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RESUMO. O fésforo (P) contido nos graos e seus subprodutos utilizados na alimentagéo
de animais ndo ruminantes, se apresenta em grande parte, indisponivel para a absorcéo.
Portanto, o fésforo pode encontrar-se de 29 a 99% indisponivel nos ingredientes de origem
vegetal, por estar preso a estrutura estavel do acido fitico. Define-se por enzimas, como
sendo um grupo de substancias organicas de natureza normalmente protéica com atividade
intra ou extracelular que tém funcdes catalisadoras. Fitases - Mio-inositol fosfoidrolase
hexafosfato - formam um grupo de enzimas que catalisam a hidrolise de acido fitico (mio-
inositol hexafosfato) e os seus sais (fitatos), geralmente produzindo inositol, inositol
monofosfato e fosfato inorgénico, aumentando a disponibilidade de fosforo para a
absorcdo. Os fungos sdo altamente eficientes na degradacdo de uma ampla gama de
substratos. O género Aspergillus pertence ao grupo de fungos filamentosos de grande
dispersdo no meio ambiente e importante nos processos de biodeterioragdo, principalmente
em alimentos estocados e industrializados. Os residuos agroindustriais sdo gerados no
processamento de alimentos, fibras, couro, madeira, produgéo de acucar e alcool, sendo sua
producdo, geralmente, sazonal. Os fungos para sele¢do de producgéo de fitase foram obtidos
da colegdo URM do Departamento de Micologia -UFPE. No total, foram obtidas 19
espécies do género Aspergillus. Na primeira etapa do screening as linhagens foram
replicadas no Meio Screening Fitase (MSF) para classificar os possiveis produtores de
fitase. O MSF contém como Unica fonte de carbono e de fosfato, o cido fitico (fitato). A
segunda etapa do sreening foi realizada com as linhagens que apresentaram crescimento na
1° etapa. As mesmas foram inoculadas pela técnica do ponto central. O didmetro das
coldnias foi mensurado por 96 horas. Dentre os 19 fungos Aspergillus spp. testados no meio
basico modificado, a maioria das espécies apresentaram crescimento no meio, exceto 0s
fungos A. niveus URM 2803 e A. sydowi URM 3066. A. aculeatus URM 4953 e A. janus
URM 4456 apresentaram crescimento das col6nias somente ap6s 24 horas de incubagé&o.
A. caespitosus URM 5182 foi 0 microrganismo que apresentou o crescimento mais tardio
(a partir de 48 horas) no meio sreening fitase. A. phoenicis URM 4924 se destacou no
crescimento da em meio basico modificado seguido do A. niger URM 5239 com 4,800 cm
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em 96 horas. O presente trabalho demonstra o potencial dos fungos filamentosos do género
Aspergillus na producdo de fitase para inclusdo na alimentacdo animal.

Palavras chave: fungos, producéo animal, screening tanase

Selection of fungi of the genus Aspergillus phytase for inclusion in
animal feed

ABSTRACT. The phosphorus (P) contained in the grains and their by-products, used in
the feeding of non-ruminant animals, is largely unavailable for their absorption. Therefore,
phosphorus may be 29 to 99% unavailable in ingredients of plant origin, because it is
attached to the stable structure of phytic acid. It is defined by enzymes as being a group of
organic substances of a normally protein nature with intra- or extracellular activity that
have catalytic functions. Phytoses - Myo-inositol phosphohydrolase hexaphosphate - form
a group of enzymes that catalyze the hydrolysis of phytic acid (myo-inositol
hexaphosphate) and its salts (phytates), generally producing inositol, inositol
monophosphate and inorganic phosphate, increasing the availability of phosphorus to the
absorption. Fungi are highly efficient beings in the degradation of a wide range of
substrates. The genus Aspergillus belongs to the group of filamentous fungi of great
dispersion in the environment and plays an important role in the biodeterioration processes,
mainly in stored and industrialized foods. Agroindustrial wastes are generated in the
processing of food, fiber, leather, wood, sugar and alcohol production, and its production
is generally seasonal. Fungi for selection of phytase production will be obtained from the
URM collection of the Department of Mycology - UFPE. In total, 19 species of the genus
Aspergillus were obtained. In the first stage of the screening the strains were replicated in
the Medium Screening Phytase (MSF) to classify the possible phytase producers. MSF
contains phytic acid (phytate) as its only source of carbon and phosphate. The second stage
of sreening was performed with the strains that presented growth in the 1st stage. They
were inoculated by the central point technique. The diameter of the colonies was measured
for 96 hours. Among the 19 fungi Aspergillus spp. tested in the modified basic medium,
most of the species showed growth in the medium, except the fungi A. niveus URM 2803
and A. sydowi URM 3066. A. aculeatus URM 4953 and A. janus URM 4456 showed growth
of the colonies only after 24 hours of incubation. A. caespitosus URM 5182 was the
microorganism that showed the most late growth (from 48 hours) in the sreening phytase
medium. A. phoenicis URM 4924 stood out in the growth of the modified basic medium
followed by A. niger URM 5239 with 4,800 cm in 96 hours. The present work demonstrates
the potential of the filamentous fungi of the genus Aspergillus in the production of phytase
for inclusion in animal feed.

Keywords: fungi, animal production, screening tannase

Seleccion de hongos del género Aspergillus productores de fitasa para
su inclusion en la alimentacion animal

RESUMEN. El fésforo (P) contenido en los granos y sus subproductos, utilizados en la
alimentacion de animales no rumiantes, esta en gran parte no disponible para su absorcion.
Por lo tanto, el fésforo puede ser 29 a 99% no disponible en ingredientes de origen vegetal,
por estar ligado a la estructura estable del acido fitico. Se define por enzimas, como un
grupo de sustancias organicas de naturaleza normalmente proteica con actividad intra o
extracelular con funciones cataliticas. Fitasas — mio-inositol fosfohidrolasa hexafosfato —
forman un grupo de enzimas que catalizan la hidrdlisis del &cido fitico (hexafosfato de mio-
inositol) y sus sales (fitatos), produciendo generalmente inositol, monofosfato de inositol
y fosfato inorganico mediante el aumento de la disponibilidad de fésforo para la absorcién.
Los hongos son altamente eficientes en la degradacién de una amplia gama de sustratos. El
género Aspergillus pertenece al grupo de hongos filamentosos de gran dispersion en el
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medio ambiente y desempefia un papel importante en los procesos de biodegradacion,
principalmente en alimentos almacenados e industrializados. Los residuos agroindustriales
se generan en el procesamiento de alimentos, fibras, cuero, madera, produccién de azlcar
y alcohol, y su produccion es generalmente estacional. Los hongos para la seleccion de la
produccién de fitasa fueron obtenidos de la coleccién URM del Departamento de Micologia
- UFPE. En total, se obtuvieron 19 especies del género Aspergillus. En la primera fase del
Sreening, las cepas se replicaron en Medio Screening Fitasa (MSF) para clasificar a los
posibles productores de fitasa. MSF contiene como Unica fuente de carbono y fosfato, acido
fitico (fitato). La segunda etapa de Sreening fue realizada con las cepas que presentaron
crecimiento en la 12 etapa. Las mismas fueron inoculadas por la técnica del punto central.
El diametro de las colonias fue medido por 96 horas. Entre los 19 hongos Aspergillus spp.
testados en el medio béasico modificado, la mayoria de las especies se presentd crecimiento
en el medio, excepto los hongos A. niveus URM 2803 y A. sydowi URM 3066. A. aculeatus
URM 4953 y A. janus URM 4456 mostraron crecimiento de las colonias s6lo después de
24 horas de incubacién. A. Caespitosus URM 5182 fue el microorganismo que mostro el
crecimiento mas tardio (a partir de 48 horas) en MSF. A. phoenicis URM 4924 se destact
en el crecimiento del medio basico modificado seguido de A. niger URM 5239 con 4.800
cm en 96 horas. El presente trabajo demuestra el potencial de los hongos filamentosos del
género Aspergillus en la produccion de fitasa para su inclusion en la alimentacién animal.

Palabras clave: produccién animal, hongos, screening tanase

Introducéo

O fosforo (P) contido nos grdos e seus
subprodutos, utilizados na alimentacéo de animais
ndo-ruminantes, se apresenta em grande parte,
indisponivel para a absor¢do pelos mesmos.
Cromwell & Coffey (1991), a biodisponibilidade
do fésforo dos graos e subprodutos varia entre 1 e
71%, relativa a disponibilidade padrdo (100%) do
fosforo do fosfato monosodico. Portanto, o fosforo
pode encontrar-se de 29 a 99% indisponivel nos
ingredientes de origem vegetal, por estar preso a
estrutura estavel do acido fitico. Por esta razdo, é
uma pratica comum utilizar-se fosfatos
inorganicos nas racdes de aves e suinos para
atender suas exigéncias nutricionais (Fireman &
Fireman, 1998).

Além de serem encontradas em plantas e em
alguns tecidos animais, as fitases também sdo
produzidas por microrganismos tais como em
Escherichia coli, (Greiner et al., 1993), Klebsiella
spp. (Tambe & Sharma, 1994), Enterobacter spp.
(Yoon et al., 1996), Aspergillus oryzae (Fujita et
al., 2000) e Aspergillus niger (Silva et al., 2005).
Dentre estes, os fungos filamentosos tém se
mostrado 0s mais promissores na producdo da
enzima, principalmente os do género Aspergillus
(Ullah & Gibson, 1987, Nair & Duvnjak, 1990,
Richardson et al., 2001). Fitase extracelular tem
sido encontrado também, em outras espécies de
Aspergillus spp., tal como A. amstelodami, A.
candidus, A. flavus e A. repens (Howson & Davis,
1983).

A fitase é uma enzima ésteres-hidrolitica com
uma massa molecular estimada de 35-700 kDa
dependendo da fonte da origem. Uma grande
molécula (700 kDa) em conjunto com um
peptideo excessivamente pequeno (10-13 KDa)
foi encontrada em Klebsiella aerogenes. Duas
formas moleculares distintas de fitase expuseram
diferengas em propriedades fisico-quimicas como
a constante Michelis (Kn), pH 6timo, e termo-
estabilidade; além disso, supde-se que a menor
fragio de massa molecular. E o primeiro caso onde
um peptideo tdo pequeno expde uma atividade
enzimatica (Tambe & Sharma, 1994). A enzima
produzida por Aspergillus terreus tem uma massa
molecular de 214 KDa que é uma molécula
hexamérica de subunidades com uma massa
molecular de 37 KDa; entretanto a enzima
purificada de outras fontes exibe uma estrutura
monomérica (Yamamoto et al., 1972).

As fitases comerciais disponiveis atualmente
sdo produzidas por uma larga variedade de
distintos organismos, dentre 0s quais estdo
bactérias, leveduras e fungos filamentosos. As
consequéncias ambientais e nutritivas adversas de
fitato dietético pode ser melhorado pela incluséo
de fitase na dieta monogéstrica (Campbell &
Bedford, 1992, Bedford & Partridge, 2011). O
presente trabalho tem como objetivo demonstrar o
potencial dos fungos filamentosos do género
Aspergillus na producéo de fitase para inclusdo na
alimentagdo animal.
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Material e Métodos

Selecdo de fungos produtores de fitase

Os fungos para selecdo de producdo de fitase
serdo obtidos da cole¢cdo URM do Departamento
de Micologia (Centro de Ciéncias Bioldgicas) da
Universidade Federal de Pernambuco. No total,
foram obtidas 19 espécies do género Aspergillus.
A Colecdo de Culturas, Micoteca URM, do
Departamento de Micologia, Centro de Ciéncia
Biologicas da  Universidade Federal de
Pernambuco, apresenta um acervo diversificado
de fungos pertencentes aos filos Zygomycota,
Ascomycota, Basidiomycota e “Deuteromycota”
(Fungos anamorfos). A Micoteca URM est4
registrada no Commonwealth Mycological
Institute (CMI) sob a sigla URM (University
Recife Mycologia) e ¢ filiada ao Word Federation
for Culture Collections (WFCC) sob o numero
604 (Micoteca, 2007; World Data Center for
microorganisms, 2007).

Foram adquiridas 19 amostras de fungos do
género Aspergillus da cole¢do URM (Micoteca —
Departamento de Micologia/CCB/UFPE). Na
primeira etapa do screening as linhagens foram
replicadas no Meio Screening Fitase (meio basico
modificado) para classificar 0s possiveis
produtores da enzima fitase (Tabela 1). O meio
basico modificado contém como Unica fonte de
carbono e de fosfato, o acido fitico (fitato). O meio
continha (g/L): &cido fitico 5,00; NaNOs, 3,00;
MgSO4.7H20, 0,5; KC|, 0,5; Fe,S0O4, 0,01; CaC|2,
0,5; ZnS0O,, 0,01; agar, 30,0; pH 4,5 (Couri &
Farias, 1995). A inoculacdo de cada espécie de
Aspergillus foi feita em duplicata a 30° C por 120
horas.

A segunda etapa do sreening foi realizada com
as linhagens que apresentaram crescimento na 1°
etapa, em meio screening fitase. As mesmas foram
inoculadas pela técnica do ponto central em placas
contendo o meio béasico modificado (meio
screening fitase). As placas foram incubadas a 30°
C em estufa microbiol6gica e o diametro das
colo6nias foi mensurado a cada 24 horas, utilizando
um paquimetro por um periodo total de 96 horas
(Gomes da Silva et al., 2007). Os experimentos
foram realizados em duplicata, considerando a
média aritmética de ambos.

Meio de manutencao, crescimento dos fungos

Para manutencgdo das culturas serd utilizado o
meio de cultura potato dextrose agar (PDA) e
Czapec (Cz). As amostras foram repicadas a cada

30 dias para tubos de ensaio contendo A&gar
Sabourand, Malte ou Czapek, de acordo com
amostra, incubados a 30° C por 48h.

Tabela 1. Aspergillus utilizados para o screening de
produtores de fitase.
Espécies Aspergillus URM
A. aculeatus URM 4953
A. caespitosus URM 5182
A. carbonarius URM 1546
A. carbonarius URM 3818
A. carbonarius URM 5012
A. janus URM 4456
A. japonicus URM 3833
A. japonicus URM 3840
A. japonicus URM 3916
A. japonicus URM 5242
A. niger URM 2908
. niger URM 4645
. niger URM 5218
. niger URM 5239
. niger URM 5243
. niveus URM 2803
A. phoenicis URM 4924
A. sydowi URM 3066
A. terreus URM 224

> > > >

>

Taxonomia das espécies do género Aspergillus

Para confirmacdo taxondmica das espécies,
foram observadas as caracteristicas
macroscopicas, tais como: colora¢do, consisténcia
e didmetro das colénias e, microscépicas como:
estruturas somaticas e reprodutivas, sendo estas
Gltimas observadas através do cultivo sob
laminula (Dalmau, 1929) utilizando Agar Extrato
de Malte contido em placa de Petri, onde foram
semeados fragmentos da colénia em trés pontos
equidistantes,  cobrindo-os com  laminulas
esterilizadas e mantidos a temperatura ambiente.
Apds aproximadamente 7 dias, removeu-se a
laminula do cultivo e colocou sobre uma lamina
de microscopia, contendo uma gota de corante
Azul de Aman para posterior observacdo das
microestruturas em microscopio de luz. As
espécies foram confirmadas taxonomicamente
com base na literatura especializada (Raper &
Fennell, 1965, Klich & Pitt, 1988).

Resultados e Discussao

Gumbira-Sa'id et al. (1992) estudaram a
producdo de racdo animal pela fermentagdo de
sagu pelo Rhizopus oligosporus e obtiveram um
enriquecimento proteico de 20mg.g-1 para 83,
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9mg.g-1 (peso seco do produto obtido). Joshi &
Sandhu (1996) produziram racdo animal pela
fermentacdo da polpa de macd residual de
industria de suco por Saccharomyces cerevisiae,
Candida utilis e Torula utilis obtiveram um
incremento no teor proteico de 5,80% para 16,80;
18,50 e 1557% para cada microrganismo
utilizado, respectivamente.

A tabela 2 mostra os resultados da capacidade
dos fungos do género Aspergillus testados em
crescer no meio screening fitase, no qual possui o
acido fitico como Unica fonte de carbono e fosforo
(1° Etapa do screening). Dos 19 fungos
Aspergillus spp. testados no meio bésico
modificado, a maioria das espécies apresentaram
crescimento no meio, exceto os fungos A. niveus
URM 2803 e A. sydowi URM 3066. Isso indicou
que o &cido fitico ndo conseguiu ser assimilado
por esses fungos e demonstrando que 0s mesmos
ndo produzem a enzima fitase, na qual catalisa a
reacdo de hidrolise do acido fitico para posterior
aproveitamento, tanto do inositol (como fonte de
carbono), como dos ions ortofosfato (como fonte
de fosforo).

Tabela 2. Desenvolvimento dos fungos do género
Aspergillus em meio sreening fitase.

Espécie Resultado
. aculeatus URM 4953 +

. caespitosus URM 5182
. carbonarius URM 1546
. carbonarius URM 3818
. carbonarius URM 5012
. janus URM 4456

. japonicus URM 3833

. japonicus URM 3840

. japonicus URM 3916

. japonicus URM 5242

. niger URM 2908

. niger URM 4645

. higer URM 5218

. niger URM 5239

. higer URM 5243

. hiveus URM 2803

. phoenics URM 4924 +
. sydowi URM 3066 -
. terreus URM 224 +

: Crescimento evidenciado em meio sreening fitase;
-2 Crescimento ndo-evidenciado em meio sreening fitase.

+ + + + + + + + + + + + + o+

22> 2>>2>2>2> > > > > >

Os resultados apresentados na Tabela 3
mostram que o0 A. aculeatus URM 4953 e A. janus
URM 4456 apresentaram crescimento das

coldnias somente apo6s 24 horas de incubagdo. A.
caespitosus URM 5182 foi o microrganismo que
apresentou o crescimento mais tardio (a partir de
48 horas) no meio sreening fitase, demonstrando a
incapacidade do mesmo em aproveitar de forma
rapida (antes de 48 horas) o fitato que continha no
meio de selegéo para produtores de fitase. A partir
de 48 horas de incubagdo, todas as linhagens
apresentaram um bom  desempenho de
crescimento de col6nia que variou entre 1,15 -
2,30 cm, com 96 horas, as col6nias apresentaram
didmetros que variaram de 0,655 a 5,680 cm. A.
phoenicis URM 4924 se destacou no crescimento
da em meio bésico modificado, apresentando um
didmetro de colonia de 5,680 cm em 96 horas de
incubacdo (30° C), seguido do A. niger URM 5239
com 4,800 cm em 96 horas.

Tabela 3. Aspergillus utilizados para o screening de
produtores de fitase.

Diametro das Coldnias (cm/hora)**

Espécies
24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

A. aculeatus URM 4953 * 1,85 2,63 3,85
A. caespitosus URM 5182 * * 0,33 0,65
A. carbonarius URM 1546 0,25 1,82 2,76 3,58
A. carbonarius URM 3818 0,18 1,53 2,39 3,37
A. carbonarius URM 5012 0,58 1,63 2,46 3,68
A. janus URM 4456 * 1,15 2,42 3,84
A. japonicus URM 3833 0,32 1,42 2,01 2,85
A japonicus URM 3840 0,67 2,21 3,17 4,47
A. japonicus URM 3916 0,94 2,30 3,35 4,50
A. japonicus URM 5242 0,70 1,93 2,65 3,22
A. niger URM 2908 0,28 1,83 2,95 3,84
A. niger URM 4645 0,77 2,24 3,40 4,62
A. niger URM 5218 0,69 1,85 2,59 3,63
A. niger URM 5239 0,60 2,11 3,22 4,80
A. niger URM 5243 0,20 1,67 2,86 4,55
A. phoenicis URM 4924 0,40 2,07 3,59 5,68
A terreus URM 224 0,41 1,32 2,35 3,50

*N&o houve crescimento ou ndo se conseguiu mensurar
macroscopicamente. ** Esses valores representam a média
dos experimentos em duplicata.

A. phoenicis URM 4924 foi o fungo que
apresentou maior crescimento por hora no meio
screening fitase (5,68 cm em 96 horas) A.
phoenicis URM 4924 possuiu crescimento em
Agar Extrato de Malte, variando de 6 a 7cm de
didmetro em duas semanas. O reverso da colonia
varia de branco a creme. Cabeca conidial globosa
quando jovem e variavel na cor (de marrom a
negra), na maior parte 300-500um podendo
chegar até 1200um no diametro; conidioforo
variavel no tamanho, variando geralmente de 1-
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2,5 mm podendo ter até 4mm e o didmetro de 10-
20 um, com paredes lisa e levemente colorido
perto da vesicula; vesicula globosa, na maior parte
variando de 45-65um, ocasionalmente chegando
até 80 ou 85um no didmetro; esterigma em duas
séries, amarronzado, o primario possui tamanho
variado, frequentemente de 20-35um de
comprimento, porém nas cabecas conidiais
maduras a maior parte vai de 40-60um Xx 5,5-
7,5um, podendo o esterigma se apresentar as
vezes septadas e alcangar 100-110um, o esterigma
secundario vai de 6,5-11um x 3-3,5um. Conidio
globoso e liso quando jovem, tornando-se rugoso
na maturidade, na maior parte 3-3,5 um mas até
4um no didmetro. A. awamori var. hominis
apresenta-se em sinonimia de A. phoenicis e A.
granulatus € um provavel sinbnimo para A.
phoenicis (Raper & Fennell, 1965).

Aspergillus niger URM 5239 apresentou o
segundo maior didmetro de coldnia em meio
sreening fitase (4.80 cm em 96 horas) A
taxonomia de fungos pertencentes ao Grupo
Aspergillus niger constitui-se em uma das mais
complexas do género Aspergillus, tendo como
principais caracteristicas, conidios de coloragdo
marrom-escuro a negros, conidiéforo hialino ou
levemente pigmentado proximo ao &pice,
esterigma uniseriado ou biseriado e vesiculas
globosa (Raper & Fennell, 1965).

Raper & Fennell (1965) produziram um
importante manual de classificagdo do género
Aspergillus e incluiram 12 espécies e duas
variedades para o grupo Aspergillus niger (A.
aculeatus, A. awamori, A. carbonarius, A.
ellipticus, A. ficuum, A. heteromorphus, A.
japonicus, A. niger, A. phoenicis, A.
pulverulentus, A. tubingensis, A. foetidus, A.
foetidus var. acidus e A. foetidus var. pallidus). Al-
Musallam (1980) revisou a taxonomia deste grupo
de fungos usando analise de agrupamento
envolvendo pardmetros morfoldgicos e culturais e
subdividiu o grupo Aspergillus niger em apenas 4
espécies facilmente distinguiveis, A. carbonarius,
A. ellipticus, A. helicothrix, A. heteromorphus. As
diferencas aparentemente insignificantes entre os
membros do Grupo Aspergillus niger foi a razdo
decisiva para Al-Musallam sugerir que algumas
espécies reconhecidas por Raper & Fennell (1965)
fossem reduzidas a variedades.

Aspergillus niger é caracterizado por
apresentar colénia marrom escuro a negra,
esterigma bisseriado com grandes vesiculas,
métulas razoavelmente longas e conidios

irregularmente rugosos. Possuem didmetro da
colénia variando de 3 a 7 cm em meio Agar
Extrato de Malte a 28° C + 1° C, com textura
granular para flocosa. Cabeca conidial radiada,
com conidiéforo variando de 300-3000 um x 7-
20um, de parede lisa, hialina para amarelada ou
ligeiramente marrom, especial perto do &pice;
vesicula de 20-85um de largura, quase esférica;
esterigma  bisseriado (muito raramente uni
seriado), métula cobrindo a superficie inteira da
vesicula, medindo 12-40pum x 3-6um, as vezes
com um unico septo e fidlides de 7-10um x 3-
4um. Conidio globoso, de 3-5um de didmetro e
muito rugoso.

Concluséo

Os fungos do  género  Aspergillus
demonstraram ser 6timos produtores da enzima
fitase, pois dos 19 (dezenove) espécies de fungos
testados em meio sreening fitase, 17 (dezessete)
destes conseguiram desenvolver, demonstrando a
habilidade dos mesmos em produzir a enzima
fitase, a qual pode ser utilizada para estudos
posteriores e ser incluida na alimentacdo de
animais ndo-ruminantes.
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