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RESUMO

No Maranhdo produz-se uma aguardente artesanal a partir da mandioca, a tiquira. Para
converter o amido da mandioca em glicose, a mandioca ¢ triturada seguida da sua secagem, a
massa da mandioca ¢ assada (beiju) e depois exposta ao ar para a proliferacdo de fungos
silvestres. Os beijus embolorados sdo misturados com 4gua e depois o mosto ¢ destilado. O
processo de produgdo apresenta baixo gasto energético visto que o crescimento dos fungos e o
processo fermentativo acontece em temperatura ambiente através das enzimas produzidas pelos
fungos. O presente trabalho teve por objetivo obter extratos enzimaticos capazes de degradar
biomassas que contenham amido a partir do fungo Aspergillus flavus isolado de beijus de
mandioca embolorados. A metodologia utilizada consta de: 1) obtencao de beijus de mandioca
com produtores artesanais de tiquira; 2) isolamento e identificagdo de fungos presentes nos
beijus; 3) avaliagdo da capacidade de producdo de enzimas extracelulares com atividade
amilolitica; 4) Produgdo de extrato enzimatico rico em amilases. A partir dos beijus
embolorados foi possivel isolar cinco linhagens de fungos: trés foram identificados como
Aspergillus niger, Aspergillus flavus e Rhizopuz oryzae, € dois como pertencentes aos géneros
Penicillium sp e Scopulariopsis sp. O ensaio para avaliar a capacidade de produgao de enzimas
amilolitcas mostrou que todas as linhagens de fungos isoladas foram capazes de degradar
amido, mas a linhagem de Aspergillus flavus apresentou a maior capacidade de degradagio do
meio de cultura Agar-amido corado com Lugol. Extratos enzimaticos de Aspergillus flavus
obtidos em diferentes condi¢cdes mostram que a fermentacao em estado solido utilizando farelo
de trigo como substrato com 50% de umidade e solugdo salina composta por Sulfato de Amonio
9,3%, Hidrogenofosfato de Potéssio 4,75% e Uréia 2,3%, em tampao Citrato/Fosfato pH 5, a
temperatura ambiente € o método mais rentavel para producdo de extrato enzimatico, dado que
0 mesmo apresentou atividade enzimatica de 238,68 U/g e concentracdo de proteinas totais
igual a 0,432 mg/ml.

Palavras chaves: Enzimas, fungo, Aspergillus, fermentagdo em estado solido.



ABSTRACT

In Maranhao, an artisanal brandy is produced from cassava, the tiquira. To convert cassava
starch into glucose, cassava is ground followed by drying. The cassava dough is roasted (beiju)
and then exposed to the air for the proliferation of wild fungi. The moldy beijus is mixed with
water and then the wort is distilled. The production process has low energy expenditure since
the growth of fungi and the fermentation process takes place at room temperature through the
enzymes produced by the fungi. The present work aimed to obtain enzymatic extracts capable
of degrading biomass containing starch from the fungus Aspergillus flavus isolated from moldy
cassava beijus. The methodology used consists of: 1) obtaining cassava beijus from artisanal
tiquira producers; 2) isolation and identification of fungi present in beijus; 3) assessment of the
ability to produce extracellular enzymes with amylolytic activity; 4) Production of amylase-
rich enzymatic extract. From the moldy beijus it was possible to isolate five strains of fungi:
three were identified as Aspergillus niger, Aspergillus flavus and Rhizopuz oryzae, and two as
belonging to the genera Penicillium sp and Scopulariopsis sp. The assay to evaluate the ability
to produce amylolytic enzymes showed that all strains of fungi isolated were capable of
degrading starch, but the strain of Aspergillus flavus showed the highest degradation capacity
of the culture medium Agar-starch stained with Lugol. Enzymatic extracts of Aspergillus flavus
obtained under different conditions show that solid state fermentation using wheat bran as
substrate with 50% moisture and saline solution composed of Ammonium Sulfate 9.3%,
Potassium Hydrogen Phosphate 4.75% and Urea 2 .3%, in Citrate/Phosphate buffer pH 5, room
temperature is the most profitable method for the production of enzymatic extract, given that it
presented enzymatic activity of 238.68 U/g and total protein concentration equal to 0,432
mg/ml.

Keywords: Enzymes, fungus, Aspergillus, solid state fermentation
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1 INTRODUCAO

No interior do Maranhdo se produz uma bebida alcoodlica, a partir da fermentagio de
raizes de mandioca, denominada tiquira. A produgdo artesanal de tiquira envolve: coleta das
raizes de mandioca; lavagem e trituracdo das raizes; ralacdo e prensagem para obtencdo da
massa de mandioca; preparagao de beijus com a massa de mandioca; exposi¢do dos bijus ao ar
para emboloramento; fermentacdo e destilagao do fermentado (CEREDA, M.P. BRITO, V. H.
S, 2015).

A etapa fundamental do processo de producdo da tiquira € o emboloramento dos beijus.
Fungos presentes no ambiente formam colonias na superficie dos beijus e produzem enzimas
que convertem o amido presente nas raizes de mandioca em etanol. As enzimas produzidas
pelos fungos silvestres degradam as cadeias do amido em agucares. Leveduras que crescem nos
beijus de mandioca expostos ao ar livre convertem os agucares redutores em etanol em etanol

(RIBEIRO, 2019).

Enzimas sao proteinas que catalisam as reagdes que acontecem nas c€lulas. A acdo das
enzimas permite que as reagdes celulares acontecam no meio aquoso e em condi¢des brandas:
pressdo atmosférica, pH e temperatura fisiologicos (TEXEIRA; MILAGRE, 2020). Embora
processos enzimaticos fagam parte da historia da Humanidade, o estudo do papel biologico das
enzimas sO iniciou no século XIX. Em 1822, médico William Beaumont estudou o efeito da
secrecdo gastrica na digestao da carne. Na década de 1850, Pasteur mostrou que as leveduras
eram responsaveis pela fermentacdo e em 1897, Biichner mostrou fermentagdo ndo era
dependente de células vivas, mas que ocorria com a adigdo de extratos de leveduras

(MARQUES, 2014).

A produgdo de enzimas a partir de microrganismos possui extensa aplicacdo na industria
alimenticia buscando a melhoria do processo de producao, e outros componentes relacionados,
como sabor, aroma, cor, textura, aparéncia, vida de prateleira, valor nutritivo. (SRIVASTAVA,
2019). O mercado global de enzimas foi avaliado em US$ 7,1 bilhoes em 2017 e devera chegar
a US$ 10,5 bilhdes em 2024, com uma taxa de crescimento anual de 5,7% de 2018 a 2024,
sendo que a Europa foi responsavel por 1/3 de producdo global de enzimas em 2017 € no mesmo
ano, estimou-se que cerca de 70% da quota de mercado de enzimas era produzida por

microrganismos (PAPADAKI et al, 2020).
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Historicamente as enzimas mais estudadas eram as de origem animal ou vegetal,
contudo as enzimas de origens microbianas apresentam grande potencial para a aplicacdo
industrial, j4 que podem ser facilmente produzidas em larga escala, via fermentagdo. Sado
também facilmente expressas em organismos de cultivo j4 estabelecidos € ndo estdo sujeitas as
limitacdes de producdo ou suprimento (ORLANDELI, 2012), porém o uso de enzimas pela

industria ainda esbarra no custo financeiro.

O Brasil conta com uma vasta diversidade ecoldgica e, consequentemente, abriga
diferentes microrganismos capazes de produzir complexos enzimaticos de grande interesse e

potencial biotecnologico (FERNANDES, 2021).

Neste trabalho, fungos isolados de beijus de mandioca obtidos em um alambique de
produgdo de tiquira, foram utilizados para obtengdo de um extrato enzimatico bruto com
capacidade para degradar amido. Como a mandioca ¢ um material extremamente heterogéneo
composto por celulose, hemicelulose, lignina, pectina, proteinas e amido, diversos tipos de

fungos silvestres crescem nos beijus.
2  FUNDAMENTACAO TEORICA

O processo evolucionario dos seres vivos, ao longo de bilhdes de anos, consolidou rotas
metabolicas eficientes e seguras que sdo responsaveis pelos processos de sintese e degradacao
dos nutrientes na célula e constituem a base da vida. As reagdoes metabolicas utilizam substratos

naturais, ocorrem em condi¢des fisiologicas e sdo facilitadas por enzimas.

2.1 Enzima

Enzimas sdo biomoléculas que funcionam como catalisadores das reagdes quimicas
que ocorrem nos organismos vivos. Praticamente todos os processos biologicos acontecem pela
acdo de uma enzima que realiza transformacdes quimicas complexas e especificas em ambiente

aquoso, a pressdo atmosférica, temperatura e pH fisioloégicos (POIAN et al, 2010).

Com excecdo das ribozimas, que sdo moléculas de acido ribonucleico com fungao
catalitica (SOARES e LINS, 1995), todas as outras enzimas sdo proteinas globulares e,
portanto, sao formadas por longas cadeias polipeptidicas cuja composi¢do de aminoacidos vai
definir seu nivel de estrutura tridimensional. Geralmente, as enzimas apresentam estrutura

terciaria ou quaternaria.
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A estrutura tridimensional da enzima ¢ fundamental para a agdo enzimatica. Embora a
cadeia polipeptidica das enzimas seja formada por centenas de aminodacidos, a catélise envolve
uma pequena regido especifica da cadeia denominada sitio ativo. Geralmente, o sitio ativo
apresenta o formato de uma fenda ou de um bolso ¢ as cadeias laterais de aminodcidos
envolvidos nas reagdes criam uma superficie tridimensional complementar ou ajustavel ao
substrato (Figura 1). A acomodagao do substrato na fenda catalitica permite que sejam formadas
ligacdes especificas entre enzima e o substrato, originando o complexo enzima-substrato

(MAARZZOCO, 2015; MARQUES, 2014).

Todas as etapas da reacdo (quebra e formagdo de ligagdes) ocorrem enquanto o
substrato esta preso ao sitio ativo (Figura 1) e o complexo ¢, entdo, convertido no complexo
enzima-produto. O complexo se dissocia, liberando a enzima e o produto. A enzima livre

retorna para o inicio do processo (Equacdo 1) (MARQUES, 2014).
Figura 1- Esquema geral de uma reacdo enzimadtica
Aenzima alter ligeiraments a 518 Produtos
Subsirato  fom a & medida que o substrao seliga ‘
( ?ﬂ acthvo W r

Substmio entmndo no Complexo Comple xo Produtos dexando o
centro activo da enama  enzima/substaio enzima/produto cento acivo da enzima

Fonte: Dominio Publico
Equacio 1- Reacgdo enzimatica geral

Passo catalitico
| |

E+S<—=ES — E+P

e ——
Ligagao do substrato

As enzimas aumentam a velocidade da reacdo reduzindo a energia de ativacdo
requerida para formar o complexo de transi¢do ativado e aceleram a rea¢do por um fator de 108
a 10'% em baixa concentracio. A ligagdo do substrato no sitio ativo requer grupos quimicos que
permitam a interacdo entre o substrato e o sitio ativo da enzima. Esses grupos que interagem
com o substrato correspondem a atomos presentes nos radicais dos aminoacidos e, muitas vezes
no cofator ligado a enzima. O complexo de transi¢do ativado, por sua vez, que dara origem ao

produto (MARZZOCO, 2015).
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O mecanismo de ligacdo entre o substrato e enzima ¢ conhecido como mecanismo de
ajuste induzido. Inicialmente, a forma e tamanho do sitio ativo da enzima ndo ¢ exatamente
correspondente ao substrato, porém, a partir do momento que algum ponto da molécula do
substrato interage com um local especifico do sitio catalitico, hd uma mudanga conformacional
(ajuste) do sitio ativo para que o substrato possa “encaixar” perfeitamente neste local da enzima

e, desta forma, possibilitar a catidlise (MARZZOCO, 2015).

A principal vantagem das reagdes enzimaticas, se deve a elevada especificidade
(regio, quimio e enatiosseletividade) dos substratos utilizados e produtos gerados. Em relagao
aos catalisadores inorgénicos as enzimas apresentam baixa formagao de produtos secundarios,
alta sensibilidade a temperatura e pH, alto custo, natureza complexa e principalmente alta

eficiéncia.

Atualmente sdo conhecidas mais de 2.000 enzimas, e cada uma atua em uma reagao
especifica. As enzimas sdo internacionalmente classificadas em 7 grupos principais, de acordo

com o tipo de reagdo que catalisam (Tabela 1).

Tabela 1- Classificagdo internacional das enzimas

Classe Nome Reacéo
1 Oxidorredutases AH>+B > A+BH>
2 Transferases AX+B - BX+A
3 Hidrolases A-B + H20 - AH + BOH
4 Liases A=B+X-Y > Y-A-B-X
5 Isomerases X-A-B-Y - Y-A-B-X
6 Ligases A +B+NTP - A-B + NDP
7 Translocases AX+B| | >A+X+ | |B

(Lado 1) (Lado 2)
Fonte: BENORE, 2019

Varios ramos de industrias utilizam enzimas em seus processamentos. A industria téxtil
utiliza enzimas que sdo capazes de melhorar a qualidade dos tecidos; na industria de celulose e
papel, xilanases e celulases fazem o despolpamento biomecénico e agem no branqueamento do
papel; na industria de alimentos sao utilizadas no processo de fermentacao para a produgao de
pao e bebidas como o vinho e a cerveja; na industria de detergentes t€ém acdo de limpeza

superior, aumentam o brilho e removem sujeiras; na produgdo de bioetanol, as enzimas sdo
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responsaveis pela producdo dos agucares fermentesciveis e pela conversao dos acucares em
etanol e gds carbdnico; enzimas também sao utilizadas nas produ¢do de cosméticos, de racao
animal, na agricultura, entre outras industrias (ORLANDELLI et al, 2012; WANDERLEY et
al, 2011; CUZZIL,2011).

Acredita-se que, em 2020 tenham sido movimentados no mercado global de enzimas,
cerca de US$ 5,4 bilhdes, sendo a inddstria de detergentes a que mais consome esta matéria-
prima, seguida pelas industrias de alimentos, bebidas, agroenergia, farmacéutica, ragdes.
Pesquisas indicam que até 2024 o mercado global de enzimas chegue a gerar US$10,52 bilhoes,
o que implica em uma taxa de crescimento de 5,7% ao ano. Outras pesquisas apontam para um
aumento no mercado enzimatico de URS$ de 7,10 até 2027, a partir de alimentos processados,
clarificag@o de sucos, producdo de cervejas, fabricagdo de queijos, amaciamento de carne, bem
como no processamento de papel e biocombustiveis, sendo que este Gltimo estd em ascensdo
especialmente no norte do Mato Grosso, abrangendo enzimas de diversas especificidades

(BAZZO et al., 2022).

Embora todos os seres vivos produzam enzimas, existem células de diversos organismos
que produzem quantidades expressivas de uma determinada enzima. Estas fontes de enzimas
podem ser células vegetais, células animais e células de origem microbiana. As células
microbianas apresentam algumas vantagens sobre as demais, tais como: alta especificidade,
possivel facilidade de purificacdo (extracelular), produ¢do concomitante, independéncia da

sazonalidade.

2.2 Fungos filamentosos

Os fungos filamentosos sdo organismos heterotroficos que se alimentam de matéria
organica inanimada ou atuam como parasitas de organismos vivos. Os fungos sdo fundamentais
para o funcionamento dos ecossistemas, sendo decompositores primarios da matéria organica
e responsaveis pela reciclagem de nutrientes, decompdem residuos complexos de plantas e
animais em substancias quimicas mais simples que retornam ao solo e, através da absor¢do nos
vegetais, favorecem a fertilidade no solo (dos SANTOS, 2015). Para decompor residuos, os

fungos produzem enzimas extracelulares.

Alguns géneros de fungos tém grande importancia econdmica. O Penicillium ¢ um
género de fungo que cresce em ambientes diversos, principalmente em ambientes escuros e

arejados, em alimentos (como pao, biscoitos e laranjas) levando a produg¢dao de mofo ¢ em
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matéria organica biodegradavel, podendo causar infec¢des chamadas Peniciloses e intoxicagdes
em animais e seres humanos. Este tipo de fungo apresenta mais de 1000 espécies, algumas
diferentes e outras mais semelhantes entre si, além de alguns delas serem capazes de produzir
antibioticos como penicilina e griseofulvina, que sdo favoraveis a eles, pois servem como fator

de viruléncia (LACAZ, 2002).

Fungos do género Rhizopus pertencem ao filo Eumycophyta e sdo considerados fungos
verdadeiros. O corpo desses fungos ¢ formado por numerosos filamentos denominados hifas,
formando um emaranhado que se chama micélio. O Rhizopus spp. pertence ao grupo dos
ficomicetos, desenvolvem-se sobre matéria organica umida, constituindo o bolor com coloragao

preta. Apresentam micélio ramificado e desorganizado (USA, 2004).

Os fungos do género Rhizopus possuem destaque por serem bons produtores de amilases
e possuirem a capacidade de metabolizar misturas complexas de compostos organicos presentes
na maioria dos residuos agroindustriais. Além disso, espécies desse género ja foram empregadas
com eficiéncia na diminui¢do dos niveis de contaminacdo pelas micotoxinas aflatoxina B1 e

ocratoxina A (ESCARAMBONI, 2014).

O género Aspergillus ¢ um género de fungos anamorficos que se reproduzem pela
produgdo de fialoconidios. Possuem grande versatilidade metabolica e habilidade para dispersar
seus conidios no ambiente. Podem manter-se em desenvolvimento sob condi¢des adversas, tais
como baixa umidade e atividade de agua. Espécies do género Aspergillus sao encontradas em
todos locais da Terra, mas predominam em &reas mais quentes € sd30 mais comuns nos

tropicos (BORGES et al., 2012).

Cerca de 20 espécies de Aspergillus podem infectar o homem causando aspergilose,
sendo as mais comuns 4. fumigatus, A. flavus e A. niger. As manifestacdes clinicas vao desde

reacdes de hipersensibilidade (aspergilose alérgica) até formas pulmonares e cerebrais.

A espécie Aspergillus niger € bastante utilizada na industria farmacéutica e com muita
importancia a nivel biotecnoldgico. Tem a capacidade de produzir compostos a nivel industrial,
como: acido citrico, acido glucdnico, acido malico, vérias enzimas e vitamina C, através de
processos fermentativos (AFONSO, 2015). Esta espécie consegue crescer em locais secos e
quentes, pois a temperatura 6tima de crescimento ¢ 35-37°C. Consegue ainda multiplicar-se

dentro de uma gama de temperaturas entre os 6°C ¢ os 47°C. O pH 6timo de crescimento ¢ 6,
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mas pode encontrar-se entre valores de pH compreendidos entre 1.5 e 9.8 (KRIJGSHELD et
al., 2013).

O género Aspergillus, em particular, tem sido utilizado com muito sucesso para a
producdo de proteinas recombinantes, tanto de origem flingica como de outras fontes. Alguns
exemplos sdo glicoamilase, quimosina bovina, lactoferrina humana, interleucina-6 humana e

Taumatina (ABREU; ROVIDA; PAMPHILE, 2014).

2.3 Aspergillus flavus

A espécie Aspergillus flavus € uma espécie de fungo imperfeito que cresce em
amendoins e outras plantas, e produz a substancia carcinogénica aflatoxina, também ¢ utilizada
na produ¢do do antibiotoco flavicina (CAIXETA, 2010; KLINCH, 2007). Os tropicos estao
situados na parte do globo entre as latitudes de aproximadamente 23° norte e 23° sul. Nem todas
as areas compreendidas nessa faixa sdo quentes ¢ umidas, mas em sua maioria as condigdes
atmosféricas sdo muito favoraveis (70 a 100% de umidade e mais de 25 °C) para rapida

proliferacdo dos fungos (PEREIRA, 2002)

A. flavus ocorre como saprofita em solos em todo o mundo e causa doencas em varias
culturas agricolas importantes, como milho (podriddo da espiga), amendoim (mofo amarelo), e
caroco de algodao, antes e depois da colheita (AMAIKE et al, 2011). O fungo também causa
doengas em animais ¢ doengas em humanas, seja pelo consumo de alimentos contaminados
(causando aflatoxicose e/ou cancer de figado) ou através do crescimento invasivo (causando
aspergilose), que muitas vezes ¢ fatal em humanos que sdo imunocomprometidos (HEDAYATI

et al, 2007).

As espécies de Aspergillus flavus continuardo a ocupar uma ampla variedade de habitats
humanos. Muitas das espécies de A. flavus que sdo contaminantes frequentes de alimentos e
comodities agricolas também sdo capazes de produzir micotoxinas, que sao altamente toxico
para humanos e animais. O crescimento de o grupo de espécies A. flavus e a producdo de
aflatoxinas dependem de vdrios fatores: substratos, temperatura, pH, ambiente, umidade

relativa e presenca de microflora competidora. (GOURAMA et al, 1995)
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2.4 Amilases

As amilases formam o principal grupo de enzimas utilizado na industria de alimentos,
principalmente em panificagdo e biscoitaria. As amilases hidrolisam os amidos e sdo
classificadas em vdrias formas, dependendo de como atuam sobre as moléculas de amido

(GRIEBELER et al., 2015).

As amilases sdo capazes de hidrolisar as ligagcdes O-glicosidicas do amido, sendo
classificadas em dois grandes grupos, de acordo com seu mecanismo de agdo: as endoamilases,
hidrolisam o amido no interior da molécula, rompendo ligagdes do tipo a-1,4 e a-1,6,
resultando, assim, em oligossacarideos de diversos comprimentos, e, as exoamilases, atuam nas
ligagdes mais externas do substrato, a partir da extremidade ndo redutora, formando produtos
de baixa massa molecular. Ressalta-se que, dentre as amilases de origem microbiana,
principalmente, as o-amilases possuem importante participagdo na hidrolise do amido
encontrado em abundancia na natureza. A produgdo dessas enzimas, por fungos filamentosos,
varia de acordo com o género e a espécie envolvida (MACHADO BENASSI, V.; ALMEIDA,
A., 2020).

A escolha dos fungos filamentosos para a producao de amilases deve-se ao fato destes
estarem diretamente ligados com a decomposicdo de matéria organica, pois geralmente,
secretam uma diversidade de enzimas extracelulares, como resultado de incentivos ambientais,
que ocasionam a expressdo de genes relacionados. Essa peculiaridade permite aos fungos
habitar um imenso espago de tecidos vivos, seja em plantas, animais, insetos, madeira, papel

ou solos, desde que haja material em decomposicao (BAZZO et al., 2022).

As enzimas comumente encontradas em microrganismos lignoceluloliticos dividem-se
em enzimas hidroliticas e ligninoliticas. As celulases, hemicelulases, pectinases, quitanases,
amilases, proteases, estereases € mananases sdo classificadas como enzimas hidroliticas,
enquanto, peroxidases e oxidades sdo classificadas como enzimas ligninoliticas

(FERNANDES, 2021).

Muitas espécies de Arpergillus, Fusarium, Lipomycetes, Mucor, Penicillium, Rhizopus
e Rhizome expressam genes de a-amilase e glucoamilases. Entretanto, vale citar que, a maioria
dos estudos sobre fungos, que produzem oa-amilase, sdo limitados a algumas espécies

mesofilicos MACHADO BENASSI, V.; ALMEIDA, A., 2020).
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2.5 Fermentacio

A fermentagdo € um processo pelo qual a matéria organica € parcialmente degradada e
a energia quimica nela armazenada ¢ liberada e utilizada na produgdo de moléculas de ATP
(adenosina trifosfato), em que ficard armazenada para ser utilizada posteriormente em diversas
reacdes do organismo. Esse processo € realizado por algumas espécies de fungos, bactérias,
protistas, bem como por alguns tecidos animais e vegetais (NETO, 2022). Industrialmente, os
processos de fermentagdo utilizam microrganismos adequados como leveduras e bactérias para
iniciar o processo. Além disso, ¢ preciso haver um controle cuidadoso da concentragdo do
substrato, da umidade e da temperatura, entre outros parametros importantes nesse tipo de

reacao bioquimica (MOREIRA, 2018).

Industrialmente existem duas formas de fermentacgao: a fermentagao submersa (FS) e a
fermentagdo em estado solido (FES). Os processos biologicos realizados na fermentagdo em
cultura submersa tém vantagens notaveis em relacdo a instrumentacdo e controle da
fermenta¢do (monitoramento de pH, oxigénio dissolvido, temperatura, concentracdo de
moléculas soliveis em dgua), também quanto a separacdo da biomassa apos a fermentagao,
mistura, aera¢do e dimensionamento, quando comparados com a fermentagdo em estado solido

(FARINAS, 2015).

A fermentagdo em estado solido é definida como o crescimento de micro-organismos
em substratos solidos, na auséncia de agua livre. Esta técnica tem se mostrado vantajosa, pois,
além de simular o habitat natural de fungos selvagens, apresenta maior produtividade dos
extratos enzimaticos, menor susceptibilidade a inibicdo e maior estabilidade das enzimas as
variagdes de temperatura ¢ pH. Entretanto, a FES também requer, como qualquer processo
biotecnoldgico, controles sobre o crescimento microbiano e condig¢des de cultivo. Algumas
condi¢des bioldgicas, fisico-quimicas e ambientais podem afetar diretamente o processo de FES
e isso também vai depender do tipo de substrato e micro-organismo utilizados. Tempo de
fermentagdo, temperatura, pH, umidade, atividade de agua, substratos e fatores nutricionais sdo
algumas das condi¢des envolvidas nesse processo e determinantes para alcancar uma boa

produgdo de enzimas (LEAL et al., 2018).

Hé maior quantidade de artigos encontrados para fermentacao em estado solido, frente
a submersa, pode estar associado ao fato que na FS ha melhor controle de fatores ambientais

como temperatura, gradiente de nutrientes e pH, sendo tradicionalmente utilizada para produzir
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enzimas em escalas industriais. Controlar esses pardmetros ainda ¢ considerado um desafio da
FES, embora tenha um bom rendimento enzimatico, e fornega um ambiente de crescimento em
condi¢des adequadas para que os microrganismos se desenvolvam naturalmente, portanto, mais
estudos sdo conduzidos com este modo de cultivo a fim de contribuir com novas estratégias

para producdo enzimatica (SILVA,2021)

A utilizacdo de residuos de agroindustrias como biomassa para produgdo de enzimas
pode contribuir para a redugdo dos custos de producdo das enzimas e a adequada destinagdo de

residuos de biomassa produzidos pelas agroindustrias.

Farelo de trigo e outros residuos agroindustriais de baixo custo tem sido utilizados em
sistemas de FES como substratos e indutores para secrecao de amilases fingicas e obtencao dos
niveis maximos de producao enzimatica. Isto demonstra que o farelo de trigo empregado com
a tecnologia de FES constitui um processo adequado para aplicagdes biotecnologicas

economicamente viaveis (ESCARAMBONI, 2014).

A palha e o sabugo do milho sdo matérias-primas lignocelulosicas. Esse tipo de matéria-
prima possui em sua constitui¢cao um teor elevado de carboidratos, que se encontram em cadeias
poliméricas e podem ser sacarificados e fermentados para a obtengdo de bioetanol, também
chamado etanol de segunda geracdo. O principal obstaculo para essa conversdo é conseguir
desmontar a resistente estrutura da biomassa lignocelulodsica, e conseguir liberar os acglcares
suscetiveis a fermentacdo de forma eficaz e que se apresenta economicamente viavel (SANTOS

etal., 2012).

Amido ¢ o maior constituinte de batatas, ervilhas, feijoes, arroz, milho e farinha. O
amido ¢ composto por amilose ¢ formada por unidades de glicose unidas por ligacdes
glicosidicas a(1—4), originando uma cadeia linear. Embora a amilose seja definida como
linear, atualmente se admite que algumas de suas moléculas possuem ramificacdes, semelhantes
a amilopectina (QUIROGA, 2015). A amilopectina forma os 70 a 80% restantes do amido, que
consiste em longas cadeias de unidades de D-glicose unidas entre a ligacdo a-1,4’-glicosidica,
ela ¢ uma molécula ramificada, com ligagdes cruzadas entre o carbono numero 1 de uma
unidade de glicose e o carbono numero 6 de outra unidade, ocorrendo a cada 20 a 25 unidades

de glicose (LEAL et al,2013).
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3 OBJETIVOS GERAIS

e Produzir um extrato enzimatico rico em amilase capaz de degradar biomassas

amilaceas.

3.1 Objetivos especificos.

e Estudar o efeito do substrato solido sobre a produgdo de enzimas flingicas;

e Otimizar pardmetros de pH e temperatura, que afetam a producao de enzimas dos fungos
1solados;

e Determinar um meio fermentativo capaz de produzir extrato enzimatico rico em amilase

com baixo consumo de energia.
4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Reagentes e equipamentos

Neste trabalho foram usados os meios de cultura.

e Agar Sabouraud Dextrose, KASVI composigdo: Hidrolisado pancreatico de caseina 5,0
g/1, hidrolisado péptico de tecido animal 5,0 g/l, dextrose 40,0 g/l e agar base 16,0 g/I.

° Agar Batata Dextrose, KASVI, composic¢ao: Infusdo de amido de batata 4,0 g/, dextrose
20,0 g/l e 4gar base 15,0 g/l.

e Agar Czapek, KASVI composicio: Nitrato de sédio 2,0 g/1, sulfato de magnésio 0,5 g/1,
cloreto de potassio 0,5 g/l, sulfato ferroso 0,01 g/1, fosfato dipotassico 1,0 g/l, sacarose

30,0 g/l e 4gar base 15,0 g/l.
Equipamentos

e Agitador magnético MACRO com aquecimento, modelo 0261-22, QUIMIS 80 8001;
e Estufa Incubadora QUIMIS@);

e Mesa agitadora GEHAKA AO-370;

e Microscépio Optico BIOPTIKA;

e Micropipetas BIOSYSTEMS de 0,5 a 10 ul, 10 a 100 ul e 100 a 1000 pl;

e [Leitor de Placa Biotek Synergy H1;

e Placa de 96 pocos;

e Triturador Trapp Trf 400 super.
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4.2 Coleta de beijus de mandioca.

Os beijus de mandioca embolorados utilizados neste trabalho foram coletados de um
Alambique de tiquira no povoado de Cajueiro, do municipio de Urbano Santos, Maranhdo, no

més outubro de 2019.

4.3 Cultivo dos fungos

Os fungos presentes nos beijus foram isolados utilizando-se a técnica de suspensdo
seriada (CLARCK, 1965). Inicialmente, os beijus foram suspensos em 1 litro de dgua estéril e
deixados em repouso por 24 horas. Decorrido o tempo, foi adicionado mais 1 litro de agua
estéril a suspensdo e mantido o repouso por mais duas horas. Em seguida, a suspensdo foi
filtrada com o uso de uma peneira. O residuo so6lido foi descartado e o filtrado liquido (extrato

fingico) foi reservado para as etapas seguintes.

O extrato obtido foi agitado por 5 minutos em uma mesa agitadora e em seguida, iniciou-
se a diluicdo seriada: 1 mL do extrato foi transferido para um tubo de ensaio (A) contendo 9
mL de 4gua destilada estéril, gerando uma suspensio do extrato com concentragio de 10! v/v.
Em seguida, 1 mL do extrato 10! v/v foi transferido para o tubo de ensaio (B) contendo 9 mL
de 4gua destilada estéril, diluindo o extrato de beiju para a concentracio de 10 v/v. Finalmente,
1 mL do extrato 10 v/v foi transferido para outro tubo de ensaio (C) contendo 9 mL de 4gua

destilada estéril, diluindo o extrato de beiju a uma concentragio de 107 v/v (Figura 2).

Figura 2 - Dilui¢do seriada do beiju embolorado
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4.4 Semeio dos fungos

Amostras do extrato dos beijus foram distribuidas em trés placas de Petri contendo meio
de cultura Agar batata. As placas de Petri foram armazenadas em uma caixa de isopor

esterilizada e deixadas em repouso por 24 horas para o crescimento dos fungos.

Apds 24h, as placas foram observadas. Caso fosse verificado o crescimento de uma
coldnia, a mesma seria semeada a um tubo de ensaio contendo meio de cultura Agar batata. O

mesmo procedimento foi repetido a cada 24h, durante 5 dias.

4.5 Identificacdo dos fungos

Os fungos isolados foram identificados por analise macroscopica e microscopica. A
analise macroscoOpica consistiu na observacao das caracteristicas macroscopicas da coldnia, tais

como cor, textura e forma, durante o cultivo em uma placa de Petri.

A analise microscopica permite o estudo das caracteristicas microscopicas do fungo em
seu estado de crescimento. Foram analisados o tipo de micélio e as estruturas de reproducio
utilizando um kit de microcultivo (Figura 3), composto por uma placa de Petri, uma laminula
22X50mm, um canudo de plastico, algoddo e duas laminulas 22X22mm, previamente

esterilizado.

Um cubo do meio de cultura Agar batata ¢ adicionado sobre uma laminula 22x50mm, e
semeado com o fungo em andlise. Uma laminula ¢ posta sobre o cubo, e apos 5 dias de
incubagdo, a laminula ¢ coletada e colocada sobre uma lamina com corante azul de algodao e

levada a microscopico Optico para analise das microestruturas do fungo.

Figura 3 - Kit de microcultivo
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4.6 Desenvolvimento da cepa A4. flavus em diferentes meios de cultura

O fungo selecionado foi semeado nos meios de cultura, Agar Batata (ABD), Agar
Sabouraud (ASD) ¢ Agar Czapeck (AC), para observar como a composi¢io do meio afeta o

crescimento do fungo.

4.7 Capacidade de produzir enzimas amiloliticas

Preparou-se uma solugdo de dgar puro 6% (m/v) e uma solucdo de amido 7,2% (m/v)
ambas em tampao Citrato/Fosfato de pH 5. As duas solugdes foram aquecidas, homogeneizadas
e em seguida misturadas para gerar o meio de cultura Agar-amido. O meio de cultura
tamponado foi esterilizado e distribuido em placas de Petri. Depois de 24 horas, os fungos
isolados foram semeados nas placas de Petri e apds crescimento da colonia adicionou-se Lugol
como indicador da degradacdo do amido. A cada 24 horas, as placas de Petri foram observadas.
O desenvolvimento de um halo de descoramento em torno das coldnias indica a degradag¢ao do

amido ¢ a presenca de enzima amilolitica na placa.

Lugol ¢ uma solucdo de lodo/lodeto de Potassio, que ¢ utilizada porque o iodo
complexar com amilose e amilopectina formando complexos azul e vermelho-violaceo
respectivamente. Como a molécula de amilopectina apresenta ramificagdes, a interagdo com o
iodo sera menor, diferente das moléculas de amilose que por possuirem conformacao helicoidal
resulta em maior interacdo com iodo, tornando o complexo resultante azul escuro, logo onde

ocorrer degradagio de amido havera descoloracio do mesmo (VALLADAO, 2012).

4.8 Desenvolvimento do 4. flavus em substrato solido

A capacidade do fungo isolado de se desenvolver sobre os substratos solidos foi avaliada
utilizando beijus de mandioca e beijus de batata doce preparados no laboratorio. O preparo dos
beijus constou de: 1) triturag@o das raizes de mandioca ou de batata doce; 2) reducio do teor de
liquidos; 3) moldagem dos beijus; 4) cozimento do beiju em chapa de aquecimento; 5)

inoculacdo da cepa 4. flavus e 6) periodo de incubacio de 240 horas.

Os beijus foram preparados em trés momentos diferentes: 1) logo apos a trituragdo, 2)

24 horas ap0s a trituracao e 3) 48 horas apo6s a triturag@o das raizes de mandioca.

Ap6s resfriamento, o beiju foi inoculado com esporos de Aspergillus flavus e o
crescimento das colonias foi observado. A melhor condicdo de crescimento observado foi

utilizada para testar o crescimento da cepa sobre beijus de batata doce.
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O tubérculo foi selecionado para esse experimento devido a suas semelhancas a
mandioca e pela grande quantidade de amido em sua composicdo, j4 que os principais
componentes da batata-doce sdo carboidratos complexos chamados amidos, que compdem 53%
do conteudo de carboidratos que compdem 20,1% da massa total. Batata-doce também ¢ muito

rica em fibras, vitamina C, potassio, manganés, vitamina B6, entre outras substancias.

4.9 Producio de extrato enzimatico bruto

Para produgdo do extrato enzimatico bruto foram utilizados dois métodos de
fermentagao em estado sélido (FES) e um método de fermentacao submersa (FS). Uma FES
com sabugo de milho como suporte e amido de milho como substrato, sendo este o método que
estava sendo desenvolvido no laboratério Nucleo de Imunologia Bésica e Aplicada da
Universidade Federal do Maranhao (NIBA), e um método otimizado por Escaramboni (2014),

que utiliza farelo de trigo como substrato sélido.

A FS foi realizada adaptando-se o método desenvolvido por Ribeiro (2011), utilizando

amido de milho como substrato.

4.9.1 Fermentagdo em estado solido (FES) com sabugo de milho como suporte e amido de

milho como substrato (FES-SB)

A fermentagao foi feita na proporc¢ao de 1:2 de sabugo de milho e amido. O sabugo fora
seco e triturado previamente. A solu¢do salina foi preparada com de Sulfato de Amonia
((NH4)2S04) 16,6% (m/v), Sulfato de Magnésio (MgS0O4) 0,05% (m/v) e Hidrogenofosfato de
Potassio (KH2PO4) 0,3% (m/v) em tampao Citrato/Fosfato pH 5. Para cada grama de amido
adicionar 1 ml de solugao salina. A solu¢ao salina, o substrato e o suporte foram misturados em
um erlenmeyer e esterilizados a 120 °C por 15 minutos. Apos o resfriamento meio, 0s esporos

dos fungos foram inoculados e deixados em incubagdo a temperatura ambiente por 120 horas.

Passado o periodo de incubagdo, adicionou-se 1 mL de 4gua destilada estéril para cada
grama de substrato fermentado. Agitou-se por 15 minutos em mesa agitadora, em seguida o
material foi filtrado e centrifugado a 1500 rpm por 20 minutos. O extrato enzimatico bruto

(sobrenadante) foi armazenado sob refrigeracao.
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4.9.2 Fermentagao em estado solido (FES) com farelo de trigo como substrato (FES-FT).

Seguindo Escaramboni (2014), a fermentacao foi realizada em um erlenmeyer contendo
10 g de farelo de trigo e 5 mL de solugdo salina, composta por Sulfato de Amoénio 9,3% (m/v),
Hidrogenofosfato de Potassio 4,75% (m/v) e de Uréia 2,3% (m/v), em tampao Citrato/Fosfato
pH 5. O meio fermentativo foi esterilizado por 15 minutos a 121 °C. Apos resfriamento, foram

inoculados esporos do fungo em estudo e incubados por 120 horas a temperatura ambiente

O extrato enzimatico bruto foi obtido com 10 mL de agua destilada para cada grama de
substrato. O meio fermentativo foi agitado por 30 minutos, em mesa agitadora, e em seguida
filtrado, por fim centrifugado a 1500 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado, € o

extrato bruto foi armazenado sob refrigeracao.

4.9.3 Fermentagdo submersa (FS) com amido de milho como substrato liquido (FS-AM)

A fermentacdo foi preparada com 5% (m/v) de amido de milho em tampio
Citrato/Fosfato pH 5 e solu¢do de Nitrato de Potassio 0,5% (m/v). O meio foi aquecido e
homogeneizado, por fim, foi esterilizado em autoclave a 120 °C por 15 minutos. Apds
resfriamento do meio fermentativo, os esporos da cepa A. flavus foram inoculados no meio e

incubados a temperatura ambiente por 120 horas.

Passado periodo de fermentagdo foi adicionado 10 mL de agua destilada para cada
grama de amido de milho utilizada e foi levado a agitagdo em mesa agitadora por 15 minutos.
Em seguida o material foi filtrado e centrifugado a 3000 rpm por 20 minutos, descartou-se o
sobrenadante para se obter o extrato enzimatico bruto que foi armazenado em sobre

refrigeracao.

4.9.4 Variagdo dos parametros pH e temperatura da FES-FT

Para otimizar as condi¢des de producdo de extrato enzimatico foram variados o pH e a
temperatura de FES-FT e mantidos a concentragdo dos sais e tempo de incubagdo. O pH variou
de 4, 5 e 6, com solugdo tampao de Citrato/Fosfato. A temperatura de incubagao foi variada
entre a temperatura ambiente, em caixa de isopor para manter a temperatura estavel, e 37 °C,
em estufa incubadora. Foi utilizado apenas 5 g de substrato e 2,5 mL de solugdo salina para

FES-FT
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4.10 Dosagem de proteinas totais

A dosagem de proteinas totais foi realizada utilizando o reagente de Bradford a
temperatura ambiente. Este método ¢ baseado na interagdo entre o corante Coomassie Brilhante
Blue (BG-250) e macromoléculas de proteinas que contém aminoacidos de cadeias laterais
basicas ou aromaticas. No pH de reagdo, a interacdo entre a proteina de alto peso molecular e o
corante BG-250 provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma anidnica,
formando um composto de cor azul (Figura 4) que absorve fortemente a luz em 595 nm (ZAIA

et al, 1998).

Figura 4 - Corante BG-250 interagindo com macromoléculas de proteinas
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Fonte: Dominio ptblico, 2022

Foram utilizados 5 ul dos extratos enzimaticos brutos como amostras, a analise foi feita
em triplicata, para cada amostra foram utilizados 250 ul de reagente de Bradford e foram
incubados por 10 minutos para agdo colorante do reagente. O branco foi constituido de 5 pl de
agua destilada e 250 pl de reagente. Apds periodo de incubagdo as amostras foram levadas para

analise em espectrofotometro UV-Vis, a leitura foi realizada por absorbancia em 595 nm.

Os resultados obtidos foram utilizados para determinar a concentragdo de proteinas
totais em pg/pul em cada amostra partindo da equacao da reta de uma curva padrao de proteinas,
foi utilizada proteina Albumina de soro bovino como padrdo, nas concentragdes de 0,1, 0,3, 0,5,

0,8 e 1 pg/ul
4.11 Determinacio da atividade enzimatica e concentracao de acuicares redutores.

A dosagem de acucares redutores produzidos durante a reagdo enzimatica foi realizada

pelo método do DNS desenvolvido por Miller em 1959. O teste de DNS (4cido dinitrosalicilico)
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baseia-se na reacdo entre o agtcar redutor e o acido 3,5-dinitrosalicilico (cor amarelo), que €
reduzido a um composto colorido avermelhado, o 4cido 3-amino-5-nitrosalicilico, oxidando o

monossacarideo redutor (Figura 5) (MALDONADE et al, 2013).

Figura 5 - Reacdo de DNS com agticar reduto (Glicose)
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Fonte: Dominio publico, 2022

Foi preparado um reagente corante com Acido 3,5-dinitrossalicilico 1%. O ensaio
enzimatico foi realizado com de solu¢do de amido a 2%, preparado em solucdo tampao
Citrato/Fosfato pH 5, a solucdo foi aquecida a 50°C, sem gelatinizar. Em um tubo de ensaio A
adicionou-se 125 ul do tampao, 125 ul da solugdo de amido e 20 ul do extrato bruto, que foi
aquecido em banho Maria a 37 °C por 10 minutos, o branco foi preparado com 145 ul da solugéo
tampao e 125 pl da solucdo de amido. Passado tratamento térmico foi transferido 90 ul do tubo
de ensaio A para um tubo de ensaio B e adicionou se 900 pl de DNS, em seguida foi levado a
100 °C, em banho Maria, por 10 minutos e depois a banho de gelo por 10 minutos. Por fim
foram transferidos 200 pl de amostra do tubo B para a placa de 96 pocos e mediu-se
absorbancias em 540 nm em espectrofotometro UV-Vis. Todas as amostras foram analisadas

em triplicatas.

O valor obtido na leitura foi utilizado no célculo para determinacdo da concentragdo de
acUcares redutores partindo de uma curva padrao de glicose preparada juntamente com a andlise
da amostra com concentragdes de glicose de 0,1 g/L a 1 g/L. Utilizando os valores obtidos foi
determinada uma unidade de atividade enzimatica como sendo a quantidade de enzimas que
liberam 1 pmol de agucares redutores por minuto de reagdo expressa em U/g de substrato seco

como mostra a Equacao 2 (ESCARAMBONI, 2014).
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Equacio 2 - Unidade de atividade enzimatica

umols de agtcares redutores

U/g =
/8 tempo de rea¢do (min)

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Cultivo de fungos

Os beijus embolorados obtidos em alambique artesanal foram trazidas para o laboratorio
devidamente embaladas em sacos plasticos esterilizados. No mesmo dia foi iniciado o
processamento dos beijus com a adi¢do de adgua destilada estéril para produzir o extrato de

beijus.

Foram isoladas cincos cepas em placas de Petri. Cada cepa apresentou caracteristicas
fisicas distintas. Por serem amostras ainda nao identificadas foram nomeados de 1 a 5. A espécie
1 apresenta cor amarelo queimado e textura arenosa, cobrindo totalmente a superficie da placa.
O espécime 2 possui cor verde musgo e na superficie do meio de cultura formou vérias colonias

com textura rugosa, como mostra a Figura 6.

Figura 6 - Espécies fungicas isoladas 1 (a) e 2 (b)

Fonte: Proprio autor, 2020.

A cultura 3 dispde de cor azul caribe e forma¢do de multiplas colonias dispersas pela
superficie do meio de cultura, o espécime 4 apresenta cor preta e textura levemente espumosa,

espalhando-se por toda a superficie da placa de Petri como mostra a Figura 7.
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Figura 7 - Espécies fungicas isoladas 3 (a) e 4 (b)

(a) (b)
Fonte: Proprio autor, 2022

A espécie 5 possui cor branca com presenca de esporos pretos nas extremidades, textura
algodonosa e grande presenga de micélio aéreo ocupando todo espago no interior da placa de

Petri como mostra a Figura 8.

Figura 8 - Espécies fungicas isoladas 5

Fonte: Proprio autor, 2022

5.2 Identificacio os fungos

Com os fungos isolados foram realizadas as andlises macroscopica e microscopica
padrdes, para a identificacdo das espécies. Foram comparadas as estruturas observa com as

apresentadas por Figueiras et al. (2000) e Fischer e Cook (2001) permitiu a identificagdo de trés
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espécies fungicas, Aspergillus niger (4), Aspergillus flavus (2), Rhizopuz oryzae (5), como
mostra a Figura 9 e os géneros das duas espécies restantes como sendo Penicillium sp (3) e

Scopulariopsis sp (1) como mostra a Figura 10.

Figura 9 - Imagens dos fungos (a) Aspergillus niger, (b) Aspergillus flavus e (c) Rhizopuz oryzae por
microcultivo em meio de cultura ABD. Magnificagdo 100 vezes

(b) (©

Fonte: Proprio autor, 2022.

Figura 10 - Fungo dos géneros Scopulariopsis sp (a) e Penicillium sp (b) por microcultivo em meio de cultura
ABD. Magnificagdo 40 vezes

L]

(a) (b)
Fonte: Proprio autor, 2022.

Resultados semelhantes foram obtidos por outros autores. Park et al. (1982 apud
RIBEIRO, 2011), estudando a flora natural de beijus coletados em trés diferentes unidades de

fabricagdo de tiquira no Maranhdo, encontraram Aspergillus niger e Paecilomyces sp. como
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espécies predominantes, sendo também encontrada quantidade moderada de Rhizopus sp. e
Neurospora. Ribeiro et al. (2019) relataram que isolaram Aspergillus niger, Aspergillus flavus
e Rhizopus oryzae a partir de beijus obtidos de alambiques localizados no municipio de

Humberto de Campos, Maranhio.

5.3 Capacidade de produzir enzimas amiloliticas

Os fungos isolados foram submetidos a ensaios para avaliar a sua capacidade de

produzir enzimas amiloliticas.

Todos os fungos isolados apresentaram atividade amilédsica. Dentre eles o fungo
Aspergillus flavus apresentou degradacao de amido maior que os outros. A Figura 11 apresenta

a descoloragdo do meio de cultura indicando a degradagao do amido.

Figura 11 - Ensaio de degradagdo do amido por enzimas amiloliticas produzidas pelo fungo Aspergillus flavus:
(a) 5 dias e (b) 6 dias, (c) 7 dias, (d) 10 dias, () 14 dias ¢ (f) 20 dias

Fonte: Proprio autor, 2022
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Devido possuir o melhor desempenho no teste enzimatico de amilase em comparacao
com as demais espécies isoladas, o mesmo foi selecionado como foco do estudo direcionado

para produgdo e obtenc¢do de um extrato enzimatico bruto.

5.4 Desenvolvimento do A. flavus em diferentes meios de cultura

O fungo foi semeado nos meios de cultura ASD, ABD e AC como mostra a Figura 12,

apresentando o aspecto das culturas apds 5 dias de cultivo.

Figura 12 - Colonia de A. flavus em meio (a) ASD (b) ABD (c) AC

(a) (b) (c)
Fonte: Proprio autor, 2022.

A cepa de Aspegillus flavus apresentou crescimento e desenvolvimento distintos nos
meios de cultura. No meio ASD, as colonias apresentaram a cor verde musgo e maior
esporulagdo em comparagao aos demais, ao ponto de preencher toda a superficie da placa de
Petri. O meio ASD ¢ propicio para esporulagdo de fungos filamentosos como o Aspergillus
flavus, por apresentar um pH levemente acido que inibe o desenvolvimento de bactérias
contaminantes e pela alta concentracdo de dextrose que favorece o desenvolvimento de fungos
estaveis por osmose (LABORCLIN, 2019).

O meio ABD ¢ composto por infusdo de batata desidratada e dextrose que estimulam o
crescimento de fungos exuberantes (SPLABOR, 2022). Entretanto por apresentar menor
quantidade de dextrose que o meio ASD, o fungo A. flavus apresentou menos esporulagao.

O meio AC ¢ propicio para o crescimento de fungos capazes de consumir nitrogénio
inorganico pois utiliza de Nitrato de sédio como fonte de nitrogénio (HEXASYSTEMS
GROUP, 2022). No meio de cultura AC, 4. flavus apresentou cor amarela que segundo Fischer
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e Cook (2001) a sua cor verdadeira, que pode ter sido acentuada pela presenga de nitrogénio

inorganico do meio.
5.5 Desenvolvimento do A4. flavus em substrato solido

Foram produzidos beijus de mandioca em trés condi¢des diferentes. Na primeira
condi¢do, o beiju foi preparado e assado logo apds a ralacdo da mandioca. O extrato liquido da
massa de mandioca apresentou pH 6,5. Na segunda condigdo, obteve-se o beiju 24 horas apos
ralacdo da mandioca e extrato liquido da massa de mandioca apresentou pH 4,9. Na terceira
condi¢do, preparou-se o beiju 48 horas apos a ralagdo da mandioca e pH do liquido obtido com

a prensagem da massa de mandioca foi 4,6.

O crescimento da cepa de 4. flavus nas trés condi¢des de preparo do beiju apos as 240

horas de incubagdo ¢ mostrado na Figura 13.

Figura 13 - Beijus com pH 6,5 (a), pH 4,9 (b) e pH 4,6 (c)

(a) (b) (c)
Fonte: Proprio autor, 2020.

No Beiju preparado com pH 6,5 houve maior producdo de esporos da cepa, no substrato
preparado com pH 4,9 o fungo se desenvolveu bastante, ja no beiju preparado com pH 4,6 o
desenvolvimento do fungo foi altamente inibido. Essa diferenca de pH entre os extratos
acarretou alteragdes no crescimento dos fungos, apontando um intervalo de pH em que o fungo
em estudo se desenvolve mais facilmente, como mostra apos dez dias de inoculagdo, onde pode-

se ver que o beiju que teve o extrato mais acido ndo houve crescimento do fungo.

Considerando esse pH de trabalho, o beiju de batata doce foi feito sem periodo de

repouso, tendo o pH de seu extrato liquido igual a 6,5, proximo ao do extrato de mandioca feito
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no mesmo periodo, apontando que o substrato de batata doce também ¢ 1til para o crescimento

e proliferacdo.

Apo6s dez dias de inoculagdo, tanto o beiju de mandioca como o beiju de batata doce
apresentaram a superficie coberta pelo fungo (Figura 14). Entretanto, no beiju de batata doce o

fungo apresentou maior esporulacao.

Figura 14 - Beijus de mandioca (a) e batata doce (b).

(a) (b).
Fonte: Proprio autor, 2020.

Através dos resultados obtidos € possivel afirmar que o fungo Aspergillus flavus se
desenvolve bem em suportes solidos com pHs entre 6,5 e 4,9 este resultado estar em
concordancia com os obtidos por Ritter (2007) que constatou maior desenvolvimento de cepas
de A. flavus em meios com pH 4,0 e 5,2, Wheeler ef al (1991) testaram cepas de 4. flavus e A.
parasiticus em diferentes faixas de pHs e observaram que a melhor faixa de pH para o
crescimento destes encontram-se entre 4,0 ¢ 6,0. Baseado nesses resultados € em dados
apresentados por Escaramboni (2014) e Ribeiro (2011) as fermentagdes realizadas para

producao de extrato enzimatico bruto foram em pH 5.

5.6 Producio de extrato enzimatico bruto

Através dos trés métodos de produgdo foram obtidos trés extratos enzimaticos brutos,
ja que nas trés técnicas foi possivel observar o desenvolvimento do fungo em estudo como

mostra a Figura 15.
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Figura 15 - Métodos de produgdo de enzimas: FS (a), FES-SM (b) ¢ FES-FT (c).

(a) (b) ()
Fonte: Proprio Autor (2022)

5.7 Dosagem de proteinas totais dos extratos obtidos pela FES-FT

A curva padrio de proteina BSA utilizada possui coeficiente de determinagao igual a
0,9954, possuindo 5 pontos na curva como mostra o Figure 1 e equagdo da reta igual a Equagao

3.
Equagio 3 - Equagdo da reta padrdo de proteina

Y =0,1777X — 0,0068

Figure 1 - Curva padrdo de proteina
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Fonte: Proprio autor, 2022
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A absorbancia medida a 595 nm para o extrato enzimatico de Aspergillus flavus na FES-
FT foi 0,076. Com base na equagdo da reta obtida pela curva padrdo de proteina foi possivel
determinar que a concentragdo de proteinas totais presentes no extrato obtido pelo fungo

Aspergillus flavus ¢ de 0,466 mg/mL.

5.8 Determinaciao da atividade enzimatica e concentracio de acicares redutores do

extrato obtido pela FES-FT

As absorbancias obtidas em cada extrato foram aplicadas a Equacdo 4 que relaciona
absorbancia com concentragdo em gramas por litros que foi obtida através de uma curva padrao
de glicose com coeficiente de determinagao igual a 0,9993, como mostra a Figure 2, dessa forma

foi possivel montar a Tabela 2.

Figure 2 - Curva padrao de glicose
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Fonte: Préoprio autor, 2022
Equacio 4 - Equagdo da reta padrdo de glicose
Y =1,546X + 0,0078

Tabela 2 - Determinagdo da concentragdo de aglicares redutores e atividade enzimatica

FS FES-SM FES-FT
Absorbancia (nm) 0,120 0,085 0,936
Actcares redutores (g/ml) 0,07 0,049 0,6

Atividade enzimatica (U/g) 38,86 27,20 333,03
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Fonte: Proprio auto, 2022
O método FES-FT apresentou maior atividade enzimadtica, de acordo com Silva (2021)
era de se esperar que a fermentagdo em estado solido apresentasse melhor desempenho do que
a fermentacdo submersa, devido a menor quantidade de 4gua presente no meio ¢ pelas
condi¢cdes do substrato estarem mais proximas das naturais assim como o proprio agente

flngico esta mais adaptado para degradar a matéria orgéanica.

A FES-FT apresenta maior atividade devido a composi¢do dos substratos como afirma
a Escaramboni (2014) o farelo de trigo ¢ comprovado como melhor substrato e indutor para
secrecdo de amilases fungicas apresentando niveis méaximos de produ¢do enzimatica. A
atividade enzimatica obtida por esse meio fermentativo foi semelhante ao alcangado por
Escaramboni (2014) que obteve atividade de 361,6 U/g com fungo Rhizopus oligosporus.
Hashemi et al (2010) utilizando FES com farelo de trigo como substrato para producao de
amilases com Bacillus obtiveram atividade a-amilolitica de 197,27 U/g com temperatura de

fermentagdo de 64 °C. confirmando a eficacia do método ¢ a eficiéncia do agente fingico.

5.9 Variacao dos parametros pH e temperatura de FES-FT

Considerando que pH e temperatura sdo determinantes para os processos biologicos,
extratos de 4. flavus obtidos por FES-FT foram utilizados para avaliar os efeitos do pH e da

temperatura sobre a atividade enzimatica.

Apos a obtencao dos extratos em diferentes pH e temperatura de incubagao, determinou-
se concentragdo de proteinas totais e atividade enzimatica. A maior concentra¢dao de proteinas
totais e menor atividade enzimatica foi obtida no meio fermentativo 6 que possui pH do meio
foi 6 e a FES-FT foi realizada na caixa de isopor fechada, através desses resultados pode-se
inferir que sobre essas condi¢des o fungo A. flavus produz grande quantidade de proteinas,
entretanto as mesmas ndo se encontram ativas nessas condi¢des ou que o percentual de enzimas
amiloliticas produzidas ¢ relativamente baixo quanto aos demais extratos obtidos. Os resultados

estdo expressos na Tabela 3.
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Tabela 3 - Dosagem de proteinas e Atividade enzimatica dos extratos obtidos com variagéo de pardmetros da
FES-FT

n° Parametros variados Proteinas totais (mg/ml)  Atividade enzimatica (U/l)

1 pH 4,37 °C 0,218 194,28
2 pH 5,37 °C 0,173 177,62
3 pH 6,37 °C 0,173 210,93
4 pH 4 0,41 216,48
5 pHS 0,432 238,68
6 pHo6 0,685 105,46

Fonte: Proprio autor, 2022

Pode-se observar que os extratos obtidos pela FES-FT a 37 °C possuem baixas
concentracdes de proteinas totais, todavia esses extratos apresentam atividades enzimaticas
relativamente consideraveis, logo esses meios fermentativos apresentam baixa produgdo
enzimatica, entretanto as enzimas por eles produzidas dispde de boas capacidades de
degradacdo de biomassas amilaceas. Esse baixo rendimento de producdo pode ser agregado a
temperatura superior de fermentacao, geralmente aumentar a temperatura acelera uma reagao,
e diminuir a temperatura desacelera uma reagdo. No entanto, temperaturas altas podem fazer
com que uma enzima perca sua forma (se desnature) e pare de funcionar (KHAN ACADEMY,
2022)

Em todas as condi¢des estudadas, o fungo produz enzimas capazes de degradar o amido.
Entretanto, os resultados apresentados na Tabela 3 mostram que o melhor pH e a melhor
temperatura para producdo de extrato enzimatico bruto com fungo Aspergillus flavus € o pH 5
e temperatura da caixa de isopor fechada. O extrato enziméatico obtido nessa condi¢do apresenta
a segunda maior concentragdo de proteinas totais e maior atividade enzimatica, indicando que

as proteinas presentes no extrato sdo altamente capazes de degradar amido.

Pode se afirmar que o melhor pH e temperatura para produgdo de extrato enzimatico

bruto com fungo Aspergillus flavus € o pH 5 e temperatura ambiente,
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6 CONCLUSAO

Foram isoladas cinco linhagens fingicas e que foram identificadas como Aspergillus
niger, Aspergillus flavus, Rhizopuz oryzae, Penicillium sp ¢ Scopulariopsis sp. Todos as
linhagens foram capazes de produzir enzimas que degradam amido. A linhagem de Aspergillus
flavus apresentou maior capacidade amilolitica em meio de cultura 4gar-amido.

A linhagem de Aspergillus flavus isolada se desenvolve em diversas condicdes de
incubagdo (substrato, temperatura e pH) e produz extratos enzimaticos ricos em enzimas
amiloliticas.

O extrato enzimatico mais eficiente para produzir enzimas capazes de degradar o amido
foi obtido por fermentacao em estado solido com farelo de trigo como substrato sélido, em
temperatura ambiente e pH 5. Esse extrato apresentou uma concentragdo de proteinas de 0,432
mg/mL e atividade enzimatica de 238,68 U/L.

Levando em consideragdo o atual cenario econdomico que busca por um método eficiente
para a producdo de enzimas de origem microbiana, os resultados apresentados por este trabalho
possuem relevancia por ter produzido um extrato enzimatico capaz de degradar material
amildceo via fermentacdo em estado solido utilizando um fungo presente na flora brasileira, o

Aspergillus flavus.
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