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RESUMO

Os fungos filamentosos estdo presentes na fermentacdo do cacau, no entanto sua atuacéo nao
foi esclarecida até o momento, por isso tornam-se indispensaveis estudos que visem
identificar as espécies atuantes na fermentacdo do cacau, bem como selecionar potenciais
produtores de enzimas hidroliticas de interesse biotecnoldgico. O presente estudo teve por
objetivo identificar fungos filamentosos com potencial enzimatico isolados da fermentacdo
natural do cacau no Municipio de Tucumd, Para. A identificacdo dos fungos foi realizada por
meio de técnicas moleculares (extracdo, amplificacdo e sequenciamento de DNA). O
potencial enzimético de cada fungo isolado foi avaliado na producgédo de amilases, pectinases,
celulases e xilanases. Com os resultados obtidos verificou-se que dos 25 fungos filamentosos
isolados da fermentacdo de cacau realizada no Municipio de Tucuma, Para estdo presentes 21
espécies, sendo que 18 delas nunca haviam sido relatadas em fermentagdes de cacau, fato esse
caracteriza que a fermentacdo desse municipio apresenta uma ampla diversidade flngica. A
maioria dos fungos filamentosos isolados e avaliados possuem capacidade de secretar enzimas
amiloliticas, pectinoliticas, celuloliticas e xilanoliticas que atuam na hidrélise da polpa do
cacau proporcionando a aera¢cdo da massa € a sintese de agucares redutores, contribuindo para
a formacdo dos precursores do aroma e sabor do chocolate. A presenca dos fungos
filamentosos Talaromyces minioluteus, Fomitopsis subtropica v. Cui, Aspergillus versicolor,
Penicillium pimiteouiense, Neonothopanus nambi, Phanerochaete australis, Aspergillus
parasiticus e Cladosporium cladosporioides pode ser um possivel indicador de qualidade para
a fermentacdo de cacau, visto que esses fungos apresentaram potencial na secrecdo de

amilases, pectinases, celulases e/ou xilanases.



ABSTRACT

The filamentous fungi are present in the fermentation of cocoa, however your performance
was not clarified until the moment, therefore become indispensable studies aimed at
identifying the species active in the fermentation of cocoa, as well as select potential
producers of hydrolytic enzymes of biotechnological interest. The present study aimed to
identify potential enzymatic filamentous fungi isolated from natural fermentation of cocoa in
the municipality of Tucuma, Pard. The identification of fungi was performed by means of
molecular techniques (extraction, amplification and DNA sequencing). The enzymatic
potential of each isolated fungus was evaluated on production of amylases, pectinases,
cellulase and xylanase. It was found that 25 of filamentous fungi isolated from fermentation
of cocoa in Tucumd 21 species are present, and that 18 of them had never before been
reported in cocoa fermentations. This result characterizes that the fermentation of this
municipality presents a broad fungal diversity. The majority of filamentous fungi isolated and
valued feature have the ability to secrete amylolitic enzymes, pectinoliticas, celuloliticas and
xilanoliticas working in the hydrolysis of the cacao pulp providing aeration of the mass and
the synthesis of reducing sugars, contributing to the formation of precursors of aroma and
flavor of chocolate. The presence of filamentous fungi , Talaromyces minioluteus Fomitopsis
subtropica v. Cui, Aspergillus versicolor, Penicillium pimiteouiense, Neonothopanus nambi,
Phanerochaete australis, Aspergillus parasiticus and Cladosporium cladosporioides can be a
possible indicator of quality for the fermentation of cocoa, since these fungi showed potential

on secretion of amylases, pectinases, cellulase and/or xylanase.



2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.3.1
3.3.2
3.3.3
3.34
3.4

4.1
4.2
4.3
4.4
441
4.4.2
443
4.4.4
4.4.5
4.5
45.1
45.2
453
45.4
455
4.5.6
4.6

5.1
5.2
5.3

SUMARIO

LN EI0] 5161070 T 08
OBUIETIVOS ... bbb bbbttt bbbt ne e 10
(G- | USSP 10
ESPECITICOS ...ttt et reere s 10
REVISAO DA LITERATURA . .....oooieeeteee et es s sesss s sanansaes 11
Cacau e seu processo fEIMENTALIVO..........ocviiiiiieieee e 11
Fungos filamentosos da fermentagao d0 CACAU...........ccuevverieeieiienieerie e 12
Enzimas fangicas e suas aplicacfes biotecnolOgicas...........ccovverereenenniineneresens 13
AMIIASES ...t bbbttt st b et reere s 14
PBCTINASES ...ttt ettt ettt et et et e et e s te e e e ne e st e e nteene e e b e e beeneenneenteenneaneenreenre s 15
CRIUIASES ...ttt bbbttt ettt bbb ne e 16
L= g F2 TSP 16
Técnicas moleculares para identificacdo de fungos filamentosos ...........ccccccevveviennene. 17
MATERIAL E METODOS .....ooviiiieiieeieeieseeeesesiess st eses s sssss s sssessensenenns 20
Coleta das SEMENTES 8 CACAU ........ecvveiueeiieiesieeie et e e rie e ie et sre e sreeneesneeneas 20
Acompanhamento da fermentacao das sementes de CaCaU...........cceevveveerveerverieerreennenns 20
Isolamento e conservagdo dos fungos filamentosos ..........coeoviiriiiieiiiciesc e 21
Identificacdo molecular dos fungos filamentosos isolados .............cccccveeevieieciie s, 21
EXtragéo do DNA GENOMICO .....eiuviuiiiiieiesie sttt 21
Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) .................... 22
Eletroforese em gel de @garoSe ..........oooiiiiiiiiiiiieee s 23
Purificacdo e sequenciamento do DNA amplificado..........cccccevveeviiiiiic i, 23
Alinhamento e comparagéo das SEQUENCIAS .......ccverververierieriiriesieeeeeee e 24
Potencial enzimatico dos fungos filamentosos............cccceveiveiiiiccicse e 24
Potencial amilolTtiCO.........ccviiiiecee s 24
Potencial PECINOIITICO ........cvciiiiiie et 25
Potencial CRIUIONTICO .....ocviiiiiieieiciee e 25
Potencial XHANOITICO ........c.cuiiiiiiciee e e 26
Determinacdo do Indice ENZIMAtICO (IE) ........o.cueveevemeereireeeeeeeeeeseeee s 26
Indice de velocidade de cresCimento (IVC) ........c.ouieveieeeiieeeeeseeeeeeseeeses s 26
ANALISE BSTALISTICA ....veveeiieecie ettt e e sae e e sreeeeenee e 26
RESULTADOS E DISCUSSAOQ..........cooumiieiiriiniieieessisiss s 27
Acompanhamento da fermentacdo das sementes de cacau e isolamento dos fungos... 27
Identificacdo molecular dos fungos filamentosos isolados ............cccevvevviiecieie s, 28
Potencial enzimatico dos fungos filamentosos............ccccveiveiiiiciicce e 31
CONCLUSAOD ...ttt 38
REFERENCIAS ...ttt 39
ANEXOS ...ttt bRttt b re e reere s 48

APENDICES ..ot e e et e e et et et e e e et e e er e e ee e e s et e e er e e er e 49



1 INTRODUCAO

A fermentacdo € uma das etapas do processamento do cacau, ocorre de forma
espontanea, é iniciada logo apds a colheita e quebra dos frutos e é aplicada pelos
cacauicultores a fim de desenvolver o sabor de chocolate (SANTQOS, 2010). Nesta etapa, a
polpa envoltéria das sementes é degradada pela acdo dos micro-organismos (fungos e
bactérias) e este processo causa elevacdo na temperatura, que pode alcancar valores proximos
de 50 °C (LOPEZ, 1986).

Os micro-organismos presentes no processo fermentativo do cacau atuam nos agucares
e 4cidos organicos da polpa, que sdo transformados em etanol, &cido lactico e acido acético
(SCHWAN e WHEALS, 2004), esses acidos gerados penetram nas sementes, e juntamente
com a elevacdo da temperatura, ocasionam a morte do embrido, fato esse, desejavel no

processo de fermentagédo do cacau (MACEDO et al., 2013).

Dentre 0os micro-organismos atuantes na fermentacao do cacau, os fungos filamentosos
merecem destaque, pois esses crescem abundantemente em “habitats” onde ha a presenca de
acucares, como € o caso da polpa do cacau e possuem algumas vantagens tecnologicas em
relagcdo a outros micro-organismos, como por exemplo a capacidade de assimilar uma grande
variedade de substratos (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).

Os fungos filamentosos séo encontrados durante toda as etapas do processamento
primario das sementes de cacau (fermentacdo, secagem e armazenamento)
(MOUNJOUENPOU et al., 2008), no entanto, sua atividade durante a fermentacdo do cacau
ainda ndo é conhecida (COPETTI et al., 2011b), por isso é de suma importancia identificar os
fungos filamentosos e caracterizar os compostos gerados por esses, especialmente aqueles que
produzam enzimas de interesse industrial e que atuam na fermentacdo do cacau (SCHWAN,
1996; SANTQOS, 2010).

Fungos filamentosos séo identificados por técnicas de biologia molecular (LARONE,
2002; WATANABE, 2002), essas técnicas utilizam na identificagdo marcadores moleculares
especificos, no caso de fungos esse marcador é o gene 18S do rDNA. Para a identificacdo de
fungos sdo empregadas Vvérias técnicas, entre as quais: extracdo de DNA, eletroforese em gel
de agarose (COCOLIN e ERCOLINI, 2008; JUSTE; THOMMAD; LIEVENS, 2008), reacio
em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) e sequenciamento genético
(GODET e MUNAUT, 2009), sdo comumente utilizadas.



Na fermentacdo do cacau sdo encontrados fungos filamentosos de diversas espécies
(MOUNJOUNENPOU et al., 2008; COPETTI et al., 2011b), sendo que algumas possuem
ampla distribuicdo mundial, principalmente em regides de clima tropical e subtropical e estdo
associadas com a deterioracdo de materiais vegetais. De modo geral, fungos filamentosos
possuem a capacidade de produzir enzimas extracelulares que podem ser utilizadas nas
indUstrias alimentares, quimicas e farmacéuticas (ROSA; CAMPOS; BARONI, 2002).

Os fungos filamentosos estdo presentes na fermentacdo do cacau, independentemente
do local que seja realizada, no entanto, a atuacdo desse grupo de micro-organismos nesta
etapa do processamento do cacau ndo foi esclarecida até o momento. Por isso tornam-se
indispensaveis estudos que visem identificar as espécies atuantes na fermentagdo do cacau no
Estado do Para, Brasil, bem como avaliar o potencial desses fungos na producdo de enzimas

hidroliticas de interesse para a fermentacdo do cacau e para aplicagédo biotecnoldgica.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Identificar fungos filamentosos isolados da fermentagdo natural do cacau no
Municipio de Tucumd@ (PA) e avaliar o potencial na producdo/secrecdo de enzimas
hidroliticas.

2.2 Especificos

a) Isolar os fungos filamentosos presentes no processo fermentativo natural do cacau do

Municipio de Tucuma (PA);

b) Identificar os fungos filamentosos isolados por meio de técnicas moleculares

(extracao, amplificacdo e sequenciamento de DNA);

c) Avaliar o potencial enzimatico dos fungos filamentosos isolados para atividade

amilolitica, pectinolitica, celulolitica e xilanolitica.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Cacau e seu processo fermentativo

O cacaueiro € originario da floresta amaz6nica e suas sementes sdo utilizadas como
ingrediente principal para fabricacdo do chocolate (LOPES et al., 2011) e de acordo com 0
Anuério Brasileiro do Cacau, o Estado do Para é o segundo maior produtor do Brasil, em
2015 produziu 106.003 mil toneladas de cacau, volume que representou 40,8% da producao
total do Pais. A variedade de cacau comumente cultivada no Pard € a Forastero, conforme
Copetti (2009) os frutos dessa variedade s&o menos aromatico e necessitam de 5 a 7 dias para

serem fermentados, no entanto sdo os mais comercializados mundialmente.

As sementes do cacau apresentam polpa, testa e cotilédones (URBANSKI, 1992). A
polpa é um ambiente rico para desenvolvimento microbiano, consistindo de 82 a 87% de
agua, 10 a 15% de aclcar, 2 a 3% de pentosanas, 1 a 3% de &cido citrico e 1 a 1,5% de
pectina. Proteinas, aminoacidos, vitaminas e minerais também sdo encontrados. A polpa
apresenta tonalidade branca e seu pH é baixo (entre 3.3 e 4.0) devido principalmente ao alto
teor de 4cido citrico e sua viscosidade é conferida pelo alto teor de pectina (FERRAO, 2002;
NIELSEN, 2008).

O processo fermentativo das sementes de cacau é iniciado logo ap6s a quebra dos
frutos, geralmente é realizado em grandes caixas de madeira perfuradas que permitem a
drenagem da polpa e aeracdo, e cobertas com folhas de bananeira e sacos de aniagem para
conservar o calor durante o processo, que tem duracio de 6 a 7 dias (FERRAO, 2002). Nas
primeiras 24 horas de fermentacdo a massa cacaueira apresenta pH acido (3,6). Neste periodo
a baixa concentracao de oxigénio e a presenca de acido citrico (ARDHANA, 2003) favorecem

o crescimento de leveduras e bactérias laticas.

Os micro-organismos que atuam no processo de fermentacdo do cacau se originam
principalmente das folhas de bananeiras, das méos dos trabalhadores, facas, cestos utilizados
para transporte das sementes e mucilagem seca presente nas caixas remanescente de
fermentacOes anteriores (NIELSEN, 2006; SCHWAN e WHEALS, 2004). Leveduras se
proliferam na polpa do cacau levando a producéo de etanol. As bactérias laticas promovem a

assimilacdo de &cido citrico fazendo com que o pH aumente. Esse aumento favorece o
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crescimento de bactérias acéticas, essas por sua vez, metabolizam o etanol para &cido acético
por meio de um processo exotérmico (THOMPSON; MILLER; LOPEZ, 2001).

O etanol e o acido acético produzidos por esses micro-organismos migram para dentro
da semente, acidificando a mesma, a combinacdo da acidificacdo com a acdo do calor
promove a lise das paredes celulares da semente, eliminando assim a capacidade germinativa
do embrido. Estas alteracfes induzem reagdes bioquimicas que degradam as proteinas de
reserva e hidratos de carbono produzindo peptideos, aminoacidos livres e acucares redutores
dentro da améndoa que conduzem a grdos de cacau bem fermentados, gerando assim 0s
precursores quimicos do sabor e cor do chocolate (LOPEZ e DIMICK, 1995; NIELSEN,
2006; SCHWAN e WHEALS, 2004; THOMPSON; MILLER; LOPEZ, 2001).

A microflora na fermentacdo do cacau varia de acordo com as condi¢des ambientais,
disponibilidade de nutrientes, localizacdo geografica, dentre outros (CAMU et al., 2007;
NIELSEN et al., 2007). De acordo com Nielsen et al. (2005) para se obter améndoas de cacau
bem fermentadas € importante conhecer a diversidade microbiana que ocorre naturalmente
nas fermentacbes. Descobrir o papel de cada uma gera a possibilidade da producdo de

indculos que propiciem a garantia da qualidade do processo fermentativo.

3.2 Fungos filamentosos da fermentac&o do cacau

Os fungos pertencem ao Reino Fungi que compreende quatro filos: Chytrydiomycota,
Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota. A reproducdo sexuada € caracteristica especifica
de filos mais desenvolvidos, como Ascomycota e Basidiomycota. Nestes dois filos, a
reproducdo sexuada ocorre através de ascosporos, produzidos em ascos (Ascomycota) e
basidiosporos, produzidos em basidios (Basidiomycota) (FAIA, 2011). Paralelamente a
reproducdo sexuada, pode também ocorrer reprodugdo assexuada, com producdo de esporos
assexuados, denominados conidios (CROUS et al., 2009; PITT, 2009).

Os fungos filamentosos se desenvolverem em materiais de origem vegetal e exercem
na natureza a fungdo de hidrolisar compostos organicos (MAHESHWARI et al., 2000). Esta
atividade ocorre, sobretudo, por meio de sua fase vegetativa ou miceliana. Nas fases
vegetativa e reprodutiva, a formacdo de biomassa depende da producdo de enzimas
extracelulares, que sdo fundamentais na degradacdo dos componentes de substratos,
principalmente lignocelulose (VELAZQUEZ-CEDENO; MATA; SAVOIE, 2002).
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Pesquisas demonstram que na fermentagdo natural das sementes de cacau séo
encontrados fungos unicelulares (leveduras) e pluricelulares (fungos filamentosos). Os fungos
filamentosos sdo geralmente encontrados em maior niumero nos ultimos dias da fermentagéo
sobre a superficie das améndoas de cacau (SCHWAN e WHEALS, 2004), no entanto sua

atuacdo no processo fermentativo do cacau ainda ndo € conhecida.

Estudo realizado por Mounjounenpou et al. (2008) relatou a ocorréncia de fungos
filamentosos no processo fermentativo do cacau, os autores identificaram espécies dos
géneros Aspergillus e Penicillium. Estudo mais recente realizado por Copetti et al. (2011b)
sobre a presenca de fungos filamentosos no cacau fermentado em fazendas do Municipio de
IIhéus (BA), identificaram a presenca das espécies Absidia corymbifera, Aspergillus candidus,
A. carbonarius, A. flavus, A. fumigatus, A. niger, A. parasiticus, A. sydowii, A. versicolor,
Eurotium amstelodami, Geotrichum candidum, Monascus rube, Mucor sp., Paecilomyces

variotii, Penicillium paneum, Rhizopus sp. e Syncephalastrum sp.

Os fungos filamentosos possuem importante funcdo na decomposicdo de matéria
organica no meio ambiente, pois sdo capazes de sintetizar uma ampla faixa de enzimas a
partir de um grande nimero de materiais (SLIVINSKI, 2007). O uso de algumas espécies de
fungos filamentosos em processos fermentativos apresenta algumas vantagens, como
facilidade de manipulacdo, habilidade em fermentar uma variedade de matérias-primas de
baixo custo e produzir rendimentos elevados de bioprodutos (SPIER, 2005).

3.3 Enzimas fungicas e suas aplicacdes biotecnoldgicas

Sdo obtidas a partir de fontes animais, vegetais e microbianas, e s&o empregadas em
processos industriais visando o aumento da producdo e qualidade (SOUZA e SOMMER,
2002). Enzimas produzidas por micro-organismos sao mais utilizadas que as de plantas e
animais, pois apresentam caracteristicas desejaveis como maior rendimento, uma melhor
estabilidade e uma elevada atividade catalitica (COELHO e NASCIMENTO, 2008;
RAO et al., 1998). Cerca de 60% das enzimas utilizadas em industrias sdo de origem flngica
(OSTERGAARD e OLSEN, 2010).

Fungos filamentosos sdo potenciais produtores de enzimas extracelulares, esses
representam a maior classe de enzimas aplicadas no ramo da biotecnologia (MORENO et al.,

2013). Estudos relatam que os principais fungos produtores de enzimas extracelulares de
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interesse biotecnoldgico sdo os dos géneros: Aspergillus, Humicola, Penicillium, Rhizopus e
Trichoderma (FONSECA et al., 2007; DESAI e NITYANAND, 2011).

Os fungos filamentosos podem produzir diversas enzimas extracelulares, como as
amilases, celulases, pectinases e xilanases que sdo usadas para hidrolisar polissacarideos
complexos em agUcares simples para ser assimilado e utilizado para seu crescimento e
reproducdo. Estas enzimas sdo Uteis aplicacBes industriais, tais como processamento de
alimentos, cervejaria, biocombustiveis, biorremediacdo etc. Para essas aplicacoes,
torna-se necessario a exploracdo de novas fontes Uteis de enzimas extracelulares fangicas
(REDDY e SREERAMULU, 2012).

A producdo de enzimas, nos Gltimos anos, tem sido considerada um negécio altamente
rentavel na ordem de bilhdes de ddlares por ano e as enzimas produzidas principalmente por
fungos filamentosos tem sido bastante explorada comercialmente, pois essas enzimas
apresentam vantagens por serem menos prejudiciais a0 meio ambiente, quando comparadas

ao uso de produtos quimicos na industria (PEREIRA, 2012).

O isolamento e selecdo de micro-organismos pode facilitar a descoberta de novas
enzimas com caracteristicas desejaveis (estabilidade a altas temperaturas e amplas faixas de
pH). Além disso, podem abrir promissoras perspectivas cientificas e comerciais. Inimeras
metodologias podem ser usadas para sele¢cdo de micro-organismos por meio da determinacéo
da presenca de enzimas extracelular. Dentre estas, estad incluida a utilizacdo de meio sélido
com presenca de substratos indutores que possibilitam a maior visualizacdo da reacdo de
hidrolise (DAMASO et al., 2012).

Um dos parametros semiquantitativos usado para determinar a capacidade de producéo
de enzimas por micro-organismos € o indice enzimético (IE), que correlaciona o halo de
degradacédo do substrato com o crescimento do micro-organismo testado (LIN et al., 1991).
Para avaliacdo do potencial enzimético de fungos é recomendado que o valor de IE seja maior
ou igual a 2 (STAMFORD; ARAUJO e STAMFORD, 1998), ou seja, quanto maior for o IE
de um fungo, maior sera sua atividade enzimética extracelular (OLIVEIRA et al., 2006).

3.3.1 Amilases

Amilases sdo carboidrases e tem a funcgéo de hidrolisar ligagdes glicosidicas presentes

nas cadeias de amilose e amilopectina, atuam sobre as liga¢des a-1,4 ¢ a-1,6 que estdo
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presentes no amido (GUPTA et al., 2003; KOBLITZ, 2008). S&o classificadas em vérias
formas, dependendo de como atuam sobre as moléculas de amido (PATHAK e NARULA,
2013; GUIMARAES et al., 2006).

As enzimas amiloliticas apresentam grande importancia biotecnoldgica e formam o
principal grupo de enzimas utilizado na inddstria de alimentos, sdo aplicadas nas industrias de
cervejas, bebidas destiladas, panificacdo, cereais para alimentagdo infantil, liquefagcdo e
sacarificacdo do amido, além de aplicagdes em industrias quimicas, téxtis e farmacéuticas
(DEB et al., 2013; GUPTA et al., 2003). Na fermentacdo das sementes do cacau as amilases
proporcionam o0 aumento da concentracdo de acUcares redutores pela hidrélise do amido
presente na polpa do cacau (AMIN et al., 1998).

As amilases mais utilizadas em processos industriais sdo as obtidas por fungos do
género Aspergillus e Rhizopus, devido seu grande potencial para secrecdo extracelular desta
enzima (MERTENS e SKORY 2007; ZAMBARE, 2010). A procura industrial de enzimas é
limitada a aplicacOes especificas na industria alimentar, onde as amilases extraidas de fungos
filamentosos sdo preferidas em relacdo a outros micro-organismos, principalmente por seu
elevado status GRAS (Geralmente Reconhecido Como Seguro) (PRAKASHAM et al., 2006).

3.3.2 Pectinases

A pectina é um polimero de acido galacturdnico, € um importante componente da
parede celular vegetal e estd presente em maior concentracdo na lamela média, onde exerce
cimentacdo entre as células adjacentes (JAYANI; SAXENA e GUPTA, 2005). As pectinases
sdo enzimas que hidrolisam moléculas de pectina. Sdo geralmente divididas em dois grupos:
pectinestereases e depolimerases, essa divisao ocorre com base nos produtos de mecanismo de
acdo e substrato primério e de hidrolise (LARA-MARQUEZ et al., 2011).

As pectinases desempenham papéis importantes em diversas industrias (SEMENOVA
et al., 2006), sdo produzidas em diferentes combinagdes e sdo muito utilizadas nas indudstrias
de sucos de frutas para reduzir viscosidade; na fermentacdo de cha, café e cacau; para
melhorar a extragdo de Oleos vegetais; e na degomagem de fibras naturais para industrias
téxtil e de papel (KUMAR e SUNEETHA, 2014). Na fermentacdo do cacau as pectinases
quando degradam a pectina presente na polpa, melhoraram a aeragdo da massa, possibilitando

assim o crescimento de microrganismos aerébios (AMIN et al., 1998).
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As pectinases sdo obtidas principalmente de fungos filamentosos do género
Aspergillus e Penicillium (OLIVEIRA et al., 2006; PANDEY; SOCCOL; MITCHELL,
2000), sdo comumente utilizadas em processos biotecnoldgicos e sdo obtidas de Aspergillus
niger e Aspergillus nidulans (SANDRI et al., 2011; ZHAO et al., 2007), sendo as pectinases
do fungo A. niger consideradas as mais seguras a nivel mundial (XU et al., 2014).

3.3.3 Celulases

A celulose representa um dos maiores complexos naturais de carbono organico
presente na estrutura da parede celular de plantas (BADHAN et al., 2007), é um polimero da
glicose formado por ligagdes glicosidicas do tipo B-1,4, sua hidrolise desse € de grande
interesse biotecnoldgico e possui utilizacdo industrial (PETZOLD; SCHWIKAL; HEINZE,
2006). As celulases atuam na hidrélise de substratos celuldsicos e compreendem um
complexo de enzimas celuloliticas compostas por endo-1,4-B-glucanase, exo-1,4-B-glucanase,
B-glucosidase e exo-1,4-B-glucosidase (SADHU e MAITI, 2013).

As celulases produzidas por fungos filamentosos atuam na degradacdo das fibras de
celulose aos agUcares sollveis em agua tais como a glicose, celobiose e outros oligbmeros
(ZHANG et al., 2006), sdo aplicadas em etapas de processos de producdo industrial e
biotecnoldgicos em diversas areas, incluindo biocombustiveis, produtos quimicos, alimentos,
bebidas, racGes para animais, géneros téxteis, papel e agricultura (PETZOLD; SCHWIKAL;
HEINZE, 2006).

A maioria das celulases comerciais sdo produzidas por fungos filamentosos do género
Trichoderma, Penicillium e Aspergillus (RUEGGER e TANKTORNISIELO, 2004), sedo o
fungo Trichoderma reesei um dos micro-organismos com maiores potenciais para a produgéo
de celulases, além de ser o mais detalhadamente estudado (MARGEOT et al.,, 2009).
Espécies do género Aspergillus produzem altas concentragdes de B-glicosidases, o que

representa uma vantagem no processo de sacarificacdo da biomassa (CASTRO et al., 2010).
3.3.4 Xilanases
A xilana é o principal componente da hemicelulose e o segundo mais abundante

polissacarideo natural existente (SARATALE et al., 2012), compreende cerca de 25 a 30 %

das massas de plantas vasculares (GOMEZ et al., 2008). E encontrada entre a molécula de
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lignina e o conjunto de fibras de celulose e € um polimero linear com a cadeia principal
composta por residuos de B-xilopiranose unidos por ligacdo glicosidica do tipo B (1-4),
podendo apresentar varias substituicdes (POLIZELI et al., 2005).

As Xxilanases sdo as principais enzimas no processo de despolimerizacdo da xilana,
estas hidrolisam as liga¢Ges glicosidicas internas ao longo da cadeia da xilana, promovendo a
liberacdo de xilo-oligossacarideos, podem ser aplicadas na conversdo de materiais
lignoceluldsicos em produtos quimicos e combustiveis, nas industrias de alimentos, téxteis, no
branqueamento da celulose e do papel, etc. (POLIZELLLI et al., 2005; MOURE et al., 2006;
KNOB; TERRASAN; CARMONA, 2010). Na industria de alimentos as xilanases tém uma
variedade de aplicagOes, tais como branqueamento de suco e vinho, separagdo do amido e
producdo de ingredientes alimentares funcionais, melhoria nos produtos da panificacéo,
preparacdo de bebidas, convertendo substancias lignocelulésicas a matéria-prima (BHAT,
2000; JA’AFARU, 2013).

Os fungos filamentosos possuem grande capacidade de secretar uma elevada variedade
de enzimas que atuam na hidrdlise da xilana (COLLINS; GERDAY e FELLER, 2005), sendo
os principais fungos filamentosos produtores de Xilanases industriais o Trichoderma reesei e 0
Aspergillus niger, devido as suas capacidades para secretar quantidades elevadas de enzimas
hidroliticas. No entanto, recentemente os fungos Aspergillus uvarum e Aspergillus ibericus
foram identificados como potenciais produtores de xilanases (SALGADO et al. , 2014).

3.4 Técnicas moleculares para identificacdo de fungos filamentosos

Fungos que possuem a capacidade de se reproduzirem de forma sexuada e assexuada,
sdo denominados holomorfos. J& os fungos que apresentam apenas um tipo de reproducéo sao
classificados como anamorfos (reproducdo assexuada) e teleomorfos (reproducdo sexuada).
Um exemplo desse fato € o fungo Aspergillus fischerianus, espécie anamorfa de Neosartorya
fischeri (CROUS et al., 2009; PITT, 2009). Por meio de técnicas microscopicas, torna-se
dificil verificar numa mesma preparacdo estruturas de ambas as formas de reproducdo
(KANAMARU, 2011), dificultando assim a identificagdo dos fungos. Com isso torna-se
necessario a aplicacdo de técnicas mais eficazes para identificagdo de fungos com essas

caracteristicas de reproducéo, neste contexto destacam-se as técnicas moleculares.

As técnicas moleculares sdo utilizadas na detec¢do, caracterizacdo e identificacdo de

micro-organismos e sdo fundamentadas na extracdo, amplificacdo e sequenciamento de DNA
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(GANDRA et al., 2008). Para fungos filamentosos geralmente utiliza-se a regido nuclear
ribosomal Internal Transcribed Spacer (ITS) para amplificacdo e posterior sequenciamento,
Vvisto que essa € a regido mais conservada do DNA flngico. Por esse e outros motivos a regido
ITS é considerada o marcador molecular oficial para a identificacdo em nivel de espécie em
estudos ecoldgicos e taxondmicos de fungos (HIBBETT et al., 2011). Quando comparado
com outros marcadores, o ITS oferece vantagens como: alto conteldo de informacdo e
facilidade de amplificacdo (SCHOCH et al., 2012).

A amplificacdo do DNA ¢ realizada por meio da PCR, técnica altamente sensivel,
onde sdo obtidas milhGes de copias de um segmento especifico de DNA por meio da enzima
Taq DNA polimerase e de oligonucleotideos iniciadores (primers) sobre um DNA molde. E
realizada em um equipamento automatizado e computadorizado, denominado termociclador,
qgue promove a alternancia de temperaturas por determinados periodos de tempo,
possibilitando a ocorréncia de ciclos repetitivos de desnaturagdo e sintese do DNA
(KONEMAN et al., 2001).

Esta reacdo consiste em trés passos chave: desnhaturacdo da dupla fita de DNA em
temperaturas de 95 °C; anelamento, onde o par de primers se ligam a sequéncia
complementar na fita de DNA em temperatura de 55 °C; e extensdo da fita de DNA a
temperaturas proximas de 72 °C (CHEN e JANES, 2002). A PCR apresenta diversas
vantagens em relacdo aos métodos convencionais, como maior poder de tipificacdo e
discriminacdo, maior rapidez, bom limite de deteccdo, maior seletividade e potencial para
automacdo (BUSH e NITSCHKO, 1999).

O sequenciamento de DNA ¢é outra técnica da biologia molecular que oferece uma
separagdo mais objetiva das espécies dos micro-organismos em comparacdo as técnicas
convencionais (HALL, WOHLFIEL e ROBERTS 2003). Em relagdo aos fungos a técnica de
sequenciamento € relatada por identifica-los de uma maneira rapida, mostrando ser uma
grande promessa e na ultima década, desenvolveu-se principalmente em aplicacdes de
pesquisas tornando-se uma ferramenta de diagnostico clinico valiosa (PRYCE et al., 2004;
WENGENACK e BINNICKER 2009).

O sequenciamento de DNA basicamente envolve cinco passos: preparagdo das
amostras de DNA,; geracdo dos fragmentos complementares a fita molde do DNA,
normalmente por meio dos protocolos de Sanger de terminacdo de cadeia; separacdo destes

fragmentos por uma técnica de eletroforese em gel; deteccdo dos fragmentos; e andlise de
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dados (SOPER et al., 1998). Varios softwares estdo disponiveis para supervisionar o
procedimento de andlise, agrupar as sequéncias e atribuir a taxonomia, entretanto, a
identificacdo de uma taxonomia satisfatoria mantém problematica no reino fungi, devido a
uma grande diversidade de fungos ndo explorada e a falta de sequéncias de referéncias
(KOLJALG et al., 2013).

Além das vantagens apresentadas: separa¢do mais objetiva do género e espécies dos
microrganismos do que as técnicas convencionais; rapida e utilizacdo em pesquisas, essa
técnica também apresenta outras vantagens como: ser considerada o padrdo ouro para
identificacdo de fungos, e necessitar de profissionais com uma experiéncia minima em
tecnologia, em contraste aos métodos morfoldgicos tradicionais que necessitam de
profissionais com uma vasta experiéncia (BALAJEE et al., 2009; TURENNE et al., 1999).

Nielsen et al. (2007) e Pereira et al. (2013) em suas pesquisas avaliaram a dinamica
microbiana envolvida na fermentacdo de cacau utilizando técnicas moleculares. Os autores
evidenciaram que técnicas moleculares sdo relativamente rapidas e confidvel para
identificacdo de comunidades microbianas durante a fermentacdo das sementes de cacau. As
técnicas moleculares sdo eficazes na identificacdo das espécies microbianas nos mais variados
ambientes, no entanto, as técnicas tradicionais de cultivo também sdo essenciais para a
informacdo das particularidades fenotipicas e capacidades metabdlicas dos micro-organismos,
como a producado de enzimas (MUY ZER e SMALLA 1998).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta das sementes de cacau

As sementes fermentadas de cacau foram coletadas durante a primeira semana do més
de julho (2015) em Tucumad, municipio brasileiro do interior do estado do Par4, localizado na
Microrregido de Sdo Félix do Xingu, regido sul do estado, com as seguintes coordenadas
geograficas: Latitude: 06° 44' 51" S e Longitude: 51° 09' 40" W. A coleta das sementes para
avaliagdo do pH foi realizada em trés cochos fermentadores (Al, A2 e A3), durante os sete
dias de fermentagdo. De cada cocho fermentador foram coletadas amostras em intervalos de
24 horas (0, 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas), totalizando oito tempos de fermentacéo.
Em cada tempo de fermentacdo foram coletadas porcdes de sementes em diferentes pontos
dos cochos (superficie, meio e fundo), para obtencdo de uma amostra homogénea. Essas
porcdes coletadas totalizaram 200 g (amostra final). Assim, 24 ensaios experimentais (3
cochos x 8 tempos de fermentacdo = 24 amostras) com peso total de 4,8 kg foram coletados
durante os sete dias de fermentacdo. Todas as amostras foram acondicionadas em sacos de
polietileno estéreis e armazenadas sob congelamento (-18 °C) durante o periodo de coleta. A
coleta das amostras para realizacdo das analises microbioldgicas foi realizada do mesmo
modo que as coletadas para a avaliagdo do pH, com mudanca apenas no armazenamento
(refrigeracdo a 4 °C). Ao término da coleta, todas as amostras foram transportadas em caixas
isotérmicas contendo gelo para os Laboratorios de Microbiologia e Processos Biotecnologicos
do Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncia Tecnologia de Alimentos da UFPA. As amostras
foram armazenadas novamente sob refrigeracdo (4 °C) e congelamento (-18 °C).

4.2 Acompanhamento da fermentacdo das sementes de cacau

Foram realizadas andlises de temperatura e pH em todos os tempos de fermentacdo. A
temperatura foi aferida in loco nos oito tempos de fermentacgéo (0, 24, 48, 72, 96, 120, 144 e
168 horas) com um termémetro digital (Instruthemp®, Mod. HT-600) devidamente calibrado.
Foi aferida por imersdo direta na polpa, em cinco pontos aleatérios da superficie, meio e
fundo de cada cocho fermentador, para a obtencdo da temperatura média e os resultados
foram expressos em °C. O potencial hidrogenidnico (pH) foi aferido em laboratério,

utilizando pHmétro digital previamente calibrado com solugdes tamp6es pH 4,0 e pH 7,0. Foli
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aferido o pH das 24 amostras correspondentes aos oito tempos de fermentagéo, por meio do
método 970.21 da AOAC (2006). Todas as amostras foram realizadas em triplicata.

4.3 Isolamento e conservacao dos fungos filamentosos

Foram realizadas diluicdes decimais (10" a 10”) seriadas de aliquotas das amostras de
cacau em agua peptonada tamponada a 1% (Himedia®). A partir das dilui¢bes foi realizado
um plaqueamento pela técnica inoculagdo em superficie (spread-plate) em Potato Dextrose
Agar (PDA) suplementado com cloranfenicol 100 mg/L (Sigma®). As placas foram
incubadas a 30 °C em estufa de incubacdo durante sete dias (APHA, 2001). Apds o periodo de
incubacdo, os fungos filamentosos que apresentaram caracteristicas morfoldgicas
macroscépicas (cor, tamanho da col6nia e producdo de esporos) diferentes foram isolados. O
isolamento de cada fungo foi realizado com o auxilio de um bisturi estéril, cortando-se
fragmentos de aproximadamente 5 mm? da col6nia do fungo e transferindo-os para o centro
de placas contendo meio PDA. As placas contendo os fragmentos de cada fungo isolado
foram incubados nas mesmas condi¢fes do cultivo inicial. O procedimento de isolamento foi
repetido até obtencdo de uma Unica colbnia por placa com caracteristica morfoldgica
macroscopica igual do fungo filamentoso inicialmente isolado. A conservacédo das colénias de
fungos filamentosos previamente isolados foi realizada em &gua glicerinada a 15%. Trés
fragmentos de aproximadamente 5 mm? de diferentes partes da col6nia de cada fungo
filamentoso isolado foram transferidos para tubos de 2 mL do tipo eppendorf contendo 1,5

mL de agua glicerinada (Sigma®) e armazenados sob congelamento (-18 °C).
4.4 ldentificacdo molecular dos fungos filamentosos isolados

A extracdo do DNA, PCR e eletroforese foram realizadas no Laboratorio de Micologia
do Instituto Evandro Chagas (IEC). Ja a purificacdo dos produtos da PCR e 0 sequenciamento
foram realizados no Laboratdrio de Biologia Molecular do Instituto Tecnolédgico Vale (ITV).

4.4.1 Extragéo do DNA gendmico

Utilizou-se a metodologia descrita por Najafzadeh et al. (2010) com adaptagdes. O

cultivo dos fungos filamentosos isolados foi realizado em meio liquido Czapek (Sigma®)
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adicionado de 10% extrato levedura (Sigma®). Cada isolado foi inoculado em tubo pléstico
graduado contendo 5 mL do meio com posterior incubagcdo em incubadora shaker
(Lucadema®, Mod. Luca-223) durante 10 dias a uma temperatura de 30 °C. Ap0s o periodo
de incubacdo foram adicionadas seis esferas de vidro (3 mm) em cada tubo e agitados em
equipamento tipo vortex (Phoenix®, Mod. AP56) por 1 min, logo apds os tubos foram
centrifugados (Excelsa® 4, Mod. 280-R) a 3.500 rpm por 15 min. O sobrenadante foi
descartado e adicionado 400 puL de T.E. (Tris-EDTA pH 9.0). Os tubos foram novamente
agitados por 1 min e posteriormente foram adicionados 120 uL. de dodecil sulfato de sddio
(SDS) (Sigma®) a 10% e 10 pL de Proteinase K e incubada a 55 °C por 30 min. A mistura foi
agitada por 3 min e logo apos foram adicionados 120 uL. de NaCl (Sigma®) (5M) e incubada
a 55°C por 60 min. A mistura foi agitada por 3 min e transferida para tubos de 2 mL do tipo
eppendorf, com posterior adicdo de 700 pL de fenol-cloroférmio alcool-isoamilico (25:24:1 v°
%) e seguida de homogeneizagéo (Dellta®, Mod. CM 1) por 5 min. A mistura foi centrifugada
(Novatecnica®, Mod. NR 805) a 13.000 rpm por 5 min a 4 °C, posteriormente foi transferido
0 sobrenadante para outro tubo de 2 mL do tipo eppendorf contendo 225 pL de Acetato de
Aménio (5M) e homogeneizado cuidadosamente. A nova mistura foi incubada em gelo por 30
min, logo apds os tubos foram centrifugados novamente a 13.000 rpm por 5 min a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado cuidadosamente com auxilio de uma pipeta. Foram adicionados
1000 pL de Etanol a 70% resfriado e centrifugado a 13.000 rpm por 5 min a 4 °C.
Novamente o sobrenadante foi desprezado e o pellet foi seco a temperatura ambiente.
Finalmente o pellet de DNA foi suspenso em 80 uL de TE (pH 6.0-7.0) e conservado a uma
temperatura de 3 °C.

4.4.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR)

A reacgdo de amplificagdo da regido Internal Transcribed Spacers - ITS foi realizada
seguindo a metodologia descrita por Chen et al. (2001). Para a amplificacdo da regido ITS foi
preparado um mix para cada amostra. Neste mix foram adicionados 0s seguintes reagentes:
11,4 uL de agua milliQ (Qiagen®); 5,0 uL de betaina (Invitrogen®); 2,5 uL de tampao da
Tag 10X (Invitrogen®); 1,0 uL de ANTP (desoxinucleotideo trifosfato, 10 mM, Bioron®); 0,5
uL de cada um dos primers (Invitrogen®,10 pmoles/pL); 2,0 uL de MgCl; (50 mM -
Invitrogen®); 0,1 de Tag DNA Polimerase (5U/uL - Platinum Tagq, Invitrogen®); e 2,0 uL de
DNA, totalizando 25 puL de Mix por amostra. Foram empregados os oligonucleotideos
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iniciadores ITS1 (5"-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") e ITS4 (5>-TCCTCCGCTTATTGA
TATGC-3") para amplificacdo a regido ITS. Esses oligonucleotideos sdo complementares as
regides do rDNA 18S e 28S e permitem amplificar parcialmente o rDNA 18S, completamente
as regides ITS1, rDNA 5.8S e ITS2 e o inicio do rDNA 28S. As reactes de PCR foram
realizadas em termociclador (PX2 Thermo Hybaid, RU) da seguinte forma: Desnaturacao
inicial a 95 °C por 5 min, seguido de 35 ciclos a 94 °C por 1min (desnaturagéo), 55,5 °C por 2
min (anelamento), 72 °C por 2 min (extensdo) e extensdo final de 72 °C por 10 min. Os

produtos da PCR foram conservados a -20 °C até a etapa do sequenciamento.

4.4.3 Eletroforese em gel de agarose

Para estimativa do peso molecular e revelacdo dos produtos da PCR, foi realizada
eletroforese em gel de agarose (Argagen®) a 2% (m/v) adicionando-se aos pocos do gel 5,0
uL do DNA amplificado de cada isolado e corado com SyBR® Safe, em tampéao TBE 1X (90
mM Tris, 90 mM &cido bérico, 2 mM EDTA, pH 8.3), a 69 volts, 60 miliamperes, por 60 min
usando marcador de peso molecular (ladder) de 1 kb (Invitrogen®). A visualizacdo do DNA

amplificado foi realizada com um transiluminador UV (UVP Bioimaging Systems®).

4.4.4 Purificagéo e sequenciamento do DNA amplificado

A purificacdo dos produtos da PCR foi realizada com kit comercial da Big Dye vs. 3 e
0 procedimento da purificagdo foi seguido conforme o protocolo do fabricante. Para tanto, 20
uL do DNA amplificado de cada isolado foi transferido para uma placa de PCR e logo ap6s
foram adicionados 100 uL de isopropanol a 65% (Sigma®). A mistura ficou em repouso ao
abrigo de luz por 15 min a 25 °C. Apds o tempo de repouso a placa contendo a mistura foi
centrifugada (Eppendorf®, Mod. 5810 R) a 4.000 rpm a 10 °C por 45 min, apds isso, 0
sobrenadante foi descartado cuidadosamente e adicionado 125 pL de etanol 70% refrigerado
ao precipitado. A mistura novamente foi centrifugada a 4.000 rpm a 10 °C por 45 min com
posterior descarte do sobrenadante. Para secagem completa, a placa foi invertida em papel
tolha, submetida a um “spin” de 200 rpm por 30 segundos e posteriormente foi armazenada
em local arejado e ao abrigo de luz por 60 min. Apos a secagem, o DNA foi ressuspendido em
20 uL de &gua ultrapura e seguiu-se para a etapa do sequenciamento. O sequenciamento foi

realizado em sequenciador eletronico (Applied Biosystems®, Mod. 3730) e o procedimento
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foi seguido conforme o protocolo do fabricante (ANEXO 1). Foram empregados 0s mesmos
oligonucleotideos iniciadores (0,5 pmol) utilizados na PCR (ITS1 - 5-TCCGTAGGT
GAACCTGCGG-3’; e ITS4 - 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) para reagdo do

sequenciamento da regido ITS.

4.4.5 Alinhamento e comparacgéo das sequéncias

O alinhamento das sequéncias obtidas foi realizado com o auxilio do programa
Geneious® (versdo 9.1.5). Por meio do programa BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) foi realizada a identificacdo em nivel de género e espécies dos fungos filamentosos. O
BLAST forneceu a porcentagem de similaridade das sequéncias correspondentes a regido ITS

dos isolados estudados em relacdo as sequéncias ja depositadas no Genbank.

4.5 Potencial enzimatico dos fungos filamentosos

Foram repicados fragmentos de meio PDA contendo col6nia de cada fungo isolado
para o centro de placas de petri com meio sélido especifico para a inducao da bioproducéo de

amilase, celulase, pectinase e xilanase. Os ensaios foram realizados em duplicatas.

4.5.1 Potencial amilolitico

Para avaliar o potencial de producdo de amilase foi utilizada a metodologia de
Khokhar, Mukhtar e Mushtaq (2011) com algumas adaptacGes. O meio agar sal mineral
preparado com 0,5 g.L* de sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4.7H20); 1,0 g.L " de
nitrato de sodio (NaNOs); 1,0 g.L ™ de fosfato de potassio dibasico (KH2PO4); 0,01 g.L de
sulfato de ferro (Fe2SOa); 20 g.L! de agar; e como fonte de carbono utilizou-se amido solGvel
(20,0 g.L ). O pH inicial do meio foi ajustado para 6.0 e posteriormente o meio foi
esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 minutos. Foram distribuidos 20 mL de meio em
placas estéreis. Cada fungo filamentoso previamente isolado foi recultivado para uma placa
contendo o meio &gar sal mineral solidificado. As placas foram incubadas em estufa a 30 °C
durante trés dias. Percorrido o periodo de incubacdo foi realizada a revelacdo do halo de
degradacéo do amido com solugéo de lugol. Para isso, foram vertidos 15 mL da solucéo sobre

a superficie das placas e descartados logo apds. Posteriormente as placas foram incubadas
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durante 10 minutos a 30 °C em estufa. A atividade amilolitica foi detectada pela formacao de
um halo claro circundado por uma zona azulada (DEB et al., 2013).

4.5.2 Potencial pectinolitico

O potencial pectinolitico dos fungos filamentosos isolados foi avaliado por
crescimento em meio agar sal mineral composto de 2,0 g.L™ de nitrato de sodio (NaNOs); 1,0
gL de fosfato de potassio dibasico (KH2PO.); 0,5 g.L! de sulfato de magnésio
heptahidratado (MgSO4.7H.0); 0,5 g.L de cloreto de potéssio (KCI); 0,01 g.L de sulfato de
ferro (Fe2S0a); 20,0 g.L de agar suplementado com pectina citrica (10,0 g.L), conforme
metodologia adaptada de Reddy e Sreeramulu, (2012). O pH inicial do meio foi ajustado para
7.0 e posteriormente o meio foi esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 minutos. Foram
distribuidos 20 mL de meio em placas estéreis. As placas contendo os fragmentos de cada
fungo isolado foram incubadas em estufa a 30 °C durante trés dias. O halo de degradacéo da
pectina foi observado por meio da adicdo de 15 mL de solucao lugol com posterior descarte.
Apbs o descarte da solucdo deve-se detectar a formacdo de zonas claras ou amareladas ao

redor da coldnia, evidenciando assim a atividade pectinolitica.

4.5.3 Potencial celulolitico

O potencial celulolitico dos fungos isolados foi avaliado de acordo com a metodologia
de Teather e Wood (1982) com modificacdes. O meio agar sal mineral preparado com 2,0 g.L
Ide nitrato de sodio (NaNOs); 1,0 g.L* de fosfato de potassio dibasico (KH2PO4); 0,5 g.L* de
sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4.7H20); 0,5 g.L™ de cloreto de potassio (KCI);
0,01 g.L! de sulfato de ferro (Fe;SOa); 15,0 g.L de &gar; como Unica fonte de carbono foi
utilizado 10,0 g.L? de carboximetilcelulose. O pH inicial do meio foi ajustado para 5.0 e
posteriormente 0 meio foi esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 minutos. Foram
distribuidos 20 mL de meio em placas estéreis. Cada fungo filamentoso isolado foi
recultivado para uma placa contendo o meio agar sal mineral. As placas foram incubadas em
estufa a 30 °C durante trés dias. Ap6s a incubacdo foi adicionado 15 mL de solucdo de
vermelho congo a 0,1% na superficie das placas onde permaneceu durante 30 minutos. Logo
apos, a solucdo de vermelho congo foi descartada e adicionada em cada placa 15 mL de

solucdo hidroxido de sédio (NaOH) 1 N por 10 minutos. Finalmente, a solugcdo de NaOH 1 N
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foi também descartada e a coloragdo das placas foi analisada observando a formacao de zonas

claras ou amareladas/avermelhadas em torno dos fungos inoculados.

4.5.4 Potencial xilanolitico

O potencial xilanolitico foi avaliado de acordo com a metodologia descrita por Alvarez-
Navarrete et al. (2015) com alteracdes. Foi preparado um meio composto de 2,5 g.L* de
peptona; 2,5 g.L* de extrato de levedura; e como fonte de carbono utilizou-se 1,0 g.L* de
xilano. O pH do meio foi ajustado para 5.0 e posteriormente 0 meio foi esterilizado em
autoclave a 121 °C por 15 minutos. Foram distribuidos 20 mL de meio em placas estéreis. As
placas foram incubadas em estufa de incubacdo durante trés dias a 30 °C. Apoés a adicdo e
descarte de 15 mL de solucao de lugol nas placas, € possivel observar em volta da col6nia a

formagéo de um halo amarelo ou alaranjado, demonstrando assim a producao de xilanases.

4.5.5 Determinacéo do indice Enzimético (IE)

Foi obtido mediante a relacdo entre o didmetro médio do halo de degradacdo e o
didmetro médio da coldnia do fungo filamentoso. Os isolados que apresentaram IE igual ou
superior a 2 foram considerados como bons produtores de enzimas extracelulares (HANKIN e
ANAGNOSTAKIS, 1975).

4.5.6 Indice de velocidade de crescimento (IVC)

Foi obtido por meio da relacdo entre o tamanho final da col6nia e o tempo de incubacéo
(72 horas). Os resultados obtidos foram expressos em milimetros por hora (mm\h)
(OLIVEIRA, 1991).

4.6 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software Statistica® versao
10.0. Foi realizado um delineamento inteiramente casualizado para os resultados obtidos. As
diferengas entre as médias foram avaliadas pelo teste de comparacdo multipla de Tukey
(p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Acompanhamento da fermentacdo das sementes de cacau e isolamento dos fungos

Na Figura 1 estdo apresentados os valores médios da temperatura e pH do processo de
fermentagdo e o numero de fungos filamentosos isolados em cada tempo da fermentacdo do

cacau no municipio de Tucumad, Para.

Figura 1 — Médias de temperatura, pH e namero de fungos filamentosos isolados
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Fungos filamentosos isolados por tempo de fermentacdo: 0 h (FF13, FF14, FF16 e FF24);
24 h (FFO1, FFO5, FF09, FF12, FF15, FF16, FF17, FF18, FF20 e FF21); 48 h (FF02, FFO7 e FF22); 72 h (FFO6,
FF10 e FF23); 96 h (FF11); 120 h (FF25); 144 h (FF03 e FF08); e 168 h (FF04)

Os resultados demonstram que os valores médios da temperatura durante a
fermentacdo apresentaram diferencas da temperatura inicial (0O horas). Os maiores picos de
temperatura foram observados nos tempos 48 e 72 horas. Esse aumento da temperatura é
justificado pela presenca de micro-organismos como leveduras e bactérias acéticas que
metabolizam de forma exotérmica os agucares fermentaveis da polpa do cacau a etanol e
acido acético respectivamente. Visintin et al. (2016) em seus estudos demonstraram que a
temperatura da fermentacio das sementes de cacau na Africa Ocidental aumentou de 29,5 °C
(zero horas) para 39,7 °C (144 horas) (AT — 10,2 °C). Com isso, observa-se que esse aumento

da temperatura é peculiar em fermentacGes de cacau.

No tempo O horas foi observado o maior valor de pH, diferindo esse dos demais

tempos de fermentacdo. Observou-se um decréscimo nos valores médios de pH até as 96
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horas do processo fermentativo das sementes de cacau. Essa redu¢do no pH pode ser
relacionada a bactérias laticas e acéticas que habitualmente estdo presentes no processo
fermentativo, essas bactérias produzem &cidos organicos que permeiam para a semente do

cacau, diminuindo assim os valores de pH.

Foram isolados um total de 25 fungos filamentosos com diferentes caracteristicas
morfoldgicas macroscopicas (APENDICE A). A maior diversidade de isolados foi encontrada
nos tempos 0 e 24 horas. Isso pode ser justificado pelo fato das sementes de cacau nos
primeiros dias de fermentacdo ainda apresentarem uma quantidade consideravel de polpa,

sendo esta a principal fonte de energia para os fungos filamentosos na fermentagéo.

Outro fato que pode justificar o decréscimo no nimero de fungos filamentosos
isolados a partir do tempo 48 horas de fermentacdo é o aumento consideravel da temperatura
observado entre o tempo de 24 (30,72 °C) e 72 horas (40,83 °C) (AT = 10,1 °C). Acredita-se
gue esse aumento de temperatura possa ter inibido o crescimento de algumas espécies. A
variacdo nos valores de pH durante a fermentacdo possivelmente ndo interferiu no
crescimento dos fungos, visto que, de modo geral fungos filamentosos podem tolerar baixos
valores de pH como os encontrados no presente estudo.

5.2 Identificacdo molecular dos fungos filamentosos isolados
Por meio da técnica de eletroforese em gel de agarose, pode-se estimar os pares de
bases (pb) do DNA extraido e amplificado pela técnica da PCR de cada fungo filamentoso

isolado (Figura 2).

Figura 2 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos da PCR
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Observou-se que todos os isolados, com excec¢do do FF06, apresentaram bandas bem
definidas, com pares de bases (pb) variando entre 500 e 700, caracterizando assim que 0 DNA

extraido e amplificado apresentou um bom grau de pureza, livre de contaminantes.
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O isolado FF06 ndo apresentou bandas de DNA na corrida eletroforética, esse fato
pode estar relacionado com a capacidade que o isolado possui de produzir pigmentos escuros
(melanina) no meio de cultivo, pigmentos estes que podem ter interferido na visualizacdo do
DNA, ja que o mesmo ainda nao havia sido purificado. Os fragmentos de DNA amplificados
que apresentam visivel diferenca de pares de bases na mesma corrida eletroforética com as
mesmas condi¢des reacionais podem indicar diferentes espécies de micro-organismos, como
pode ser observado em FFO7, FFO8 e FF13. J& fragmentos que apresentam visualmente os

mesmos numeros de pb ndo podem ser inicialmente considerados da mesma espécie.

Na Tabela 1 estdo apresentados os fungos filamentosos identificados por comparagéo
pela regido ITS do rDNA com as sequéncias do GenBank.

Tabela 1 - Identificagdo molecular dos fungos filamentosos (n=25) isolados da
fermentacdo do cacau em Tucuma, PA

Fungo/codigo Espécie Similaridade (%0)!
FFO1 Talaromyces minioluteus 95
FFO02 Talaromyces macrosporus voucher 100
FFO3 Fomitopsis subtropica voucher Cui 100
FF04 Penicillium paneum 100
FFO5 Aspergillus versicolor 100
FFO6 Penicilliun rubidurum 99
FFO7 Talaromyces radicus 100
FFO8 Daldinia eschscholtzii 99
FF09 Diaporthe pseudomangiferae 100
FF10 Penicillium pimiteouiense 99
FF11 Phanerochaete australis 100
FF12 Pleosporales ssp. 95
FF13 Perenniporia tephropora 99
FF14 Neonothopanus nambi 99
FF15 Diaporthe phaseolorum var. meridionalis 100
FF16 Aspergillus parasiticus 98
FF17 Marasmius cladophyllus 100
FF18 Pleosporales ssp. 95
FF19 Penicillium canescens 100
FF20 Phyllosticta capitalensis 100
FF21 Cladosporium cladosporioides 100
FF22 Diaporthe tectonae voucher 100
FF23 Diaporthe phaseolorum 99
FF24 Diaporthe tectonae voucher 100
FF25 Diaporthe lithocarpus 95

(Y Porcentagem de similaridade com fungos filamentosos disponiveis no GenBank®;
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Foram identificados 13 géneros com 21 espécies. Observou-se que os isolados FF22 e
FF24 apesar de apresentarem caracteristicas morfologicas macroscopicas diferentes eram da
mesma espécie (Diaporthe tectonae voucher). Isso pode ser justificado pelo fato desses
fungos terem sidos isolados em diferentes tempos da fermentacdo (0 e 48 horas), o que
possivelmente pode ter modificado suas caracteristicas morfolégicas, uma vez que a
fermentacdo apresenta variacdo na temperatura e pH nestes tempos (Figura 1). Os resultados
obtidos na identificacdo molecular evidenciam que na fermentacdo do cacau em Tucumg, PA,

h& uma ampla variedade de espécies de fungos filamentosos.

A partir da identificacdo de cada linhagem foi realizada uma busca de trabalhos na
literatura nos Gltimos 10 anos que associassem a presenca desses fungos com a fermentacéo
do cacau. Copetti et al. (2011b) ao realizarem um estudo da micobiota presente no
processamento do cacau em llhéus, BA, identificaram 10 géneros e 18 espécies de fungos
filamentosos. No processo de fermentacdo também evidenciaram a presenca das espécies A.

versicolor, A. parasiticus e Penicillium paneum.

Rubini et al. (2005) identificaram por meio de técnicas moleculares a diversidade de
fungos endofiticos em folhas de cacaueiros em Itabuna (BA) e verificaram a presenca de 31
espécies. Dois géneros (Diaporthe e Cladosporium) relatados por esses autores foram
encontrados neste estudo. O fato desses fungos estarem presentes em folhas de cacaueiro pode
justificar o isolamento dos mesmos na etapa da fermentacdo das sementes, uma vez que as

folhas do cacaueiro estdo em contato com os frutos.

Das espécies de fungos filamentosos identificadas (n=21) neste estudo, 18 delas até o
momento ndo haviam sido relatadas durante a fermentagdo do cacau. Esse fato evidencia a
grande diversidade fungica que esta presente no processo fermentativo do cacau no Municipio
de Tucuma (PA) ainda néo relatada na literatura, o que demonstra a necessidade de estudos

que visem identificar os fungos filamentosos em outros municipios da Amazonia Brasileira.

Alguns desses fungos podem ser encontrados no solo, como é o caso de algumas
especies do género Talaromyces, que de acordo com Adhikari et al. (2015) os fungos desse
género tém uma distribuicdo mundial e sdo isolados principalmente do solo. Lucheta et al.
(2016) em seus estudos verificaram a presenca de fungos do género Fomitopsis em amostras
de solos da Amazonia, o que pode justificar a presenca da espécie Fomitopsis subtropica

voucher Cui encontrada neste estudo.
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O fato de alguns géneros de fungos filamentosos serem isolados do solo,
possivelmente justifica a presenca de algumas das espécies encontradas, ja que, apds a
colheita os frutos de cacau entram em contato com o solo, quando sdo deixados por 24/48
horas em repouso antes da quebra dos frutos para posterior fermentacdo. De modo geral, a
ocorréncia natural dos fungos filamentosos encontrados na fermentagéo do cacau em Tucuma,

PA é no solo, dgua, plantas e em matéria organica em decomposicao.

Foi verificado neste estudo a presenca de A. parasiticus, fungo toxigénico que
apresenta grande potencial na producdo de aflatoxinas. Acredita-se que a ocorréncia deste
micro-organismo na etapa de fermentacdo do cacau néo seja preocupante, pois de acordo com
Bouras et al. (2009) e Garcia et al. (2011) a producdo de micotoxinas séo influenciadas por
complexas interacdes entre fatores abioticos e bidticos (atividade de agua, temperatura, pH,
umidade, concentracdo de soluto, composicdo quimica do alimento e tempo de

armazenamento).

Copetti et al. (2011a) avaliaram a ocorréncia e distribuicdo de espécies aflatoxigénicas,
bem como a ocorréncia de aflatoxinas durante o processamento do cacau na Bahia (BR) e
verificaram que apesar da elevada ocorréncia de fungos aflatoxigénicos (A. flavus e A.
parasiticus) os niveis de aflatoxinas encontrados nas amostras foram baixos, principalmente
as da etapa da fermentacdo, sugerindo-se que no cacau hd compostos que apresentam
propriedades antitoxigénicas.

5.3 Potencial enzimatico dos fungos filamentosos

Na Tabela 2 encontram-se os resultados do indice enzimético (IE) dos fungos
filamentosos na atividade extracelular de amilase, pectinase, celulase e xilanase. Os resultados
demonstraram que no teste de amilase os fungos filamentosos isolados apresentaram IE
variados, sendo que 16% dos isolados ndo apresentaram potencial enzimatico na atividade
amilolitica (FFO4 — P. paneum, FF11 — P. australis, FF17 — M. cladophyllus e FF20 — P.

capitalensis).

Um fungo filamentoso para ser considerado um potencial produtor de uma
determinada enzima extracelular ele deve apresentar IE igual ou superior a 2 (STAMFORD;
ARAUJO e STAMFORD 1998), com isso, no teste de amilase apenas os isolados FF05 (A.
versicolor) e FF16 (A. parasiticus) foram considerados potenciais produtores de amilase,
sendo o isolado FF16 o que apresentou maior IE (2,3) de acordo com o teste de Tukey.
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Tabela 2 — Potencial enzimatico de fungos filamentosos na atividade amilolitica,
pectinolitica, celulolitica e xilanolitica

Fungo/ indice Enzimatico (IE)

codigo Amilase Pectinase Celulase Xilanase
FFO1 1,59 +0,1 2,22 40,1 1,1 +0,1 2,00 +0,1
FF02 1,17+0,1 0,99 +0,0 1,7° 0,0 1,09 +0,0
FFO3 1,09+0,0 2,02 +0,0 3,0°+0,0 1,69+0,0
FFO4 0,0+0,0 0,0M+0,0 0,0" +0,0 1,19 +0,0
FFO5 2,1°+0,2 1,90 +0,1 3,7°+0,0 2,62 +0,0
FFO06 1,019+0,0 1,169 +0,0 1,6% +0,1 1,2 +0,0
FFO7 1,59+0,1 1,1¢F +0,2 1,5" +0,0 1,2"" +0,1
FF08 1,09+0,0 1,069 +0,0 1,5€+0,0 1,69+0,0
FF09 0,99+0,0 0,0" 0,0 1,24 +0,0 0,9'+0,0
FF10 1,8°+0,0 1,4% +0,1 2,19+0,0 1,19 +0,1
FF11 0,0+0,0 1,069 +0,0 0,0" +0,0 1,0k +0,0
FF12 1,59+0,0 1,5¢+0,1 1,7¢"+0,0 1,4%+0,0
FF13 0,5"+0,0 1,049 +0,0 0,0" +0,0 1,1 +0,0
FF14 1,019+0,0 1,4% +0,0 1,3k +0,1 2,1° +0,1
FF15 0,6"+0,0 0,0"+0,0 1,5 +0,0 0,0m+0,0
FF16 2,3240,0 1,2% +0,0 1,59 +0,0 1,29 +0,0
FF17 0,0+0,0 0,9 +0,0 1,0™ +0,0 1,19 40,0
FF18 1,09+0,0 1,069 +0,0 0,0" +0,0 1,37 +0,1
FF19 1,09+0,0 1,069 +0,1 1,24 +0,1 1,09 +0,0
FF20 0,0+0,0 1,069 +0,0 1,7¢ 0,0 1,8°+0,0
FF21 1,2¢+0,0 2,130 +0,1 4,02 +0,0 2,52 +0,0
FF22 0,41+0,0 1,29+0,0 1,3+0,0 0,9'+0,0
FF23 0,6"+0,1 0,0"+0,0 1,2€+0,0 0,8'+0,0
FF24 0,21+0,0 1,1¢% +0,0 1,3 +0,1 0,9'+0,0
FF25 0,41+0,0 0,0" 0,0 1,0m 0,1 0,8'+0,0

(*) Médias seguidas da mesma letra na mesma coluna ndo diferiram estatisticamente em nivel de 5%
de probabilidade pelo teste de Tukey;

Os halos gerados pelos isolados FFO5 e FF16 apresentaram as caracteristicas

esperadas (cor branca ou azul clara) (APENDICE B). O fungo filamentoso FF16 se destacou

na producdo de amilase, visto que ap6s 72 horas de incubacdo houve degradacdo de todo o

amido presente no meio de cultivo. Fungos filamentosos sdo frequentemente utilizados para a

producdo de enzimas de interesse biotecnoldgico, pois as produzem em elevados niveis.

As amilases apresentam grande importancia tecnoldgica, uma vez que sdo empregadas

na sacarificacdo do amido, obtendo assim, agucares simples de interesse para a industria de
alimentos (KHOKHAR, MUKHTAR e MUSHTAQ 2011). Conforme Deb et al. (2013) e
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Gupta et al. (2003) as amilases possuem grande aplicagdo nas industrias de panificagdo,
cereais para alimentacdo infantil, cervejas, bebidas destiladas, além de aplicacbes em

industrias quimicas, téxtis e farmacéuticas.

Ja para a fermentacdo do cacau todos os fungos filamentosos que se apresentaram
positivos (84%) na producdo de amilase sdo importantes nesta etapa do processamento do
cacau, pois as amilases sdo requeridas na fermentagdo para disponibilizar aglcares redutores,
acucares estes que na etapa de torracdo das améndoas irdo gerar juntamente com aminoacidos

por meio da Reacdo de Maillard os compostos precursores do sabor e aroma de chocolate.

Conforme os dados apresentados na Tabela 2, verificou-se para o teste de pectinase
que 20% dos isolados (FFO04, FF09, FF15, FF23 e FF25) ndo apresentaram potencial
enzimatico. Os fungos T. minioluteus (FFO1), F. subtropica v. Cui (FF03) e C.
cladosporioides (FF21) apresentaram os maiores indices enzimaticos obtidos no presente
estudo para pectinase. O fungo A. versicolor (FF05) ndo apresentou IE igual a 2 no entanto o
valor obtido ndo diferiu estatisticamente dos valores obtidos pelos isolados FFO3 e FF21, com
isso, 0 FF05 também foi considerado como um bom produtor de pectinase. Os halos formados
apresentam coloracio amarelada ou claras (APENDICE C) evidenciando assim que o teste foi

positivo. Os demais isolados ndo apresentam valores significativos de IE.

Estudos realizados nos altimos anos tém relatado que fungos do género Cladosporium
apresentam bom potencial na atividade extracelular de diversas enzimas hidroliticas de
interesse biotecnoldgico. Fernandes (2009) analisou o potencial enziméatico de diferentes
espéecies de fungos desse mesmo género e obteve melhores resultados para a espécie C.
cladosporioides. Oliveira et al. (2011) realizou em seu estudo fermentacdo submersa
utilizando residuos agroindustriais para producdo de pectinase por isolados de C.
cladosporioides e obteve resultados satisfatorios. Os resultados encontrados por esses autores
corroboram com resultados obtidos no teste semiquantitativo de pectinase para o fungo C.

cladosporioides no presente estudo.

Os fungos T. minioluteus, F. subtropica v. Cui e C. cladosporioides encontrados na
fermentagdo do cacau no Municipio de Tucumd (PA) nunca haviam sido relatados em
fermentagdes de cacau e ndo foi verificado em artigos cientificos publicados na ultima década
relatos sobre potencial pectinolitico de T. minioluteus, A. versicolor e F. subtropica v. Cui.
Visto que as indastrias estdo em constante busca de novas fontes de pectinases para

aplicacdes na fermentacdo de cha, café e cacau e em sucos de frutas para reduzir viscosidade
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(KUMAR e SUNEETHA, 2014), é importante realizar estudos quantitativos dessas espécies,
visando comprovar efetivamente a atividade enzimatica extracelular de pectinase, sendo
possivel deste modo utilizar esses fungos em aplicacGes biotecnologicas ou até mesmo no

préprio professo fermentativo do cacau.

Dos 25 fungos filamentosos avaliados no teste de pectinase 76% mostraram-se
positivos quanto a producdo dessa enzima. Na literatura ndo existe relatos da atuacdo dos
fungos filamentosos na fermentacdo do cacau, com isso, esses fungos que apresentaram
capacidade de produzir pectinase podem contribuir positivamente para a fermentacdo do
cacau, uma vez que as pectinases sdo requeridas na fermentacdo do cacau, pois além de
proporcionarem uma maior disponibilidade de acUcares redutores elas melhoram a aeracdo da
massa por meio da hidrélise da pectina que tem a funcdo de cimentacdo na polpa, 0 que a
torna mais viscosa e impede o fluxo de ar. Esse processo de aeracdo da massa proporciona o

crescimento de micro-organismos aerébicos que também atuam na fermentacéo.

Para o teste de celulase (Tabela 2), apenas os isolados FF04, FF11, FF13 e FF18 ndo
apresentaram atividade celulolitica. Dos fungos filamentosos isolados, 68% apresentaram IE
entre 1,0 e 1,7, ndo sendo considerados bons produtores de celulase pela metodologia adotada.
No entanto, esses fungos quando estdo presentes na fermentagcdo do cacau podem contribuir
beneficamente nesta etapa, pois a polpa apresenta uma quantidade de celulose que necessita
ser hidrolisada em moléculas de glicose que poderdo ser consumidas por outros micro-

organismos presentes na fermentacdo, além de serem essenciais para Reacdo de Maillard.

Os isolados FFO3 — F. subtropica v. Cui, FFO5 — A. versicolor, FF10 — P.
pimiteouiense e FF21 — C. cladosporioides se destacaram na producdo extracelular de
celulase, apresentando os maiores indices enzimaticos. Com isso, além desses fungos serem
desejaveis na fermentagdo do cacau, também séo desejaveis em industrias de alimentos e
bebidas, biocombustiveis e de produtos quimicos, uma vez que apresentaram bom potencial
enzimatico na producdo de celulases. No Apéndice D encontram-se os halos (com zonas

claras ou amareladas/avermelhadas) de degradacédo da celulose gerados por esses fungos.

Existem vérios estudos que avaliaram e comprovaram a atividade celulolitica de A.
versicolor, no entanto, ndo foram encontrados relatos cientificos que descrevessem o
potencial enzimatico na atividade celulolitica dos fungos F. subtropica v. Cui e P.
pimiteouiense, no entanto, varios estudos relatam o potencial enzimatico de outras espécies
dos géneros Fomitopsis e Penicillium (DESWAL, KHASA E KUHAD, 2011; PEREIRA,
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2012). O fungo C. cladosporioides foi o isolado que apresentou melhor indice enzimético
(4,0) no teste de celulase. Bezerra et al. (2012) realizaram uma sele¢do de fungos endofiticos
isolados da Figueira-da-india e verificaram que o fungo C. cladosporioides apresentou baixo

potencial celulolitico, sendo estes resultados diferentes dos encontrados neste estudo.

Para o teste de xilanase (Tabela 2), observou-se que somente o isolado FF15 néo
apresentou potencial enzimético. Os fungos T. minioluteus, A. versicolor, N. nambi e C.
cladosporioides apresentaram halos de degradacio da xilana caracteristicos (APENDICE E),
obtendo IE superior a 2 sendo considerados como potenciais produtores de Xilanases. A xilana
€ um dos componentes majoritarios das hemiceluloses e estas estdo presentes na parede
celular da polpa do cacau, por isso é favoravel a presenca de fungos filamentosos que
secretem xilanases, possibilitando assim a sintese de acUcares fermentaveis por meio da
degradacdo da xilana, acUcares esses que serviram como fonte de energia para leveduras e

bactérias presentes na fermentacéo do cacau.

Né&o foi verificado na literatura correlacdo da producédo de xilanases com os fungos T.
minioluteus e N. nambi. No entanto, para A. versicolor e C. cladosporioides existem varios
estudos que demonstram a atividade xilanolitica dessas espécies. Hong et al. (2011) em seus
estudos caracterizaram Xilanases produzidas por C. cladosporioides e verificaram que esse
fungo possui grande potencial e rapida secrecdo dessa enzima. A Xilanase possui aplicacdes
nas industrias de alimentos, téxteis, no branqueamento da celulose e do papel, (POLIZELLI et
al., 2005; MOURE et al., 2006; KNOB; TERRASAN; CARMONA, 2010).

De modo geral, sete isolados apresentaram um bom indice enzimatico (IE) nos testes
realizados. O fungo filamentoso Talaromyces minioluteus (FF01) exibiu boa atividade
pectinolitica e xilanolitica, o fungo Fomitopsis subtropica v. Cui (FF03) apresentou um bom
potencial nos testes de pectinase e celulase, o fungo Aspergillus versicolor (FF05) foi o Gnico
gue se destacou em todos os testes, obtendo um alto indice enzimatico na atividade
celulolitica e os fungos Penicillium pimiteouiense (FF10), Neonothopanus nambi (FF14) e
Aspergillus parasiticus (FF16) apresentaram bom potencial apenas na atividade extracelular

das enzimas celulase, xilanase e amilase respectivamente.

O isolado FF21 (Cladosporium cladosporioides), apresentou bom IE na atividade
pectinolitica, celulolitica e xilanolitica. Até 0 momento ndo havia na literatura estudos que
evidenciem a presenca desse fungo na fermentacdo de cacau no Brasil e em outros paises

produtores de cacau, assim como ndo existem dados que correlacionem a presenca desse
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fungo com uma fermentagdo de cacau de boa qualidade, no entanto, no processamento do café
os fungos do género Cladosporium tem sido associado com cafe de qualidade, pois
consomem rapidamente a mucilagem do fruto, impedindo o desenvolvimento de outros
micro-organismos que podem ocasionar fermentacGes indesejaveis como a butirica e
propidnica devido a indisponibilidade de substrato (PEREIRA, 2002). Além disso o fungo C.
cladosporioides apresenta um potencial no biocontrole de fungos produtores de micotoxinas
(OLIVEIRA et al., 2004), isso justifica o baixo nimero de fungos toxigénicos isolados (n=2),

0 que pode indicar que a presenca desse fungo na fermentacdo do cacau seja favoravel.

Outro teste realizado para verificar o potencial enzimatico dos fungos filamentosos
isolados foi o Indices de Velocidade de Crescimento (IVC). Na Figura 3 estdo apresentados o

IVC de cada fungo filamentoso isolado da fermentacdo de cacau em Tucumd, PA.

Figura 3 — Indices de velocidade do crescimento dos fungos filamentosos em diferentes
fontes de carbono
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Observou-se que os fungos do género Talaromyces (FF01, FF02 e FFQ7), Fomitopsis
(FF03), Penicillium (FF04, FF06, FF10 e FF19), Aspergillus (FF05), Daldinia (FFO08),
Neonothopanus (FF14), Pleosporales (FF12 e FF18), Phyllosticta (FF20) e Cladosporium
(FF21) apresentaram baixos indices de velocidade de crescimento (IVC), com valores
inferiores a 0,35 mm/h para todas as fontes de carbono testadas. Os fungos do género
Diaporthe (FF09, FF15, FF22, FF23, FF24 e FF25) de modo geral apresentaram baixa
velocidade de crescimento (<0,35 mm/h) quando utilizado CMC como fonte de carbono e

crescimento razoavel (0,35 a 0,82 mm/h) quando utilizado xilana como fonte de carbono.
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O isolado FF11 (Phanerochaete australis) se destacou entre os demais isolados,
apresentando altos indices de velocidade de crescimento (>1,00 mm/h) em duas fontes de
carbono testadas (pectina e xilana). Com isso, pressupde que o fungo filamentoso P. australis
seja um bom produtor das referidas enzimas, visto que o mesmo apresentou alta velocidade de
crescimento nos testes. Essa alta velocidade de crescimento possivelmente justifica a auséncia
dos halos ou os valores baixos de IE, pois seu crescimento pode ser paralelo a secrecdo da
enzima. Isso pode demonstrar que este fungo tem a capacidade de produzir/secretar enzimas a
partir de diferentes substratos (pectina e xilana) em curto tempo, com isso, sua presenca na
fermentacgdo de cacau pode ser favoravel uma vez que um dos principais objetivos dos estudos

com fermentacdo € diminuir o tempo em que esse processo ocorre.

Correlacionando a capacidade de crescimento com a de secrecdo de enzimas,
observou-se que os isolados que obtiveram bom potencial enzimatico apresentaram uma taxa
de crescimento relativamente baixa, esse fato pode estar relacionado com o gasto inicial de
energia para producdo e secrecdo de enzimas, ou simplesmente por ser uma caracteristica
fisioldgica desses isolados. Esse fato demonstra a importancia de se utilizar mais de um teste
para avaliar o potencial enzimatico dos fungos quando se utiliza um grande nimero de
espécies, pois cada espécie possui caracteristicas metabdlicas peculiares o que torna dificil de

ser observada em apenas um teste.

Muitos estudos correlacionam a presenca de fungos filamentosos com a producédo de
micotoxinas durante a fermentacdo e secagem das sementes do cacau e raros sao 0s estudos na
literatura que associam esses micro-organismos com uma fermentacdo de qualidade. Até hoje
ndo se sabe ao certo se os fungos filamentosos contribuem de modo positivo para a
fermentacdo das sementes do cacau. Porém, com os resultados obtidos no presente estudo
verificou-se que algumas espécies de fungos filamentosos podem viver em simbiose com
outros micro-organismos presentes na fermentacdo do cacau (leveduras e bactérias), visto que
essas especies de fungos filamentosos possuem a capacidade de produzir/secretar enzimas
hidroliticas que podem transformar moléculas poliméricas da polpa do cacau em agucares
simples que sdo utilizados como principal fonte de energia pelas leveduras e bactérias. Um
exemplo disso € a pectina presente na polpa do cacau, que quando sofre a acdo de pectinases é
transformada em moléculas de glicose. Com isso, pode-se dizer que alguns fungos
filamentosos presentes na fermentacdo do cacau contribuem positivamente para que esse

processo ocorra.
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6 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos conclui-se que:

Dos 25 fungos filamentosos isolados da fermentacdo de cacau realizada no Municipio
de Tucum@, Pard estdo presentes 21 espécies, sendo que 18 delas nunca haviam sido relatadas
em fermentagdes de cacau, fato esse que caracteriza que a fermentacdo desse municipio

apresenta uma ampla diversidade fungica.

A maioria dos fungos filamentosos isolados e avaliados apresentam possuem
capacidade de secretar enzimas amiloliticas, pectinoliticas, celuloliticas e xilanoliticas que
atuam na hidrolise da polpa do cacau proporcionando a aeracdo da massa e a sintese de
acucares redutores, contribuindo para a formacdo dos precursores do aroma e sabor do

chocolate.

A presenga dos fungos filamentosos Talaromyces minioluteus, Fomitopsis subtropica
v. Cui, Aspergillus versicolor, Penicillium pimiteouiense, Neonothopanus nambi,
Phanerochaete australis, Aspergillus parasiticus e Cladosporium cladosporioides pode ser
um possivel indicador de qualidade para a fermentacdo de cacau, visto que esses fungos

apresentaram potencial na secrecdo de amilases, pectinases, celulases e/ou xilanases.
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ANEXO 1-PROTOCOLO DE PURIFICACAO DOS PRODUTOS DA PCR E
REACAO DO SEQUENCIAMENTO (KIT COMERCIAL DA BIG DYE VS. 3)

Precipitar o fragmento resultante da PCR como a seguir: adicionar 100 pL de isopropanol
65% a cada amostra de 25 uL; deixar em repouso por 15 min ao abrigo da luz;
centrifugar por 45 min a 4000 rpm a 10 °C; descartar o sobrenadante invertendo a placa
de PCR em papel toalha; adicionar 100 uL de etanol 70% gelado; centrifugar por 10 min
a 4000 rpm a 10 °C; descartar novamente o sobrenadante em papel toalha; dar um spin
até 200 rpm com a placa invertida em papel toalha com aceleracdo e desaceleracao
minimas; secar a placa por 1 h em local arejado e ao abrigo da luz; e ressuspender o DNA
em 25 uL de H2O milli-Q;

Realizar a reacdo de Cycle Sequencing utilizando o kit BigDye Terminator v3.1 da ABI,
seguindo o protocolo de amplificacdo e ciclagens de PCR determinados pelo fabricante;

Precipitar a reagdo de sequenciamento como descrito a seguir: adicionar 2 uL de solugéo
de acetato de sédio 3M (pH 5,2) e EDTA 125 mM (pH 8,0) (1:1, v/v) em cada amostra;
adicionar de etanol absoluto 25 pL, vortexar bem a placa e centrifugar a 4000 rpm por 40
min a 4 °C; seguir com um spin com a placa invertida até a centrifuga atingir 500 rpm,
para retirada do sobrenadante; adicionar 35 uL de etanol 70% gelado e centrifugar a 4000
rpm por 10 min a 4 °C (Recomenda-se retirar a formamida do freezer para descongelar);
proceder com dois spins como descritos anteriormente e secar a placa a aprox. 60 °C por
30 s; adicionar 10uL de formamida Hi-Di em cada poco, vortexar e centrifugar
rapidamente;

Colocar a placa de sequenciamento no sequenciador ABI 3730 Genetic Analyzer para a
obtencdo dos eletroferogramas resultantes das leituras de sequenciamento.
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APENDICE A - CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS MACROSCOPICAS DOS
25 FUNGOS FILAMENTOSOS ISOLADOS DA FERMENTACAO DO
CACAU NO MUNICIPIO DE TUCUMA, PA
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APENDICE B, C, D e E - HALOS DE DEGRADACAO FORMADO EM DIFERENTES
FONTES DE CARBONO PELOS FUNGOS FILAMENTOSOS COM MAIOR INDICE
ENZIMATICO APOS 72 HORAS DE INCUBACAO

APENDICE B - Halo de degradacio do amido

APENDICE D - Halo de degradacio da celulose

N

a xilana




