentagdo apresenta como principais
vantagens, facil inoculagdo, processo continuo, facil acompanhamento da
formagdo do produto e consumo do substrato € o controle dos pardmetros
fermentativos como pH, temperatura, oxigenagdo e esterilidade. Como
principais desvantagens, t€ém-se o grande volume de residuos gerados e a
dificuldade de separacdo produto / substrato, elevado consumo energético,
elevado custo tecnologico (HOLKER; LENZ, 2004; MITCHELL; MEIEN;
KRIEGER, 2002).

O processo de FES apresenta como vantagens em relagdo a FSM, como
maior concentragdo de produtos formados, facil aeracdo, menor espaco
requerido para equipamentos, baixo consumo de energia, facilidade de extracdo
do produto desejado ¢ diminuigdo de problemas de contaminagdo microbiana.
Por outro lado, as limitagdes da técnica, ainda, impedem sua ampla utilizagao
industrial: dificuldade de remocgdo de calor em virtude da baixa condutividade
térmica da matéria, tipos de substratos limitados, condigles estaticas ¢ a
dificuldade de se medir pardmetros como pH, oxigénio dissolvido, quantidade de

agua e concentracdo do substrato no estado sdlido (HOLKER; LENZ, 2004).
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2.1.3 Ciclo do acido citrico

O ciclo do acido citrico foi postulado primeiramente por Hans Krebs, em
1937, sob o nome original de “Ciclo do Acido Citrico”. Essa importante
descoberta rendeu a Krebs o Prémio Nobel, em 1953. Ja em 1936, Krebs, com
base em estudos prévios, comegou a estudar as inter-relacdes no metabolismo
oxidativo dos varios acidos di e tricarboxilico em suspensdes de musculos
triturados de pombos. A partir de uma série de experimentos simples e
argumentos inteligentes, Krebs postulou o Ciclo do Acido citrico como a via
principal para a oxidacdo dos carboidratos no musculo. Em decorréncia da
incerteza, durante muitos anos, de ser ou ndo o acido citrico o primeiro acido
tricarboxilico, formado na reagdo entre piruvato e o oxaloacetato, o nome do
ciclo foi mudado para ciclo do Acido tricarboxilico. Atualmente sio usados
como sindnimos os nomes “Ciclo do Acido Tricarboxilico, Ciclo do Acido
Citrico”, ou “Ciclo de Krebs” (LEHNINGER, 1976; PUNTEL, 2008).

O ciclo de Krebs ¢ a mais importante via metabdlica celular. O ciclo
compreende uma série de reagdes quimicas de importancia central para todas as
células que utilizam oxigénio durante o processo de respiracdo celular
(organismos aerobicos). Nesses organismos, O Ciclo de Krebs é parte central
das vias metabolicas envolvidas na conversdao quimica de carboidratos, acidos
graxos ¢ proteinas em didxido de carbono, agua e energia util para as células
(CAMPBELL, 1999; NELSON; COX, 2002; PUNTEL, 2008; STYER, 1988).

O ciclo esta associado a cadeia respiratoria, ou seja, um complexo de
compostos transportadores de prétons e elétrons que consomem o oxigénio
absorvido por mecanismos respiratorios, sintetizando dgua e gerando ATP por
meio do processo de fosforilacdo oxidativa (CAMPBELL, 1999; NELSON;
COX, 2002; PUNTEL, 2008; STYER, 1988).
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A base bioquimica do processo envolve trés etapas: (a) quebra da
glicose gerando piruvato e acetil-CoA por meio da glicolise, (b) formacao de
oxaloacetato a partir do piruvato e CO, e (¢) acumulo do acido citrico no ciclo
de Krebs (KUBICEK; ROHR, 1986; PANDEY et al., 2001; RODRIGUES,
2006).

Esses processos ocorrem dentro das mitocondrias, com as enzimas do
Ciclo de Krebs dispersas na matriz e os transportadores de elétrons fixos nas
cristas mitocondriais. O ciclo de Krebs pode ser dividido em oito etapas
consecutivas (Figura 1). Seu inicio ocorre com a condensagdo da acetil-CoA
com o oxaloacetato, gerando citrato (catalisada pela citrato sintase) e seu
término tem a desidrogenacdo do malato com a regeneracdo do oxaloacetato
(catalisada pela enzima malato-desidrogenase, utliza o NAD' como

transportador de dois elétrons liberados na reagdo) (PUNTEL, 2008).
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Figura 1 Etapas do Ciclo de Krebs
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O ciclo de Krebs fornece, ainda, precursores para uma séric de
moléculas, como certos aminoacidos e glicose. Sendo assim, algumas das
reagdes do ciclo de Krebs, também, sfo importantes para organismos

anaerobicos (por exemplo, aqueles que fazem fermentacdo) (PUNTEL, 2008).

2.1.3.1 Citrato sintase

A enzima citrato sintase (E.C 2.3.3.1) ¢ uma enzima transferase e
controla o primeiro passo do ciclo de Krebs, também, conhecido como "ciclo do
acido citrico". A citrato sintase esta localizada no interior das células, mais
especificamente na matriz mitocondrial, mas € codificada pelo DNA nuclear em
vez do mitocondrial. E sintetizada utilizando-se dos ribossomos do citoplasma e,
entdo, transportada para a matriz mitocondrial. E comumente utilizada como
marcador quantitativo de enzima pela presenca intacta da mitocondria, como
exemplo as miopatias mitocondriais em que a deficiéncia da atividade da citrato
sintase indica provavel anormalidade no metabolismo acarretando em
transtornos musculares atroéficos . A enzima cataliza a reagdo de condensagao de
um residuo de acetato contendo 2 carbonos de uma acetil coenzima A com uma
molécula de oxaloacetato contendo quatro carbonos para formar um citrato de
seis carbonos (Figura 2). O oxaloacetado sera regenerado apds completada uma
série do ciclo de Krebs (USHER et al., 1994).

Esta reacdo de equilibrio favorece a producdo de citrato em
consequéncia da tioéster que ocorre como parte da reagdo (LOWENSTEIN,
1969). A taxa de reacdo ¢ controlada “in vivo” pela disponibilidade do substrato
e nao por qualquer inibidor. O oxaloacetato tem o maior efeito sobre a taxa de
reagcdo porque a concentragdo de oxaloacetato afeta o valor de Km da enzima

para o substrato acetil-CoA (KUBICEK; ROHR, 1980).
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Figura 2 Citrato Sintase catalisando a reacao de condensagdo reversivel

A reagdo segue um mecanismo ordenado, com oxaloacetato vinculado
para a primeira enzima e acetil-CoA. “In vitro”, tanto ATP e coenzima A inibem
a enzima que catalisa a reagdo acima, estes dois compostos competem com a
acetil-CoA para o sitio ativo. Nao hd nenhuma ou pouca inibi¢do da reagdo nas

concentragdes de metabolitos vista “in vivo” (PAPAGIANNI; MATTEY, 2007).

2.2 Micro-organismos

Os micro-organismos provaram ser uma fonte excepcionalmente rica de
produtos uteis e tais produtos variam enormemente em termos de sua atividade
biologica e complexidade estrutural. A maioria das reagdes bioquimicas
necessarias, para sintetizar uma nova célula foi elucidada, entdo, o conhecimento

do metabolismo primario esta quase completo. Adicionalmente a estas reagdes
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essenciais, diretamente associadas ao crescimento celular balanceado, muitos
micro-organismos possuem capacidade de sintetizar uma grande variedade de
compostos ndo essenciais, denominados de metabdlitos secundarios. Entretanto,
0s micro-organismos exerceram um papel muito importante como fonte de
metabolitos primarios conhecidos como aminoacidos e vitaminas. O foco atual é
pela procura de novos compostos que sdo produtos do metabolismo secundério.
Os dois principais fatores que determinam a eficicia da selegdo destes
compostos sdo a avaliagdo do micro-organismo produtor e o teste de selegao
empregado. O micro-organismo de interesse deve ser convenientemente isolado
e selecionado para a producgdo do metabolito desejado (RODRIGUES, 2006).

Os micro-organismos produtores de enzimas hidroliticas sdo geralmente
encontrados em toda biota onde ha actimulo de residuo e ocorrem em
populagdes mistas compreendendo espécies celuloliticas e ndo celuloliticas, as
quais agem muitas vezes em associacdo. Além disso, 0s ecossistemas
microbianos sdo comunidades com enorme potencial de aquisigio de
diversidade genética (SANTOS, 2010; WHITMAN; WYMAN; GROHMANN,
1998).

Conforme Menezes (2006), a denominagdo fungos filamentosos abrange
os fungos formados por hifas, uni ou pluricelulares, que formam revestimentos
esbranquicados ou coloridos, sobre o substrato onde crescem. Sao descritas mais
de 100.000 espécies, distribuidas em, aproximadamente, 3.000 géneros. As
células s@o ricas em exo e endoenzimas. Um emaranhado de hifas constitui o
micélio.

Fungos filamentosos do género Aspergillus destacam-se como
importantes micro-organismos produtores de enzimas. Os fungos filamentosos
constituem, atualmente, materiais bioldgicos ideais para produgdo de substancias

de interesse biotecnoldgico, possuindo crescimento rapido e baixo custo de
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cultivo, possibilitando cultivos sob condigdes controladas em laboratorio
(SANTOS, 2010; SIMOES; TAUK-TORNISIELO, 2005).

Dessa forma, apesar dos avangos da biologia molecular ¢ da genética, a
selecdo de cepas selvagens hiper-produtoras, ainda, ¢ importante principalmente
nos casos onde a utilizacdo de micro-organismos geneticamente modificados

ndo ¢ recomendada por questoes de biosseguranca.

2.2.1 Micro-organismos solubilizadores de fosfatos

A inoculagdo de micro-organismos solubilizadores de fosfatos ou o
manejo de suas populagdes t€m sido sugeridos como forma de substituir ou
diminuir o uso de fertilizantes fosfaticos soluveis, mediante um melhor
aproveitamento dos fosfatos naturais existentes ou adicionados ao solo e dos
formados pela aplicagdo de fontes soluveis (GOLDSTEIN, 1986; KIM;
JORDAN; MCDONALD, 1998). Para serem utilizados num programa de
inoculagdo controlada, os micro-organismos devem apresentar, entre outras
caracteristicas, grande capacidade e alto potencial de solubiliza¢do de fosfatos
(SILVA FILHO; NARLOCH; SCHARF, 2002).

Micro-organismos do solo, inclusive bactérias e fungos, solubilizam
formas inorganicas ndo disponiveis de P (SON et al., 2006; XIN et al., 2002).
Esses micro-organismos utilizam estratégias bioquimicas, como a produgdo de
acidos organicos, ou um mecanismo que envolve o crescimento microbiano e
que favorece a secregdo de protons (H+) (BARROSO; NAHAS, 2008;
ILLMER; SCHINNER, 1995).

Dentre os fungos solubilizadores de fosfatos, merecem destaque os
géneros Aspergillus e Penicillium. A eficiéncia de solubilizagdo difere entre

géneros ¢ familias de micro-organismos. Foi observado muitos casos em que a
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eficiéncia dos fungos ¢ mais evidente, apesar de bactérias solubilizadoras serem
encontrados em maior numero (ALEXANDER, 1980; DALCIN, 2008).

Os micro-organismos envolvidos na solubilizacdo de fosfatos, também,
podem auxiliar o crescimento da planta por outros mecanismos, além daquele
advindo da solubilizagcdo, como por exemplo, pelo aumento da eficiéncia da
fixacdo bioldgica de nitrogé€nio. Verifica-se que o fosforo € o fator limitante para
fixacdo de nitrogénio pela simbiose rizobio-leguminosas, aumentando a
disponibilidade de outros elementos ou produzindo substancias promotoras de

crescimento de plantas (CHABOT et al., 1998; GYANESHWAR et al., 2002).

2.2.1.1 Mecanismos de solubilizacéo de fosfatos

A solubilizagdo decorre da diminuicdo do pH ou da secrecdo de
metabolitos como acidos orgénicos e inorganicos (NAHAS, 1996; NAUTIYAL,
1999). A producdo de acidos organicos tem sido considerada um dos principais
mecanismos, contudo, ndo somente a quantidade como a natureza do acido
produzido influenciam a  solubilizagdo de  fosfatos  inorganicos
(CUNNINGHAM; KUTACK, 1992).

Os acidos organicos secretados pelos micro-organismos podem
diminuir o pH ou atuam como agentes quelantes dos metais dos fosfatos
inorgénicos liberando fosfato soluvel para a solucdo do solo (WHITELAW,
2000). De acordo com Illmer e Schinner (1995), pode ocorrer solubilizagdo,
ainda, sem a producdo de acidos, pela liberagdo de protons resultantes da
assimilagdo de NH;+ (BARROSO, 2006).

Existem mecanismos de ac¢do exercida pelos micro-organismos sobre o
meio, que contribuem para a solubilizagdo do fosforo insoluvel. O primeiro é por
meio da atividade enzimatica especifica das enzimas fosfatases que hidrolisam o

P-organico, como fitatos, fosfolipidios e acidos nucleicos, liberando o fosforo
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em formas de assimilacdo facil e imediata, conhecido como mineraliza¢do
(DALCIN, 2008; NAHAS; TERENZI; ROSSI, 1982).

De acordo com Nahas (1999), aumentando a acidez titulavel ocorre
diminui¢do nos valores de pH final, ¢ um aumento da acidez titulavel ou uma
diminui¢do nos valores de pH final correspondem a um aumento do teor de
fosfato soluvel. Inimeros fatores influenciam a diminuicao do pH ou a produgao
de acidos pelos micro-organismos como o tipo de micro-organismo, a fonte de
carbono, nitrogénio e micronutrientes (BARROSO, 2006; REYES et al., 1999;
SILVA FILHO; VIDOR, 2000).

Chabot et al. (1998) introduziram a capacidade de solubilizagdo em
micro-organismos que ndo expressavam essa caracteristica, obtendo resultados
positivos em relacdo ao crescimento vegetal. Mas, ndo se pode esperar que a
solubilizacao de fosfatos seja expressa por um unico gene ou por um grupo de
genes e que seja comum a todos 0s micro-organismos solubilizadores (DALCIN,

2008; NARLOCH et al., 2002).

2.2.2 Aspergillus niger

O género Aspergillus apresenta mais de 185 espécies encontradas nos
mais diversos habitats. O grupo é caracterizado por possuir cabegas conidiais
escuras, geralmente, negros com conidioforos hialinos a acinzentados e cabecas
globosas. O conidiéforo apresenta cabega conidial radiada, com métulas e
fialides ou somente fidlides, os conidios sdo escuros unicelulares e globosos. Sao
fungos saprofitas, cosmopolitas e tem como hospedeiros uma variedade de
espécies vegetais tais como arroz, trigo, milho, algoddo, sorgo, soja, café.
(ELIZEIL, 2009).

O Aspergillus niger faz parte dos fungos filamentosos que constituem

um grupo de micro-organismos aerdbios fisiologicamente diversos. Estes fungos
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podem se desenvolver em meios liquidos e solidos. Em seu ambiente natural sdo
encontrados frequentemente em superficie de liquidos e solidos de tal maneira
que uma grande parte de suas hifas sdo aéreas (RODRIGUES, 2006).

E um fungo ascomiceto imperfeito (classe dos Fungos mitosporicos),
possui coloragdo preta (niger: preto em latim), tendo uma grande variedade de
cepas e subespécies. Durante a vida de um fungo imperfeito existem quatro
etapas fisiologicas importantes que sdo a dorméncia, a germinagdo, a
multiplicagdo vegetativa e a conidiogénese. Um esporo de Aspergillus niger em
um meio favoravel deixa seu estado de dorméncia e passa por uma etapa de
germinacdo. Esta consiste em um conjunto de fendmenos morfoldgicos e
metabolicos, permitindo ao esporo germinar, desenvolver-se formando hifas e,
em seguida, o micélio. A germinagdo do esporo ndo pode comegar se a umidade
ambiente for insuficiente. O esporo, também, deve encontrar no seu meio todos
os elementos necessarios para o crescimento da hifa. Neste instante a atividade
metabolica ¢ intensa (sintese de constituintes celulares, acidos aminicos,
nucleotideos) quando comparado com o crescimento vegetativo (RODRIGUES,
2006).

Esse fungo atende diversas exigéncias para a produgdo comercial de
enzimas, dentre as quais, destacam-se a capacidade de crescer em substratos de
baixo custo e a producdo, em velocidade elevada, de enzimas estaveis a
variagdes de temperatura e pH, além de serem de facil recuperacdo (SANTOS,
2010; SLIVINSKI, 2007).

O fungo Aspergillus niger ¢ utilizado, principalmente, na produgio das
enzimas amilase, celulase, invertase, pectinase, xilanase, naringinase, [3-
galactosidase e a-galactosidase. Do ponto de vista industrial sdo valorizados em
decorréncia de suas aplicagdes na industria de alimentos (sucos, gomas,

confeitos, doces e leite deslactosado), na industria téxtil, na produgao de papel,
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celulose, etanol e ragoes (BAILEY; OLLIS, 1986; COUTO; SANROMAN,
2006; SHANKAR; MULIMANIA, 2007).

As principais vantagens no seu uso sio as facilidades de manipulagéo,
sua habilidade de fermentar uma grande variedade de matérias primas de baixo
custo e produzir rendimentos elevados de acido citrico (YOKOYA, 1992). Além
disso, o Aspergillus niger é considerado “GRAS” (geralmente reconhecido como
um produto seguro) pela FAO, o que ¢ bastante importante na produ¢ao de acido

citrico utilizando este micro-organismo (RODRIGUES, 2006).

2.3 Biologia molecular

O estudo dos tecidos vivos baseava-se quase que exclusivamente em
observagdes de natureza morfologica, fossem estas a nivel macroscopico ou
microscopico. Desta forma, a andlise das alteragdes ocorridas destes tecidos
poderia ser identificada apenas mediante a constatacdo de seus efeitos sobre sua
estrutura, a qual iria apresentar modificacdes em sua forma, tamanho, aparéncia
e outras variaveis. O grande e acelerado desenvolvimento da tecnologia permitiu
que estes mesmos tecidos fossem, posteriormente, analisados em seu conteudo
submicroscopico, ou seja, por intermédio da identificacdo das moléculas que os
compdem pela aplicagdo de métodos quimicos ou fisicos (PINHO, 2008).

O grande salto de conhecimento ocorrido nesta area foi proporcionado
pelos trabalhos pioneiros de Watson e Crick, na década de 50, os quais, ao
definir a estrutura quimica da molécula de DNA, estabeleceram a principal
diferenca entre os seres vivos € a matéria inanimada. A partir deste achado,
sucedeu-se uma sequéncia de descobertas que demonstrou que esta molécula
representava o elemento primordial, a partir do qual poderiamos compreender as
principais caracteristicas dos seres vivos. Nascia a biologia molecular ¢ a

identificacdo da molécula de DNA, a qual seria o elemento basico das
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transformagdes morfologicas observadas de forma peculiar em cada ser vivo no
reino animal ou vegetal (PINHO, 2008).

Nas 1ltimas décadas, verificou-se aumento significativo no
desenvolvimento de técnicas moleculares para a detecgdo, identificacdo e
caracterizacdo de bactérias patogénicas em alimentos. Avangos, nos estudos de
biologia molecular, propiciaram o desenvolvimento e emprego de wvarios
métodos de tipagem molecular. Técnicas genotipicas referem-se a caracterizagdo
do DNA cromossomico, plasmidial ou total de um micro-organismo,
caracteristicas estas relativamente estaveis (DESTRO, 1995; GANDRA et al.,
2008).

Marin et al. (2006) descrevem que os métodos tradicionais de detecgdo
de micro-organismos em alimentos, embora confiaveis e eficientes, requerem de
varios dias a semanas antes dos resultados serem obtidos. Os mesmos autores
ressaltam que as propriedades fenotipicas pelas quais as bactérias sdo
identificadas podem ndo ser expressas e quando sdo, podem ser dificeis de serem
interpretadas e classificadas, além da possibilidade de existéncia de células
viaveis, porém, nao-cultivaveis.

As técnicas moleculares t€m aplicacdo direta na detecgdo e
caracterizacdo de micro-organismos em alimentos. Dentre essas, destacam-se as
fundamentadas na amplificagdo de sequéncias do DNA pela reagdo em cadeia da
polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) (BOER; BEUMER, 1999;
GANDRA et al., 2008; MALORNY et al., 2003).

2.3.1 PCR- Reacdo em cadeia da polimerase

A reagdo, em cadeia da polimerase, ¢ uma técnica altamente sensivel,

por meio da qual, pequenas quantidades de sequéncias de DNA ou RNA

especificas podem ser enzimaticamente amplificadas até que sejam obtidas
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milhdes de copias da sequéncia alvo (GANDRA et al., 2008; KONEMAM et al.,
2001).

Na ultima década, o PCR tornou-se a técnica genética mais utilizada em
diagnostico microbioldgico (BOER; BEUMER, 1999; MALORNY et al., 2003).
Mesmo com o aumento da utilizacdo das técnicas moleculares, em estudos de
microbiologia de alimentos, escassas sdo as publicagdes em portugués que
relacionem estas técnicas com esta area (GANDRA et al., 2008).

E um método de amplificagdo (de criagio de multiplas copias) de DNA
(acido desoxirribonucleico) sem o uso de um organismo vivo, por meio de uma
reacdo enzimatica, a partir de diminutas quantidades de sequéncias de DNA ou
de RNA especificas. Desenvolvida primeiramente por Kary B. Mullis em 1985,
esta técnica permite obter milhdes de copias de um segmento especifico de DNA
por meio da acdo da enzima Taq DNA polimerase e de oligonucleotideos
iniciadores (primers) sobre um DNA molde. E realizada em um equipamento
automatizado e computadorizado, denominado termociclador, que promove a
alterndncia de temperaturas por determinados periodos de tempo, possibilitando
a ocorréncia de ciclos repetitivos de desnaturagao e sintese do DNA (GANDRA

et al., 2008; KONEMAM et al., 2001).

2.3.1.1 Aplicagdes

O PCR encontra sua principal aplicagdo em situagdes onde a quantidade
de DNA disponivel ¢é reduzida. Em teoria, ¢ possivel amplificar qualquer DNA.
Uma das principais aplicagdes do PCR ¢ na medicina forense, onde pequenas
amostras de DNA retiradas da cena de um crime (pedagos de cabelo, gotas de
sangue ou saliva, pedagos de pélo ou até mesmo a minuscula quantidade de

DNA deixada em uma impressao digital) sdo amplificadas para serem analisadas
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pelo método de fingerprinting (VP  MOLECULAR BIOLOGY VYREX
CORPORATION, 1997).

O PCR, também, ¢ rotineiramente utilizado em procedimentos
cientificos de Biologia Molecular como amplificagdo para gerar mutagénese,
deteccdo de mutagdes ou preparagdo de fragmentos de DNA para clonagem
(inser¢ao em plasmideo, por exemplo) como também pode ser utilizado para
identifica¢do de patogenos que estdo presentes em amostras como por a exemplo
identificacdo de agentes como Céndida sp, Chlamydia trachomatis, HPV (Virus
do papiloma humano) e seus gendtipos, HBV (Virus da Hepatite B). O PCR,
também, ¢ utilizado na paleontologia para o sequenciamento génico de animais
pré-historicos (VP MOLECULAR BIOLOGY VYREX CORPORATION,
1997).

A introducdo da PCR, em diagndstico microbiano, estabeleceu uma
alternativa viavel aos métodos tradicionais de cultura (MARLONY et al., 2003).
Esta técnica apresenta diversas vantagens, em relagdo aos métodos
convencionais, como maior poder de tipificacdo e discriminacdo, maior rapidez,
bom limite de detec¢do, maior seletividade, especificidade, potencial para
automagdo ¢ a possibilidade de trabalhar com bactérias que nio sdo cultivaveis
em meios de cultura normalmente utilizados (BUSH; NITSCHKO, 1999;
GANDRA et al., 2008).

2.3.1.2 Procedimentos

A Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) ¢ um método muito sensivel
de anélise e por isso ¢ realizado com muito cuidado para evitar contaminagoes
que possam inviabilizar ou tornar erroneo o resultado. Em primeiro lugar, deve-

se extrair o material genético da célula ou outro material a ser estudado
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(exemplo: vestigios de crimes) sem danifica-lo (VP MOLECULAR BIOLOGY
VYREX CORPORATION, 1997).

Normalmente o material extraido ¢ o DNA (ADN), mas pode-se
trabalhar com o RNA (ARN) em uma RT-PCR que ¢ um desdobramento da
PCR e possui outras aplicagdes. Depois de extraido o DNA, a este ¢ adicionada
uma mistura (também conhecida como pré-mix) que contém os dNTPs
(desoxirribonucleotideos trifosfatos), que sao as bases nitrogenadas ligadas com
um trés fosfato, os primers, também, chamados de oligonucleotideos (ou
iniciadores) e a enzima DNA polimerase em uma solugdo tampao. Toda esta
mistura € colocada no termociclador, o qual faz ciclos de temperatura pré-
estabelecidos com tempos exatos especificos para cada reagdo (fragmento a ser
amplificado) (VP MOLECULAR BIOLOGY VYREX CORPORATION, 1997).

Na primeira etapa do ciclo a temperatura ¢ elevada de 94 a 96 °C por
pouco tempo para que haja a separacao da dupla cadeia de DNA (Desnaturacéo).
Na segunda etapa, a temperatura ¢ reduzida entre 50 a 60 °C dependendo da
quantidade de citosina (C) e guanina (G) encontrada no primer, para que os
primers se anelem (pareiem) com a fita molde de DNA (anelamento). Na tltima
etapa do ciclo a temperatura é elevada a 72 °C, para que a enzima possa
funcionar sintetizando a nova molécula (extensdo), em seguida um novo ciclo é
iniciado. Normalmente sdo realizados de 25 a 40 ciclos para cada reagdo e o
resultado € analisado, por meio de uma eletroforese em gel de agarose ou de

poliacrilamida seguido de interpretacdo (SAIKI et al., 1988).

2.3.1.3 Eletroforese em gel

Eletroforese em gel ¢ uma técnica de separagdo de moléculas que

envolve a migragdo de particulas em um determinado gel durante a aplicagdo de

uma diferenga de potencial. As moléculas sdo separadas, de acordo com o seu
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tamanho, pois, as de menor massa irdo migrar mais rapidamente que as de maior
massa. Em alguns casos, o formato da moléculas, também, influi, pois, algumas
terdo maior facilidade para migrar pelo gel. A eletroforese normalmente ¢
utilizada para separar proteinas e moléculas de DNA e RNA (VP
MOLECULAR BIOLOGY VYREX CORPORATION, 1997).

Cada molécula de proteina se liga a um grande niumero de moléculas do
detergente dodecil sulfato de s6dio (SDS) carregado negativamente, que supera
a carga intrinseca da proteina e faz com que ela migre em dire¢do ao eletrodo
positivo, quando uma voltagem ¢ aplicada. As proteinas do mesmo tamanho
tendem a migrar por meio do gel com velocidades similares, pois, sua estrutura
nativa sera completamente desdobrada pelo SDS, de maneira a que elas se
liguem a uma mesma quantidade de SDS tendo, portanto, a mesma quantidade
de cargas negativas. As proteinas maiores, com mais carga, sdo submetidas a
forgas elétricas maiores e, também, a um retardamento maior. Livres em
solucdo, os dois efeitos seriam anulados, mas nas malhas do gel poliacrilamida,
que age como uma peneira molecular, as proteinas maiores sdo retardadas muito
mais do que as menores (VP MOLECULAR BIOLOGY VYREX
CORPORATION, 1997).

Como resultado, uma mistura complexa de proteinas é fracionada em
uma série de diferentes bandas de proteinas arranjadas de acordo com sua massa
molecular. As proteinas majoritarias sdo facilmente detectadas, corando-se as
proteinas do gel com um corante como o azul Coomassie e, mesmo as proteinas
menos abundantes sdo visualizadas em géis tratados com coloracdo de prata ou
ouro (com o qual pequenas quantidades, como 10 ng de proteina, podem ser
detectadas em uma banda) (VP MOLECULAR BIOLOGY VYREX
CORPORATION, 1997).
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2.3.1.3.1 Eletroforese em gel de agarose

Nesse caso, a agarose ¢ utilizada como gel para a eletroforese. A agarose
¢ um polissacarideo e forma uma rede que prende as moléculas durante a
migra¢do. Dependendo da concentracdo de agarose, ha uma diferenga no
gradiente de separacdo. Para preparar um gel de agarose, faz-se a mistura entre o
p6 de agarose e a solugdo-tampao (TBE). Apos fundir, coloca-se brometo de
etidio, que fara o DNA ou RNA "brilhar" quando exposto ao UV. A menores
temperaturas o gel ganha consisténcia. Um detalhe importante ¢ a colocagdo do
pente no gel durante o endurecimento. O pente cria pogos que serdo utilizados
para a colocacdo das amostras. Podemos ver este processo como uma corrida.
Cada um ¢ colocado numa pista e na presenca de uma corrente elétrica vai
deixando o seu rasto ou brilho (VP MOLECULAR BIOLOGY VYREX
CORPORATION, 1997).
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RESUMO

O 4cido citrico ¢ um acido orgénico importante, multifuncional com
uma ampla gama de utilizagdes, versatil em aplicagdes domésticas e industriais
como acidulante, flavorizante, antioxidante, tamponante e sequestrante. Apesar
de muitos micro-organismos poderem ser usados para produzir acido citrico, o
Aspergillus niger continua ser o principal produtor industrial. Apesar de extensa
pesquisa realizada, a compreensdo dos eventos relevantes para a producao de
acido citrico ndo estd completamente compreendida. Diversos micro-
organismos, incluindo bactérias e fungos, possuem capacidade para solubilizar
fosfatos por meio de diferentes mecanismos. Portanto, este trabalho teve como
objetivo isolar e selecionar cepas do género Aspergillus produtoras de acido
citrico e examinar a solubilizagdo de fosfato a partir destes isolados. Para
verificar 0 mecanismo dos micro-organismos em solubilizar fosfato ao meio na
producdo de acido citrico foi utilizado o fosfato de Araxa. Avaliou-se, ainda, o
acido citrico em dois meios de cultura BD e SA. Os isolados de Aspergillus
niger foram eficientes em solubilizar o fosfato de Araxa. O isolado A. niger
00118 se destacou na eficiéncia de solubilizagdo com aumento de cinco vezes a
quantidade de fosforo soluvel quando comparado ao tratamento controle. Os
resultados da produgdo de acido citrico evidenciaram uma melhor influéncia das
condi¢des do meio de cultura SA sobre sua produgdo.

Palavras-chave: Fosfato. Fungo. Solubilizagao.
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ABSTRACT

Citric acid is an important organic acid, multifunctional with a wide
array of uses, versatile in domestic and industrial applications as an acidulant,
flavoring, antioxidant, buffering and sequestering. In spite of a great deal of
microorganisms being able to be used to produce citric acid, Aspergillus niger
continues being the main industrial producer. Despite the extensive research
conducted, the understanding of the events relevant to citric acid production is
not completely understood. Several microorganisms, including both bacteria and
fungi, possess a capacity to solubilize phosphates by means of different
mechanisms. Therefore, this work was intended both to isolate and select strains
of the genus Aspergillus producing citric acid and investigate the phosphate
solubilization from these isolates. To verify the mechanisms of microorganisms
to solubilize phosphate to the medium in the citric acid production, Araxa
phosphate was utilized. Further, citric acid in two culture media BD and SA was
evaluated. The isolates of Aspergillus niger were efficient to solubilize Araxa
phosphate. The isolate of A. niger 00118 stood out in the solubilization
efficiency with increase of up to five times the amount of soluble phosphorus
when compared with the control treatment. The results of citric acid production
stressed a better influence of the conditions of the culture SA medium upon its
production.

Keywords: Phosphate. Fungus. Solubilization.
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1 INTRODUCAO

O éacido citrico ¢ um acido organico importante, multifuncional com
uma ampla gama de utilizagdes, versatil em aplicacdes domésticas e industriais,
que ¢ produzido industrialmente desde o inicio do século 20. Muitas toneladas
de acido citrico sdo produzidos mundialmente a cada ano.

Apesar de muitos micro-organismos poderem ser usados para produzir
acido citrico, o Aspergillus niger continua ser o principal produtor industrial. O
mecanismo bioquimico pelo qual o Aspergillus acumula acido citrico continua a
atrair interesse, embora sua produ¢do comercial ja tenha sido estabelecida ha
décadas. Apesar de extensa pesquisa realizada, a compreensdo dos eventos
relevantes para a producdo de acido citrico ndo estd completamente
compreendida.

Muitos eventos bioquimicos em conjunto contribuem para a produgdo de
acido citrico. A influéncia dos fatores individuais na produgdo nem sempre
podem ser avaliados sozinhos sem ligar a outros fatores. Isso faz com que a
comparagdo dos dados seja dificil e prejudica as perspectivas para a criagdo de
uma melhor visdo global da fermentacio do 4acido citrico comercial
(PAPAGIANNI; MATTEY, 2007).

A capacidade de obter e manter linhagens particulares ¢ um dos
parametros fundamentais para o desenvolvimento produtivo biotecnologico.
Condigdes deste processo, como substrato, meio, agitacdo, concentragdo de
nitrogenio, fosforo , micronutrientes, pH, concentragdo de indculo e seguranga
do micro-organismo tém demonstrado efeitos sobre a qualidade e capacidade de
producdo, que difere entre os varios tipos de fungos.

Diversos micro-organismos, incluindo bactérias e fungos, possuem
capacidade para solubilizar fosfatos por meio de diferentes mecanismos. A

solubilizacao de fosfatos inorganicos ocorre gragas a diminui¢ao do valor de pH
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ou pela quelatizagdo do metal proporcionada pela producdo microbiana de
acidos organicos ou inorganicos liberando fosfato solavel (BARROSO, 2006;
BARROSO; NAHAS, 2005; SPERBER, 1958). Assim para tentar encontrar a
relacdo do mecanismo de solubilizagdo de fosfato e producdo de acido citrico,
este trabalho teve como objetivo isolar e selecionar cepas do género Aspergillus

produtoras de acido citrico e examinar a solubilizagdo destes isolados.
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2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida na Universidade Federal de Lavras —
UFLA, no Laboratorio de Central de Analise, do Departamento de Ciéncia dos

Alimentos e no Laboratério de Microbiologia no Eco Centro da EPAMIG.

2.1 Bioprospeccéo de isolados

Pelo método de plaqueamento direto, amostras de solos, frutos, graos e
paes foram distribuidos em meio Batata Dextrose-Agar (BDA), em placas de
Petri de 9 cm de didmetro e mantidas a 25°C. Apds o crescimento dos micro-
organismos nas placas coletavam-se esporos de Aspergillus niger para uma
posterior purificacdo. A caracterizagdo e a identificagdo das espécies do género
Aspergillus foi realizada com base na taxonomia usada por Pitt e Hocking
(1997). Foram obtidos 30 isolados de Aspergillus niger provenientes destas
diferentes fontes e origens (Tabela 1). Destes foram selecionados 12 isolados
com melhor desempenho quanto a capacidade de solubilizagdo de fosfato e
produgdo de 4cido citrico. Existe uma coleg@o desses isolados no Laboratdrio de
Microbiologia do Eco Centro da EPAMIG (Lavras-MG). O método de
preservacdo dos fungos utilizados foi o de Castellani (FIGUEIREDO, 1967).

2.2 Micro-organismos e método de inoculacao

Para inoculag@o dos isolados selecionados, suspensdes de esporos nao
germinados, obtida de culturas cultivadas em BDA entre 5 a 7 dias, foram
utilizadas como in6culo. Apods contagem de esporos em camara de Neubauer, foi
procedida a diluicdo destas suspensdes. Para andlises posteriores, cada

suspensdo dos diferentes isolados foi utilizada com concentragdo inicial de 1 x
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10® esporos/mL. Frascos de erlenmeyer de 125 mL com 50 mL de meio BD foi

inoculado com 1 mL de suspensdo de cada um dos 12 isolados de Aspergillus.

Tabela 1 Procedéncia dos isolados de Aspergillus niger — Brasil - 2011

Identificacdo  Origem Espécie Fonte

A. niger 00096 Trés Coragdes -MG  Aspergillus niger  Fruto Café

A. niger 00097 Perddes - MG Aspergillus niger  Fruto Café

A. niger 00098 Perdodes - MG Aspergillus niger  Fruto Café - P1
A. niger 00099 Perddes - MG Aspergillus niger  Fruto Café - P2
A. niger 00100 Lavras - MG Aspergillus niger  Rosca
A.niger 00101 Lavras - MG Aspergillus niger  Pao de sal

A. niger 00102 Lavras - MG Aspergillus niger  Pao Integral 1
A.niger 00103 Lavras - MG Aspergillus niger  Pao Integral 2
A. niger 00104 Lavras - MG Aspergillus niger  Uval

A. niger 00105 Lavras - MG Aspergillus niger  Uva 2

A. niger 00106 Petrolina - PE Aspergillus niger  Solo

A. niger 00107 Lavras - MG Aspergillus niger ~ Solo - Couve
A. niger 00108 Lavras - MG Aspergillus niger  Solo - Rosa

A. niger 00109 Lavras - MG Aspergillus niger  Solo - UFLA
A.niger 00110 Lavras - MG Aspergillus niger  Solo 2 - UFLA
A.niger 00111 Nepomuceno - MG  Aspergillus niger  Fruto Café
A.niger 00112 Ibituruna - MG Aspergillus niger  Solo

A.niger 00113 Lavras - MG Aspergillus niger  Solo - Alecrim
A.niger 00114 Lavras - MG Aspergillus niger  Fruto Café 2
A.niger 00115 Lavras - MG Aspergillus niger  Fruto Café 3
A.niger 00116 Lavras - MG Aspergillus niger  Fruto Café
A.niger 00117 Lavras - MG Aspergillus niger  Fruto Café 1
A.niger 00118 Lavras - MG Aspergillus niger  Amendoim
A.niger 00119  Sdo Paulo - SP Aspergillus niger  ITAL

A. niger 00120 Perdodes - MG Aspergillus niger  Fruto Café 2
A.niger 00121 Campanha - MG Aspergillus niger  Fruto Café

A. niger 00122 Perddes - MG Aspergillus niger  Solo

A. niger 00123 Lavras - MG Aspergillus niger  Solo - Café

A. niger 00124 Tjaci - MG Aspergillus niger  Fruto Café

A. niger 00125 Campanha - MG Aspergillus niger  Solo
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2.3 Eficiéncia de solubilizacao dos isolados

Para verificar o mecanismo de solubilizagdo de fosfato dos micro-
organismos em solubilizar fosfato para o meio, foi utilizado o fosfato de Araxa.
Foi adicionado fosfato de Araxd em dose 3g diretamente para 100 mL de meio
de cultura GL liquido (glicose, extrato de levedura). Aliquotas de 1 mL de
suspensio dos fungos 10° UFC (células mL™") foram transferidas,
individualmente, para erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio de
cultura liquido e 3g de fosfato como fonte de fosforo (P). Estabeleceu-se como
controles o meio de cultura mais o fosfato sem indculo (Controle 1) e o meio de
cultura (Controle 2).

Os tratamentos foram incubados a 28°C sob agitagdo de 190 rpm, por
oito dias, sendo utilizadas trés repeti¢des para cada tratamento. Apos o periodo
de incubagdo de 8 dias, as culturas foram centrifugadas (5.000g x 10 minutos) e
o sobrenadante filtrado em papel filtro Whatman n°42. Para quantificar o fosforo
(P) soluvel foi utilizado o método colorimétrico de Murphy e Riley (1962).
Determinou-se, também, o pH, segundo técnica da Association of Official
Analytical Chemistry - AOAC (1992), no sobrenadante filtrado de todas as
amostras, incluindo os controles. Avaliou-se o potencial de solubilizagdo do
fosfato pelos 12 isolados de Aspergillus niger (A. niger 00098, A. niger 00100,
A. niger 00102, A. niger 00104, A. niger 00106, A. niger 00107, A. niger 00108,
A. niger 00114, A. niger 00116, A. niger 00118, A. niger 00119, A. niger
00124) em meio de cultura liquido.

2.4 Determinacdo da concentragdo de acido citrico em cultivo submerso

O acido citrico foi determinado em dois tipos de meios de cultura:
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- Sabouraud - SA (10g peptona, glicose 40g, 1L H,O q. s. p., pH 7)
(MEDVEDEFF et al., 2001).
- Batata dextrose - BD (200 g L™ batata, 20g L™ dextrose) (TUITE, 1969).

Foi inoculado aliquotas de 1 mL de suspensdo a 10* UFC (células mL™)
de cada um dos 12 isolados de Aspergillus niger (A. niger 00098, A. niger
00100, A. niger 00102, A. niger 00104, A. niger 00106, A. niger 00107, A. niger
00108, A. niger 00114, A. niger 00116, A. niger 00118, A. niger 00119, A. niger
00124) nos dois tipos de meios de cultura (BD e SA) em erlenmeyer de 125 mL
contendo 50 mL de meio de cultura.

Os tratamentos foram incubados a 28°C, sob agitagdo de 140 rpm, por
sete dias, sendo utilizadas trés repetigdes para cada tratamento. Apos o periodo
de incubagdo, o acido citrico do meio com os diferentes isolados de Aspergillus
niger foi determinado pelo método titulométrico com NaOH/fenolftaleina
padronizada segundo técnica estabelecida pelo Instituto Adolfo Lutz (1985) e
fundamentado no peso molecular do acido citrico. Para isto, as amostras foram
preparadas filtrando-se o meio de cultivo em papel de filtro e coletando-se aliquotas de
10 mL necessarias. As amostras foram transferidas para erlenmeyer de 250 mL
para titular com solug@o padrao de NaOH 0,1 N usando fenolftaleina 0,1% (m/v)
como indicador. Determinou-se, também, o pH de todas as amostras, utilizando-

se um pHmetro Schott Handylab, segundo técnica da AOAC (1992).

2.5 Delineamento experimental e analise estatistica

Para a andlise de fosforo soluvel, o delineamento experimental utilizado
foi inteiramente casualizado com 14 tratamentos e trés repeti¢des. Para o acido
citrico o experimento, também, foi conduzido segundo um delineamento
experimental inteiramente casualizado, no entanto, os tratamentos foram

arranjados segundo um esquema fatorial 12x2 com doze isolados de Aspergillus
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niger e dois meios de cultura (BD e SA) totalizando 24 tratamentos. As médias
obtidas foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando

o programa SISVAR.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Eficiéncia de solubilizacéo de fosfato

Em meio liquido, todos os 12 isolados de Aspergillus niger
apresentaram acréscimos na quantidade de fosforo soluvel com o fosfato de
Araxa. Os isolados reduziram o pH do meio liquido em relacdo aos controles
sem inoculacdo (Tabela 2). Essa solubilizagdo do fosfato relacionado a
diminui¢do de pH demonstra o possivel mecanismo de solubilizagdo e producao

de acidos.

Tabela 2 Eficiéncia de solubilizagdo do fosfato de Araxa por isolados de
Aspergillus niger em meio liquido. UFLA, Lavras, MG, 2011

Tratamentos Fésforo Solavel (mg/Kg) pH
A. niger 00118 77,23 a 1,87 a
A. niger 00104 66,41 b 1,91 a
A. niger 00114 56,84 ¢ 2,01Db
A. niger 00116 51,12d 2,11¢
A. niger 00098 47,66 ¢ 2,27d
A. niger 00119 42,04 £ 2,33 ¢
A. niger 00107 3524 ¢ 241 f
A. niger 00108 33,94 h 2,52 ¢
A. niger 00124 28,541 2,971
A. niger 00106 26,42 j 3,041
A. niger 00100 25,371 2,97 h
A. niger 00102 19,29 m 3,21]
Controle 1 14,69 n 6,851
Controle 2 1,13 0 7,02 m

CV (%): 0,93
Erro Padrdo: 0,018

Meédias seguidas pela mesma letra mintiscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade
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O estudo de Chuang et al. (2007) indicou a correlagdo significativa e
positiva entre fosfato e acidez. Para haver solubilizagdo ha necessidade da
produgdo de acidos. Esse mesmo mecanismo, também, foi relatado na literatura
de Vassilev et al. (2006) sendo o acido citrico considerado como forte agente
solubilizador.

De acordo com Barroso e Nahas (2005), aumentando a acidez titulavel,
ocorre diminui¢do nos valores de pH final, e um aumento da acidez titulavel ou
uma diminui¢ao nos valores de pH final correspondem a um aumento do teor de
fosfato soluvel.

A solubilizacdo do fosfato decorreu da diminuigdo do pH, pois, os
tratamentos com as maiores quantidades de fosforo soluvel (A. niger 00118, A.
niger 00104 e A. niger 00114) tiveram os menores valores de pH e os
tratamentos com as menores quantidades de fosforo soluvel (A. niger 00102, A.
niger 00100 e A. niger 00106) apresentaram os maiores valores de pH (Figura
1). Este resultado mostra uma relagdo inversa entre a quantidade de fosforo e os
valores de pH no meio de cultura para os isolados testados. Barroso e Nahas
(2008), também, obtiveram essa relacdo inversa em seu trabalho de solubilizacao

de FePO, com Aspergillus niger.
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Figura 1 Avaliacdo da solubilizagdo do fosfato de Araxa e pH final do meio de
cultura liquido inoculados com isolados de Aspergillus niger

De modo geral, o isolado A. niger 00118 destacou-se dos demais
tratamentos com a maior quantidade de fosforo solivel e menor pH, aumentando
em média cerca de cinco vezes a quantidade de fosforo soltvel no meio quando
comparado ao Controle 1. Este resultado pode ser atribuido & melhor adaptacdo
do isolado ao meio de cultura evidenciando uma maior habilidade em produzir
metabolitos acidificantes para solubilizagdo de fosfato. Isso indica que a
capacidade de solubilizagdo difere entre os diferentes isolados € que um pode ser
melhor que o outro.

No tratamento Controle 2 (apenas meio de cultura) foi observada uma
pequena quantidade de fosforo soltvel, possivelmente, o meio de cultura
utilizado GL que tem extrato de levedura tem uma quantidade minima de
fosforo. De acordo com Santucci et al. (2003), o extrato de levedura contém todo
o material solivel de autolisado (auto digestdo das células), incluindo proteinas,

peptidios, aminoacidos livres, nucleotideos, vitaminas, oligossacarideos e
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minerais, incluindo macroelementos (Ca, P, Mg, K, Na, Al e¢ Fe) e
microelementos (Mn, Cu, B, Zn, Mo, Cd, Cr, Ni, Pb, Si e Se) e carboidratos
entre 25-35%.

3.2 Determinacéo da producdo de &cido citrico

Com relagdo a produgdo de 4acido citrico verifica-se, pela Tabela 3,
variacdo entre os isolados ¢ que o A. niger 00118 foi o mais eficiente chegando a
uma concentragdo de 18,42 g/100g de acido citrico em meio SA e 8,62 g/100g
em meio BD, sendo superior a produgdo obtida entre os isolados estudados. A
menor produgdo de acido citrico no meio SA foi 6,65g/100g do A. niger 00124 ¢
no meio BD foi 1,97g/100g do A. niger 00100. No trabalho de Santos (2005), a
producdo de 4cido citrico por fermentagdo submersa de hidrolisado
hemicelulésico utilizando cepas de Aspergillus niger e controle de concentragdo
de agucares, metais ¢ oxigenio obteve concentragcdes de, aproximadamente,

14,98 g/L de acido citrico.
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Tabela 3 Produgdo de acido citrico por isolados de Aspergillus niger em cultivo
submerso. UFLA, Lavras, MG, 2011

Tratamentos Acido citrico Acido citrico
meio BD meio SA
(9/1009) (9/100g)
A. niger 00098 7,81 Ba 12,34 Eb
A. niger 00100 1,97 La 7,56 Hb
A. niger 00102 2,02 La 7,151b
A. niger 00104 7,69 Ca 12,83 Cb
A. niger 00106 3,06 Ia 10,15 Gb
A. niger 00107 4,72 Ga 11,25 Fb
A. niger 00108 4,02 Ha 11,21 Fb
A. niger 00114 6,47 Da 13,63 Bb
A. niger 00116 6,33 Ea 12,82 Cb
A. niger 00118 8,62 Aa 18,42 Aa
A. niger 00119 5,25 Fa 12,47 Db
A. niger 00124 2,24 Ja 6,65 Jb

CV (%): 0,21

Erro Padrao: 0,007
Médias seguidas pela mesma letra maitiscula na coluna e mintscula na linha ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

Em pesquisa de biossintese de acido citrico em residuo liquido de
manipueira Leonel e Cereda (1995) utilizando apenas uma cepa de Aspergillus
niger atingiu 2,56 g/L de acido citrico em meio sintético e 2,86 g/L. em residuo
de manipueira. Prado et al. (2005), com a fermentacdo no estado sélido do
bagaco de mandioca, utilizando, também, Aspergillus niger conseguiu um
acumulo de acido citrico correspondente a 26,9 g/100g.

Os resultados apresentados evidenciaram a influéncia das condi¢des do
meio sobre a produgdo de acido citrico (Figura 2). No meio SA os isolados
apresentaram maior produgdo de acido citrico do que no meio BD. O fato pode
ser explicado pela diferenca da concentragdo de agucares e de proteinas presente

no meio SA como a glicose e peptona, disponibilizando maior energia para os
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isolados com as melhores fontes de carbono e nitrogénio. Esta ocorréncia esta de
acordo com Santos (2005), que observou baixo rendimento de acido citrico em
decorréncia do fato da baixa concentracdo de acticar no meio.

A estimativa de acido citrico na literatura é bem variavel, mas essas
diferencas sdo em virtudes dos tipos de processos utilizados. A escolha do
isolado utilizado na producdo de 4cido citrico, também, ¢ de grande importancia.
Embora, em geral, todas as cepas de Aspergillus niger apresentem capacidade de
produzir acido citrico, cada cepa pode apresentar particularidades quanto a

quantidade de acido citrico produzido e sua adaptagdo ao meio.
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Figura 2 Avaliagdo do 4cido citrico e pH final em dois tipos de meio de cultura
liquido inoculados com diferentes isolados de Aspergillus niger
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O melhor desempenho de acido citrico do isolado A. niger 00118 de
18,42 g/100g pode ser considerado como satisfatorio, pois, nenhum fator do
meio, que poderia afetar o metabolismo do acido citrico e produgéo dos fungos,
tais como efeito de metais, aeragdo, quantidade de actucar, transferéncia de calor
e oxigénio, foi controlado. Este isolado selecionado como produtor de acido
citrico, pode ser utilizado em escalas maiores de producdo em biorreatores de
fermentagcdo, porém, um estudo detalhado deve ser realizado a fim de testar
cada fator e suas influéncias em seu processo especifico de producdo e
potencializar seu uso.

Os valores de pH dos dois meios estudados tiveram pouca diferenca,
sendo os mais baixos para os do meio BD e os valores mais altos para os do
meio SA. Os resultados da Tabela 4 ndo implicam na ligacdo entre pH e
producdo de acido citrico. As observagdes de Rodrigues (2006) sugerem que
variagdes nos valores de pH ndo apresentam efeito significativo para producao
de acido citrico com cepas de Aspergillus niger. Da mesma forma Armiliato
(2004), em estudo com Candida lipolytica, também, verificou que o pH nao
promove alteragdes significativas na quantidade de acido citrico acumulada.

Baseado nos resultados observa-se (Figura 3) que, apesar de todos os 12
isolados solubilizarem fosfato, pode-se perceber uma produgdo de acido citrico
um pouco mais elevada nos isolados (A. niger 00118, A. niger 00104, A. niger
00114, A. niger 00098, A. niger 00116) que apresentaram maior quantidade de
fosforo soluvel e os isolados (A niger 00124, A. niger 00102 e A. niger 00100)
que tiveram menor producdo de &cido citrico mostrou menor eficiéncia em
solubilizar o fosfato. Esses dados demonstram a relagdo entre a eficiéncia da
solubilizacdo do fosforo e a producao de acido citrico. Portanto, uma maior
compreensao da diversidade, eficiéncia e capacidade dos micro-organismos em
solubilizar fosfato pode favorecer a selecdo e identificacdo de isolados

potencialmente uteis para produzir acido citrico.
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Tabela 4 Influencia do pH na produgdo de acido citrico por isolados de
Aspergillus niger em cultivo submerso. UFLA, Lavras, MG, 2011

Tratamentos pH pH
(meioBD) (meioSA)

A. niger 00098 1,99 Da 2,47 Gb
A. niger 00100 2,30 Ga 2,96 Ib
A. niger 00102 2,44 Ha 3,02 Jb
A. niger 00104 1,81 Ba 2,16 Db
A. niger 00106 2,04 Ea 2,61 Hb
A. niger 00107 1,90 Ca 2,07 Cb
A. niger 00108 2,14 Fa 2,41 Fb
A. niger 00114 2,03 Ea 2,33 Eb
A. niger 00116 1,92 Ca 1,91 Ba
A. niger 00118 1,74 Aa 1,85 Ab
A. niger 00119 2,01 Da 2,45 Gb
A. niger 00124 2,32 Ga 2,97 Ib

CV (%): 0,44

Erro Padrao: 0,003
Médias seguidas pela mesma letra maitiscula na coluna e mintscula na linha ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

.niger 00102
.niger 00100
.niger 00106
.niger 00124
.niger 00108
.niger 00107
.niger 00119
.niger 00098
.niger 00116
.niger 00114
.niger 00104
.niger 00118

m Acido citrico BD (g/100g)

B Acido citrico 5A (g/100g)

m Fosforo Soltvel (mg/Kg)

Pl A A I A -

Figura 3 Avaliagdo e comparacdo da quantificacdo de dacido citrico e
solubilizagdo de fosfato dos isolados de Aspergillus niger
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4 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos, conclui-se que:
a) dos 30 isolados de Aspergillus niger estudados apenas 12 foram eficientes em

solubilizar o fosfato de Araxa;

b) o isolado A. niger 00118 se destacou na eficiéncia de solubilizacdo com

aumento de cinco vezes a quantidade de fosforo soluvel do controle;

¢) os resultados da produgdo de acido citrico evidenciaram uma melhor

influéncia das condi¢des do meio de cultura SA sobre sua produgio;

d) o isolado A. niger 00118 foi o mais eficiente na produgao de acido citrico nos

dois meios estudados;

e) a produgdo de acido citrico foi um dos mecanismos de solubilizacdo do

fosfato pelos isolados de Aspergillus niger.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O uso de micro-organismos ¢ espécies, que permitem alto rendimento de
acido citrico, ¢ de interesse industrial por ser amplamente explorado na
biotecnologia, sendo, assim, uma area em plena expansdo em decorréncia de seu
grande potencial aplicativo. Entretanto, algumas analises se tornam bastante
restritas, apresentando limitagdes com relagdo a sensibilidade e a especificidade
do micro-organismo. Alguns desafios precisam ser superados para o
desenvolvimento de estratégias e procedimentos inovadores a partir de estudos
centrados em bases moleculares e celulares na promogdo do entendimento de
enzimas, mecanismos ¢ vias reguladoras do acido citrico e na prospecc¢do da

diversidade microbiana em escala estrutural e funcional.
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CAPITULO 3

ANALISE DA EXPRESSAO DE GENES RELACIONADOS A CITRATO
SINTASE E IDENTIFICACAO DE ISOLADOS DE Aspergillus niger
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RESUMO

A utilizagdo da expressdo genética permite diversas formas de
abordagem que promovem respostas para algumas questoes basicas que incluem,
se o gene ¢ expresso, suas interagdes e identificacdo de grupos de genes que
implicam na ativagdo ou repressdo de diversas vias reguladoras. Como o
acamulo de 4&cido citrico por Aspergillus niger é acompanhado pelo
desaparecimento, redugdo ou aumento de algumas enzimas do ciclo do acido
tricarboxilico, a utilizagdo de técnicas moleculares pode ser uma alternativa
viavel para a caracterizagdo e identifica¢do do gene que codifica a citrato sintase
na produgdo de acido citrico por Aspergillus niger. O objetivo do presente
trabalho foi verificar o nivel de expressdo de genes envolvidos na identificagdo
de isolados de Aspergillus niger e citrato sintase com a producdo de acido
citrico. A extragdo de DNA das amostras provenientes de 12 isolados de
Aspergillus niger foi feita, por meio do Wizard™ Genomic DNA Purification Kit
(Promega). A amplificacdo pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) foi feita
utilizando primer para regido ITS e primer especifico para citrato sintase
(P1/P2). O sequenciamento de bases da regido ITS foi um método simples,
rapido e eficiente para auxiliar na identificagdo de isolados de Aspergillus niger.
O par de primer P1/P2 foi sensivel para diferenciar os isolados A. niger 00116,
A. niger 00104, A. niger 00098 e A. niger 00118 na expressdo de genes da
enzima citrato sintase.

Palavras-chave: Enzima. Extragdo. Sequenciamento.
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ABSTRACT

Use of the genetic expression allows several approach forms which
promote responses to some basic issues which include, whether the gene is
expressed, its interactions and identification of groups of genes which imply
either in the activation or repression of several regulatory pathways. As the
accumulation of citric acid by Aspergillus niger is accompanied by the
disappearance, reduction or increase of some tricarboxylic acid cycle enzymes,
the use of molecular techniques may be a alternative viable to the
characterization and identification of the gene codifying for citrate synthase in
citric acid production by Aspergillus niger. The aim of the present work was
verifying the expression rate of genes involved in the identification of
Aspergillus niger isolates and citrate synthase with citric acid production. The
DNA extraction of the samples coming from 12 isolates of Aspergillus niger
was done by means of Wizard™ Genomic DNA Purification Kit (Promega). The
amplification by the polymerase chain reaction (PCR) was performed by using
primer for ITS region and primer specific to citrate synthase (P1/P2). The base
sequencing of the ITS region was a simple, fast and efficient method to aid in
identifying isolates of Aspergillus niger. The pair of P1/P2 primer was sensitive
to distinguish the isolates A. niger 00116, A. niger 00104, A. niger 00098 and A.
niger 00118 in the expression of citrate synthase enzyme genes.

Keywords: Enzyme. Extraction. Sequencing.
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1 INTRODUCAO

Técnicas moleculares apresentam grande potencial para estudos de
identificacdo e de diversidade de fungos filamentosos, sem os problemas de
variagdes nos caracteres morfoldgicos que dificultam a taxonomia tradicional.

Nas ultimas décadas verificaram-se avangos, nos estudos de biologia
molecular, que propiciaram o desenvolvimento e emprego de técnicas
moleculares para obtencao, detecgdo, identificacdo e caracterizacdo de genes. A
utilizagdo da expressdo genética permite diversas formas de abordagem que
promovem respostas para algumas questdes basicas que incluem, se o gene ¢é
expresso, suas interacdes e identificacdo de grupos de genes que implicam na
ativacdo ou repressao de diversas vias reguladoras.

Dentre as técnicas moleculares que se destacam, incluem as
fundamentadas na amplificagdo de sequéncias do DNA pela reagdo em cadeia da
polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR). A reagdo, em cadeia da
polimerase ¢ uma técnica altamente sensivel, por meio da qual pequenas
quantidades de sequéncias de DNA ou RNA especificas podem ser
enzimaticamente amplificadas até que sejam obtidas milhdes de copias da
sequéncia alvo (BOER; BEUMER, 1999; GANDRA et al., 2008; KONEMAM
etal., 2001; MALORNY et al., 2003).

O DNA ribossomal (rDNA) ¢ uma regido do DNA nuclear codificante
de ribossomos e suas sequéncias tém sido muito utilizadas em sistematicas de
fungos, para identificar espécies e para determinar ragas ou origem geografica.
Os ribossomos sdo organelas responsaveis pela sintese de proteinas nas células e
consistem de duas subunidades, uma pequena e outra grande. Um unico gene
codifica a subunidade pequena, the small subunit (SSU), a subunidade grande
the large subunit (LSU) e a regido 5.8s. O gene ¢ interrompido pelas regides

espagadoras internas do rDNA — Internal Trasnribed Spacer (ITS), que se
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repetem por varias vezes no cromossomo e que, geralmente, sdo bem
conservadas entre os fungos e podem identificar sequéncias do DNA de certos
organismos especificos, como determinadas espécies (BARROCAS, 2008;
GARDES; BRUNS, 1993). As regides ITS e IGS sdo utilizados para realizar
estudos filogenéticos em populacdo de fungos filamentosos (HENRY; IWEN;
HINRICHS, 2000) e desenvolver ensaios especificos de PCR para identificar
espécies importantes tal como Fusarium e Aspergillus (PATINO et al., 2004).

A via metabolica estabelecida envolvida na biossintese do acido citrico
inclui a citrato sintase e esta enzima ¢, muitas vezes, considerada como
fundamental no ciclo do acido citrico, talvez, porque pode ser considerada como
o primeiro passo do ciclo. A enzima cataliza a reagdo de condensacgdo de acetato
e acetil coenzima A com uma molécula de oxaloacetato para formar citrato
(PAPAGIANNI; MATTEY, 2007).

Como o acumulo de acido citrico por Aspergillus niger ¢ acompanhado
pelo desaparecimento, redugdo ou aumento de algumas enzimas do ciclo dos
acidos tricarboxilicos, a utilizacdo de técnicas moleculares pode ser uma
alternativa viavel para a caracterizagdo ¢ identificagdo do gene que codifica a
citrato sintase na produgdo de acido citrico por Aspergillus niger. E com a
utilizagdo de primers especificos para espécie do género € possivel aprimorar as
técnicas de detecgdo ao ponto desejavel de realizar esta operagdo diretamente em
isolados selecionados, agilizando o processo.

Neste contexto o objetivo do presente trabalho foi verificar o nivel de
expressdo de genes envolvidos na identifica¢do de isolados de Aspergillus niger
e eficiéncia da citrato sintase com a producao de acido citrico visando & sele¢ao

de isolados superiores para produgdo industrial.
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2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida na Universidade Federal de Lavras —
UFLA, no Laboratério de Microbiologia no Eco Centro da EPAMIG ¢ no
Laboratorio de Biologia Molecular (Bio LAPS) na Patologia de Sementes no

Departamento de Fitopatologia.

2.1 Origem dos isolados e manutencéo das culuras

Foram utilizados 12 isolados de Aspergillus niger (A. niger 00098, A.
niger 00100, A. niger 00102, A. niger 00104, A. niger 00106, A. niger 00107, A.
niger 00108, A. niger 00114, A. niger 00116, A. niger 00118, A. niger 00119, A.
niger 00124) provenientes de diferentes fontes e origens da cole¢do do Eco
Centro do Laboratério de Microbiologia da EPAMIG. Estes isolados foram
caracterizados por produzir acido citrico em meio de cultura BD e SA tendo
como mecanismo de produgdo a solubilizacao de fosfato de Araxa. Colonias dos
fungos foram mantidas e transferidas para meio de batata dextrose Agar (BDA)
e mantidas em incubagdo, a temperatura de 25+ 2°C. O micélio de cada isolado,
crescido superficialmente, foi raspado, lavado com agua estéril. Foram utilizadas
suspensdes destes micélios de 1 mL com concentragio inicial de 1x 10°
esporos/mL para inocular em frascos de erlenmeyer de 125 mL com meio de
cultura BD. Os isolados em meio liquido BD foram incubados a 28°C sob

agitacdo de 140 rpm, por trés dias para posterior extracdo de DNA.

2.2 Extracdo de DNA

As amostras dos isolados foram maceradas em nitrogénio liquido e

foram retirados, aproximadamente, 1 grama de cada amostra/isolado e, para cada
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repeti¢do usada, foram pesados 0,04 gramas para extracdo de DNA. A extracdo
de DNA das amostras provenientes dos 12 isolados de Aspergillus niger foi feita
por meio do Wizard™ Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI,
USA), seguindo o protocolo do fabricante e segundo Bartlett e Stirling (2003). A
qualidade dos DNAs foi observada em gel agarose 0,8% em tampdo 1Xtbe
(40Mm Tris-borato, ImM EDTA, pH 8,0), sendo corados com gel red e
visualizados sob luz UV. O DNA foi quantificado no Spectrophotometer ND
1000 Nano Drop.

2.3 Amplificacdo pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Os pares de primers (iniciadores) das sequéncias ITS 1 e ITS 4
(TCCGTAGGTGAACCT GCGG/ TCC TCCGCTTATTGATATGC) descritos
por Mirhendi et al. (2007) foram utilizados para amplificar regides do rDNA dos
12 isolados de Aspergillus niger. E para expressdo do gene da citrato sintase nos
isolados, foi utilizado 0s pares de primer
(GCGAATTCATGTCTACCGGCAAGGCCAAGTCC/GCCCCGGGTCATTT
ACAGCTTAGCACC ), descritos por Kirimura et al. (1999). A amplificacao foi
realizada em 25ul da reagdo contendo tampdo da PCR (tampao IB — Phoneutria,
Brasil) 500 mM KCl, 100mM Tris-HCL pH 8,4, 1% Triton X-100, 15 MgCl),
dNTPs (2,5 mM de cada dNTP), primers (10 uM de cada primer forward ou
reverse) e 25u/ul unidades Tag DNA polimerase (Phoneutria, Brasil). Para a
amplificacdo dos isolados utilizou-se 2l do DNA concentrado. Agua milique
autoclavada foi utilizada como controle negativo da PCR. A amplificacdo
constou, inicialmente, de desnaturacdo de 95 ° C por 2 minutos no inicio, mais
94 ° C por 45 segundos, anelamento de 55 ° C por 45 segundos com extensao
final de 72 © C por 150 segundos, num total de 30 ciclos. Uma aliquota de 10ul

foi utilizada para separar os produtos da PCR submetidos a eletroforese em gel
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de agarose 1,5% em tampao TBE a 150V por, aproximadamente, 2 horas. O gel
foi corado com gel red e os produtos da PCR foram observados em

transluminador UV.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os isolados de Aspergillus niger tiveram amplificados somente
fragmentos do DNA gendmico correspondentes a regido ITS 1 ¢ ITS 4 com
bandas de, aproximadamente, 600 pares de base. Os primers ITS 1 e ITS 4
foram utilizados, também, para assegurar a qualidade do DNA.

Segundo Barrocas (2008) e Phan et al. (2002) as regides internal
transcribed spacer (ITS) do rDNA tém sido amplamente utilizadas para
diferenciar e detectar espécies fungicas proximamente relacionadas. E, de
acordo com White et al. (1990), a regido ITS ¢ facilmente amplificada, j4 que
esta compreendida entre 600 e 800 pares de base.

O DNA dos isolados foram extraidos e amplificados eficientemente
(Figura 1), no entanto, o controle (Linha 13) ndo foi amplificado para regido
ITS. O tamanho dos fragmentos amplificados foi de, aproximadamente, 600
pares de bases (pb) para todos os isolados e foram visualizados na mesma
posicdo no gel de agarose considerados de mesmo tamanho (Figura 1). A regido
ITS provou ser uma ferramenta util para auxiliar na identificacdo dos isolados de
Aspergillus niger assim, os resultados sugerem que técnicas moleculares por
meio do sequenciamento direto do produto do PCR-ITS rDNA, combinado com
caracteristicas morfologicas sdo eficientes para a separagdo ¢ identificacdo de
espécies uma vez que a taxonomia somente pela morfologia pode ndo ser
suficiente para a caracterizagdo e confirmacdo de espécies, além de ser um
método confidvel que proporciona uma identificacdo mais adiantada do que os
métodos de cultivo padrao.

Tais resultados corroboraram os trabalhos de Accensi et al. (1999) e
Menezes (2010), onde mediante métodos moleculares de analise do DNA foi
possivel diferenciar espécies, uma vez que esses detectam o polimorfismo

existente entre as sequéncias de nucleotideos dos organismos. Menezes (2010)
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expuseram, também, em seus resultados, a ideia de que a identificagdo de
espécies, baseada somente em caracteristicas morfologicas e culturais tem
limitagdes, uma vez que essas sdo influenciadas pelo ambiente, alterando o
fenotipo de isolados fungicos. Segundo Hinrikson et al. (2005) além disso, os
testes de morfologia sdo geralmente trabalhosos e necessitam de pessoal
especialista em micologia.

Gonzalez-Salgado et al. (2005), em trabalho de discriminagao de
Aspergillus niger com outras espécies de Aspergillus, determinaram que seus
ensaios por PCR com base na regido ITS foram altamente sensiveis e especificos

e representam uma boa ferramenta para a detec¢ao de espécies.

M:d 2 3 4 &5 4 R 949 Al a2 13

600 *!_Iﬂ—l——"‘-""------

Figura 1 Produto de amplificacdo por PCR do DNA gendmico em gel de agarose
dos isolados de Aspergillus niger. Linhas 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11,
12 representam respectivamente a amplificacio DNA gendmico de
culturas puras dos isolados (A. niger 00116, A. niger 00108, A. niger
00107, A. niger 00104, A. niger 00106, A. niger 00114, A. niger
00119, A. niger 00100, A. niger 00102, A. niger 00098, A. niger
00118, A. niger 00124) e Linha 13 que representa o controle,
utilizando o primer ITS 1/ITS 4. Linha M — Marcador molecular 1 Kb
AMRESCO
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O par de primer P1/P2 da citrato sintase foi especifico para diferenciar
isolados de Aspergillus niger na atividade da enzima. Somente o DNA
gendmico dos isolados A. niger 00116, A. niger 00104, A. niger 00098 e A.
niger 00118 foram amplificados com os primers P1/P2. O tamanho dos
fragmentos foi de aproximadamente 920 pares de bases (pb) e foram
visualizados na mesma posi¢do no gel de agarose considerados de mesmo

tamanho sendo o controle (Linha 13) negativo para a amplificagdo (Figura 2).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 M

Figura 2 Produto de amplificagdo por PCR do DNA genomico em gel de
agarose dos isolados de Aspergillus niger. Linhas 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11, 12 representam respectivamente a amplificagio DNA
genOmico de culturas puras dos isolados (A. niger 00116, A. niger
00108, A. niger 00107, A. niger 00104, A. niger 00106, A. niger
00114, A. niger 00119, A. niger 00100, A. niger 00102, A. niger
00098, A. niger 00118, A. niger 00124) e Linha 13 que representa o
controle, utilizando o par de primers especifico (P1/P2) da citrato
sintase de Aspergillus niger. Linha M — Marcador molecular 1 Kb
AMRESCO
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Ha poucos trabalhos na literatura que definem uma correlagéo certa da
citrato sintase de Aspergillus niger com a produgio de acido citrico.

Jaklitsch, Kubfcek e Scrutton (1991), em estudo com enzimas
envolvidas na produgdo de citrato por Aspergillus niger avaliaram cepas
produtoras de 4cido citrico e todas apresentaram atividade da citrato sintase.

O ciclo do acido tricarboxilico desempenha papel importante na
producdo de acido citrico por Aspergillus niger. E, segundo Kirimura et al.
(1999), ndo ha nenhuma evidéncia direta ou indireta de que o gene (s) de
codificagdo da citrato sintase estd relacionada com os aspectos normativos da
produgao de acido citrico.

A biossintese de citrato envolve pelo menos uma etapa mitocondrial, ou
seja, a citrato sintase, estd localizada exclusivamente na mitocondria. Com base
na atividade das enzimas presentes em extratos de fungo, a reacdo parece ter
capacidade natural suficiente para o acimulo de acido citrico (RATLEDGE,
2000); e uma superexpressao do gene correspondente a citrato sintase, portanto,
ndo tem efeito sobre o taxa de acumulo de acido citrico (RUIJTER et al., 2000).
Portanto, as alteragdes na atividade da citrato sintase, que ocorrem ao longo da
fermentagdo, ndo deve ter consequéncia sobre a produgdo de acido citrico
(KARAFFA; KUBICEK, 2003).

Todos os 12 isolados de Aspergillus niger analisados para a expressdo
de genes da enzima citrato sintase, foram selecionados por produzir acido citrico
em meio liquido e apenas 4 destes isolados amplificaram seus fragmentos para a
citrato sintase (A. niger 00116, A. niger 00104, A. niger 00098, A. niger 00118)
demonstrando uma variacdo na presenca da enzima entre eles, essa diferencga
pode estar relacionada ao fato dos isolados consistirem de diferentes fontes e
origens. Se a atividade da citrato sintase e sua expressao de gene fosse natural no
acumulo e produgdo de acido citrico por Aspergillus niger consequentemente

sua amplificacdo teria que ser positiva para todos os isolados em estudo de DNA
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gendmico. Dessa forma para obter a expressdo de genes da citrato sintase ¢ uma
relagdo com a producdo de acido citrico ¢ sua distingdo entre isolados, ¢
necessario que novos estudos sejam desenvolvidos, empregando uma inducdo da
produgdo de acido citrico que se utilize de metodologias para quantificar a

expressao da citrato sintase com o aumento de produgdo de acido citrico.
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4 CONCLUSAO

Nas condi¢des do presente estudo, conclui-se que:
a) o sequenciamento de bases da regido ITS foi um método simples e rapido

para auxiliar na identificacdo dos isolados de Aspergillus niger estudados;

b) o par de primer P1/P2 foi sensivel para diferenciar os isolados A. niger
00116, A. niger 00104, A. niger 00098 e A. niger 00118 na expressdo de genes

da enzima citrato sintase;

c) a expressao de genes da citrato sintase entre os isolados de Aspergillus niger

ndo foi suficiente para uma relagdo com a produgéo de acido citrico.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os recursos da biologia molecular que auxiliam no estabelecimento da
correlagdo dos genomas a sua funcdo bioldgica pelo estudo das moléculas ou
proteinas que estdo expressando, aceleram o entendimento de interagdo micro-
organismo e producdo biotecnologica. Também permite identificar grupos de
genes que implicam na ativagdo ou repressao de diversas vias metabolicas. Em
etapas subsequentes ¢ importante considerar novas tentativas metodoldgicas,
como o uso da RFLP, BIO-PCR e o exame da técnica de PCR em tempo real
para melhor identificar, quantificar material desejado ou fazer uso de seu de

fragmentos de DNA de interesse.
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