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Apresentacao

A Embrapa Agroindustria de Alimentos possui uma colecéo de
microrganismos que inclui linhagens de fungos filamentosos de interesse
da industria de alimentos e agroenergia. Nos ultimos 28 anos, dezenas
de linhagens foram isoladas de diversos biomas e testadas quanto a sua
habilidade de expresséo de metabdlitos de interesse agroindustrial, sendo
que algumas ja foram melhoradas geneticamente através de técnicas
tradicionais de mutagao.

As colegbes de culturas sao estruturas de conservagao de recursos

genéticos ex-situ, que tém como fungao principal aquisi¢cao, caracterizagao,
manutencao e distribuicdo de microrganismos, de células autenticadas e

de reagentes bioldgicos certificados. Essas colegdes atuam também como
provedores de servigos especializados e centros de informagéo. Os diferentes
tipos de colegdes de microrganismos, incluindo colegdes de trabalho,
colegdes institucionais e principalmente as colegdes de servigo, ttm uma
importancia destacada na conservacgao e exploragéo da diversidade genética
e metabdlica.

No presente documento foram organizadas informagdes sobre as espécies
abrigadas na colec¢éo localizada na Embrapa Agroindustria de Alimentos,
com a respectiva ilustragcdo de cada organismo, com foco no crescimento
macroscoépico das culturas. Dessa forma, obteve-se um catélogo ilustrado
com fotografias, associando as informagdes morfolégicas com a descri¢cao
técnica das linhagens dessa colecdo. A expectativa da publicagéo € tornar a
consulta a colecdo mais atraente ao publico interessado na utilizagdo desses
cultivos em suas atividades laborais.

Portanto, essa obra passa a ser uma referéncia para usuarios e outras
colegdes que poderao disponibilizar informagdes de forma mais didatica aos
interessados em obter amostras de microrganismos para futuras aplicagdes
em pesquisa e desenvolvimento agroindustrial.

Lourdes Maria Corréa Cabral
Chefe Geral da Embrapa Agroindustria de Alimentos
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Introducao

A Colecao de Microrganismos de Interesse da Industria de Alimentos
e Agroenergia (CMIIAA) esta localizada na Embrapa Agroindustria de
Alimentos.

Esta colegao tem o apoio de outros trés laboratérios da Embrapa
Agroindustria de Alimentos (Micologia, Diagnostico Molecular e Processos
Fermentativos), que auxiliam na identificagéo e caracterizagdo dos fungos
filamentosos e na produgao de metabdlitos para aplicacdo na industria de
alimentos ou agroenergia.

O laboratério da CMIIAA utiliza dois métodos de preservacgao das
subamostras depositadas e, assim, conta com um Ultrafreezer MDF-
U73V da marca SANYO para preservagao das linhagens em solo por
ultracongelamento a -80°C, e um refrigerador para preservagao das
linhagens pelo método de Castellani (1967), que consiste na preservagao
dos microrganismos em agua estéril a 4°C. Além disso, como uma espécie
de “back-up”, ha uma copia de seguranga de todos os microrganismos no
Laboratério de Processos Fermentativos preservados em solo a -20°C,
procedimento realizado desde o inicio da colegdo na década de 1980.

A Colegéo de Microrganismos de Interesse da Industria de Alimentos e
Agroenergia é responsavel pela manutencgéo de linhagens utilizadas na
producao de diversas enzimas de interesse comercial, entre elas, celulases,
xilanases, pectinases, amilases, lipases, proteases, fitases, feruloil esterase
tanto por fermentagédo em estado sélido quanto por fermentagao submersa.
Cada microrganismo preservado na CMIIAA, quando reativado para uso
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em fermentacao ou para verificacdo de sua viabilidade, é cultivado em meio
gelose basico (COURI; FARIAS, 1995) contendo o substrato especifico para
produgédo do metabdlito de interesse, ou seja, 6leo de oliva para produgao
de lipase, avicel para producgao de celulase, pectina para pectinase e assim
sucessivamente.

Para atender ao objetivo de enriquecimento do acervo e recebimento de
depdsito de microrganismos de outras unidades da Embrapa, foi necessario
que a colegao se tornasse Fiel Depositaria do Patrimbnio Genético junto

ao Conselho de Gestéo do Patriménio Genético (CGEN) em acordo com a
Deliberagédo 055/12/SECEX/CGEN, Processo 02000.001123/2011-54.

Hoje o acervo conta com 115 microrganismos, entre os originais da colegéo
e depositos de subamostras de outras unidades da Embrapa.

Diretrizes da Colecao de
Microrganismos de Interesse
da Industria de Alimentos e
Agroenergia (CMIIAA)

Depésito na Colecao

Somente sera aceito para depdsito o material que tiver autorizagédo de
coleta/acesso pelo IBAMA/CGEN.

Recebimento de amostras

A amostra de fungos filamentosos somente sera recebida se estocada
em solo ou pelo método de Castellani, acompanhada de um formulario de
identificacdo com os seguintes dados:

- regido de coleta (informagao georeferenciada sobre o local de coleta);
- data da coleta;
- substrato;

- taxonomia: ordem, familia, género, espécie, (sorotipo, patotipo ou racga);
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- caracteristicas da linhagem;
- nome da instituigdo de procedéncia do acesso.

A amostra recebera um numero da colegao e sera rastreada pela
documentagao cadastrada na colegao.

Preservagao das amostras

Como uma colegao Fiel Depositaria, fica determinado que as amostras
recebidas ndo sejam manipuladas, apenas guardadas.

Quando recebidas em solo s&do preservadas por ultracongelamento a -80°C
e em freezer a -20°C.

Quando recebidas em frascos pelo método de Castellani, séo preservadas
em refrigerador a 4°C.

A colegao fica responsavel pela manutengao dos equipamentos utilizados na
preservagao.

Acesso as amostras
Somente tera acesso as amostras, o depositante.

Fica a critério do depositante ceder a amostra para terceiros.

Preservacao dos
microrganismos

Preservacéao de fungos filamentosos em solo nas temperaturas
de -20°C e -80°C (ultracongelamento)

A manutencao dos fungos é realizada conservando os conidios em solo,
como suporte, que € o seu habitat natural. Este método mantém o fungo
estabilizado, com todas as suas caracteristicas, por um longo periodo de
tempo (MARTIN, 1964).

11
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Preparo do solo

O solo (arenoso) deve ser peneirado, aproveitando-se a fragao mais fina;
o solo peneirado deve ser colocado em estufa a 100°C, por 24 horas,
distribuido em tubos (3 tubos/linhagem) com tampa de rosca e esterilizado
em autoclave por 1 hora, repetindo-se esta operagéo por 5 dias.

Ativacao do fungo

Cada fungo é reativado e cultivado em gelose com fonte de carbono
especifica para o principal metabdlito produzido por cada fungo (COURI;
FARIAS, 1995).

Os fungos isolados em tubo com gelose em quadruplicata passam por dois
repiques. Apos o segundo repique, com auxilio de alga de platina, todo o
conteudo do tubo com os conidios contidos na gelose é colocado em tubo
com solo estéril; cada tubo é rotulado com etiqueta contendo o nome do
fungo, o cadigo da colegéo e a data do repique.

Dois tubos s&o armazenados em freezer a -20°C e dois tubos em ultrafreezer
a -80°C. Antes de armazenar os dois tubos em -80°C, é preciso deixar esses
dois tubos por 4h em freezer a -20°C.

Dessa forma, esses microrganismos podem ser preservados por cinco anos,
repetindo-se este processo ao final deste periodo.

Apés cinco anos, deve-se reativar os conidios armazenados em solos
transferindo-os para uma gelose inclinada de meio de triagem, tendo o
cuidado de repetir trés vezes a passagem dos conidios para tubo.

Preservacgao pelo método de Castellani

Consiste em preparar as placas de Petri contendo o meio de cultivo (gelose)
especifico para enzima produzida pelo fungo que sera preservado. Preparar
criotubo com agua destilada estéril. Com alga de platina estriar o fungo em
placa de Petri e incubar em BOD a 32°C por cinco dias. Apés esse periodo,
em capela de fluxo laminar, deve-se cortar o meio contendo o fungo em
circulos de 5 mm e colocar em criotubo contendo agua estéril. Rotular o tubo
com etiqueta contendo o nome do fungo e a data do repique. Armazenar

em refrigerador a 4°C, por um ano, repetindo este processo ao final deste
periodo.
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Producao de enzimas

Os microrganismos sao os principais produtores das enzimas industriais.

A primeira etapa na produgéo microbiana de uma enzima de interesse
comercial consiste na identificagdo e aquisicdo do microrganismo produtor,
que pode ser uma linhagem selvagem ou modificada por genética

classica ou por técnicas de biologia molecular. A linhagem de interesse
pode ser adquirida de colegbes de cultura cientificas ou selecionada a
partir de amostras presentes no solo, dgua ou outras fontes da natureza.

A manutencgao e a preservagao da linhagem selecionada sao etapas de
extrema importancia para assegurar a sua viabilidade e prevenir mudancas
genéticas que levem a reducgao ou perda de propriedades fenotipicas.

Caracteristicas do agente microbiano eleito para a producao de
enzimas

O microrganismo a ser utilizado na produgéo de enzimas deve ser,
preferencialmente, seguro sob o ponto de vista bioldgico (status GRAS —
generally recognized as safe), apresentar elevada capacidade de sintese e
excrecao da enzima, suportar condigdes ambientais adversas relacionadas
com a pressao osmotica, a temperatura e a forga idnica do meio, e ser
tolerante a presenca de substancias tdxicas, que podem ser geradas no
processo de tratamento da matéria-prima ou pelo préprio metabolismo
celular.

Muitas vezes o melhoramento das linhagens produtoras, para atender total
ou parcialmente os critérios acima, tem sido fundamental para a produgao
de enzimas em larga escala. Avangos recentes nas técnicas de biologia
molecular, notadamente a expressao heteréloga em espécies microbianas
seguras e de facil cultivo, ttm aumentado o leque de enzimas obtidas por
processo microbiano, permitindo a obtengdo de maiores rendimentos e
produtividades.

Tipos de enzimas

Os microrganismos produzem as enzimas de duas formas: algumas
enzimas estado sempre disponiveis e sdo designadas constitutivas,
enquanto outras, designadas indutivas, séo sintetizadas em resposta as
condigdes ambientais. Adicionalmente, as enzimas microbianas podem ser
intracelulares, periplasmicas ou extracelulares. As enzimas extracelulares

13
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sao normalmente mais estaveis e produzidas em maiores quantidades e tém
a fungéo principal de degradar macromoléculas presentes no ambiente para
que seus componentes possam ser absorvidos como nutrientes.

Meio de cultivo para producao de enzimas

As caracteristicas do meio de cultivo sdo de fundamental importancia, nao
apenas para o crescimento celular como também para o rendimento em
produto, uma vez que as células sao capazes de responder aos estimulos
quimicos e fisicos do meio externo através de mecanismos bioquimicos que
regulam a expressao génica e a fisiologia do microrganismo e, por extensao,
seu desempenho na produgao das enzimas.

O sabugo de milho, palha de arroz e farelo de trigo séo utilizados no
Laboratério de Processos Fermentativos para produgao de enzimas

pelos microrganismos da CMIIAA por ndo possuirem custos de produgao
diretos, sendo uma forma de se agregar valor a residuos que se formam
em abundancia. Adicionalmente, da-se uma alternativa de solugéo para o
acumulo desses residuos, que representam um sério problema ambiental.

Formas de condugao do processo de producao de enzimas

Os processos industriais de producao de enzimas sdo desenvolvidos, em
sua maioria, em cultivos submersos aerados em biorreatores agitados
mecanicamente, os quais permitem um maior controle dos parametros
operacionais, tais como pH, temperatura, consumo de oxigénio e formagéo
de didéxido de carbono. A batelada alimentada é a forma de condugéo do
bioprocesso mais empregada (BON et al., 2008).

O cultivo no estado sélido é também utilizado, principalmente nos paises
orientais, por apresentar vantagens para a producao de algumas enzimas,
especialmente as produzidas por fungos filamentosos. Na fermentacdo em
estado sélido, o crescimento microbiano e a formagao de produto ocorrem na
superficie de substratos sélidos na auséncia de agua livre, sendo distinta da
fermentacao submersa, onde os substratos e outros nutrientes encontram-se
na sua forma soluvel. Os substratos tradicionalmente utilizados sao produtos
agricolas, como arroz, trigo, cevada, milho e soja, além de substratos nao
convencionais, como os residuos agroindustriais e florestais. A operacéo da
fermentacdo em estado sélido pode ser realizada sem agitacdo mecanica,
com agitagdo ocasional ou continua, ou em colunas recheadas com
circulagao de liquido.
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Os fungos filamentosos, principais produtores de enzimas comerciais, sao
também os mais importantes e os que melhor se adaptam a fermentacao
em estado solido. Sua forma de crescimento em hifas e boa tolerancia a
baixa atividade de agua e elevada presséo osmoética conferem aos fungos
vantagens com relagdo aos microrganismos unicelulares para a colonizagao
de substratos sélidos.

A fermentagédo em estado sdlido apresenta como principais vantagens:

a simplicidade dos meios de cultivo; auséncia de requerimentos de
equipamentos sofisticados; reduzido consumo de energia; baixo grau

de umidade, reduzindo os problemas de contaminagéo; condi¢cdes de
crescimento do microrganismo semelhantes as encontradas em seu
ambiente natural; maiores concentragdes de enzima em relacéo as
fermentac¢des submersas; possibilidade de extragéo imediata do produto
através da adigao direta de solventes ou por filtragdo do meio fermentado
e pequenas quantidades de aguas residuais. No entanto, existem fatores
limitantes tais como: menor acessibilidade ao substrato; problemas de
transferéncia de massa e calor; dificuldades de controle de variaveis
fisico-quimicas, tais como pH, temperatura, oxigénio e grau de mistura e
dificuldades no aumento de escala.

Fotos do crescimento
macroscopico das culturas dos
microrganismos da CMIIAA

Para facilitar o reconhecimento das principais culturas mantidas na CMIIAA
foi organizado um album com fotografias que mostram a aparéncia
macroscopica dos cultivos crescidos em placa de Petri.

As fotos foram realizadas apds reativacdo dos fungos filamentosos
preservados pelo método de Castellani, por cultivo em meio agar batata
dextrose (BDA) e incubagéo por cinco dias.

15
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BRMCTAA 1-Penicillium purpurogenum

BRMCTAA 2-Aspergillus flavus

BRMCTAA 3- Aspergillus niger BRMCTAA 4- Aspergillus niger

BRMCTAA 5- Aspergillus niger BRMCTAA 6- Aspergillus niger
Produtor de Lipase, Inulinase e Celulase. Produtor de Lipase, Celulase e Queratinase.

BRMCTAA 7- Aspergillus niger BRMCTAA 8- Aspergillus sp.
Produtor de Lipase, Celulase e Queratinase. Produtor de Celulase e Queratinase.
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S 9 : w-v' 1 O
BRMCTAA 9- Aspergillus niger BRMCTAA 10- Aspergillus niger
Produtor de Lipase, Inulinase e Celulase. Produtor de Lipase, Inulinase, Celulase,

Queratinase e Tanase.

1. |l

BRMCTAA 11- Aspergillus niger BRMCTAA 12- Asperqgillus niger
Produtor de Lipase, Inulinase e Celulase. Produtor de Lipase, Inulinase, Celulase e
Queratinase.

|3

BRMCTAA 13- Aspergillus niger BRMCTAA 14- Aspergillus niger
Produtor de Lipase, Inulinase, Celulase Produtor de Lipase, Inulinase, Celulase,
e Queratinase. Queratinase e Tanase.

11 5] . Rr
BRMCTAA 15- Aspergillus niger BRMCTAA 16- Aspergillus niger
Produtor de Lipase, Inulinase, Celulase, Produtor de Lipase, Inulinase, Celulase,

Fitase, Queratinase e Tanase. Fitase, Queratinase e Tanase.
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BRMCTAA 17- Asperqgillus niger BRMCTAA 18- Aspergillus niger
Produtor de Lipase, Inulinase e Queratinase. Produtor de Lipase, Inulinase, Celulase e
Fitase.

BRMCTAA 19- Asperqgillus niger BRMCTAA 20- Aspergillus niger
Produtor de Lipase, Inulinase, Celulase e Produtor de Lipase, Inulinase, Celulase e
Queratinase. Queratinase.

i ”‘,L .

BRMCTAA 21- Aspergillus niger BRMCTAA 22- Asperqgillus niger
Produtor de Lipase, Inulinase, Produtor de Lipase, Celulase e Queratinase.
Celulase e Queratinase.

BRMCTAA 23- Asperqgillus sp. BRMCTAA 24- Aspergillus sp.
Produtor de Lipase, Inulinase, Celulase, Produtor de Lipase, Inulinase, Celulase,
Fitase, Queratinase e Tanase. Fitase, Queratinase e Tanase.
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o

AE

BRMCTAA 25- Aspergillus niger
Produtor de Lipase, Inulinase, Celulase, e
Queratinase.

BRMCTAA 27- Aspergills niger
Produtor de Lipase, Inulinase, Celulase,
Fitase e Queratinase.

BRMCTAA 29- Aspergillus sp.
Produtor de Lipase, Inulinase, Celulase,
Fitase, Queratinase e Tanase.

BRMCTAA 31- Aspergillus niger
Produtor de Celulase.

BRMCTAA 26- Aspergillus niger
Produtor de Lipase, Inulinase, Celulase,
Fitase, Queratinase e Tanase.

@

s"‘“’“"{f i
BRMCTAA 28- Aspergillus niger
Produtor de Inulinase, Celulase, Fitase,
Queratinase e Tanase.

., (0]
BRMCTAA 30- Thermomyces
lanuginosus

i 3 00
BRMCTAA 32- Aspergillus niger
Produtor de Tanase.

19
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314l

BRMCTAA 33- Aspergillus sp. BRMCTAA 34- Aspergillus niger
Produtor de Celulase.

BRMCTAA 35- Aspergillus niger BRMCTAA 36- Aspergillus niger
Produtor de Celulase e Tanase. Produtor de Celulase e Tanase.

3] al

BRMCTAA 37- Aspergillus niger BRMCTAA 38- Asperqgillus niger
Produtor de Celulase e Tanase. Produtor de Celulase e Tanase.

| 0
BRMCTAA 39- Aspergillus niger BRMCTAA 40- Aspergillus niger
Produtor de Celulase e Tanase.

2fal
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[
BRMCTAA 41- Peniillium sp.

BRMCTAA 42- Asperqgillus brasiliensis

BRMCTAA 44- Aspergillus sp.

g

4 | il

BRMCTAA 46- Aspergillus sp.

BRMCTAA 49- Aspergillus niger
Produtor de Celulase.

BRMCTAA 45- Aspergillus sp.

alsl

BRMCTAA 48- Aspergillus sp.

, 5 | O [l
BRMCTAA 50- Aspergillus niger
Produtor de Tanase.
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BRMCTAA 51- Aspergillus niger BRMCTAA 52- Asperqgillus niger
Produtor de Celulase. Produtor de Celulase e Tanase.

5lal

BRMCTAA 53- Aspergillus niger BRMCTAA 54- Aspergillus niger

BRMCTAA 55 Asperglllus niger BRMCTAA 56- Asperglllus niger
Produtor de Celulase e Tanase. Produtor de Celulase e Tanase.

/
5] 7]

BRMCTAA 57- Asperglllus niger BRMCTAA 58- Aspergillus niger
Produtor de Celulase. Produtor de Celulase e Tanase.
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BRMCTAA 59- Asperqgillus niger BRMCTAA 61- Aspergillus ostiones
Produtor de Celulase e Tanase.

BRMCTAA 62- Trichoderma sp. BRMCTAA 63- Trichoderma sp.

BRMCTAA 65- Trichoderma sp. BRMCTAA 66- Trichoderma sp.

BRMCTAA 67- Trichoderma sp. BRMCTAA 68- Trichoderma sp.
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BRMCTAA 69- Trichoderma sp.
Produtor de Celulase.

[7T2]

BRMCTAA 72- Trichoderma sp.

Ln

BRMCTAA 74- Aspergillus sp.
Produtor de Celulase.

76

BRMCTAA 76- Aspergillus sp.

iz
BRMCTAA 71- Trichoderma sp.
Produtor de Celulase.

S e

BRMCTAA 73- Aspergillus sp.

BRMCTAA 75- Aspergillus sp.
Produtor de Celulase e Tanase.

ERFE

BRMCTAA 77- Trichoderma sp.
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BRMCTAA 78- Trichoderma sp. H BRMCTAA 80- Aspergillus sp.

84

| 8] 2]
BRMCTAA 82- Aspergillus niger
Produtor de lipase.

BRMCTAA 81- Trichoderma sp.

s | 4|88
BRMCTAA 83- Asperqgillus niger BRMCTAA 84- Asperqgillus niger
Produtor de lipase. Produtor de lipase.

A
4

'8 5 6
BRMCTAA 85- Aspergillus niger BRMCTAA 86- Penicillium sp.
Produtor de lipase. Produtor de lipase.



26

Catalogo da Colegao de Microrganismos de Interesse da Industria de Alimentos e Agroenergia

BRMCTAA 87- Aspergillus flavus
Produtor de lipase.

BRMCTAA 89- Asperqgillus niger
Produtor de lipase.

BRMCTAA 94- Aspergillus flavus
Produtor de lipase.

BRMCTAA 96- Aspergillus flavus
Produtor de lipase.

89l

BRMCTAA 88- Asperqgillus flavus
Produtor de lipase.

BRMCTAA 92- Asperqgillus flavus
Produtor de lipase.

, 9.1 5 \ i
BRMCTAA 95- Aspergillus sp.
Produtor de lipase.

BRMCTAA 97- Aspergillus flavus
Produtor de lipase.
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BRMCTAA 98- Asperqgillus flavus
Produtor de lipase.

BRMCTAA 102- Aspergillus niger
Produtor de lipase.

BRMCTAA 103- Aspergillus niger
Produtor de lipase.

BRMCTAA 106- Aspergillus niger
Fungo termorresistente.

BRMCTAA 112- Penicillium sp.

BRMCTAA 104- Aspergillus flavus
Produtor de lipase.

| I |
BRMCTAA 107- Aspergillus flavus
Fungo termorresistente.

BRMCTAA 114- Aspergillus oryzae
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BRMCTAA 115- Trichoderma harzianum BRMCTAA 116- Aspergillus fumigatus

BRMCTAA 117- Asperglllus n/ger BRMCTAA 118- Asperqgillus oryzae
BRMCTAA 119- Produtor de lipase BRMCTAA 120- Produtor de lipase

_ 561 I | |
BRMCTAA 121- Produtor de lipase BRMCTAA 122- Trichoderma sp.
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BRMCTAA 123- Aspergillus tamarii BRMCTAA 124- Aspergillus carbonarius
\\_/
1.]8al"S (11218
BRMCTAA 125- Asperqgillus Segao Nigri BRMCTAA 126- Asperqgillus Segao Nigri

il 7.
BRMCTAA 127- Aspergillus Segéo Nigri BRMCTAA 128- Aspergillus nomius
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