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RESUMO

A batata-doce € uma cultura rustica, de ampla adaptacdo e com grande conteudo de
amido, sendo assim com inumeras aptidées. Para transformacéo da batata-doce em
biocombustivel, alguns processos sdo necessarios. O sucesso da producdo de
etanol a partir da batata-doce depende da transformag¢do do amido em acUcares
fermentesciveis. O processo de conversdao mais utilizado € a hidrolise enzimatica, a
qual utiliza enzimas comercialmente disponiveis. Porém, este processo pode ser
realizado através de enzimas secretadas por fungos filamentosos. Neste trabalho foi
avaliado o potencial amilasico de fungos filamentosos que colonizam naturalmente a
batata-doce. Estes foram isolados, testados quanto a producdo enzimatica e
identificados morfologicamente. Foram isolados 51 fungos da polpa das batatas-
doces Beauregard e BRS-Amélia. Deste total, 27 linhagens apresentaram
capacidade de hidrolise do amido através da fermentacédo em estado sélido. Destes,
seis revelaram indice enzimatico = 2,0 e foram identificados como Aspergillus sp e
Penicilium sp. O extrato bruto do género Aspergillus sp., mostrou 0s maiores
resultados na conversdo em glicose. Este fato indica o potencial destas linhgens na
producdo de amilase, importante enzima para a producao de etanol.

Palavras-chave: amido, amilase, hidrélise, etanol, microrganismos



ABSTRACT

The sweet potato is a rustic culture, widely adapted and with a high starch content,
thus having innumerable aptitudes. For the transformation of sweet potatoes into
biofuel, some processes are necessary. The success of ethanol production from
sweet potatoes depends on the transformation of starch in fermentable sugars. The
most used conversion process is enzymatic hydrolysis, which uses commercially
available enzymes. However, this process can be carried out through enzymes
secreted by filamentous fungi. In this work, filamentous fungi that naturally colonized
sweet potatoes were studied. These were isolated, tested for enzymatic activity and
identified by microculture. 51 fungi from the pulp of sweet potatoes Beauregard and
BRS-Amélia were isolated, 27 of them showing the ability to hydrolyze starch. Of
these, six showed an enzyme index = 2.0 and were identified as Aspergillus sp and
Penicilium sp. The crude extract of the genus Aspergillus sp., showed the greatest
results in the conversion to glucose. This fact indicates the potential of these fungi in
the production of amylase, an important enzyme for the production of ethanol.

Keywords: starch; amylase; hydrolysis; ethanol; microorganisms
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1 INTRODUCAO

Um dos grandes desafios deste século é o desenvolvimento de fontes energéticas
limpas, obtidas a partir de fontes renovaveis viaveis aos meios de producéo,
acessiveis em relacdo aos custos e que ndo comprometam 0s ecossistemas, bem
como a saude humana.

No Brasil, tem sido crescente a expansao de uso de biomassa visando produgéo
de etanol e biodiesel, com finalidade de substituir ainda que parcialmente os
derivados de petréleo. Este, reconhecidamente como, ambientalmente problemético
e com reservas finitas. Pelo potencial brasileiro quanto a producdo de biomassa, a
pesquisa continuada para a diversificacdo da matriz energética brasileira se torna de
grande importancia.

O etanol (alcool etilico) € um dos principais alcoois existentes. Além da utilizacao
como combustivel, ele possui outras finalidades como no ramo farmacéutico e para
diversa outros processos industriais. No ambito do etanol, o Brasil é referéncia,
sendo o segundo maior produtor mundial através da cana de acUcar, porém, outras
fontes podem ser exploradas, sendo a batata-doce um exemplo.

A batata-doce (Ipomoea batatas L.) € hortalica tuberosa, subterranea, rustica e de
ampla adaptacdo. Possui em sua composicdo acgUcares simples como sacarose,
glicose, frutose e maltose, o sucesso da producéo de etanol pode se dar pelo grande
conteldo de amido. Porém para utilizacdo deste tipo de molécula existe a
necessidade da sua transformacédo em acucares. Denominada de hidrdlise, esta
transformacao consiste em ataque enzimatico ou quimico (acido), visando diminuir a
molécula de amido.

As amilases estdo entre as enzimas com maior importancia biotecnoldgica e
podem ser obtidas de diversas fontes. Os fungos filamentosos sdo conhecidos por
sua capacidade de produgcdo enzimatica e se destacam por secretarem enzimas
diretamente no meio, ndo necessitando de ruptura citoplasmatica. Uma grande
variedade de microrganismos produz glicoamilases, enzima capaz de hidrolisar
amido.

Existem dois métodos principais para a obtencdo enzimética de fungos
filamentosos: a fermentacdo submersa (FSm) e a fermentacdo em estado sélido
(FES). A FES é rota tecnologica interessante para reaproveitar residuos da

agroindustria, podendo gerar produtos de alto valor agregado bem como otimizar
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processo. A FSm é utilizada na maioria dos processos industriais para producao de
enzimas microbianas.

A utilizacdo de extratos brutos obtido nesses processos, em substituicdo a
enzimas comerciais purificadas, podem mitigar custos de producao.

Dessa forma, os objetivos deste trabalho foram selecionar e identificar fungos
com potencial para producdo de amilase e caracterizar enzimaticamente os extratos

brutos produzidos pelos melhores microrganismos isolados da batata-doce.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a produgdo de enzimas por fungos degradadores de amido, obtidos na
batata-doce, por diferentes rotas biotecnoldgicas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Isolar linhagens de fungos da polpa da batata-doce;

b) Avaliar a producdo de amilases de linhagens de fungos através da Fermentacao
em Estado Sdlido;

c) ldentificar e caracterizar morfologicamente fungos produtores de amilases;

d) Obter o extrato bruto de linhagens de fungos através da Fermentacdo Submersa;

e) Quantificar a glicose gerada a partir da acdo dos extratos brutos no amido.
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3 REVISAO BIBILIOGRAFICA

Decorrente do crescimento econdémico e tecnoldégico, a procura por fontes
energéticas, € desafio mundial. As atividades humanas consomem cerca de 13
bilhbes de toneladas equivalentes de petroleo (tep) por ano. Isto corresponde a uma
poténcia de 15 10' watts (GOLDEMBERG, 2017). Mundialmente, a matriz
energética € composta, principalmente, por fontes ndo renovaveis, como carvao,
petroleo e gas natural (Graficol) (AGENCIA INTERNACIONAL DE ENERGIA - IEA,
2018).

GRAFICO 1 - Matriz energética mundial, ano base 2016
Hidraulica Outros
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Fonte: IEA (2018)

A elevacdo nos indices de emissdes de gases de efeito estufa, creditados a
utilizacdo de combustiveis fosseis, segundo a maioria dos cientistas, tem causado
aumento da temperatura global e consequentes eventos climaticos extremos. Esta
situacdo tem mostrado a importancia sobre o debate a respeito do uso de energias
fosseis e a necessidade de se investir em energias renovaveis (OLIVEIRA et al.,
2016).

A forte tendéncia na producao de produtos renovaveis se deve ao fato de que
a maioria dos paises menos desenvolvidos estdo localizados entre os tropicos, onde
teoricamente a produtividade da agricultura pode ser o dobro do que em latitudes
temperadas; beneficiando diretamente estudos em bioenergia (COSTA, 2010).


https://www.iea.org/statistics/?country=WORLD&year=2016&category=Key%20indicators&indicator=TPESbySource&mode=chart&categoryBrowse=false&dataTable=BALANCES&showDataTable=true
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No Brasil, tem sido crescente a expansdo de uso de biomassa visando
producéo de etanol e biodiesel, com finalidade de substituir ainda que parcialmente
os derivados de petroleo. Cana-de-agucar, milho e outras gramineas perenes,
eucaliptos e outras espécies lenhosas, 6leos animais e residuos agricolas, séo
algumas opc¢des que, em conjunto, contribuem como matéria-prima (SOUZA, 2015).

O Brasil ja € lider mundial na geracéo elétrica a partir de fontes renovaveis,
além de possuir matriz diversificada, com importante participacdo de energias
alternativas, sendo a biomassa, provinda da pratica agricola, de fundamental
importancia. O potencial do biocombustivel no Brasil fortifica a sua posicdo como
influéncia global (RODRIGUES, 2017).

A hidroeletricidade tem sido a principal fonte de geracédo do sistema elétrico
brasileiro, representando 65% da capacidade instalada de seu parque gerador, e
80% da geracéo total em 2017 (EMPRESA DE PESQUISA ENERGETICA - EPE,
2018). Todavia, a bioenergia supera a energia hidrelétrica, quando somadas todas
as capacidades instaladas de energia primaria gerada a partir de biomassa
(biocombustiveis solidos, liquidos e gasosos) (Gréfico 2) (PEDROSO, 2018).

GRAFICO 2 - Matriz Energética Brasileira, Ano Base 2017
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Fonte: EMPRESA DE PESQUISA ENERGETICA (2018)

O Brasil apresenta alto potencial de exploracéo de biomassa de culturas anuais
para a producdo de energia (PIERRI, 2016). No que tange o comércio internacional

do principal biocombustivel brasileiro, o etanol, os maiores parceiros do Brasil sdo:


http://www.epe.gov.br/pt/publicacoes-dados-abertos/publicacoes/balanco-energetico-nacional-2018
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Estados Unidos, Unido Europeia e Japdo (COSTA, 2017). O Brasil € o segundo
maior produtor mundial, ficando atras apenas dos Estados Unidos, o qual produz
etanol de milho (ASSOCIACAO DE COMBUSTIVEIS RENOVAVEIS - RFA, 2018).

Em 2018, as emissdes de CO, do Brasil recuaram 4,9% (410,6 Mt), atingindo o
menor nivel desde o recorde de 2014, de 484,6 Mt. A Oferta Interna de Energia
(OIE) foi de 288,4 milhdes de tep (toneladas equivalentes de petréleo) em 2018,
mostrando um recuo de 1,7% em relacdo a 2017, e recuo de 5,6% em relacdo a
2014, ano recorde da OIE (305,6 Mtep) (BRASIL, 2019).

No BRICs (Brasil, Russia, india e China), por exemplo, o carvdo mineral é
responsavel por 50% da matriz energética, seguido do petréleo, responsavel por
20% de toda a energia consumida nos quatro paises. O Brasil é responsavel pela
producao de 7,2% da energia renovavel mundial (BRASIL, 2019).

Para produzir biocombustiveis, economicamente interessantes, a partir da
biomassa, a ciéncia das plantas e da quimica dos carboidratos sdo essenciais
(DUTTA, 2014). Apesar dos reconhecidos beneficios ambientais dos
biocombustiveis, muitas sdo as preocupacfes em relacdo aos impactos sobre a
biodiversidade, sobre os recursos hidricos e sobre a producdo de alimentos
(RIBEIRO, 2016). Assim, a prevencao ao avanco irrestrito das areas cultivadas com
culturas de bioenergia, deve ser considerada. Assegurar a protecdo do ambiente e
da biodiversidade, bem como garantir a cadeia produtiva de biocombustiveis no
Pais, sdo temas em constante discussdo no ambito das energias renovaveis
(COSTA, 2010).

Dessa forma, torna-se interessante a pesquisa continuada para a
diversificacdo da matriz energética brasileira, uma vez que o pais possui grande
potencial. Exemplo seria a cultura da batata-doce, normalmente relegada a segundo
plano, essa pode ser opc¢ao para a producdo de etanol em varias regides do Brasil,
por ser uma planta rastica, de facil manuseio e com grande diversidade genética
(BLANK, 2017).

3.1 ETANOL
O etanol (&lcool etilico) € um dos principais alcodis existentes, possui

formula quimica C,HsOH, representando uma das alternativas para a substituicdo

dos derivados do petréleo (SANTOS, 2013). O bioetanol € um biocombustivel
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proveniente da fermentacdo e da destilagdo, podendo ser produzido a partir de
varias matérias-primas biologicas agucaradas ou amilaceas (COSTA, 2010). A sua
importancia como biocombustivel se deve principalmente por ser produzido a partir
de produtos agricolas, renovaveis, proporcionando menores quantidades de CO; na
atmosfera (ZANARDI, 2016).

O etanol combustivel pode ser produzido a partir de diversas fontes
vegetais, como milho, mandioca, beterraba e sorgo, mas, em climas tropicais, a
cana-de-acucar € a que oferece mais vantagens energéticas e econdmicas
(AGENCIA NACIONAL DO PETROLEO - ANP, 2018). De acordo com a matéria-
prima o bioetanol pode ser classificado como de primeira, segunda, terceira ou
guarta geracdo (MARTINS, 2019).

Pode ser sintetizado a partir de matérias-primas sacarineas, principalmente
da cana-de-acUcar (primeira geracdo), ou de materiais amilaceos e da biomassa
lignocelulésica, que seria o etanol de segunda geracdo (SCHIRMER et al., 2017). O
etanol de terceira e quarta geracdo sao produzidos a partir de biomassa modificada
estruturalmente (MARTINS, 2019).

Na década de 1970, duas crises deram origem a producdo de etanol no
Brasil. A crise do petréleo e a crise na indastria canavieira do acucar. Assim o
Governo Federal, em 1975, criou o Programa Nacional do Alcool (Proalcool), o qual
tinha como objetivo aumentar a producdo de etanol e reduzir a importacdo de
petréleo (GILIO, 2016).

No periodo de 1979 a 1985, o programa evolui e passou a promover o uso do
etanol combustivel em automoveis, elevando significativamente a participacéo deste
na matriz energética do pais, substituindo assim o uso de parte da gasolina
(PEREIRA, 2016).

O Brasil destaca-se como maior produtor mundial de bioetanol a partir cana-
de-acucar (MASSON, 2015). Esse combustivel esta inserido no mercado nacional
como etanol anidro (AEAC) e etanol etilico hidratado combustivel (AEHC) (RIBEIRO,
2016). Para manter esse perfil, justifica-se o estudo e dominio da tecnologia que
inclua novas matrizes (espécies vegetais) energéticas com a eficiéncia de producao
e rendimento em alcool (EMPRAPA, 2012).

Os Estados Unidos produzem etanol combustivel a partir de hidrélise do
amido do milho (LOPES, 2018). A mandioca, que também possui alto conteudo de

amido, € uma das culturas agricolas utilizadas na Tailandia (LOMTHONG, 2016). Na
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fécula de mandioca, aproximadamente 19 % dos granulos de amido se constituem
em amilose e 81 % de amilopectina (VILHALVA, 2013). Na China, a batata-doce é a
principal cultura para obtencéo de bioetanol (PENG, 2013). Os tubérculos de batata
andina (Solanum tuberosus L.) representam alternativa para a producéo de bioetanol
em algumas regides da Europa (TASIC, 2009).

A industria do etanol & base de amido tem se mostrado comercialmente
viavel, ao longo dos anos. Nestes houve melhora significativa na eficiéncia das
leveduras, enzimas e na qualidade e quantidade de biomassa (SCHWEINBERGER
et al., 2016). A producédo de etanol a partir de culturas amildceas é pouco difundida
no Brasil.

A cana-de-acucar € o mais produtivo insumo para a producdo de etanol, isso
da ao Brasil grande vantagem, visto que a produtividade média de geracao de etanol
por hectare de cana é em média 7500 litros (RODRIGUES, 2017). A oferta mundial
de etanol de cana-de-aglcar esta em expansao, e outras nacdes estao despertando
para esse combustivel renovavel de menor custo, enquanto os Estados Unidos
estdo aumentando a producdo de etanol de milho, com custo mais elevado
(GUEVARA, 2017).

Do ponto de vista ambiental, a utilizacdo de etanol como alternativa a gasolina
se torna um fator interessante, tendo em vista a reducdo na extracdo de petréleo e
na emissao de poluentes na atmosfera (RIBEIRO, 2016). Em 2019, a Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB) confirmou recorde na producao brasileira de
etanol de cana-de-acucar, com 33,14 bilhées de litros. Aumento de 21,7% ou 5,9
bilndes de litros em relagéo a 2018 (CONAB, 2019).

Na safra 2019/20, a area total de cana-de-acucar a ser colhida esta estimada
em 8.384.4 mil hectares. Sdo Paulo € o Estado com maior producédo nacional. A
estimativa de producado de etanol total de cana-de-acucar é 30,3 bilhdes de litros e a
estimativa de etanol total de milho é 1,35 bilh&o de litros, representando um
acréscimo de 70,3% em relagcéo ao exercicio anterior (CONAB, 2019). A partir deste
dado, pode-se salientar que a cultura do milho tem se tornado parte da matriz
energética nacional, cooperando para a sua diversidade.

Algumas cultivares de batata-doce podem apresentar indices duas vezes
maiores do que a cana-de-agUcar no que se refere a producéo de etanol (SILVEIRA,
2008). Enquanto 1 hectare de cana-de-agucar gera 90 toneladas de biomassa,

podendo chegar a 7 mil litros de etanol, 1 hectare de batata-doce rende de 30 a 40
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toneladas de biomassa, gerando de 6 a 10,467 litros de etanol (SILVEIRA, 2008;
ROS, 2017). Uma tonelada de cana-de-acglicar gera de 67 a 89 litros de etanol e
uma tonelada de batata-doce chega a produzir 130 litros de etanol (ROS, 2017).

A seguranca alimentar e a seguranca energética sdo tematicas importantes
na contribuicdo da agricultura familiar para o desenvolvimento rural & partir da
agroenergia, uma vez que a producao de batata-doce pelo pequeno agricultor € uma
alternativa viavel, somando-se a rusticidade do plantio desta biomassa e 0 seu
grande potencial biotecnolégico (LUDTKE, 2015). A diversificacdo da matriz
energética nacional além de representar uma grande importancia para o
desenvolvimento sustentavel do Pais, representa geracdo de emprego e renda

também aos produtores pertencentes a agricultura familiar (SILVEIRA, 2007).
3.2 BATATA-DOCE

A batata-doce é uma hortalica tuberosa de facil cultivo, rastica, de ampla
adaptacdo, com alta toleréncia a estresse hidrico, tudo isso resultando em baixo
custo de producédo (FIGUEIREDO, 2012), pela produtividade e pelo contetdo de
amido apresenta grande potencial para desenvolvimento tecnologico. Sob condicbes
ideais de cultivo, a colheita pode comecar com 90 dias apés o plantio (BLANK,
2017).

Recebe o nome cientifico de Ipomoea batatas (L) Lam; € uma espécie
dicotiledbnea e pertence a familia das Convolvulaceae, apresentando grande
variedade genotipica e fenotipica; com 50 géneros e mais de 1000 espécies
(SANTOS, 2015). A espécie Ipomoea batatas € originaria de regifes tropicais de
baixa altitude na América do Sul (FILGUEIRA, 2007; SILVA, 2013). A batata-doce foi
domesticada ha cerca de 5000 anos na América Tropical (AUSTIN, 1988; YEN,
1982).

Na época das viagens de Colombo, a batata-doce era extensamente cultivada
nas Ameéricas Central e do Sul e em algumas ilhas do Pacifico (RAVEN, 2011).
Posteriormente a Colombo, a batata-doce passou a ser largamente comercializada e
tornou-se cultura importante na Africa e na Asia.

A intervencdo humana na domesticagdo da batata-doce e a posterior selecao

artificial, bem como a ocorréncia de mutacdes e hibridacdes naturais, resultaram na
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geracdo de ampla variabilidade de caracteres qualitativos e quantitativos (WOOLFE,
1992).

E cultivada em 111 paises, aproximadamente 90% da producéo é obtida na
Asia, apenas 5% na Africa e 5% no restante do mundo (LOW, 2009). Apenas 2% da
producdo estdo em paises industrializados como os Estados Unidos e Japédo
(WOOLFE, 1992).

A China representa 65,3% da producdo mundial de batata-doce (FAO, 2018).
Mais de 105 milhdes de toneladas de batata-doce sdo colhidas no mundo a cada
ano (CHI-RUEI et al., 2017). Mundialmente, a batata-doce é classificada na sétima
posicdo de consumo, ao lado do arroz, trigo, milho e mandioca (CAMPBELL et al.,
2017).

O Brasil € o principal produtor de batata-doce da América do Sul (FAO, 2018),
com uma producdo anual de 3 milhdes de toneladas, sendo que os Estados do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Bahia e Parana apresentam maior producédo, com
cerca de 10 toneladas por hectare (OLIVEIRA, 2016). Essa cultura € produzida em
pequena e larga escala nas mais diferentes regibes do pais e com graus de
tecnologia bastante diversificados. E disseminada na maioria das regifes brasileiras,
pois apresenta ampla adaptacdo edafoclimatica (MIRANDA, 1995). Em 2017 foram
cultivados 54.123 hectares com producéo de 776.285 toneladas de batata-doce no
Brasil, deste total, 23,07 toneladas por hectare foram produzidas no Parana
(NEUNFELD, 2019).

Possui grande aceitagcdo popular, pode ser empregada na alimentagcao
humana, animal e como matéria-prima nas industrias de alimentos, tecidos, papel,
cosmeéticos e combustiveis (MIRANDA et al., 1984 e CARDOSO et al., 2005). A
batata-doce pode ser consumida cozida, assada ou frita, ou como ingrediente de
paes e bolos (SILVA et al., 2002).

A batata-doce encontra-se entre os 12 produtos considerados fundamentais
como fonte basica de alimentos para populacdes de baixo poder aquisitivo. Por ser a
mais utilizada e apresentar maior teor de proteina ocupa o primeiro lugar entre as
principais culturas alimentares do terceiro mundo (CAVALCANTE, 2017).

E uma planta herbacea, a grande maioria apresenta caule prostrado, com
ramificacdes, pode atingir seis metros de comprimento, possui folhas com peciolos
longos, de tamanho, cor e pilosidade distintos. A casca e a polpa podem apresentar

coloracbes variaveis de roxo, salmao, amarelo, creme ou branco (HUAMAN, 1991).
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A coloragdo roxa deve-se a presenca de antocianina. O sistema radicular € amplo e
complexo. Existe raiz de dois tipos: a raiz absorvente, responsavel pela absorcéo de
agua e extracdo de nutrientes do solo; e a de reserva ou tuberosa, parte de
interesse econdmico (MIRANDA, 1995).

As raizes tuberosas de batata-doce apresentam periderme (casca externa)
protetiva, cortex (casca interna) e polpa (FOLQUER, 1978). Assim, a batata-doce
explora maior volume de solo, absorvendo agua em camadas mais profundas do
que a maioria das hortalicas. As raizes podem apresentar o formato redondo,
oblongo, fusiforme ou alongado. O desenvolvimento das raizes tuberosas é
beneficiado por temperatura noturna amena e por fotoperiodo curto (FILGUEIRA,
2007).

Tanto as raizes como as ramas podem ser destinadas a alimentacdo animal,
principalmente de bovinos e suinos, seja in natura ou conservadas. As ramas in
natura ou conservadas e residuos do processamento; raspas e pedacos nhao
aproveitados de batatas processadas, também podem ser utilizadas na alimentacéo
animal (FIGUEIREDO et al., 2012).

A batata-doce pode produzir sementes botanicas, porém sao raramente
observadas no campo, pois as raizes geralmente s&do colhidas antes do
florescimento da planta. A propagacdo é vegetativa, por meio de ramas novas,
obtidas em viveiros, onde sédo plantadas as batatas-sementes selecionadas, inteiras
ou em metades, ou ainda por sementeiras protegidas e depois replantadas no
campo. Em funcdo de sua rusticidade e adaptacdo, é uma cultura que se enquadra
perfeitamente no sistema de agricultura familiar (SILVEIRA, 2008).

A composicdo quimica da batata-doce pode variar com a cultivar, condi¢cdes
climaticas, época da colheita, tratos culturais, duracdo e condicbes de
armazenamento (SILVA et al., 2002). A raiz tuberosa acumula reservas ricas em
carboidratos e vitamina A, s&o boas reservas de vitaminas do Complexo B, além de
poderem apresentar vitamina C, antocianinas, retinol, tiamina, riboflavina, niacina e
acido ascorbico (CEREDA, 2002). Sais minerais também podem ser encontrados
como: célcio, fosforo, ferro, sodio e potassio. Possui alto valor nutritivo pelo seu
conteudo de carboidratos, com teores que variam de 13,4 a 29,2%, principalmente
amido, 4,8 a 7,8% de acucares soluveis, 2,0 a 2,9% de proteinas e 0,3 a 0,8% de
gorduras (SOARES et al., 2002) e grande versatilidade sensorial: cores de polpa,
sabor e textura (VIZZOTTO et al., 2018).
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Sendo assim a composi¢cdo Unica da batata-doce contribui com diversos
beneficios para a saude, como os efeitos antioxidante, hepatoprotetor, anti-
inflamatorio, antitumoral, antidiabético, antimicrobiano, anti-obesidade, anti-
envelhecimento (SUNAN et al., 2016).

O sucesso da producdo de etanol a partir da batata-doce depende da
conversdo do amido em acUcares fermentesciveis, através da hidrélise enzimatica.
Embora o amido seja o componente de maior interesse, a batata-doce possui,
também, em sua composicado acucares simples como sacarose, glicose e maltose,
tornando-a ainda mais atrativa para a producao de etanol (DEWAN et al., 2013).

Para o uso industrial na producéo de etanol, as variedades de batata-doce
podem ser colhidas posteriormente, uma vez que o0 interesse principal é obter
grandes quantidades de matéria seca e altos niveis de carboidratos, o que resulta
em maiores rendimentos de etanol combustivel (BLANK, 2017).

As batatas-doces desenvolvidas para a producéo de bioenergia devem ser
selecionadas com base no teor de amido e na produtividade agricola (DUVERNAY
et al., 2013). O alcool de batata-doce apresenta excelente qualidade com graduacéo
de 94 a 98 °GL podendo ser utilizado na industria alimenticia, na produgcédo de
biocombustivel veicular e também na producdo de cosméticos, devido a alta
qualidade do etanol extraido (LOPES, 2018; CAMARGO, 2013).

O amido é constituido basicamente por dois compostos, a amilose e a
amilopectina, os quais se encontram distribuidos em regifes cristalinas e amorfas
alternadas (Figura 1).

O amido de batata-doce é considerado mais complexo do que os amidos de
cereais, tornando a hidrolise mais dificil (LAREO et al., 2013). O teor de amido nas
raizes de batata-doce, em base Umida, varia de 20 a 30% (SRICHUWONG, 2012).



26

Figura 1 - Estrutura do amido com as moléculas amilose e amilopectina
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Fonte: Masina et al. (2017)

Uma vantagem para o uso da batata-doce é o rendimento em etanol através
do teor de amido por unidade de area em comparacdo com o milho (Tabela 1)
(DUVERNAY et al., 2013). A partir de algumas variedades industriais de batata-doce
€ possivel obter um rendimento de 4500-6500 litros de etanol por hectare,
comparando a 2600-3800 litros obtidos através do milho (DUVERNAY et al., 2013;
PEREIRA et al., 2015).

Tabela 1 - Produtividade nacional e rendimento anual de diversas fontes de
carboidratos e etanol

Rendimento de alcool

Fontes de Produtividade Teor de Litros de etanol / Litros /
Carboidratos de matéria- Carboidrato toneladas de hectare
prima (t/ha/ano) (%) matéria-prima
Cana-de-agucar 75 14 94 7046
Sorgo sacarino- 80 12 81 6442
colmo

Milho 5 80 537 2684
Batata-doce 12 31 208 2496
Mandioca 14 25 168 2349
Sorgo - gréo 3 65 436 1308

Fonte: Taborda (2015)

As Dbatatas-doces melhoradas para a producdo de bioenergia sao
selecionadas com base no teor de amido e na produtividade agricola embora
possam, ainda, ser utilizadas na alimentacdo humana e animal (DUVERNAY et al.,
2013; SANTANA, 2013; TABORDA et al., 2015; VIEIRA et al., 2015). Assim o estudo
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de tecnologias que visem realizar a hidrélise do amido de batata-doce, torna-se de
suma importancia.

Em estudos com varios gendtipos de batata-doce para consumo humano,
producado de etanol e alimentacdo animal, observou-se que oito clones eram viaveis
para uso na producdo de etanol. Neste caso o custo de producdo de alcool de
batata-doce seria menor do que o produto da cana-de-agucar (GONCALVES NETO
et al., 2011).

3.3 HIDROLISE DO AMIDO

Existem duas rotas principais que normalmente sdo empregadas para a
obtencdo de etanol de culturas amildceas. A rota enzimética, onde séo utilizadas
enzimas, e a rota quimica, onde séo utilizados acidos inorganicos (PEREIRA, 2016).

A hidrolise acida € um método direto e rapido (OLIVEIRA, 2016). Uma das
vantagens para a utilizacdo da hidrélise acida seria o menor tempo de conversao
(WANG e COPELAND, 2015) e a obtencdo de quantidades consideraveis de
acucares, a partir de biomassas complexas (PEREIRA, 2015). Alguns dos acidos
mais utilizados para a producdo de etanol, através da hidrolise &cida, sdo acido
sulftrico (H,SO,4) e acido cloridrico (HCI), embora a utilizacdo dos acidos fosforico
(HsPO,4) e nitrico (HNO3) tém apresentado melhores resultados econbémicos em
relagdo a hidrélise com o HCI e a hidrdlise enzimética (OLIVEIRA, 2016).

Ainda que o tempo de conversdo seja mais curto, a hidrolise 4cida tem como
desvantagens a necessidade da neutralizacdo no final do processo. A fim de néo
inibir a posterior fermentacao, a corrosao de equipamentos e a geracao de acucares
néo fermentaveis o subproduto da reacéo deve ser neutralizado (CEREDA, 2002).

A utilizacdo da hidrélise enzimatica apresenta como vantagens, o controle da
hidrélise, com menor risco de contaminacéo devido a temperatura elevada e ao pH e
as condi¢cbes sdo mais simples, permitindo o reaproveitamento do co-produto além
da maior produtividade em etanol mediante menor perda de amido residual no
processo (SILVEIRA, 2007; CAMARGO, 2013). Oferece potencial de reducéo de
custos em longo prazo, sendo possivel atingir rendimentos proximos dos
estequiométricos em condicbes menos criticas de temperatura, pressdo e
agressividade quimica (PEREIRA, 2015).
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A obtencdo de etanol de batata-doce obedece a linha semelhante a da
mandioca, tendo inicio com a lavagem das raizes, fragmentagdo, aquecimento,
sacarificacdo, fermentacdo e destilacdo. A sacarificacdo (hidrolise) €, atualmente,
passo decisivo para o uso biotecnoldgico da biomassa (HORTA, 2018). Além disso,
as enzimas podem ser empregadas, geralmente, em concentragbes muito baixas,
sendo desnecessario processo de remoc¢do das mesmas ao final do processo
(ZAVAREZE, 2009).

Entre as propriedades mais importantes da catalise enzimatica esta sua
especificidade, muito maior do que a da catélise quimica, quanto a reacdo e quanto
ao substrato, sendo outra vantagem da hidrélise enzimatica (TORRES et al., 2012).

O processo de sacarificacdo do amido € forma alternativa de produzir etanol
diretamente de matérias-primas amilaceas, neste caso pode-se mitigar custos
(IZMIRLIOGLU, 2016). Geralmente, isso ocorre em duas etapas enziméaticas:
hidrélise, usando a a-amilase (~86-96°C) e sacarificacdo, por adicdo de
amiloglucosidase (AMG) (~50-60°C) (FERRARI, 2013), (Figura 2).

Existem diferentes fatores que podem influenciar o rendimento da hidrélise
enzimatica, dentre os quais se pode destacar o pH, temperatura, teor de sélido,
relacdo enzima-substrato, entre outros (HORTA, 2018).

O desenvolvimento de processos de hidrolise enzimética que sejam viaveis
economicamente estad relacionado com a quantidade de materiais amilaceos
disponiveis na natureza. As batatas-doces produzem amilases, e estas enzimas
presentes naturalmente, podem ser usadas para Vviabilizar a hidrélise
(SCHWEINBERGER et al., 2016). Enzimas amiloliticas, amido sintase e enzima de
ramificacdo de amido, foram isoladas, fracionadas e purificadas a partir de
tubérculos de batata inglesa (Solanum tuberosum) em grande escala e com altos
rendimentos (RUPENDRA, 2010).

O processo enzimatico necessario para a producdo de bioetanol a partir de
matérias-primas a base de amido é oneroso (PEREIRA et al., 2017). Assim, é de
suma importancia o estudo de alternativas que visem minimizar os custos de
producdo do etanol a partir de matérias-primas amilaceas. Embora o processo de
sacarificagdo possa ser conduzido com enzimas comerciais, o estudo de
microrganismos produtores de enzimas pode ser uma alternativa e se faz necessario
(IZMIRLIOGLU, 20186).
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Figura 2. Fluxograma da producao de etanol de batata-doce
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Fonte: Pavlak et al. (2011)

Apds o processo de pré-sacarificacdo e sacarificacdo ocorre a fermentacéo
com a utilizacdo de leveduras especificas. A fermentacdo do hidrolisado de batata-
doce (mosto) durante a producéo de biocombustivel € um processo biolégico no qual
o acucar (hexose) é convertido em etanol pela acdo de diferentes leveduras
(PAVLAK, 2011).

Durante o processo de fermentag&o, ocorre a degradacdo de moléculas de
acucar, por microrganismos denominados leveduras. A glicose € convertida em
piruvato pela glicdlise e o piruvato é convertido em etanol e CO, (LEHNINGER,
2002). Primeiramente o piruvato € descarboxilado em uma reacdo irreversivel
catalisada pela enzima piruvato-descarboxilase. Posteriormente, o acetaldeido é
reduzido a etanol através da acdo da 4&lcool-desidrogenase, com o NADH,

fornecendo poder redutor (Figura 3) (MARTINEZ, 2016).



30

Figura 3. Reacgédo de reducéo do etanol na fermentacéo alcoodlica
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Fonte: Lehninger (2002)

As leveduras mais utilizadas no processo sdo da espécie Saccharomyces
cerevisae (THATOI, 2014). Estas sdo comumente classificadas em alta fermentacéo
(tipo ale) e baixa fermentacédo (tipo lager), as leveduras de alta fermentacao
emergem para a superficie, carreadas pelas bolhas de CO,, ja as leveduras de baixa
fermentacdo se depositam no fundo da dorna no final do processo fermentativo
(PEREIRA et al., 2017).

Os principais parametros que influenciam no processo de fermentacdo
alcodlica sdo o pH, a temperatura, os acucares redutores totais, a concentracao
celular da levedura e o tipo de reator (RIBEIRO, 2016). Klomklieng e
Prateepasen (2011) produziram etanol a partir de 15% p/v de melago usando
Saccharomices cerevisae M30, produzindo 15,6% do biocombustivel. A levedura
Kluyveromyces marxianus DMKU-KS07 também é frequentemente usada para
converter acucares fermentaveis (glicose, maltose) em etanol em altas temperaturas
(LOMTHONG, 2016). A via fermentativa é a mais utilizada no mundo, o Brasil

domina a tecnologia de producao de etanol por via fermentativa (ZANARDI, 2016).

3.4 FUNGOS FILAMENTOSOS E A PRODUCAO ENZIMATICA

Os fungos filamentosos sdo conhecidos por sua capacidade de producdo
enzimatica e se destacam por secretarem enzimas diretamente no meio de cultura,
ndo necessitando de ruptura citoplasmatica para liberagdo (STROPARO, 2012).
Glucoamilases, celulases, lipases, glicose-oxidases, pectinases, amilases e
proteases sdo apenas alguns exemplos da gama de enzimas produzidas por estes
microrganismos (MARTINS, 2019; ALMEIDA et al., 2017).
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Varios organismos secretam coquetéis de “enzimas livres”, em que varias
proteinas se difundem independentemente umas das outras e trabalham
sinergicamente para degradar biomassa (DUTTA, 2014). Uma grande variedade de
microrganismos produz glucoamilases para hidrolisar amido (MARQUES et al.,
2013).

Os fungos do género Penicillium sp. e Aspergillus sp. constituem um grupo de
microrganismos que sao capazes de sintetizar metabdlitos. A maioria das espécies
destes géneros sdo denominados “bolores”, geralmente saproéfitas e comumente
encontrados na matéria organica. Porém muitas vezes Aspergillus sp. e Penicillium
sp. provocam podridées em frutas, bulbos e tubérculos (SILVEIRA, 1981).

Apos a descoberta de que certos microrganismos podem produzir enzimas,
pode-se desenvolver processos técnicos para a producdo de enzimas microbianas
em escala comercial (SPIER, 2005). A maioria das enzimas comerciais sdo de
origem fungica (DUTTA, 2014).

A partir da bioprospecc¢ao pode-se realizar a busca sistemética por organismos,
genes e enzimas que tenham potencial econémico e, eventualmente, levam ao
desenvolvimento de um produto, extraindo valor econdmico da biodiversidade.
(SACCARO JUNIOR, 2011).

Um dos processos biotecnoldgicos para avaliar a producdo de enzimas através
de microrganismos é a fermentacdo. Pode-se descrever a fermentacdo, do ponto de
vista bioquimico, como um processo metabdlico de obtencédo de energia a partir de
compostos organicos (BOURDICHON, 2012). Os microrganismos mais utilizados
sdo bactérias e fungos leveduriformes, embora fungos filamentosos ocupem
importantes nichos especificos nesta area (TAKAHASHI, 2017).

Existem dois métodos principais para a obtencdo enzimatica por fungos
filamentosos: a fermentacdo submersa (FSm) e a fermentacdo em estado sélido
(FES) (PIROTA, 2015; RODRIGUES, 2016). A FSm é utilizada na maioria dos
processos industriais para producéo de enzimas microbianas (FLORENCIO et al.,
2017).

A FES também é empregada na producao de diversos tipos de enzimas. Este
processo, aléem de geralmente ser mais eficiente que a FSm, permite a utilizacédo de
diferentes residuos agroindustriais como substrato para o crescimento microbiano,
0S quais muitas vezes sao descartados (ARAUJO, 2018). As condi¢cbes de cultivo

sdo mais parecidas com o habitat natural dos fungos filamentosos, e dessa forma os
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fungos estdo mais adaptados para crescer e excretar maior quantidade de enzimas
(MELO SANTOS, 2008). Na FES, a producao de enzimética por fungos filamentosos
é afetada pela linhagem fangica, pH, temperatura e meio de cultura (CUNHA et al.,
2016).

Desenvolvido na tentativa de unir as vantagens dos processos de cultivos
convencionais (FES e FSm), a fermentacdo sequencial (FSeq) é baseada na
preparacdo do pré-cultivo no estado solido com posterior transicdo para o estado
submerso (Figura 2) (FLORENCIO et al., 2017).

Figura 4 - Processos fermentativos realizados por microrganismos para a producao
de enzimas microbianas (FES, FSm, FSeq)

Fermentacio em estado solido (FES) Fermentacio Submersa (FSm) Fermentacio Sequencial (FSeq)
[Etapa de produgio enzimética] [ Pré-cultivo sélido ]
Incubacdo estdtica Incubacdo estatica
a partir de 48h 24h
Etapa de extragio enzimatica Pré-cultivo submerso Pré-cultivo submerso
(armazenamento) (auséncia de substrato s6lido) (presenca de substrato sélido)

l Incubacdo agitada ‘
48h

Etapa de producio enzimatica

!

[Etapa de extracio enziméﬁca}

(armazenamento)

Fonte: Florencio et al. (2017)

A morfologia de crescimento fungico difere de acordo com as condi¢fes de
cultivo. As principais vantagens para o uso de microrganismos na producdo de
enzimas amilaceas € que se pode utilizar residuos industriais, sendo um meio
econdmico na producdo enzimética e de facil manipulagdo dos microrganismos para
se obter enzimas com as caracteristicas desejadas (MOGES, 2019).

Em uma tentativa de mitigar os custos de producdo, extratos brutos de
microrganismos podem ser usados em substituicio a enzimas purificadas
(PEREIRA, 2017).
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3.5 ENZIMAS

Enzimas sdo proteinas que catalizam reac¢des quimicas, pelas quais moléculas
sdo degradadas, a energia quimica é conservada e transformada e 0s compostos
bioldgicas sdo sintetizados a partir de moléculas precursoras simples (LEHNINGER,
2002). Devido & caracteristica de especificidade das enzimas, cada substrato possui
uma enzima respectiva. No caso do amido, sdo as amilases as responsaveis pela
sua quebra (SOARES, 2010).

As enzimas foram descobertas no século XIX, aparentemente por Louis
Pasteur (1822-1895). Apo6s estudos, Pasteur concluiu que a fermentacao de acucar
em alcool pelas leveduras é catalisada pelas enzimas, as quais ele chamou de
“fermentos”. Ocorrem em todos os organismos desde os procariotos mais simples,
aos eucariotos mais evoluidos. Sdo substancias complexas formadas por polimeros
de aminoacidos. Embora a maioria das enzimas sejam endocelulares, algumas sao
exocelulares e sdo excretadas para fora da célula viva, como por exemplo, as
amilases fungicas (SPIER, 2005).

A aplicacdo de enzimas (intracelulares e extracelulares) em uma biomassa
correta pode ser boa alternativa para a producdo de biocombustiveis (DUTTA,
2014).

As enzimas amilaceas podem ser utilizadas de diversas formas, séo
amplamente empregadas na industria téxtil, na fabricacdo de bebidas fermentadas e
na obtencdo de acuUcares (ALMEIDA et al., 2017). As amilases estdo entre as
enzimas com maior importancia biotecnolégica e podem ser obtidas de diversas
fontes, sendo o fungo Aspergillus niger, um dos principais produtores (SOARES et
al., 2010).

As enzimas amilaceas, importantes no grupo de glicidios hidrolisados, podem
ser divididas em trés grupos: as a-amilases, as p-amilases e as glucoamilases. A
agao da a — amilase sobre a amilose consiste no ataque aleatério e rapido do
substrato, resultando em maltose e maltotriose em seguida uma etapa mais lenta
permite a formagéao de glicose e maltose (GUANDALINI, 2007).

O fungo Aspergillus sp. é responsavel por cerca de 30% da produgdo mundial
de enzimas amilaceas, ocupando o segundo lugar, logo apdés as enzimas
proteoliticas, as quais clivam ligagbes peptidicas, gerando peptideos menores e
aminoacidos livres (SOUZA; MAGALHAES, 2010). As amilases microbianas s&o
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produzidas por microrganismos como fungos e bactérias, sdo muito utilizadas pelo
setor industrial, por apresentarem bom custo-beneficio e por serem produzidas
rapidamente pelos microrganismos, grande variedade catalitica e facil manipulacéo
genética e ambiental (ROCHA, 2010).

Cerca de 110 fungos foram isolados do solo na Floresta Wof Washa, no norte
de Shoa-Etidpia, e testados com relacdo a producédo de amilase, destes, 25% foram
considerados produtores da enzima, sendo que dos isolados que apresentaram halo
de hidrdlise, nove foram considerados promissores, o0 isolado 46, destacou-se na
producado enzimatica e foi identificado como Penicillium sp. (MOGES, 2019).

O estudo de trés espécies de Trichoderma spp. mostrou que estes
apresentam conjunto de 80 proteinas e destas 19 estdo envolvidas na producéo e
secrecdo enzimatica. Para maior compreensdo da acdo dessas proteinas, a
avaliacdo molecular de linhagens fungicas com potencial enzimatico torna-se
interessante para melhor entender a relacdo entre as enzimas (HORTA, 2018).

O extrato bruto do fungo Aspergillus niger, contendo amilase, obtido utilizando
casca de batata-doce como biomassa para a hidrolise, mostrou-se eficiente em
hidrolisar o amido, alcancando niveis consideraveis, com 78,33% de conversdo em
glicose (PEREIRA, 2015). Enquanto que, 95% de 150 g L™ de farinha de mandioca
foram hidrolisadas utilizando um coquetel enzimatico produzido por Penicillium sp. a
50°C por 72 horas com produtividade de 1,98 g L™ h™* (HAI-JUAN, 2010).

As enzimas ramificadas sdo enzimas ativas em carboidratos pertencentes a
familia da a-amilase. Esta familia compreende hidrolases, transglicosilases e
iIsomerases tais como a-amilases, a-glucosidase e pululanase (SHUPENG, 2014).
Um gene (TcGBE) que codifica uma enzima ramificada de glicogénio de
Thermomonospora curvata foi expresso em Escherichia coli, purificado e analisado
bioquimicamente. A enzima mostrou maior especificidade para amilase com uma
atividade especifica de 90,28 U mg™. Esta enzima recombinante pode atuar no
amido de milho, possuindo especificidade ao substrato, sendo que a atividade
enzimatica foi menor no amido de batata e no de trigo (QIN FAN, 2016).

A hidrélise do amido bruto de mandioca, usando a glicoamilase de Aspergillus
awamori expressa em Saccharomyces cerevisiae foi verificada. O teste de atividade
de glicoamilase em placa mostrou que S. cerevisiae recombinante é capaz de

degradar o amido de mandioca sem a necessidade de pré-tratamento acido ou
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cozimento. A levedura recombinante foi capaz de formar 2,7 g L™ de biomassa,
aproveitando 90% do amido (MARQUES et al., 2013).

A bactéria filamentosa termofilica Laceyella sacchari LP175, isolada do solo da
Tailandia, € uma cepa potente que demonstrou alta eficiéncia na producdo de
enzimas degradantes do amido de mandioca. A concentragdo maxima de glicose
liberada, 141,6 g L™, equivalente a 60% de sacarificacdo de amido, foi encontrada
utilizando enzimas amiloliticas (LOMTHONG, 2016).

Para avaliar os extratos brutos de Trichoderma reesei e Aspergillus niger
cultivados em processos de fermentacdo submersa e sequencial foram realizadas
analises protedmicas. O processo sequencial para o cultivo de A. niger proporcionou
de 3 a 8 vezes mais atividades de xilanase e B-glucosidase, respectivamente, do
que atividades correspondentes do processo submerso (FLORENCIO et al., 2016).

Vérios fatores e suas combinacdes afetam o processo de producdo enzimatica
(substratos, inibidores, faixa de ph, temperatura, etc.), e podem gerar diferentes
enzimas (HORTA, 2018).

As enzimas envolvidas na desconstrucdo de polissacarideos estdo agrupadas
na base de dados “Carbohydrate-active enzymes database” (CAZy) baseadas na
comparacdo das sequencias de aminoacidos, estruturas 3D e mecanismos
cataliticos (FLORENCIO et al., 2017). O banco de dados de enzimas CAZy foi
lancado em 1999 para fornecer acesso online e constante atualizacdo a
classificacdo da familia das Cazymes (LOMBARD, 2014).

Para caracterizar extratos brutos produzidos por Trichoderma spp., Horta,
(2018) utilizou a espectrometria de massa, sendo identificadas um total de 397
proteinas. Os perfis das proteinas identificadas foram comparadas com o objetivo de
detectar similaridade entre as amostras de cada espécie e assim classificadas como
CAZyme.

A concentragcdo de enzimas é fator fundamental na hidrdlise de derivados
amilaceos e interfere substancialmente no processo. Encontrar a concentragao ideal
para o processo caracteriza hidrolise eficiente (TORRES, 2012). A contribuicdo dos
custos de enzimas para a economia na producdo de biocombustiveis € um tépico
muito debatido (KLEIN-MARCUSCHAMER, 2011).

Para garantir viabilidade do processo de conversdo de amido em etanol, é
fundamental reduzir o custo de enzimas utilizadas na etapa de hidrélise da biomassa

(PIROTA et al.,, 2015). De acordo com o fabricante Novozymes (2018) a enzima
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Liquozyme Supra 2.2X custa R$ 55,97 o kg e a enzima AMG 300mL chega a custar
R$ 43,39 o litro, ambas sdo recomendadas nas etapas de pré-sacarificacdo e
sacarificacdo de matérias-primas amilaceas, sendo que 1 mL de cada enzima é
utilizada em 1 kg de batata-doce na conversao do amido em etanol.

Na producédo do etanol lignoceluldsico, as enzimas microbianas também séo
importantes, pois conseguem romper a parede celular complexa de determinados
vegetais. Um dos grupos mais importantes de enzimas na degradacéo de biomassa
lignoceluldsica, sdo as celulases, um complexo enzimatico cujas enzimas atuam
sinergicamente na transformacao da celulose em monémeros e dimeros de glicose
(MARTINS, 2020)

A producéo e acdo de coquetéis enzimaticos foram verificadas em Aspergillus
phoenicis utilizando diferentes fontes de carbono como indutores para investigar o
potencial hidrolitico dos sistemas enzimaticos produzidos, sendo que a amilase foi a
mais evidente, seguida de pectinase e xilanase (BENASSI, 2012).

A fabricacdo de coquetéis enzimaticos € uma maneira para tornar a geracao
de etanol economicamente interessante em escala industrial. Intensificar os estudos
que visem aperfeicoar a rota enziméatica se torna de suma importancia, uma vez que,

as enzimas encarecem a producao de etanol.
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4 MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram utilizados fungos que colonizaram naturalmente o
tubérculo da cultura da batata-doce, no Laboratério de Mecanizacdo Agricola da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (Lama/UEPG). Foram utilizados oito
gendtipos de batatas-doces. Destes, cinco eram gendtipos comerciais: variedades
Rubissol, BRS-Cuia, BRS-Amélia, Beauregard e Brazlandia e trés genotipos nao
identificados, denominados BD-14, BD-15 e BD-16. Os genétipos nao identificados
fazem parte do banco genético do Lama/UEPG e foram coletadas junto a
agricultores camponeses na meso regiao Oriental do Estado do Paran4, Brasil.

Os gendtipos foram cortados ao meio, sem assepsia e mantidas em
exposicao ambiente em bancada, com luminosidade natural, préximo a janela, entre
os dias 15 de setembro de 2018 a 10 de outubro de 2018.

Os gendtipos de batata-doce que apresentaram acentuado crescimento de
microrganismos foram selecionados para o isolamento das linhagens de fungos

presentes, e posterior ensaio de fermentacdo em estado solido.
4.1 ISOLAMENTO DOS MICRORGANISMOS

A partir da polpa da batata-doce “contaminada” (Figura 5), foi preparado
in6culo para diluicdo. Foi realizada raspagem das estruturas fungicas com auxilio de
estilete e transferida para tubo de ensaio (primeiro - concentracdo 10™), contendo 5
mL de solucédo salina (NaCl 0,85%) e 2 gotas de tween 80 e surfactante (utilizado
para facilitar a excre¢cdo de enzimas para o meio de cultivo) (TEODORO, 2018).
Todos os tubos de ensaio foram previamente autoclavados.

O tubo de ensaio foi submetido a agitacdo, agitador vortex, por 1 minuto.
Apés este procedimento, foram retirados 100 pL desta solucéo, e transferidos para
novo tubo de ensaio alcancando a concentracdo 102 (TORTORA, 2012). As
concentracdes variaram de 10? a 10° e seguiram o mesmo procedimento de
diluicdes dos tubos de ensaio com concentracdo 10 e 102 Apds a diluicéo seriada,
foram retirados dos tubos, com concentracdo 102 e 10, 100 pL de solucéo, sendo
esta transferida e semeada por espalhamento em placa de Petri com meio de cultura
BDDA (4gar de batata-doce) (TAVARES, 2013). Para o preparo do meio BDDA,

foram descascadas e cortadas, em finas fatias, 250 g de batata-doce. Estas foram
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cozidas, em 800 mL de &gua destilada, em micro-ondas por 15 min. Depois de
filtrado o caldo, adicionou-se 20 g de dextrose e 15 g de &gar, sendo o volume
completado com agua destilada até 1 L. Ap6s homogeneizagéo, o meio de cultura foi

esterilizado em autoclave por 15 minutos, a 121 °C (1atm).

Figura 5 - Colonizacdo natural da polpa de batata-doce cultivar Beauregard,
antes (esquerda) e apdés (direita) ao periodo de incubacao de 25 dias
em bancada, com luminosidade natural, proximo & janela, a
temperatura ambiente, (15/09 a 10/10/2018, Ponta Grossa, PR)

Fonte: A autora

A técnica de isolamento dos microrganismos por meio de diluicdo seriada
permite, além da mensuracdo do numero de microrganismos, o isolamento de
amostras com concentracdes iniciais muito elevadas. Quando a concentracdo de
microrganismos inoculados em placa de Petri € elevada, tende a sobreposicao de
linhagens durante o crescimento, impossibilitando o isolamento (COSTA, 2017).

As placas de Petri com o in6culo inicial (in6culo provindo dos tubos de ensaio
com concentracdes 102 e 10°) foram incubadas em camara de incubacéo do tipo
BOD (Biological Oxygen Demand) a 28 °C. Foi observado o crescimento das
linhagens e os microrganismos presentes foram isolados diariamente e inoculados
em tubo de ensaio com 4 mL de meio de cultura BDDA inclinado.

A nomenclatura utilizada foi BRGD para fungos isolados da batata-doce
Beauregard e AM para fungos isolados da batata-doce BRS-Amélia, seguido de
numeracgdo por ordem de isolamento e da concentracdo onde estavam incubados,

ficando, por exemplo BRGD 01 10° ou AM 02 10°. Apés a individualizagéo, as
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linhagens foram mantidas em estoque a 4°C, no Laboratério de Microbiologia da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG).

Foram adotados dois métodos de manutencdo dos microrganismos, o da
agua destilada estéril (CASTELLANI, 1939) e o método de estoque de repique
continuo em tubo de ensaio com meio de cultura inclinado (COSTA e FERREIRA,
1991). O método da agua destilada estéril € simples e econdmico. Neste, discos de
meio de cultura, 5 mm de diametro, contendo o micélio do fungo previamente
crescido, sdo imersos em tubos de microcentrifuga com 800 pyL de agua destilada
esterilizada (CASTELLANI, 1939).

O repique continuo, também chamado de método classico ou de repicagem
periodica, € uma das mais antigas técnicas de conservacdo (DELLARETTI, 2014).
Por ser método simples, caracteriza-se como técnica tradicional de manutencéo de
culturas em laboratério, sendo bastante utilizada para se manter viabilidade de
microrganismos (ROMEIRO, 2006). Consiste na transferéncia, de maneira asseptica,
de pequena porcdo do micélio, de um tubo de ensaio para novos tubos, contendo
meio de cultura estéril e apropriado (APARECIDO, 2012).

Os repiques das culturas foram realizados de 15 em 15 dias, sendo incubados
em estufa do tipo BOD (Biological Oxygen Demand) a 28 °C, por sete dias e

posteriormente armazenadas a 4 °C.
4.2 DETERMINACAO DA ATIVIDADE AMILASICA

Para avaliacdo da producdo enzimatica, por meio da fermentacdo em estado
sélido, foi verificada a presenca de halos de hidrélise (BARATTO, 2011; HANKIN E
ANAGNOSTAKIS, 1975; COELHO, 2018).

Os conidios das linhagens isoladas foram cultivados em meio BDA — Batata —
Dextrose-Agar (250 g de batata, 20 g de dextrose e 15 g de 4gar), a 28 °C, por cinco
dias. Com o auxilio de furador de rolhas, foram retirados cilindros de agar de 5 mm
de diametro, das colbnias em crescimento. Estes foram transferidos para o centro da
placa de Petri, contendo 25 mL de meio de cultura agar+amido (extrato de levedura
10 g, peptona de caseina 20 g, amido soluvel 10 g, 4gar 20 g, 1L a4gua destilada, pH
6,8) (FARIA SILVA, 2017) e incubadas a 28 °C, por cinco dias, em estufa BOD
(COELHO, 2018). Apss o crescimento micelial, conforme o microrganismo, pode ou

nao haver excrecdo de enzima amilase. Visando determinacdo desta, apos periodo
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de incubacao, 1 mL de solucéo de lugol foi aplicada sobre col6nia fungica e meio de
cultivo. Sendo assim, a hidrélise do amido, ocasionada pela acdo da enzima
amilase, pode ser visualizada pela descoloracdo do meio em torno da col6nia, regido
na qual o iodo ndo se liga a molécula de amido, pois ja houve quebra da molécula
(Figura 6) (BARATTO, 2011).

Figura 6 — Placa de Petri com micélio de fungo BRGD 08 10™ (incubado & 28 °C por
5 dias em agar+amido) e placa com aplicacdo de 1 mL de lugol (5%
iodo), identificando halo (mais claro) de hidrdlise, indicando exsudacgéo
de amilase pelo fungo presente

-

Fonte: A autora

4.3 CALCULO DO INDICE ENZIMATICO

A razdo entre o didmetro do halo de hidrolise do substrato e o didametro da
colbénia expressa o indice enzimético (HANKIN e ANAGNOSTAKIS, 1975), através
dele pode-se estimar potencial de producdo enzimatica. Foram realizadas 5
medicbes em 5 placas. As medidas foram de dois eixos ortogonais (diametros) da
colonia e posteriormente de dois eixos (diametros) do halo, calculando-se média
entre eles, para tanto se utilizou um paquimetro.

Os fungos que apresentaram indice enzimético = 2,0 foram considerados
promissores para a producao de amilase (HANKIN e ANAGNOSTAKIS, 1975). No
caso em estudo, estes foram selecionados e novamente testados. Os fungos que

apresentaram valores menores, porem proximos a 2,0 foram testados novamente.
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Essa selecdo, também conhecida por screening, indica a presenca de
determinada substancia pela deteccdo de alguma atividade especifica, tal como a
deteccdo de atividade enzimética via reacao colorimétrica (ZHANG et al., 2006).

4.4 IDENTIFICACAO DOS FUNGOS

Os fungos promissores foram identificados por meio de observacao
macroscopica das colonias (caracterizacdo morfologica) e realizacdo de
microcultivos (identificacdo microscépica) (KERN e BLEVINS, 1999).

Para caracterizacdo morfologica utilizou-se meio de cultura BDA. As placas
foram incubadas a 28 °C, em estufa BOD e acompanhadas por sete dias. A
caracterizacdo morfoldgica dos fungos baseou-se no aspecto visual, caracterizando-
se forma, cor e velocidade de crescimento (MOGES, 2019).

As laminas de microcultivo foram preparadas em meio de cultura BDA, a
28°C. No interior de placa de Petri esterilizada, contendo lamina para microscopia,
foi colocado cubo de meio BDA de aproximadamente 1,5 cm de aresta, sendo
inoculado o micélio em cada um dos quatro lados do cubo e coberto com laminula
esterilizada (Figura 7). O ensaio de identificacdo microscépica foi realizado em
triplicata (KERN e BLEVINS, 1999). A umidade foi mantida com o auxilio de algodéo
embebido em agua destilada esterilizada, e a placa vedada com filme de PVC,
formando uma camara Umida.

Em 5 e 10 dias de cultivo foram retiradas as laminulas e montadas as laminas
de microscopia com corante lactofenol azul de algoddo. Essas foram observadas em
microscopio Optico e posteriormente em microscopio de epifluorescéncia Olympus
BX41 e fotografadas, em 40x de aumento, com camera Olympus DP-71 de 12
megapixels. A identificacdo dos géneros dos fungos baseou-se em chave de
classificacdo e na comparagcdo com bibliografia ilustrada (SILVEIRA, 1981,
BARNETT, 1986; LARONE, 1987).
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Figura 7 - Lamina de microcultivo do fungo BRGD 07 107 preparada em meio de
cultura BDA

Fonte: A autora

4.5 OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO DOS FUNGOS SELECIONADOS

Para a obtencdo dos extratos brutos, primeiramente, propagou-se micélio dos
fungos de interesse em placas de Petri contendo meio BDA, por 7 dias, em camara
de incubacéo tipo BOD, a 28 °C. Apo0s este periodo, 3 cilindros de agar de 5 mm de
didmetro, obtidos com auxilio de furador de rolhas, foram inocubados em frasco do
tipo erlenmeyer, com 150 mL de meio minimo (amido solivel 10 g; NaNO3 6 g;
KH,PO4 1,5 g; KCI 0,5 g; MgS0O,47H,0 0,5 g; FeSO4 0,01 g; ZnSO,4 0,01 g; agua
destilada 1 L; pH 6,8), previamente autoclavado (PEREIRA, 2012).

Para a fermentacdo submersa, os fungos foram incubados em mesa orbital do
tipo Shaker, em 150 rpm, a 28 °C, por 5 dias (TAVARES, 2012). Apds o crescimento
em meio liquido, cerca de 50 mL do extrato bruto fungico foram filtrados em funil de
vidro e papel filtro, previamente autoclavados. O extrato fungico foi transferido para
tubos de polipropileno de centrifuga do tipo Falcon®. Desta forma, o filtrado obtido,
livre de células e micélio, foi utilizado como solu¢cédo enzimatica (STROPARO, 2012).
Depois de filtrado, o extrato foi mantido a -16 °C para manter as propriedades

enzimaticas, até ser utilizado para as proximas analises.
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4.6 QUANTIFICACAO DE GLICOSE

O ensaio para a quantificacdo de glicose foi iniciado misturando-se 50 uL do
extrato bruto do fungo selecionado a ser testado e 50 yL de amido solavel a 1% em
tampao fosfato 0,1 mol L™ e pH 6,0. A solucéo foi incubada em banho maria, 60 °C
por 5 minutos, interrompida pela adicdo de 100 uyL de ADNS (Acido Dinitro-3,5-
Salicilico) e fervida por 5 minutos (VASCONCELOS, 2013).

Apoés resfriamento, 1 mL de agua destilada foi adicionada a solucéo.
Posteriormente a homogeneizacdo, a intensidade da cor foi determinada em
espectrofotometro UV-VIS Varian 50 Conc, a 540 nm de comprimento de onda, no
modulo Simple Reads. O branco, para este ensaio, foi constituido pelo extrato bruto
+ solucdo de amido + reagente ADNS, no tempo zero da reacdo (ALMEIDA et al.,
2017).

O método ADNS segue protocolo sugerido por Vasconcelos (2013). A
utilizacao do reagente ADNS se baseia na reducado do acido 3,5-dinitrosalicilico para
acido 3-amino,5-nitrosalicilico, em que h&a a oxidacdo do grupo aldeido do acUcar a
grupo carboxilico. O reagente ADNS possui cor amarelada, apds o aquecimento se
torna avermelhado de acordo com a concentracdo de acUcares redutores presentes
na solucéo, o que permite leitura em espectrofotdmetro a 540nm (ANDRADE, 2016).
Este método foi proposto originalmente por Miller (1959) e pode ser utilizado para
analisar resultados obtidos de Fermentacdo Submersa.

Para o calculo dos valores de acgucares redutores na solugdo apés acao dos
extratos brutos dos fungos promissores (5 minutos) foi determinada uma curva
padrdo analitica. Para a confeccdo desta curva utilizou-se solu¢cdes com
concentracdes variando de 0,1 g L™ a 0,9 g L™ de glicose (intervalo de 0,1 g L™).
Incubaram-se 100 pL de cada solugéo, juntamente com 100 pL do reagente ADNS,
a 60 °C por 5 minutos e, na sequéncia, resfriadas em banho de gelo. Apos
resfriamento, 1 mL de agua destilada foi adicionada a cada solucédo (glicose+ADNS)
e realizou-se leitura da intensidade da cor em espectrofotdbmetro UV-VIS Varian 50
Conc, a 540 nm de comprimento de onda, no modulo Simple Reads
(VASCONSELOQOS, 2013), o branco foi constituido por agua destilada.
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Figura 8 — Reagente ADNS apoés a reducao acido 3,5-dinitrosalicilico para acido 3-
amino,5-nitrosalicilico.

Fonte: A autora

Por meio da equacgdo obtida com a curva analitica e da leitura das
absorbancias obtidas das solugbes com os extratos de fungos promissores,
calculou-se a glicose presente. Valores estes, indicadores do potencial do fungo

selecionado para hidrélise de amido.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 ISOLAMENTO DOS MICRORGANISMOS

Dos oito gendtipos de batatas-doces, que foram cortadas e incubadas por 25
dias, em local fechado, duas apresentaram crescimento fangico expressivo: BRS-
Amélia e Beauregard (25 dias, com temperaturas: média das minimas = 13,6 °C,
meédia das maximas = 24,4 °C é meédia diaria de 19,2 °C ) (SIMEPAR, 2020). Dessa
forma, utilizaram-se os microrganismos que se devolveram nestes dois gendtipos
para as analises de producdo enziméatica.

Foram isoladas 51 linhagens de fungos, sendo 26 linhagens da Beauregard e
25 linhagens da BRS-Amélia (exemplos Figura 9). Para a denominacédo dos mesmos
adotou-se, como nomenclatura para os fungos isolados da batata-doce Beauregard,
as letras BRGD e para os fungos isolados da BRS-Amélia; as iniciais AM. Nos dois
casos adotou-se numeracdo arabica em sequéncia cronolégica conforme
isolamento. Sendo assim o microrganismo identificado como 01 na cultivar
Beauregard ndo € necessariamente € o mesmo identificado como 01 na cultivar
BRS-Amélia.

Figura 9 - Diversidade de fungos filamentosos isolados das batatas-doces (meio
BDDA, 5 dias, 28 °C)

Fonte: A autora

Microrganismos isolados da prépria matéria-prima, que sera empregada como
substrato na fermentacéo, representam alternativa promissora, uma vez que estes
microrganismos estdo mais adaptados a composicao quimica da fonte nutricional e,

portanto, mais habeis para metabolizar o substrato (TEIXEIRA, 2017).
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5.2 BIOPROSPECCAO

Através da bioprospeccdo selecionaram-se linhagens de fungos promissores
quanto a producdo de amilase. Esta atividade pode ser observada pela presenca do
halo de hidrélise em meio de cultura com amido (com aplicacdo de lugol). Os
carboidratos na presenca de lugol (5% iodo) podem sofrer reacdes de complexacao,
com a formacdo de compostos coloridos variando do azul intenso ao vermelho-
violacea (LOUREIRO, 2019). Este complexo iodo/amido ocorre através da prisdo do
iodo nas cadeias lineares em forma helicoidal da amilose, sendo assim, onde se
mantém a colocacao azul, existe a presenca de amido e onde ndo ha evidencia de
iodo, provavelmente ocorreu a quebra desta molécula, evidenciando o halo de
hidrélise, com a presenca de aclcares redutores (REMIAO, 2003). Esse fato
demonstra que os fungos foram capazes de secretar enzimas que hidrolisam amido
(SOARES, 2010) (Figura 10).

Figura 10 - Halo de hidrélise produzida pelo fungo BRGD 08 10, evidenciado com
lugol, caracterizando degradacao do amido (meio agar+amido, apos 5
dias, a 28°C em estufa BOD)

Fonte: A autora

Das 26 linhagens que colonizaram naturalmente e foram isoladas da batata-
doce Beauregard, 18 apresentaram halo enzimatico em meio agar + amido apos

aplicacao de lugol, indicando hidrélise de amido pelos mesmos (Fotografia 3). Dos
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citados, trés apresentaram indice enzimatico = 2,0, sendo promissores conforme
Hankin e Anagnostakis (1975) (Tabela 2).

Com relacdo as 25 linhagens isoladas da batata-doce BRS-Amélia, nove
fungos formaram halo de hidrélise e 16 fungos ndo mostraram producdo de enzimas
capazes de hidrélise do amido. Dos que se identificaram halos, trés apresentaram
indice enzimético = a 2,0 (HANKIN e ANAGNOSTAKIS, 1975) (Tabela 2).

Tabela 2 — Diametro de colénia (cm) e indice enzimatico de 18 fungos isolados da
batata-doce, gendtipo Beauregard

Isolado diametro médio indice enzimatico

da col6nia (cm) médio
BRGDO01 103+ 1,9 1,68
BRGDO04 1073 2.1 1,42
BRGDO05 1073 1,8 1,60
BRGDO07 1073 1,5 2,00
BRGD10 1073 1,6 1,70
BRGD11 1073 1,7 1,90
BRGD12 1073 1,7 1,94
BRGDO0S8 1073 1,1 1,50
BRGDO1 10° 1,1 1,60
BRGDO02 10° 1,1 1,50
BRGDO04 10° 1,6 2.00
BRGDO5 10° 1,0 1,80
BRGDO06 107° 1,1 1,50
BRGDO07 10° 1,8 1,60
BRGDO0S8 10° 1,0 3,00
BRGDO09 10° 1,7 1,90
BRGD10 10° 1,2 1,50
BRGD11 10° 2.1 1,40

*BRGD - cultivar Beauregard; 01 - identificacdo do microrganismo; 10° - concentracdo de
microrganismo conforme diluicdo seriada

Fonte: A autora

Os microrganismos néo possuem capacidade de assimilar diretamente

moléculas complexas como o amido, dessa forma sintetizam enzimas especificas,
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como as amilases, que degradam substrato mais complexo, no caso de interesse o
amido, em moléculas mais simples (BASTOS-NETO, 2012). As amilases convertem
o amido em acucares fermentesciveis, garantindo crescimento e desenvolvimento do
préprio organismo (SPIER, 2005).

Os halos de degradacdo enzimética dos fungos isolados da batata-doce
Beauregard variaram de 1,42 a 3,00 cm e o maior produtor foi o isolado BRGD 08
10°.

Os halos de degradacdo enzimatica dos fungos isolados da batata-doce BRS-
Amélia variaram de 1,40 cm para 3,00 cm e o maior produtor foi o isolado AM 05 107
(Tabela 3).

Tabela 3 — Diametro de colénia (cm) e indice enzimatico de 25 fungos isolados da
batata-doce, genétipo BRS - Amélia

Isolado diametro médio indice enzimatico
da col6nia (cm) meédio
AM 13 1073+ 2,5 1,6
AM 19 107 2.1 1,4
AM 25 1073 2.7 1,5
AM 16 1073 1,3 1,7
AM 14 1073 1,9 1,9
AM 21 10°3 1,7 1,8
AM 05 10° 1,6 3,0
AM 04 107 1,0 2.0
AM 08 107 1,6 2.0

*AM - cultivar BRS-Amélia; 13 - identificacdo do microrganismo; 10° - concentracdo de
microrganismo conforme diluicdo seriada

Fonte: A autora

Os isolados que apresentaram indices enzimaticos = 2,0 (HANKIN e
ANAGNOSTAKIS, 1975) foram selecionados e submetidos ao teste de confirmacéo
(Tabela 4).

Os isolados que apresentaram valores, inferiores, porém proximos a 2,0,
também foram novamente testados. Neste Ultimo caso, nenhuma das seis linhagens
testadas, apresentou indice enzimatico médio = 2,0. Os resultados destes testes,

além de permitir verificar o diametro do halo de hidrélise, servem para prever o
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rendimento da enzima como um auxilio para o processo de selecdo de

microrganismos capazes de degradar polissacarideos (FARIA SILVA et al., 2017).

Tabela 4 — Diametro do halo e indice enzimatico dos ensaios de bioprospecc¢éao e de
confirmacéo dos isolados de fungos que apresentaram indice = a 2,0

Isolado diametro médio indice enzimatico indice enzimatico
do halo (cm) médio médio
bioprospeccéo confirmacao

*BRGD 04 107 3,2 2,0 2,2
BRGD 08 10 3,0 3,0 2,2
BRGD 07 107 3,0 2.0 2,1
AM 04 1073 2,0 2,0 2,3
AM 05 10° 4,8 3,0 2,3
AM 08 10° 3,2 2,0 2,3

*AM, BRGD - cultivar BRS-Amélia e Beauregard, respectivamente; 04 - identificacdo do
microrganismo; 10 - concentracdo de microrganismo conforme diluicdo seriada

Fonte: A autora

5.3 IDENTIFICACAO DOS FUNGOS FILAMENTOSOS

A identificacdo dos fungos filamentosos pode ser realizada por taxonomia
classica e por biologia molecular. No caso da taxonomia classica, utilizam-se
caracteristicas morfolégicas macroscopicas (superficie e o reverso da coldnia,
aspecto da borda, diametro, cor dos conidios e micélios etc.), microscopicas (forma
e cor da hifa, presenca ou ndo de septos, tipo e arranjo dos esporos, etc.) e
velocidade de crescimento (TAKAHASHI, 2017).

Os isolados promissores BRGD 04 10™; BRGD 08 10™°; BRGD 07 10%; AM 04
10 e AM 05 107 forma classificados como pertencentes ao género Aspergillus sp. e
AM 08 10®° como pertencente ao género Penicillium sp. Porém ndo foram
identificadas as espécies (Figura 11). Ambos os géneros ja foram descritos como
produtores da enzima amilase (PIROTA, 2015; RODRIGUES, 2015).

Ambos o0s géneros fangicos pertencem ao filo Ascomycota, classe
Eurotomycetes, ordem Eurotiales e a Familia Trichocomaceae (MONTEIRO, 2012).
A Familia Trichocomaceae compreende grande namero de fungos, é conhecida por

impactar as atividades humanas. Sdo fungos mesofilicos, que crescem dentro da
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faixa de temperatura de 25 a 37 °C, e desenvolvem-se bem em meio de cultivo
abundante em nitrogénio organico, e produzem grande quantidade de glucoamilase
(ALMEIDA et al., 2017). A maioria das espécies dessas familias sdo conhecidas
popularmente como bolores e sdo geralmente encontrados colonizando varios tipos

de biomassas.

Figura 11 - Morfologia dos conidioforos de Aspergillus sp. (A) e Penicillium sp. (B),
encontrados naturalmente nas batatas-doces Beauregard e BRS-Amélia
identificados como  produtores de amilase (microscopio de
epifluorescéncia Olympus BX41, 40x de aumento)

A - BRGD 04 10° B - AM 08 10°
.~" 1 - .
rvzi
%
20.0 ym » 20.0 pm

Fonte: A autora

Muitas espécies de Penicillium sp. e Aspergillus sp. sdo parasitas e provocam
varios tipos de danos (decomposicdo prematura) em frutas, bulbos e tubérculos.
Além disso, muitas espécies destas familias tém aplicacdo nas industrias de
fermentacdes, uma vez que podem excretar no meio de cultura, compostos de
interesse biotecnoldgico (SILVEIRA, 1981).

Apresentam micélio bem desenvolvido (Figura 12), tipicamente septado, com
células uninucleadas, reproduzindo-se sexualmente por esporos originados no
interior de conidios (LARONE, 1987). Os conidioforos de Aspergillus sp. apresentam
conidioforos verticais, com terminagdo globosa, simples, conidios unicelulares,
geralmente com cores variadas (BARNETT, 1986).

O Penicillium sp. apresenta conidiéforos decorrentes de micélio Unico,
ramificados proximo ao apice, terminando em um grupo de conidios, com cores
vivas e células unicelulares macicas, principalmente globosas ou ovoides, além de
hifas septadas (1,5-5 um de diametro), conidiéforos ramificados ou nédo ramificados.
Toda a estrutura morfologica de Penicillum sp. pode ser comparada com a
aparéncia de uma escova (BARNETT, 1986; LARONE, 1987).
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Figura 12 - Caracteristicas morfologicas da colénia de Aspergillus sp (A) e
Penicillium sp. (B) em meio BDA, apés 5 dias de cultivo, a 28°C em
camara de incubacéo tipo BDO

A - BRGD 04 B-AM 08 10°

Fonte: A autora

Os resultados apresentados corroboram com Moges (2019). O autor isolou
108 fungos filamentosos do solo de floresta na Etiopia. A triagem dos isolados
resultou que 25% dos isolados apresentavam potencial para produgcdo de amilase.
Destes nove apresentaram indice enzimatico elevado e destes, trés apresentaram
atividades apreciaveis de amilase em cultura liquida. O melhor produtor de enzimas
foi identificado como Penicillium sp., por apresentar coloracdo verde escura, com
borda amarelada. O reverso da col6nia era amarelo claro e as caracteristicas
microscépicas mostraram hifas septadas e o conidiéforo que se originava de um
anico septo. Este isolado apresentou atividade enzimatica a temperatura de 5 °C.

De 25 fungos filamentosos isolados a partir de amostra de material em
decomposicdo coletados da Mata Atlantica Brasileira, dois isolados foram
identificados como maiores produtores de amilases: Aspergillus brasiliensis e
Rhizopus oryzae (ALMEIDA et al., 2017).

A partir do 6leo das escumas de esgoto sanitario e de caixas de gordura,
foram isolados 100 fungos filamentosos, dos quais 67 apresentaram potencial para a
producdo de lipases (RODRIGUES et al., 2012). Foram identificados isolados, ao
nivel de género, como pertencentes a Aspergillus sp., Beauveria sp., Botrytis sp.,
Cladosporium sp., Colletotrichum sp., Fusarium sp., Geotrichum sp., Mucor sp.,

Penicilium sp., Rhizomucor sp. e Verticilium sp. Os autores ainda selecionaram
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através do indice enzimatico (HANKIN E ANAGNOSTAKIS, 1975), os fungos
Penicillium sp FO02 e Rhizomucor sp. FO18, em funcdo dos melhores resultados
obtidos quanto a atividade lipasica. Sendo assim fungo pertencente ao género
Penicillium sp. apresenta potencial para a produgéo de enzimas hidrolases.

As hidrolases englobam um grupo de enzimas que catalisam a quebra de
ligacBes covalentes com &agua; entre elas estdo as proteases, amilases, lipases,
pectinases, celulases e catalases. Essas enzimas apresentam ampla utilizacdo
biotecnoldgica (GUSMAO, 2014).

Esses trabalhos corroboram com os resultados apresentados neste trabalho,
uma vez que confirmam que os fungos Aspergillus sp. e Penicillium sp. apresentam
potencial para producdo enzimética, dentre elas as amilases, as quais s&o

importantes enzimas aplicadas para a producao de etanol combustivel.

5.4 OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO DOS FUNGOS E QUANTIFICACAO DE
GLICOSE

Conforme equacéo da reta (Equacéo 1) obtida pela curva analitica (Grafico 3)
e leitura das absorbancias obtidas das reacbes de hidrélise do amido soluvel,
realizadas pelos extratos brutos dos isolados em teste, calculou-se o acucar

presente na solucao apos incubacédo (extrato do isolado promissor + amido soluvel).

Y = 10,0073 + 0,1351X .ooooiiiiiiiiiiiieee e (equagéo 1)
onde:
y - absorbancia indica pelo espectrofotdbmetro UV-VIS Varian 50 Conc, a 540 nm de
comprimento de onda;

x - concentrac&o de glicose (g L™)

Ao analisar os extratos bruto, obtidos dos fungos promissores, para a hidrélise
do amido, os ensaios de atividade enzimatica demonstraram que no tempo de 5
minutos de fermentacao, a solugdo de amido fermentada com extrato bruto do fungo
AM 04 1073, identificado como Aspergillus sp., apresentou 0s maiores quantitativos
de acUcares redutores (Tabela 4). As leituras de absorbancia da fermentacao
submersa confirmaram que os isolados AM 04 103, AM 05 10° e BRGD 04 107°

possuem potencial para o processo de hidrélise de amido (Tabela 5).
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Grafico 3. Curva padrdo analitica para método enzimatico de deteccéo de glicose
em espectrofotbmetro (UV-VIS Varian 50 Conc, 540 nm de comprimento
de onda)

A secrecdo de amilases por Aspergillus sp. em meios de cultura contendo
amido como Unica fonte de carbono tem sido descrita por varios autores (PEREIRA,
2017; IZMIRLIOGLU, 2016; PENG, 2013; TAKAHASHI, 2017).

Tabela 5 — Absorbancia observada (extrato bruto do isolado + amido apés 5 min de
incubacdo + ADNS) e glicose calculada conforme curva analitica
determinada da atividade enzimatica da fermentacdo submersa
(espectrofotébmetro UV-VIS Varian 50 Conc - 540 nm)

Isolado Absorbancia Glicose (g L™
observada
BRGD 04 10 (Aspergillus sp.) 0,1706 1,20
BRGD 08 107 (Aspergillus sp.) 0,1202 0,81
BRGD 07 10 (Aspergillus sp.) 0,1003 0,67
AM 04 107 (Aspergillus sp.) 0,2173 1,56
AM 05 107 (Aspergillus sp.) 0,1974 1,40
AM 08 107 (Penicillium sp.) 0,0208 0,02

*AM, BRGD - cultivar BRS-Amélia e Beauregard, respectivamente; 04 - identificacdo do
microrganismo; 10” - concentracéo de microrganismo conforme diluicéo seriada

As enzimas de origem microbiana possuem inimeras vantagens sobre as

equivalentes de origem animal ou vegetal, como o menor custo de producdo, a
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possibilidade de produgcdo em larga escala em fermentadores industriais, além de
oferecer amplo espectro de caracteristicas fisico-quimicas (ROVEDA, 2010).

O extrato bruto obtido de cada fungo pode conter gama de enzimas, a qual
pode ser denominada coquetel enzimatico e somente a purificacdo do extrato
enzimatico pode demonstrar exatamente quais enzimas o fungo sintetizou. A
transformacdo do amido através do extrato enzimatico produz agucares redutores,
sabe-se que a enzima a-amilase pode gerar mistura de glicose, maltose e dextrinas.
Dessa forma, ensaios com cromatografia podem evidenciar qual acUcar foi
produzido (FLORENCIO, 2017).

A purificagdo enzimética embora de alto custo, promove a remocgdo de
contaminantes, que podem causar interferéncia no desempenho e na seletividade
enzimatica, influenciando na caracterizagcdo bioquimica, necessaria para a
identificacdo da enzima especifica (SALOMAO, 2017). Por outro lado, a aplicacéo de
coquetéis enzimaticos, onde se tem diversas enzimas atuando em sinergia, contribui
para a otimizacdo do processo de sacarificacdo e desponta como possibilidade para
minimizar os custos da producao de etanol, pela via enzimatica (RUPENDRA, 2010).

A atividade enzimatica de processos fermentativos pode variar de acordo com
o isolado fangico e com relacéo ao tempo de fermentacdo (GUSMAO, 2014). Sendo
assim estudos de tempo de fermentacdo podem ser realizados. Estes seriam inicio
de otimizacdo do processo com o0s fungos ja selecionados.

As caracteristicas fisico-quimicas das enzimas produzidas também podem
diferir, visto que diferentes microrganismos e linhagens se comportam de maneira
variada frente a mesma condicdo de incubacdo, podendo produzir enzimas com
propriedades diversas (STROPARO, 2012).

Com utilizacdo, concomitantemente, de fécula de mandioca e bagaco de
cana-de-acucar como biomassa para producdo enzimatica, ja foi observado niveis
consideraveis de a-amilase e amiloglucosidase obtidas de Aspergillus niger (SPIER,
2005).

Em estudos, utilizando como biomassa bagaco de cana-de-acucar, palha de
arroz e cascas de soja, em fermentacdo em estado sélido, observou-se que o
Aspergillus niger degradou 56% da casca de soja, aumentando a acessibilidade das
enzimas celuloliticas. Estes resultados demonstram que Aspergillus niger € um
microrganismo potencialmente valioso para a producdo de enzimas celuloliticas e

amilaceas, podendo ser utilizado na degradacéo da biomassa (OLIVEIRA, 2020).
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Deve-se salientar que o0s extratos fungicos podem conter outros
componentes, que no caso do consumo humano causam risco potencial para a
saude, a exemplo pode-se citar as aflatoxinas. Estas micotoxinas sdo metabolitos
secundarios produzidos por fungos filamentosos, sendo varias espécies do género
Aspergillus sp. as principais produtoras (DOMENICO et al., 2015). Aplicando-se a
técnica de cromatografia em camada delgada em extratos fungicos & possivel
detectar a presenca de aflatoxinas (BRAGA et al., 2017).

Os resultados deste estudo demonstram que Aspergillus sp. e Penicillium sp.
sdo fungos filamentosos que podem sintetizar enzimas amilaceas, portanto podem
ter aplicacdo biotecnologica, em funcdo do seu potencial de hidrélise. Com isso
pode-se verificar que as enzimas produzidas pelos fungos selecionados para a

fermentacdo submersa foram capazes de converter amido em glicose.
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6 CONCLUSOES

Dos dois gendtipos de batata-doce (batatas-doces Beauregard e BRS-Amélia)
apresentaram crescimento de microrganismos, sendo isolados destas 51 linhagens
de fungos.

Deste total, 27 linhagens apresentaram capacidade de hidrélise do amido
através da fermentacdo em estado solido. Destes, seis revelaram indice enzimatico
= 2,0 e foram identificados como Aspergillus sp e Penicilium sp.

O extrato bruto do género Aspergillus sp., mostrou os maiores resultados na

converséo em glicose.
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