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RESUMO

Rhizoctonia solani AG-1 IA é um patdgeno habitante do solo que causa doencas em
pastagens e plantas cultivadas, em varios estados brasileiros. Para penetrar e
colonizar os tecidos do hospedeiro, 0 microrganismo utiliza enzimas que podem ser
de interesse biotecnoldgico e industrial. O objetivo do presente trabalho foi produzir e
caracterizar a a-amilase secretada por R. solani AG-1IA utilizando produtos e
residuos agroindustriais como substratos para fermentacdo. Para todos os ensaios foi
adotado o processo de cultivo em estado sélio (CES) a temperatura de 25 °C e
umidade inicial de 60%. Inicialmente, nove isolados de R. solani provenientes de
diferentes hospedeiros (arroz, braquiaria e soja) foram comparados quanto a
producdo amilolitica. As maiores atividades enziméaticas foram proporcionadas pelos
isolados TO_022 e MT_SO085, procedentes da cultura da soja. Na etapa seguinte, foi
avaliado o efeito do substrato sobre a producdo enzimatica. Farelo de trigo
(12,98 U mL*?; TO_022), farelo de soja (3,97 U mL?; MT_SO85) e braquiaria lavada
(4,95 U mL1; TO_022) induziram eficientemente a produgdo amilolitica. O perfil de
producado enzimatica no farelo de trigo, melhor substrato avaliado no cultivo, indicou o
tempo de 216 h como o mais apropriado para a obtencéo de a-amilases pelo isolado
TO 022 (22,14U mL?), e 240 h para o isolado MT_SO085 (22,84 U mL?). Para
caracterizacao fisico-quimica da enzima foi utilizado o extrato enzimatico bruto do
isolado TO_022. A a-amilase de R. solani TO_022 exibiu méaxima atividade a 55 °C e
pH 5,5, e manteve atividade (em torno de 80%) quando incubada a 25 °C, pelo
periodo de 24 h, em pH 4,5 a 7,0. A enzima também é estavel quando incubada pelo

periodo de 1 h, em temperaturas de até 45 °C.

Palavras-chave: Amilases. Rhizoctonia solani. Cultivo em estado sélido. Residuos

agroindustriais. Composicdo bromatologica.



ABSTRACT

Rhizoctonia solani AG-1 IA is a soil-borne pathogen that causes diseases in pastures
and cultivated plants in several Brazilian states. To penetrate and colonize host
tissues, the microorganism uses enzymes that may be of biotechnological and
industrial interest. The aim of the present work was to produce and characterize the
a-amylase secreted by R. solani AG-1 IA using agroindustrial products and residues
as substrates for fermentation. For all the tests, the solid state cultivation process
(SSC) at 25 °C and initial humidity of 60% was adopted. Initially, nine isolates of
R. solani from different hosts (rice, Brachiaria grass and soybean) were compared for
amylolytic production. The major enzymatic activities were provided by the isolates
TO_022 and MT_SO85, from the soybean crop. In the next step, the effect of the
substrate on the enzymatic production was evaluated. Wheat bran (12.98 U mL;
TO_022), soybean meal (3.97 U mLt, MT_S085) and washed ruzigrass (4.95 U mL;
TO_022) efficiently induced amylolytic production. The enzymatic production profile in
wheat bran, the best substrate evaluated in the culture, indicated the time of 216 h as
the most appropriate to obtain a-amylases by the TO_022 isolate (22.14 U mL™), and
240 h for the isolated MT _SO85 (22.84 UmLt). For the physicochemical
characterization of the enzyme, the crude enzymatic extract of the TO_022 isolate was
used. The a-amylase of R. solani TO_022 exhibited maximum activity at 55 °C and
pH 5.5, and maintained activity (around 80%) when incubated at 25 °C for 24 h at pH
4.5 to 7.0. The enzyme is also stable when incubated for 1 h at temperatures up to
45 °C.

Keywords: Amylases. Rhizoctonia solani. Solid state cultivation. Agroindustrial waste.

Bromatological composition.
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1 INTRODUCAO

O amido, principal carboidrato de reserva das plantas, é constituido por uma
mistura de polimeros de a-glicose unidos por ligagdes glicosidicas, a amilose e a
amilopectina. Milho, trigo, arroz, batata e mandioca sdo exemplos de matérias-primas
amilaceas, plantas que encerram o amido como principal componente, e servem de
alimento para seres humanos e outros animais, além de serem utilizadas para a
extracdo econdmica desse carboidrato (DAMODARAN et al., 2010; LIMA, 2010)

A obtencdo de hidrolisados do amido por conversdo enzimatica amplia seu
leque de aplicagbes na industria. Enzimas capazes de quebrar as ligagdes a-1,4 e
a-1,6 da amilose e amilopectina, permitem a formacéo de compostos de baixa massa
molecular, como glicose, maltose e dextrinas, utilizados em industrias de alimentos
(bebidas, panificagcdo, confeitaria, sorvetes, etc) e de alcool combustivel
(DAMODARAN et al., 2010; POLIZELI; SILVA, 2016).

As amilases também tém ampla aplicacdo em setores néo relacionados a
industria alimenticia, como no acabamento de papéis e tecidos, atuando no processo
de desengomagem que sucede a aplicacdo de pastas de amido, e na fabricacdo de
detergentes (POLIZELI; SILVA, 2016). As enzimas amiloliticas estdo entre as mais
importantes comercialmente produzidas e perfazem 25 a 33% do mercado
internacional de enzimas (OLIVEIRA et al., 2015).

As enzimas utilizadas na industria, ndo s6 para a despolimerizacdo do amido,
como também de outros carboidratos complexos como a celulose e xilana,
usualmente séo obtidas a partir de microrganismos como fungos e bactérias (BON et
al., 2008; LEE et al., 2015). Para producao dessas enzimas, em geral, emprega-se 0s
métodos de cultivo submerso (CSm) e cultivo em estado soélido (CES), este ultimo,
mais utilizado para o cultivo de fungos filamentosos gracas as semelhancas com seu
ambiente natural (ONOFRE et al., 2016).

A producéo industrial de enzimas é frequentemente limitada pelos custos dos
meios para cultivo, cerca de 40% do investimento requerido corresponde a fonte de
carbono (OLIVEIRA et al., 2015). Assim, a utilizagdo de produtos, subprodutos e
residuos agricolas, de baixo custo e facil obtencdo, tem sido sugerida como uma
alternativa para reduzir os custos da producdo enzimatica (MAHMOOQOD et al., 2018;

PEREIRA et al., 2017). Farelo de trigo, residuos da mandioca e da banana, sdo alguns
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exemplos de substratos empregados para a produgao de a-amilases (MAHMOOD et
al., 2018; RAVINDRAN et al., 2018).

As caracteristicas do material vegetal empregado no cultivo microbiano, como
o teor de amido, celulose, lignina, lipideos e proteinas, influenciam tanto o tipo de
enzima secretada quanto a quantidade (ALMALKI, 2018; COLOGNA et al., 2018;
SCHIMIDELL et al., 2001). Também vao influenciar a producdo enzimatica a cepa do
microrganismo utilizado, e até mesmo, o local (fonte ou hospedeiro) de isolamento
(GOPINATH et al., 2017).

Fungos filamentosos, saprofiticos ou fitopatogénicos, secretam enzimas e
outras proteinas com potencial de aplicacdo biotecnoldgica, e apesar da grande
diversidade desses microrganismos, os trabalhos com enzimas amiloliticas, em geral,
se concentram nos géneros Aspergillus e Penicillium (RAMOS et al., 2016; SOUZA;
MAGALHAES, 2010).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo produzir e
caracterizar a a-amilase do fungo Rhizoctonia solani AG-1 1A, um grupo
economicamente importante e geneticamente diverso de patégenos do solo que
afetam o cultivo de braquiéria, arroz e soja, entre outras culturas, em varios estados
brasileiros (CAMPOS; CERESINI, 2006; POLONI et al., 2016; SOUZA et al., 2007).

A selecdo de isolados de R. solani AG-1 IA com potencial amilolitico
provenientes dos hospedeiros arroz, braquiaria e soja, iniciada por Bistratini (2016),
foi continuada e ampliada. Novos produtos e residuos agroindustriais foram
empregados na producado da enzima como braquiaria lavada, farelo de soja, palha de
café, casca de banana e de mandioca. A a-amilase foi caracterizada usando
parametros bioquimicos, e 0s substratos utilizados na sua producéo, avaliados quanto
a constituicdo bromatologica. A caracterizacao bromatolégica dos substratos permitiu
elucidar os parametros (teor de acUcares, proteinas, fibras, etc) inerentes aos
produtos e residuos agroindustriais, que favoreceram ou ndo, sua utilizacdo para

obtencdo econGmica de a-amilases por Rhizoctonia solani AG-1 IA.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AMIDO: ESTRUTURA E APLICACAO

O amido e seus produtos constituem a maior parte dos carboidratos digestiveis
da dieta humana, fornecendo 70 a 80% das calorias consumidas em todo o mundo
(DAMODARAN et al., 2010). Principal carboidrato de reserva das plantas, sua sintese
ocorre nos cloroplastos durante o dia, processo em que as unidades de D-glicose se
associam em cadeias lineares longas por meio de ligacbes glicosidicas a-1,4,
enquanto as ligagdes a-1,6 formam pontos de ramificacdo (POLIZELI; SILVA, 2016).
A noite, a clivagem dessas ligacbes libera maltose e glicose para a producédo de
sacarose, que passa a ser transportada para as partes néo fotossintetizantes da
planta. Caules, raizes e folhas jovens utilizam os acucares exportados como fonte de
energia para o crescimento ou estocam-no novamente sob a forma de granulos de
amido, principalmente em raizes tuberosas e tubérculos, como a mandioca e a batata,
e em grads, como o milho, trigo e arroz (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Estruturalmente, o amido é constituido por amilose e amilopectina (Figura 1). A
amilose é um polimero linear composto de até 6 mil residuos de D-glicose unidos por
ligacdes a-1,4-0-glicosidicas. A amilopectina, mais complexa, é formada por unidades
de D-glicose unidas por ligagdes a-1,4 e ramificagbes a-1,6 a cada 24-30 residuos de
glicose da cadeia linear (GOPINATH et al., 2017; ONOFRE et al., 2016).

Figura 1- Desenho estrutural das (a) unidades de glicose, (b) amilose e (c)
amilopectina.

Fonte: Alcazar-Alay e Meireles (2015).
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Os granulos de amido séo insoluveis em agua fria, mas em agua aquecida a
uma temperatura proxima a 60 °C absorvem até 25 vezes sua massa, sem perder a
forma. Em temperaturas de 65 a 75 °C, o rearranjo da estrutura molecular do amido
umido transforma-o em gel de aparéncia opalescente, translicida ou transparente,
processo conhecido como gelatinizacdo ou gomificagcdo (LIMA, 2010). Quando a
goma resfria ou desidrata, as cadeias de amilose, mais rapidamente que as de
amilopectina, tendem a agregar-se formando duplas hélices cristalinas, dando a goma
um aspecto de gel firme, viscoelastico (DAMODARAN et al., 2010).

O fenbmeno descrito acima é a retrogradacao, desejavel quando se pretende
produzir amido termoplastico, utilizado na fabricacdo de copos, pratos e talheres
descartaveis, indesejavel, porém, nas industrias de alimentos e panificacdo
(CORRADINI et al., 2005; POLIZELI; SILVA, 2016). E que a retrogradac&o insolubiliza
massas de amido e moléculas em solucdo, sendo responsavel, ao menos em parte,
pelos defeitos na qualidade de alimentos, como o envelhecimento do péo (observado,
por exemplo, pelo aumento da firmeza do miolo e perda da percepcao de frescor),
perda de viscosidade e formacao de precipitados em sopas e molhos (DAMODARAN
et al., 2010; PAN et al., 2017).

O tratamento do amido gomificado com acidos ou enzimas produz uma mistura
de D-glicose, maltose e outros malto-oligossacarideos, formando xaropes estaveis,
gue nao se cristalizam com facilidade, utilizados na fabricacéo de alimentos e bebidas
(DAMODARAN et al., 2010).

As propriedades do amido e seus produtos — viscosidade, claridade, opacidade,
textura de gel, higroscopicidade, formacao de filmes e adocantes — permitem que
sejam utilizados em varios setores da industria alimenticia como fabricagao de balas
e bolos, molhos, refrigerantes, geleias, sorvetes, ligantes em embutidos de carne,
espessantes e estabilizantes em alimentos instantaneos, enlatados e congelados
(POLIZELI; SILVA, 2016). Em outros setores sdo empregados para acabamento de
pastas de celulose e papel, engomagem de fios e tecidos, compor tintas de impressao
e pintura, além da microencapsulacdo de farmacos e cosmeéticos (LIMA, 2010).
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2.2 ENZIMAS DEGRADADORAS DO AMIDO

As enzimas capazes de hidrolisar o amido estdo entre as mais importantes
produzidas em escala industrial. Estas enzimas sao amplamente empregadas para a
producdo comercial de diversos tipos de xaropes de acucar e alcool combustivel, a
partir do amido, na fabricacdo de paes e bebidas, além de entrarem na formulacéo de
detergentes, entre outras aplicacées (BON et al., 2008; CURVELO-SANTANA et al.,
2010).

Amplamente distribuidas na natureza, as enzimas amiloliticas sao
responsaveis pela reciclagem do carbono contido nos produtos amilaceos em geral e
podem ser obtidas de animais, plantas superiores, fungos, leveduras e bactérias
(GUPTA et al., 2003).

A degradacdo do amido pelas enzimas do sistema amilolitico depende,
basicamente, da quebra das ligagbes a-D-1,4-glicosidicas encontradas na amilose e
amilopectina, e ligagbes a-D-1,6-glicosidicas encontradas na amilopectina (POLIZELI,
SILVA, 20186).

As enzimas amiloliticas podem ser classificadas em endoamilases,
exoamilases, enzimas desramificadoras e transferases, dependendo do ponto de
atuacao na estrutura do amido (Figura 2) (VAN DER MAAREL et al., 2002).

As endoamilases agem nas ligagdes glicosidicas a-1,4 presentes na regiao
interna das cadeias de amilose e amilopectina. A mais conhecida deste grupo é a
a-amilase (EC 3.2.1.1) que hidrolisa aleatoriamente o amido, liberando
oligossacarideos de tamanho variados (VAN DER MAAREL et al., 2002).

B-amilase (EC 3.2.1.2), glucoamilase (EC 3.2.1.3) e a-glucosidase
(EC 3.2.1.20) sao exemplos de exoamilases. Essas enzimas atuam nos residuos
externos da amilose e amilopectina, na extremidade nao redutora, produzindo
oligossacarideos de baixa massa molecular como a maltose, liberada pela -amilase,
e B-glicose, liberado pela glucoamilase. O produto de hidrdlise da a-glucosidase € a
a-glicose (BERTOLDO; ANTRANIKIAN, 2002).

As enzimas desramificadoras, isoamilase (EC 3.2.1.68) e pululanase |
(EC 3.2.1.41), clivam especificamente as ligagbes glicosidicas a-1,6 liberando
oligossacarideos lineares de cadeia longa. As pululanases hidrolisam as ligacdes

a-1,6 do pululano (polissacarido formado por unidades de maltotriose unidas por
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ligacbes a-1,6) e amilopectina. Ja as isoamilases quebram ligacbes a-1,6 da
amilopectina e dextrinas ramificadas (VAN DER VEEN et al., 2000).

Transferases sao enzimas que quebram ligagdes a-1,4 da molécula doadora
para formacdo de nova ligagdo glicosidica com uma molécula receptora. Estédo
incluidas nesse grupo as amilomaltases (EC 2.4.1.25), ciclodextrina
glicosiltransferases (CGTase, EC 2.4.1.19) e enzimas ramificadoras (EC 2.4.1.18). As
amilomaltases e CGTases formam uma nova ligagdo a-1,4 enquanto as enzimas
ramificadoras formam uma nova ligacéo a-1,6. A diferenga entre as duas primeiras
esta no produto da reacao de transglicosilacdo, a amilomaltase gera um produto linear
e a CGTase forma produtos ciclicos, as ciclodextrinas (VAN DER MAAREL et al.,
2002).

Figura 2- Representacdo esquematica da acdo das enzimas envolvidas na
degradagao do amido. (e) molécula glicose com extremidade redutora;
(o) molécula de glicose sem extremidade redutora; (—) indicam o ponto
de clivagem preferido na molécula de amido.
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Fonte: Bertoldo e Antranikian (2002) modificada por Alves-Prado (2005).

2.3 APLICACAO DAS ENZIMAS AMILOLITICAS

A a-amilase foi a primeira enzima utilizada em induastrias de alimentos,

fabricacdo de bebidas e panificacdo, possibilitando que outras enzimas fossem
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testadas e comercializadas como pululanases, proteases, pectinases e celulases
(GUPTA et al., 2003; POLIZELI; SILVA, 2016). A producédo de xaropes de glicose e
frutose, por exemplo, em geral obtidos pelo processamento do amido de milho,
emprega trés a quatro enzimas: a-amilase, glucoamilase e glicose-isomerase.
Inicialmente, o amido de milho é tratado com a-amilase para clivar internamente as
moléculas de amilose e amilopectina e produzir oligossacarideos. Em seguida, a
glucoamilase age sobre esses fragmentos liberando unidades de D-glicose. Por fim,
a enzima glicose-isomerase converte a glicose em uma mistura equilibrada de
D-glicose e D-frutose, na propor¢cdo aproximada de 58 e 42%, respectivamente
(DAMODARAN et al., 2010; SILVA et al., 2009).

Na panificagdo, a adicao de a-amilases flngicas e maltogénicas na formulacao
do pé&o propicia a obtencdo de uma massa de boa consisténcia, maior volume e
maciez do miolo, e com maior tempo de prateleira (BLASZCZAK et al., 2004; SAHNI;
GOEL, 2015).

Na industria téxtil, a goma de amido aplicada nos fios para protegé-los contra
rompimento e perda de elasticidade durante a tecelagem, é removida por a-amilases
precedendo a etapa de lavagem e tingimento dos tecidos (SAINI et al., 2017). De
modo semelhante, na industria papeleira, a cobertura de amido empregada para
melhorar as propriedades do papel (suavidade e resisténcia) e protegé-lo de danos
mecanicos durante o processamento, € parcialmente removida por a-amilases para
obtencéo de papel com densidade e tamanho desejados (GUPTA et al., 2003).

As amilases encontradas em detergentes auxiliam a remoc&o de manchas
provocadas por alimentos que contém amido como molhos, frutas e chocolates. As
industrias de detergentes séo as principais consumidoras de enzimas, e as amilases
correspondem, em termos quantitativos, ao segundo tipo de enzima mais utilizado
estando presente em 90% dos detergentes liquidos (SOUZA; MAGALHAES, 2010).

A utilizacdo das amilases nos diferentes setores industriais vai depender de
suas caracteristicas fisico-quimicas, como respostas as mudancas de temperatura e
pH, tolerancia a salinidade e estabilidade térmica (AVWIROKO et al., 2015). Amilases
termoestaveis, por exemplo, sdo utilizadas na producdo de xaropes de glicose e
frutose e na panificacdo, ao passo que, amilases alcalinas e ativas em baixas
temperaturas sao preferidas como ingredientes de detergentes (NIYONZIMA; MORE,
2014; SOUZA; MAGALHAES, 2010)
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Amizyme® (PMP Fermentation Products, Peoria, EUA), Termamyl®,
Fungamyl, BAN® (Novozymes, Dinamarca) e a-amylase G9995® (Enzyme
Biosystems, EUA) sao alguns exemplos de amilases que vem sendo comercializadas
para utilizacdo na industria, todas obtidas a partir de microrganismos (SAHNI; GOEL,
2015).

2.4 PROCESSOS FERMENTATIVOS PARA OBTENCAO DE AMILASES
MICROBIANAS

As amilases podem ser obtidas de vérias fontes, porém as amilases
microbianas sdo de especial interesse para a industria gracas a sua estabilidade,
especificidade e alta produtividade, além de requerer pouco tempo e espaco para a
producdo (CASTRO; SATO, 2013; DEY et al., 2016).

Existem dois processos para a produgcdo de enzimas microbianas, o cultivo
submerso (CSm) e o cultivo em estado solido (SUNDARRAM; MURTHY, 2014). O
CSm caracteriza-se pelo cultivo de microrganismos em uma solu¢cao ou suspensao
contendo 0s nutrientes necessarios para seu crescimento e producao enzimatica. A
solugcdo deve conter uma ou mais fontes de carbono, nitrogénio e micronutrientes
como vitaminas e sais, além de uma via de entrada para fornecimento de oxigénio, se
o processo for aerdbio (POLIZELI; SILVA, 2016).

O CSm é tradicionalmente utilizado para a producéo industrial de enzimas, pois
proporciona um melhor controle de parametros importantes no processo como
temperatura e pH (ONOFRE et al.,, 2016; SARANRAJ; STELLA, 2013). Uma
alternativa interessante ao CSm € o cultivo em estado sélido (CES), que se processa
com técnicas e equipamentos mais simples, requer pouca energia, gera metabdlitos
mais concentrados e com menor risco de contaminagcdo por bactérias
(ESCARAMBONI et al., 2018; MAHMOOD et al., 2018).

No CES os microrganismos se desenvolvem sobre ou dentro de particulas em
uma matriz solida, e o conteudo liquido (substrato ou meio umidificante) a ela ligado
assegura o metabolismo e crescimento das ceélulas, mas ndo excede a maxima
capacidade de ligacdo da agua com a matriz solida (SCHIMIDELL et al., 2001). Os
fungos filamentosos toleram bem a baixa atividade de agua e condi¢cbes de alta
pressdo osmoética, assim sao preferidos as leveduras e bactérias no CES (ONOFRE
et al., 2016; SINGH et al., 2014).
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No cultivo em estado sélido, a matriz sélida sobre a qual os microrganismos se
desenvolvem pode ser utilizada como suporte para absor¢cdo de um meio de cultura
liguido ou atuar ela mesma como fonte de nutrientes (SCHIMIDELL et al., 2001). A
fonte de carbono é o principal fator que afeta os custos da produg&o enzimatica, assim,
para a produgao econdmica de a-amilases, 0os pesquisadores tem dado atencao
significativa a utilizacao de alimentos e residuos agroindustriais facilmente disponiveis
e baratos (MAHMOOD et al., 2018; PEREIRA et al., 2017).

As fontes de carbono e nitrogénio sdo, também, os principais aspectos que
afetam a producéo de enzimas no CES, sendo necessario rastrear uma variedade de
substratos para encontrar 0 mais adequado a producdo de uma enzima especifica
(ALMALKI, 2018; HANSEN et al., 2015). Residuos lignoceluldsicos complexos séo
geralmente considerados os melhores substratos para o CES (SINGH et al., 2014).
Farelo de trigo, casca de batata, palha de trigo, palha de arroz, casca de arroz,
residuos da banana e do café sdo alguns exemplos de substratos utilizados para a
producao de a-amilases (MAHMOOD et al., 2018).

Além da constituicdo do substrato, outros parametros interferem na producéo
enzimatica via CES como tamanho das particulas da matriz sélida, percentual de
umidade, concentracdo de inéculo, nutrientes inorganicos, temperatura, periodo de
incubacéo, e principalmente, a cepa microbiana utilizada (ALMALKI, 2018; ASRAT;
GIRMA, 2018; SAHNI; GOEL, 2015).

2.5 POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE FUNGOS FITOPATOGENICOS

Fungos fitopatogénicos secretam enzimas e outras proteinas que facilitam a
colonizacéo dos tecidos do hospedeiro (RAMOS et al., 2016; COLOGNA et al., 2018).
Celulases, hemicelulases, pectinases e ligninases, despolimerizam componentes da
parede celular das plantas (materiais celulésicos, hemicelulose, residuos de acido
galacturdnico e lignina, respectivamente), proteases quebram proteinas em peptideos
e aminoacidos, lipases hidrolisam lipideos liberando acidos organicos e glicerol, e
amilases atuam sobre a reserva energética na forma de amido produzindo glicose,
maltose e dextrinas (BON et al., 2008).

Existe uma correlacdo alta e positiva entre a viruléncia de alguns fitopatégenos

e a producao dessas enzimas (celulases, pectinases, proteases, lipases e amilases),
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como foi demonstrado por Gawade et al. (2017) para isolados do fungo Rhizoctonia
bataticola, principal causador da podridao radicular em soja.

As enzimas secretadas na interacdo patdégeno-hospedeiro, entretanto, podem
ser de interesse biotecnolégico e industrial (COLOGNA et al.,, 2018). A aril-
alcool oxidase secretada pelo agente causal do carvdo-comum do milho, o fungo
Ustilago maydis, por exemplo, tem aplicacdo na producéo do bioetanol (COUTURIER
et al., 2016), e a -1,3-glucanase de Rhizoctonia solani comp®e a Kitarase-M, mistura
comercial de enzimas produzida em Toquio, no Japao (VIJAYENDRA; KASHIWAGI,
2009).

2.6 RHIZOCTONIA SOLANI AG-1 IA

Rhizoctonia solani (teleomorfo Thanatephorus cucumeris) é um basidiomiceto
associado com doencas severas em muitas espécies de plantas cultivadas
(WOODHALL et al., 2007). Sua penetracdo no hospedeiro se da pela liberacédo de
enzimas que degradam as paredes celulares da epiderme radicular ou hipocoétilo,
seguida da invasédo dos tecidos da planta pelas hifas (CASTRO, 2007). Nos tecidos
doentes da planta forma esclerddios, massa compacta de micélio que funciona como
estrutura de resisténcia e propagacdao, e podem permanecer viaveis nos hospedeiros,
palhada ou solo, servindo de inéculo para culturas subsequentes (AGRIOS, 2004;
CASTRO, 2007).

A espécie R. solani € complexa, cosmopolita, possui uma ampla gama de
hospedeiros e é subdividida em espécies filogenéticas, segundo a ocorréncia da fusao
de hifas (anastomose). S&o 14 grupos de anastomose (AGSs) identificados como AG-1
a 13 e AG-IB, e avaliados, além da ocorréncia de fusédo de hifas, pela similaridade no
DNA, temperatura Otima de crescimento, tipo de esclerodio formado e perfil
isoenzimatico, entre outras caracteristicas (SOUZA et al., 2007).

Na América do Sul, o grupo de anastomose 1 IA (AG-1 IA) do fungo R. solani
surgiu como importante patégeno de pastagens do género Urochloa sp. A doenca foi
detectada inicialmente na Colémbia, em areas onde o cultivo de arroz foi substituido
pelo cultivo de capim braquiaria (Urochloa sp.). A troca de hospedeiro devido a
sobreposicao ou proximidade com &reas de cultivo de arroz, também foi observada
nas culturas do milho e da soja (POLONI et al., 2016).
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Queima foliar, podriddo do coleto e morte da planta sdo alguns dos sintomas
da rizoctoniose em braquiaria que, no Brasil, ataca pastagens nos estados do Acre,
Maranhdo, norte do Mato Grosso, Rondonia, sul do Para e Tocantins (POLONI et al.,
2016). Manchas ovais, elipticas e bordas marrons na bainha e colmos caracterizam a
rizoctoniose em cultivares de arroz, presente, principalmente, em lavouras de arroz
irrigado no Tocantins (SOUZA et al., 2007). Na soja, além de necrose foliar, o fungo
causa lesdes nas hastes e peciolos e, sob condi¢des ambientais favoraveis ao seu
desenvolvimento, provoca perdas de até 60% na producao dos estados do Maranhao,
Mato Grosso, Piaui, Tocantins, Para e Roraima (CAMPOS; CERESINI, 2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo a producdo e caracterizacdo da
a-amilase secretada por Rhizoctonia solani AG-1 IA, obtida sob cultivo em estado

sélido, utilizando residuos agroindustriais como fonte de carbono.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Selecionar, entre os isolados provenientes de diferentes hospedeiros (arroz,
braquiaria e soja), aqueles que apresentam maior atividade amilolitica;

b) Cultivar as linhagens selecionadas em produtos e residuos agroindustriais,
visando alternativas mais baratas e sustentaveis de substratos para a obtencdo de
enzimas;

c) Comparar ensaios de fermentagcédo utilizando substratos de composi¢cao
bromatoldgica variada a fim de verificar que parametros — teor de acucar, proteinas e
fibras, entre outros — exercem maior influéncia sobre a producédo amilolitica do
microrganismo estudado;

d) Estabelecer, por meio do perfil de producéo enzimatica, o melhor tempo de
cultivo para obtencdo da enzima de interesse e,

e) Caracterizar a atividade enzimatica quanto a temperatura e pH, para o
isolado, tempo de fermentagao e meio de cultivo, que apresentou maior producgéo de

amilase.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MICRORGANISMOS E PREPARO DO INOCULO

Para o estudo foram empregados nove isolados do fungo filamentoso
Rhizoctonia solani AG-1 IA, provenientes das culturas do arroz, braquiaria e soja,
cultivadas na regiao Norte e Centro-Oeste do Brasil (Tabela 1).

Os isolados avaliados pertencem a colecdo de fungos fitopatogénicos do
Departamento de Fitossanidade, Engenharia Rural e Solos da UNESP, Campus de
llha Solteira, sob responsabilidade do Prof. Dr. Paulo Cezar Ceresini, e foram
selecionados como isolados com potencial amilolitico, com base nos dados de

producdo enziméatica publicados por Bistratini (2016).

Tabela 1- Dados de georreferenciamento dos isolados de Rhizoctonia solani AG-1 IA.

Cadigo do

Hospedeiro Estado ; Latitude Longitude
isolado
Arroz Roraima RR_A37 +03 06 00 -60 49 00
Arroz Roraima RR_A30 +03 06 00 -60 49 00
Arroz Roraima RR_A33 +03 06 00 -60 49 00
Braquiaria Rondénia ROB2D5 -09 50 29.2 -63 39 39.7
Braquiaria Rondénia ROB2E1 -09 50 29.2 -63 39 39.7
Braquiéria Pard PA_B1B6 -025345.5 -47 33 27.9
Soja Tocantins TO_022 -8.97S -48.17 W
Soja Tocantins TO_064 -8.97 S -48.17 W
Soja Mato Grosso MT_S085 -16.33 S -55.93 W

Fonte: Modificada de Bistratini (2016).

Os isolados foram preservados pelo armazenamento de esclerddios em silica
gel a - 21 °C, e para crescimento ou reativagcao do fungo, foi utilizado meio BDA
(Batata Dextrose Agar).

Repiques obtidos a partir do crescimento de esclerédios em placas de Petri
contendo meio BDA (Batata Dextrose Agar), a 25 °C, foram transferidos para outras
placas nas mesmas condi¢es de cultivo, e destas ultimas, discos de 9 mm de micélio,
com cerca de 72 h de desenvolvimento, foram utilizados para inocular frascos

erlenmeyer contendo os substratos em analise.
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4.2 PREPARO DOS SUBSTRATOS

Diferentes produtos e residuos agroindustriais foram avaliados como substrato
para o cultivo em estado solido (CES): farelo de trigo; farelo de soja; braquiaria
(Urochloa ruziziensis); palha de café; casca de banana; entrecasca e pelicula da
casca de mandioca (Figura 3). Os materiais foram secos em estufa a 50 £5 °C,
triturados em moinho de faca e peneirados para a obtencdo de fragmentos com

granulometria média de 2 + 1 mm.

Figura 3- Aspecto dos substratos utilizados na fermentacao.
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Fonte: Préprio autor.

O farelo de trigo utilizado foi fabricado pela empresa Bungue Alimentos S.A
(Tatui-SP); o farelo de soja, fornecido pela empresa Cargill (Trés Lagoas-MS);
braquiaria e banana foram colhidas na Fazenda de Ensino, Pesquisa e Extenséo da
UNESP, Campus de llha Solteira (FEPE, Selviria-MS); a palha de café, obtida em
maquina de beneficiamento de café (Santa Fé do Sul-SP) e a mandioca, comprada
no comércio local (llha Solteira-SP).

A mandioca teve 0s constituintes da casca — entrecasca e pelicula externa —
analisados separadamente. Os demais substratos, a excecao do farelo de soja, foram
lavados até a remocdo dos acucares redutores totais. O acucar redutor total foi
quantificado na agua de lavagem, de acordo com o método do reagente DNS proposto
por Miller (1959). Os substratos foram avaliados com e sem o processo de lavagem.
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4.3 ANALISE BROMATOLOGICA DOS SUBSTRATOS

A andlise da composicdo bromatolégica dos substratos foi realizada no
Laboratorio de Bromatologia do Departamento de Biologia e Zootecnia da UNESP,
Campus de llha Solteira.

O teor de carboidratos soluveis foi determinado conforme Johnson et al. (1966)
e os teores de matéria seca (MS), nitrogénio total (N), proteina bruta (PB), fibra de
detergente neutro (FDN), fibra de detergente acido (FDA), hemicelulose, celulose e

lignina, segundo metodologia descrita por Silva e Queiroz (2002).

4.4 CULTIVO EM ESTADO SOLIDO (CES)

O cultivo foi realizado em frascos erlenmeyer de 250 mL contendo 5 g de
substrato e 6mL de solucdo salina (1,4 gLt (NH4)2S0s4, 2gL?*K2HPO4,
0,2 g L't MgS04.7H20 e 0,3 g L't (NH2)2CO). Os frascos foram autoclavados durante
20 min a 121 °C, inoculados assepticamente com 5 discos de 9 mm de meio com
micélio em desenvolvimento, e mantidos em BOD a 25 °C, por 96 h. A umidade inicial
dos diferentes substratos com a adicdo da solucdo de sais foi estimada em 60%.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

4.5 EXTRACAO ENZIMATICA

O extrato enzimatico bruto foi obtido pela adicdo de 50 mL de agua destilada
em cada frasco erlenmeyer, seguida de agitacdo a 200 rpm pelo periodo de 1 h. As
amostras foram filtradas em gaze e centrifugadas a 10.000 xg por 15min a 5 °C. O

sobrenadante foi empregado nas analises enzimaticas.

4.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE AMILOLITICA E ESPECIFICA

A atividade amilolitica foi determinada com 0,45 mL de solugdo amido soluvel
a 0,5% em tampdo acetato (0,1M pH 5,5) e adi¢do de 0,05 mL da solucdo enzimatica
bruta. A mistura de reacdo foi incubada por 10 minutos a 50 °C, paralisada com
0,50 mL de acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) e, em seguida, transferida ao banho de

ebulicdo por 10 min. Apés resfriar em banho de gelo foi adicionado 4 mL de 4gua a
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mistura reacional. Os acgUcares redutores liberados foram quantificados medindo-se a
absorbancia a 540 nm, segundo o método descrito por Miller (1959). Uma unidade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima requerida para liberar 1 umol de
acucares redutores por minuto de reacdo. A solucédo de glicose a 0,1% (10 mg mL™)
foi usada como padréo.

A atividade especifica (U mg?!proteina) foi calculada dividindo-se a
concentracdo de atividade enzimatica (U mL™?) pela concentracdo de proteina total

(mg mL1).

4.7 DETERMINACAO DE ACUCARES REDUTORES TOTAIS

A quantificacdo de acucares redutores totais presentes na amostra foi realizada
misturando 0,25 mL do reagente DNS em 0,25 mL da solucdo enzimatica bruta (ou
0,25 mL da &agua de lavagem, na quantificacdo de acucares do substrato) e
transferindo a mistura de reacdo ao banho de ebulicdo onde permaneceu por
10 minutos. A mistura de reacao foi resfriada em banho de gelo e apds adicdo de
2,5mL de &gua foi determinada a absorbancia em espectrofotbmetro a 540 nm,
conforme método proposto por Miller (1959).

4.8 DETERMINACAO DE PROTEINAS

Na quantificacdo de proteinas totais a mistura de reacdo foi composta de
0,50 mL da solucédo enzimatica bruta, 0,45 mL do reagente A (2,0 g L't KNaCaH4Oe,
100,0 g L' Na2CO3, 0,5 mL L solucdo NaOH a 1N) e incubada em banho maria a
50 °C por 10 min. Apés, a mistura de reacéao foi adicionado 0,05 mL do reagente B
(2% KNaC4H40s, 1% CuSO4, 10% solucdo NaOH, a 1N) e incubada a temperatura
ambiente por 10 min. Posteriormente, foi adicionado 1,5 mL do reagente C (Folin
Ciocalteau e agua destilada na proporcao 1:15) a mistura, e incubada em banho maria
a 50 °C por 10 min. A absorbancia foi determinada em espectrofotdmetro a 650 nm
conforme o método Hartree-Lowry (HARTREE, 1972) e a concentracdo de proteina
nas amostras foi determinada utilizando a curva de calibragdo soro albumina bovina
(0 - 300 pg mL1).
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4.9 PERFIL DE PRODUCAO ENZIMATICA E EFEITO DO SUBSTRATO

Os nove isolados de R. solani tiveram a atividade amilolitica, especifica,
proteina e agucar redutor quantificados a cada 24 h, pelo periodo de 10 dias (240 h),
sob cultivo em estado sdlido, a 25 °C, em farelo de trigo lavado. A partir do perfil de
producdo enzimatica no farelo de trigo lavado, ficou estabelecido os dois isolados com
maior atividade amilolitica, e o tempo minimo de cultivo para boa producao de amilase.

No teste subsequente, as atividades amiloliticas dos dois isolados foram
comparadas em diferentes substratos (farelo de trigo; farelo de trigo lavado;
braquiaria; braquiaria lavada; farelo de soja; palha de café; palha de café lavada;
casca de banana; casca de banana lavada; entrecasca de mandioca e pelicula da
casca de mandioca) as 96 h no CES, e os materiais que, em média, proporcionaram

maior atividade enzimatica, tiveram o perfil de producao amilolitica neles avaliado.

4.10 CARACTERIZACAO DA ENZIMA

As propriedades fisicas e quimicas da amilase foram determinadas pelo
método de Miller (1959) descrito no item 4.6, utilizando o extrato enzimatico bruto

obtido no substrato e tempo de cultivo que apresentou maior atividade amilolitica.

4.10.1 Temperatura 6tima e de estabilidade

A determinacdo da temperatura 6tima da amilase foi realizada incubando-se a
mistura reacional (0,45 mL de solucdo amido soluvel a 0,5% em tampao acetato
(0,1M pH 5,5) e 0,05 mL da solucéo enzimatica bruta) em diferentes temperaturas, de
30 a 65 °C, em intervalos de 5 °C, e na temperatura de geladeira, a 10 °C.

A estabilidade da amilase a temperatura foi avaliada incubando-se a solucéo
enzimatica bruta, por 1 h, em cada uma das temperaturas supracitadas, e a atividade

amilolitica residual, determinada na temperatura e pH 6timos.
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4.10.2 pH 6timo e de estabilidade

Para determinacdo do pH 6timo da atividade enzimatica foi utilizado o tamp&o
Mcllvaine 100 mM L%, pH 3,0 a 8,0 e tampao glicina-NaOH 100 mM L, pH 8,5a 11,0,
ambos, com intervalos de 0,5 unidades de pH (VILLELA et al., 1973).

A estabilidade da amilase foi avaliada incubando-se a solugéo enzimatica bruta,
por 24 h, a 25 °C, em cada um dos tampdes supracitados, e a atividade amilolitica

residual, determinada na temperatura e pH 6timos.
4.11 ANALISE ESTATISTICA
As anadlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa Sisvar, da

Universidade Federal de Lavras/ Brasil. O teste de Scott Knott a 5% de significancia

foi empregado para detectar diferencas significativas entre os grupos analisados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PERFIL DE PRODUCAO ENZIMATICA NO FARELO DE TRIGO LAVADO

O perfil de producéo enziméatica dos isolados de Rhizoctonia solani AG-1 IA foi
avaliado em farelo de trigo lavado, sob cultivo em estado sélido, pelo periodo de 240 h,
a 25 °C (Figuras 4, 5 e 6).

O total de proteinas detectado nos extratos enzimaticos as 48 h de cultivo foi
praticamente o dobro em comparacao aqueles detectados as 24 h (Figuras 4d, 5d e
6d). A liberacao de acucares redutores (Figuras 4c, 5¢c e 6¢) concomitante a elevacéo
no teor de proteinas nas primeiras 72 h, deu indicios de que o primeiro foi resultante

das atividades metabdlicas do microrganismo nesse periodo.

Figura 4 - Perfil de producdo enzimatica dos isolados RRA37, RRA30 e RRA33 de
Rhizoctonia solani AG-1 IA, provenientes da cultura do arroz, e cultivados
em farelo de trigo lavado, a 25 °C. (a) atividade amilolitica, (b) atividade
especifica, (c) agucar redutor total e (d) proteina total.
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Fonte: Préprio autor.
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A produgao de a-amilases (Figuras 4a, 5a e 6a) também cresceu no inicio da
fermentacdo, mas diferente do acucar redutor, o pico de atividade amilolitica néo
coincidiu com o de producéo de proteina.

Os isolados provenientes do arroz, braquiaria e soja, em geral, apresentaram
boa atividade amilolitica (Figuras 4a, 5a e 6a) a partir das 96 h de cultivo, e especifica
(Figuras 4b, 5b e 6b), a partir das 120 h, para o cultivo realizado em farelo de trigo
lavado.

A maxima atividade amilolitica 85,5 U g substrato (8,55 U mL), as 120 h de
cultivo (Figura 6a) e maxima atividade especifica 5,06 U mg* proteina, as 240 h
(Figura 6b), foram proporcionadas por isolados provenientes da soja, TO 022 e
MT_SO85 respectivamente, que foram, por isso, selecionados para a etapa seguinte,

onde investigou-se a atividade amilolitica variando-se os substratos.

Figura 5- Perfil de producédo enzimatica dos isolados PAB1B6, ROB2E1 e ROD2D5
de Rhizoctonia solani AG-1 IA, provenientes da cultura da braquiéaria, e
cultivados em farelo de trigo lavado, a 25 °C. (a) atividade amilolitica, (b)
atividade especifica, (c) agucar redutor e (d) proteina total.
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Figura 6- Perfil de producdo enzimatica dos isolados TO_022, TO_064 e MT_S085

de Rhizoctonia solani AG-1 IA, provenientes da cultura da soja, e cultivados
em farelo de trigo lavado, a 25 °C. (a) atividade amilolitica, (b) atividade
especifica, (c) acucar redutor e (d) proteina total.
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5.2 EFEITO DO SUBSTRATO SOBRE A PRODUCAO DE AMILASE

O efeito do substrato sobre a produg¢ao de a-amilase pelos isolados TO_022 e

MT_SO85 do fungo Rhizoctonia solani AG-1 IA, foi avaliado sob cultivo em estado
sélido (CES), ap6s 96 h de incubacéo a 25 °C (Tabela 2).

Dentre os materiais testados, farelo de trigo foi o que apresentou maior
atividade amilolitica (TO_022, 12,98 U mL™? ou 129,8 U g! substrato; MT_SO85,
6,58 U mL* ou 65,8 U g substrato) e especifica (TO_022, 6,49 U mg* de proteina),

sendo melhor utilizar farelo de trigo a farelo de trigo lavado, exceto para a atividade

especifica do MT_S085, que foi maior no farelo de trigo lavado (3,32 U mg? de

proteina) (Tabela 2).
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Tabela 2- Proteina, atividade especifica e atividade de a-amilase dos isolados TO_022 e MT_SO85 de Rhizoctonia solani AG-1 IA,
provenientes do hospedeiro soja, e cultivados sob fermentacédo solida por 96 h a 25 °C.

TO_022 MT_S085
Substrato Proteina Ativ. Especifica  Ativ. Amilolitica Proteina Ativ. Especifica  Ativ. Amilolitica
(mg mLY) (Umg?) (UmL?) (mg mL?) (Umg?) (U mL?)
Farelo Trigo 2,01+0,17d 6,49+ 1,43 a 1298+241a 1,99+0,09e 3,32+0,16 b 6,58+ 0,14 a
Farelo Trigo Lavado 1,29+0,16 e 533+0,95a 6,78+ 0,57 b 1,17+0,40f 4,40+ 0,94 a 492+0,54b
Farelo Soja 540+0,44 a 0,47+0,13b 2,53+0,64d 501+0,53a 0,80+0,05¢ 3,97+0,20 ¢
Braquiéria 4,36 +£0,25b 0,51+0,05b 2,24+0,30d 4,21 +£0,08 b 0,29+0,07d 124+0,31le
Braquiaria Lavada 2,77+0,30 ¢ 1,80+£0,19b 4,95+0,16 c 2,71+0,12d 1,19+0,17c 3,24+0,61d
Palha Café 5,10+ 0,23 a 0,37+0,05b 1,93+0,34d 4,88+ 0,28 a 0,03+0,01d 0,16 + 0,03 f
Palha Café Lavada 0,62 +£ 0,06 f 0,45+0,07b 0,28 £ 0,08 e 0,60+0,08¢g 0,20+0,29d 0,13+0,18f
Casca Banana 2,71+£0,32¢c 0,67+0,13 b 1,80+0,12d 3,49+0,43¢c 0,30+£0,08d 0,99+0,10 e
Casca Banana Lavada 0,56 +£ 0,05 f 0,13+£0,18 b 0,30+0,11 e 0,89+0,47f 0,21+£0,04d 0,11 +0,02f
Entrecasca Mandioca 1,09+0,03 e 0,76 0,41 b 0,83+0,47 e 0,82 £ 0,07 f 1,21+0,11¢c 1,00+ 0,17 e
Pelicula Casca Mandioca 0,29+ 0,04 f 1,07+054b 0,30+0,11 e 0,29+0,04¢g 0,88+0,25¢ 0,26 £0,10f

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, nao diferem entre si, em 5% de probabilidade, pelo teste de Scott Knott; e + indica o desvio padrao.
Fonte: Préprio autor.
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Posteriormente ao farelo de trigo, braquiaria lavada (4,95 U mL? ou
49,5 U g! substrato) e farelo de soja (3,97 U mL? ou 39,7 U g substrato) foram mais
eficientes em promover a produgéo de a-amilase pelos isolados TO_022 e MT_S085
respectivamente, comparado aos demais substratos (Tabela 2). Ja a palha de café e
casca de banana nao se mostraram apropriados ao cultivo do TO_022 e MT_SO85,
pois ndo houve adequada colonizacdo dos substratos, ficando o crescimento das hifas
de R. solani aparentemente limitado aos discos de meio BDA utilizados como inéculo
(Figuras 7 e 8).

Figura 7- Colonizacdo dos substratos pelo isolado TO_022, ap6s 96 h de cultivo em

\B

estado solido.

- Farelo de trigo;

- Farelo de trigo lavado;

- Farelo de soja;

- Braquidria;

- Braquiéria lavada;

- Palha de café;

- Palha de café lavada;

- Casca de banana;

- Casca de banana lavada;
- Entrecasca de mandioca;
K - Pelicula da casca de mandioca.

CTIOTMOO®>

Nota: Fotos tiradas da base dos frascos (Erlenmeyer) de fermentacao.
Fonte: Préprio autor.

Rhizoctonia solani AG-1 IA TO_022 e MT_S085, quando cultivados em farelo
de trigo, farelo de soja ou braquiaria lavada, demonstraram serem bons produtores de

amilase em relagéo aos dados encontrados na literatura.
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Figura 8- Colonizac&o dos substratos pelo isolado MT_S0O85, apds 96 h de cultivo em
estado solido.

- Farelo de trigo;
- Farelo de trigo lavado;

- Farelo de soja;

- Braquiaria;

- Braquiaria lavada;

- Palha de café;

- Palha de café lavada;

- Casca de banana;

Casca de banana lavada;

- Entrecasca de mandioca;

- Pelicula da casca de mandioca.

ARCTIETMMOUO®>

Nota: Fotos tiradas da base dos frascos (Erlenmeyer) de fermentacéo.
Fonte: Préprio autor.

Oliveira et al. (2015) selecionando cepas de leveduras para producao de
enzimas com potencial amilolitico, detectou 14,68 U mL! para Candida parapsilosis
apos 120 h de cultivo (CES), a 28 °C, no farelo de trigo. Freitas et al. (2014) avaliando
a producao de a-amilase por Syncephalastrum racemosum, sob 72 h cultivo (CES)
em farelo de trigo, relatou a producdo enzimética de 24 U g substrato.

Kaur et al. (2015) estudando a condicao 6tima para obtencao de a-amilases de
Rhizopus oryzae no farelo de arroz, observou a producéo de 2,08 U mL* ap6s 5 dias
de fermentacdo soélida, a 30 °C. Tallapragada et al. (2017) testando diferentes
residuos (casca de laranja, casca de cebola, casca de beterraba, torta de amendoim
e torta de coco) como fonte de nutrientes para fermentacdo sélida de Monascus
sanguineus, verificou a atividade amilolitica maxima de 0,029 U mL%, em casca de
beterraba.
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5.2.1 Composicao bromatolégica do substrato x atividade amilolitica

As fontes de carbono utilizadas pelos fungos filamentosos no processo de
fermentacdo afetam grandemente a composicdo de proteinas extracelulares
produzidas (CARRILLO-SANCEN et al.,, 2016). Assim, os residuos agroindustriais
empregados na produgcdo de a-amilase pelos isolados de R. solani foram
quantificados quanto ao teor de nitrogénio, proteinas, fibras de detergente neutro
(FDN), fibras de detergente acido (FDA), carboidratos soluveis, celulose, hemicelulose
e lignina, em percentual de matéria seca (%MS) (Tabela 3), e comparados quanto a
atividade amilolitica (Tabela 2).

Os substratos que propiciaram melhor desenvolvimento de hifas e producéo de
a-amilase — farelo de trigo, farelo de soja e braquiaria lavada — diferiram quanto a
composicdo bromatoldgica. O nitrogénio, elemento tido como um dos mais
importantes requerido pelo microrganismo no processo de fermentacdo, estava
presente em grande quantidade no farelo de soja, 8,0% da matéria seca, mais que o
triplo observado para o farelo de trigo (2,46%), melhor substrato avaliado no cultivo.
O farelo de trigo, entretanto, possui substancialmente mais amido (49,14% da matéria
seca), polissacarideo passivel de ataque pelas a-amilases, do que o farelo de soja
(5,50%), cujo peso seco € representado principalmente por proteinas (49,99%)
(ZEOULA et al., 1999).

Tabela 3- Caracterizacdo bromatoldgica dos substratos.

PB N FDN FDA HEM LIG CEL CHOs
AMOSTRA
%MS

Farelo de Trigo 1539 2,46 42,37 13,66 28,70 4,30 8,04 11,24
Farelo de Soja 49,99 8,00 16,04 6,06 9,97 0,32 5,33 14,80
Braquiéaria (U. ruziziensis) 10,01 1,60 69,39 3560 33,78 4,57 29,51 7,54
Palha de Café 10,69 1,71 38,40 27,02 11,38 8,22 17,28 28,00
Casca de Banana 3,75 0,60 27,37 16,39 10,97 5,03 10,07 35,84
Entrecasca Mandioca 5,05 0,81 25,55 12,05 13,50 2,88 8,21 12,29

Pelicula Casca Mandioca 4,29 0,69 86,47 73,53 12,95 44,61 26,90 1,45

PB- Proteina Bruta; N- Nitrogénio; FDN- Fibra de detergente neutro; FDA- Fibra de detergente acido;
HEM- Hemicelulose; LIG- Lignina; CEL- Celulose; CHOs- Carboidratos sollveis. Valores em percentual
de matéria seca (%MS).

Fonte: Préprio autor.
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A braquiaria tem alto teor de fibras (69,39%, FDN; 35,60%, FDA) e pelo
processo de lavagem, provavelmente, reduziu o teor de carboidratos solUveis e outros
nutrientes facilmente lixividveis, mas nao o teor de celulose (29,51%), hemicelulose
(33,78%) e lignina (4,57%). Assim podemos supor, com base na composicao
bromatoldgica (Tabela 3) e atividades amilolitica e especifica (Tabela 2), que do pool
de enzimas liberadas pelo fungo na braquiaria lavada, em comparacao ao farelo de
trigo, maior energia foi gasta na producao de enzimas que degradam a parede celular
vegetal, como as celulases e hemicelulases, do que na producéo de amilases.

Uma ampla variedade de residuos agroindustriais vem sendo testados por
pesquisadores quanto a adequacdo como fonte de carbono para a producdo de
amilases microbianas, mas o farelo de trigo continua sendo o substrato mais utilizado
no cultivo em estado sélido para a obtencao dessa enzima (SOUZA; PERALTA, 2001).

Oliveira et al. (2016) comparando os residuos agroindustriais farelo de soja,
farelo de trigo, bagaco de cana e palha de milho quanto a producdo de amilases pelos
fungos Lichtheimia ramosa e Thermoascus aurantiacus, detectou maior producao no
farelo de trigo, apds 120 h de cultivo (CES). Zambare (2010), testando farelo de trigo,
palha de arroz, farinha de arroz, farinha de semente de algodédo, sabugo de milho,
torta de coco e torta de amendoim para producdo de glucoamilase por Aspergillus
oryzae, também alcancou melhor resultado com o substrato farelo de trigo, apos 120 h
de cultivo (CES).

5.2.2 Inibidores do crescimento microbiano e represséo catabdlica do carbono

Os microrganismos heterotréficos, em geral, coordenam eficientemente as vias
metabdlicas que visam o fornecimento de energia e a construcdo de biomoléculas,
utilizando o substrato como suprimento de carbono, oxigénio, hidrogénio e nitrogénio
(SCHMIDELL et al., 2001). O excesso de agucares facilmente metabolizaveis como a
glicose e frutose entretanto, pode reprimir a expressao de genes necessarios ao
metabolismo de carboidratos complexos como a celulose e o amido, bem como, a
presenca de substancias com atividade antimicrobiana, cafeina e taninos por
exemplo, podem restringir ou inibir o crescimento de microrganismos (ANTONIETO et
al., 2014; FAN et al., 2006).
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Os dois substratos que néo favoreceram o crescimento de R. solani, possuem
em comum o alto teor de carboidratos soluveis, 28,0% na palha de café e 35,84% na
casca de banana, e a presenca de cafeina e taninos (Tabela 3).

Fan et al. (2006) estudando o efeito da cafeina sobre o crescimento e
frutificacdo do fungo Pleurotus sp. em palha de café, verificou que com o aumento da
concentracdo de cafeina, o crescimento micelial e a producédo de biomassa diminui,
ndo sendo observado nenhum crescimento a partir de 2500 mg L. Os taninos,
presente tanto na palha de café como na casca de banana, tiveram a atividade
antimicrobiana comprovada para os fungos Formitopsis annosa e Verticillin dahliae
(CHEO, 1892). A acéo dos taninos, de acordo com Mohammed et al. (2008), esta
associada a inibicdo da via de fosforilacdo oxidativa de enzimas necessérias a
hidrélise do substrato para obtencdo de nutrientes pelos microrganismos, como as
carboidrases, proteoliticas e lipoliticas.

A lavagem de alguns substratos, precedendo o cultivo, visando a redu¢édo no
teor inicial de acucares redutores e de substancias antimicrobianas, diminuiu o efeito
inibitério sobre o crescimento das hifas de R. solani na palha de café e casca de
banana (Figuras 7 e 8), mas ndo melhorou a atividade amilolitica, exceto para o

substrato braquiaria (Figura 9).

Figura 9- Atividade amilolitica e acUcar redutor total para Rhizoctonia solani AG-1 IA
TO_022 e MT_S085, apo6s 96 h de cultivo em estado sélido, a 25 °C, em
diferentes substratos.
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A producao de a-amilases pelos isolados TO_022 e MT_SO85 na braquiaria
lavada, foi duas vezes maior aquela obtida para o substrato que ndo passou pelo
processo de lavagem, e esse incremento na atividade amilolitica pode estar
relacionado a reducéo da repressédo catabdlica da enzima.

As amilases representam um dos grupos de enzimas afetadas pela repressao
catabdlica na presenca de glicose (CARRILLO-SANCEN et al., 2016). Samanta et al.
(2017) avaliando a expressédo do gene amyL em Bacillus licheniformis observou que
a sintese de a-amilase foi completamente inibida apds adicdo de 0,5% de glicose em
meio contendo amido.

Em R. solani o excesso de glicose pode ser associado também a diminuicéo
da viruléncia e a inabilidade de formar esclerédios. Weinhol e Bowman (1974) relatou
que a repressdo catabdlica da pectinase ocasionada pela adicdo de uma fonte
exdgena de glicose, diminuiu as lesdes provocadas por R. solani sobre o hipocétilo de
plantulas de algodédo. Shimma et al. (1988) verificou que a suplementacédo do meio de
cultivo com doses igual ou superior a 30 mM de glicose suprimiu a formacgao de
esclerédios e este evento esta relacionado, de acordo com Wang et al. (2018), ao
efeito inibitorio provocado pela glicose sobre o crescimento micelial em Rhizoctonia
solani AG-1 IA.

Os substratos que, em média, apresentaram maior atividade amilolitica para os
isolados TO_022 e MT_S085 de R. solani foram farelo de trigo e braquiaria lavada, e
foram avaliados quanto ao perfil de atividade enzimatica na proxima etapa do trabalho.

5.3 PERFIL DE PRODUCAO ENZIMATICA NO FARELO DE TRIGO E BRAQUIARIA
LAVADA

O perfil de producdo enzimatica dos isolados TO 022 e MT_SO085 de
Rhizoctonia solani AG-1 IA foi avaliado em farelo de trigo e braquiaria lavada, sob
cultivo em estado sélido, pelo periodo de 240 h, a 25 °C (Figura 10).

No cultivo realizado em farelo de trigo, a maxima producao de proteina e aglcar
redutor dos isolados ocorreu no inicio da fermentacéo, entre 72 h (TO_022) e 120 h
(MT_SO085), enquanto a maxima atividade amilolitica (22,14 U mL?, TO _022;
22,84UmL?, MT SO85) e especifica (12,05U mg?proteina, TO _022;
12,80 U mg proteina, MT_S0O85) ocorreu no final da fermentacdo, entre 216 h
(TO_022) e 240 h (MT_S085).
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A maxima atividade amilolitica (7,45 U mL*, TO_022; 6,12 mL?*, MT_SO85) e
TO_022; MT_S085)

observada para o cultivo em braquiaria lavada foi, respectivamente, trés e seis vezes

especifica (1,98 U mg* proteina, 1,63 U mg* proteina,
menor que a relatada para o farelo de trigo. Assim, 0 menor tempo de fermentagéo
com maxima atividade amilolitica corresponde ao extrato enzimatico do isolado
TO_022, as 216 h do cultivo em farelo de trigo, escolhido para caracterizacao fisico-

quimica da enzima a-amilase.

Figura 10- Perfil de producdo enzimatica, atividade especifica, acucar redutor e
proteina total dos isolados TO_022 e MT_SO85 de Rhizoctonia solani
AG-1 IA, cultivados em farelo de trigo e braquiaria lavada, a 25 °C.

a) TO_022; farelo de trigo b) MT_SO85; farelo de trigo
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5.4 CARACTERIZACAO DA ENZIMA

A atividade de a-amilase em extratos brutos obtidos do cultivo de Rhizoctonia
solani AG-1 IA, isolado TO_022, foi caracterizada quanto ao pH e temperatura étimos

e de estabilidade.

5.4.1 Temperatura e pH 6timos

A a-amilase de R. solani AG-1 IA TO_022 exibiu maxima atividade a 55 °C e
pH 5,5 (Figura 11). Usualmente, amilases fungicas tem valores de pH 6timo variando
do &cido ao neutro (pH 4,0 a 7,0) e temperatura 6tima entre 40 e 60 °C (GUPTA et al.,
2003; LEE et al, 2015). Os fungos Syncephalastrum racemosum,
Trichoderma sp. J113 e Candida parapsilosis exibiram 6tima atividade em pH 4,5, 5,0
e 7,0, e temperatura 70, 40 e 60 °C, respectivamente (FREITAS et al., 2014; LEE
et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015). Para a a-amilase de Aspergillus flavus, Singh e
Gupta (2014) reportou os mesmos valores de pH e temperatura 6timos relatados neste

trabalho para R. solani.

Figura 11- (a) pH 6timo e (b) temperatura 6tima da a-amilase de Rhizoctonia solani
AG-1 IA, isolado TO_022.
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Fonte: Préprio autor.
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5.4.2 Estabilidade ao pH

A enzima foi estavel, em torno de 80%, entre pH 4,5 a 7,0, atingindo 90% de
atividade no intervalo entre pH 5,5 e 6,5 (Figura 12). Dey e Banerjee (2015) observou
estabilidade na faixa de pH4,5 a 7,2 para a a-amilase de Aspergillus oryzae.
Resultados similares (pH 4,0 a 7,0) foram encontrados por Uzun et al. (2017) para a

a-amilase purificada de Rhizoctonia solani AG-4, isolado ZB-34.

Figura 12- Efeito do pH sobre a estabilidade da a-amilase de Rhizoctonia solani
AG-11A TO_022. Tampao Mcllvaine pH 3,0 a 8,0 e tamp&o glicina-
NaOH pH 8,5 a 10,0.
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Fonte: Préprio autor.

5.4.3 Estabilidade térmica

O efeito da temperatura sobre a estabilidade da enzima € mostrado na
Figura 13. Observa-se que a enzima é estavel, manteve aproximadamente 100% da
atividade, quando incubada pelo periodo de 1 h na temperatura de 10 até 40 °C. A
45 °C, ainda manteve 80% da atividade original. A estabilidade térmica da a-amilase
de R. solani AG-1 IA TO_022 foi menor que a dos fungos Trichoderma pseudokoningii
(30 a 80 °C; 1 h) e Aspergillus niger (até 60 °C; 90 minutos), porém maior que a
observada para Rhizoctonia solani AG-4 ZB-34, que manteve estabilidade inferior a
80% apos 1 h de incubacédo a 40 °C (ABDULAAL, 2018; PEREIRA et al., 2017; UZUN
et al., 2017).
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Figura 13- Efeito da temperatura sobre a estabilidade da a-amilase de Rhizoctonia
solani AG-1 IA TO_022.

Fonte: Préprio autor.
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6 CONCLUSOES

Dentre os isolados de Rhizoctonia solani AG-1 IA, avaliados sob cultivo em
estado solido (CES), TO_022 e MT_S085, provenientes do hospedeiro soja, sédo os
gue mais produzem enzimas amiloliticas.

Farelo de trigo, farelo de soja e braquiaria lavada induzem eficientemente a
producdo de a-amilases pelo fungo R. solani AG-1 TO_022 e MT_SO85. Farelo de
trigo é o substrato que proporciona os melhores resultados para producéo de amilase,
comparado a todos os substratos testados.

Parametros como alto teor de amido e nitrogénio favorecem a producéo de
a-amilases por R. solani. Em contrapartida, alto teor de carboidratos sollveis,
presenca de substancias com atividade antimicrobiana (taninos e cafeina) e
constituicdo predominantemente lignocelulésica, influenciam negativamente a
producdo da enzima.

O tempo necessario para maxima obtengao de a-amilases pelo isolado TO_022
sob cultivo (CES) em farelo de trigo a 25 °C, é de 216 h. A maxima atividade amilolitica
para o isolado MT_SO85, nas mesmas condi¢des de cultivo, so é atingida 24 h depois
(as 240 h).

A a-amilase secretada pelo isolado TO_022 tem maxima atividade em pH &cido
(pH 5,5) e temperatura de 55 °C, mantém atividade em pH acido a neutro (pH 4,5 a
7,0) e ndo desnatura quando incubada pelo periodo de 1 h em temperaturas de até
45 °C.



45

REFERENCIAS

ABDULAAL, W. H. Purification and characterization of a-amylase from Trichoderma
pseudokoningii. BMC Biochemistry, London, v. 19, n. 1, p. 4, 2018.

AGRIOS, G. N. Plant pathology. 5th ed. Burlington: Elsevier Academic, 2005.
952 p.

ALCAZAR-ALAY, S. C.; MEIRELES, M. A. A. Physicochemical properties,
modifications and applications of starches from different botanical sources. Food
Science and Technology, Campinas, v. 35, n. 2, p. 215-236, 2015.

ALMALKI, M. A. Solid state fermentation of agro-residues for the production of
amylase from Bacillus subtilis for industrial applications. International Journal of
Current Microbiology and Applied Sciences, Kancheepuram, v. 7, n. 3, p. 1341-
1348, 2018.

ALVES-PRADO, H. F. Purificagao e caracterizag&o de ciclodextrina
glicosiltransferase (CGTase) produzida por Paenibacillus campinasensis H69-3
e Bacillus clausii E16: caracterizagao das ciclodextrinas, clonagem e
sequenciamento do gene da CGTase de Bacillus clausii E16. 2005. 166 f. Tese
(Doutorado em Ciéncias Bioldgicas)— Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”- UNESP, Rio Claro, 2005.

ANTONIETO, A. C. C.; CASTRO, L. S.; SILVA-ROCHA, R.; PERSINOTI, G. F.;
SILVA, R. N. Defining the genome-wide role of CRE1 during carbon catabolite
repression in Trichoderma reesei using RNA-Seq analysis. Fungal Genetics and
Biology, Maryland Heights, v. 73, p. 93-103, 2014.

ASRAT, B.; GIRMA, A. Isolation, production and characterization of amylase enzyme
using the isolate Aspergillus niger FAB-211. International Journal of
Biotechnology and Molecular Biology Research, Lagos, v. 9, n. 2, p. 7-14, 2018.

AVWIOROKO, O. J.; TONUKARI, N. J.; ASAGBA, S. O. Biochemical characterization
of crude a-amylase of Aspergillus spp. associated with the spoilage of cassava
(Manihot esculenta) tubers and processed products in Nigeria. Advances in
Biochemistry, New York, v. 3, n. 1, p. 15-23, 2015.

BERTOLDO, C.; ANTRANIKIAN, G. Starch-hydrolyzing enzymes from thermophilic
archaea and bactéria. Current Opinion in Chemical Biology, Oxford, v. 6, n. 2, p.
151-160, 2002.

BISTRATINI, E. Enzimas degradadoras de parede celular de plantas produzida
por Rhizoctonia solani AG-1 IA: estudo da producao extracelular, purificacao e
caracterizagcao. 2016. 213 f. Tese (Doutorado em Microbiologia)— Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, Universidade Estadual Paulista “Jalio de
Mesquita Filho”- UNESP, Sao José do Rio Preto, 2016.



46

BLASZCZAK, W.; SADOWSKA, J.; ROSELL, C. M.; FORNAL, J. Structural changes
in the wheat dough and bread with the addition of alpha-amylases. European Food
Research and Technology, Heidelberg, v. 219, n. 4, p. 348-354, 2004.

BON, E. P. S.; FERRARA, M. A.; CORVO, M. L.; VERMELHO, A. B.; PAIVA, C. L.
A.; ALENCASTRO, R. B.; COELHO, R. R. R. Enzimas em biotecnologia: producéo,
aplicacdes e mercado. Rio de Janeiro: Interciéncia, 2008. 506 p.

CAMPOS A. P. S.; CERESINI P. C. Somatic incompatibility in Rhizoctonia solani
AG-1 IA of soybean. Summa Phytopathologica, Botucatu, v. 32, n. 3, p. 247-254,
2006.

CARRILLO-SANCEN, G.; CARRASCO-NAVARRO, U.; TOMASINI-CAMPOCOSIO,
A.; CORZO, G.; PEDRAZA-ESCALONA, M. M.; FAVELA-TORRES, E. Effect of
glucose as a carbon repressor on the extracellular proteome of Aspergillus niger
during the production of amylases by solid state cultivation. Process Biochemistry,
London, v. 51, n. 12, p. 2001-2010, 2016.

CASTRO, C. V. B. Caracterizacao morfoldgica e molecular de isolados de
Rhizoctonia solani Kuhn. 2007. 67 f. Dissertacao (Mestrado em Agronomia)—
Universidade Federal Rural da Amaz6nia, Belém, 2007.

CASTRO, R. J. S.; SATO, H. H. Synergistic effects of agroindustrial wastes on
simultaneous production of protease and a-amylase under solid state fermentation
using a simplex centroid mixture design. Industrial Crops and Products,
Amsterdam, v. 49, p. 813-821, 2013.

CHEO, P. C. Effects of tannic acid on rhizomorph production by Armillaria
mellea. Phytopathology, Saint Paul, v. 72, n. 6, p. 676-679, 1982.

COLOGNA, N. M.; GOMEZ-MENDONZA, D. P.; ZANOELO, F. F.; GIANNESI, G. C.;
GUIMARAES, C. A; MOREIRA, L. R. S; FERREIRA FILHO, E. X. F.; RICART,

C. A. O. Exploring Trichoderma and Aspergillus secretomes: proteomics approaches
for the identification of enzymes of biotechnological interest. Enzyme and Microbial
Technology, Philadelphia, v. 109, p. 1-10, 2018.

CORRADINI, E.; LOTTI, C.; MEDEIROS, E. S.; CARVALHO, A. J. F.; CURVELDO, A.
A. S.; MATTOSO, L. H. C. Estudo comparativo de amidos termoplasticos derivados
do milho com diferentes teores de amilose. Polimeros Ciéncia e Techologia, Sao

Carlos, v. 15, n. 4, p. 268-273, 2005.

COUTURIER, M.; MATHIEU, Y.; NAVARRO, D.; DRULA, E.; HAON, M.; GRISEL, S.;
LUDWIG, R.; BERRIN, J. Characterization of a new aryl-alcohol oxidase secreted by
the phytopathogenic fungus Ustilago maydis. Applied Microbiology and
Biotechnology, Heidelberg, v. 100, n. 2, p. 697-706, 2016.

CURVELO-SANTANA, J. C.; EHRHARDT, D. D.; TAMBOURGI, E. B. Otimizacdo da
producao de alcool de mandioca. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Campinas,
v. 30, n. 3, p. 613-617, 2010.



47

DAMODARAN, S.; PARKIN, K. L.; FENNEMA, O. R. Quimica de alimentos de
fennema. 4. ed. Porto Alegre: Artmed, 2010. 900 p.

DEY, T. B.; BANERJEE, R. Purification, biochemical characterization and application
of a-amylase produced by Aspergillus oryzae IFO-30103. Biocatalysis and
Agricultural Biotechnology, Heidelberg, v. 4, n. 1, p. 83-90, 2015.

DEY, T. B.; KUMAR, A.; BANERJEE, R.; CHANDNA, P.; KUHAD, R. C. Improvement
of microbial a-amylase stability: strategic approaches. Process Biochemistry,
London, v. 51, n. 10, p. 1380-1390, 2016.

ESCARAMBONI, B.; NUNEZ, E. G. F; CARVALHO, A. F. A; OLIVA NETO, P.
Ethanol biosynthesis by fast hydrolysis of cassava bagasse using fungal amylases
produced in optimized conditions. Industrial Crops and Products, Amsterdam, v.
112, p. 368-377, 2018.

FAN, L.; SOCCOL, A. T.; PANDEY, A.; VANDENBERGHE, L. P. S.; SOCCOL, C. R.
Effect of caffeine and tannins on cultivation and fructification of Pleurotus on coffee
husks. Brazilian Journal of Microbiology, Rio de Janeiro, v. 37, n. 4, p. 420-424,
2006.

FREITAS, L. S.; MARTINS, E. S.; FERREIRA, O. E. Producéo e caracterizacéo
parcial de a-amilase de Syncephalastrum racemosum. Revista Brasileira de
Biociencias, Porto Alegre, v. 12, n. 4, p. 226-232, 2014.

GAWADE, D. B.; PERANE, R. R.; SURYAWANSHI, A. P.; DEOKAR, C. D.
Extracellular enzymes activity determining the virulence of Rhizoctonia bataticola,
causing root rot in soybean. Physiological and Molecular Plant Pathology,
London, v. 100, p. 49-56, 2017.

GOPINATH, S. C. B.; ANBU, P.; MD ARSHAD, M. K.; LAKSHMIPRIYA, T.; VOON,
C. H.; HASHIM, U.; CHINNI, S. V. Biotechnological processes in microbial amylase
production. BioMed Research International, New York, v. 2017, 2017.

GUPTA, R.; GIGRAS, P.; MOHAPATRA, H.; GOSWAMI, V. K.; CHAUHAN, B.
Microbial a-amylases: a biotechnological perspective. Process Biochemistry,
London, v. 38, n. 11, p. 1599-1616, 2003.

HANSEN, G. H.; LUBECK, M.; FRISVAD, J. C.; LUBECK, P. S.; ANDERSEN, B.
Production of cellulolytic enzymes from ascomycetes: comparison of solid state and
submerged fermentation. Process Biochemistry, London, v. 50, n. 9, p. 1327-1341,
2015.

HARTREE, E. F. Determination of protein: a modification of the Lowry method that
gives a linear photometric response. Analytical Biochemistry, Philadelphia, v. 48,
n. 2, p. 422-427, 1972.

JOHNSON, R. R.; BALWANI, T. L.; JOHNSON, L. J. Corn plant maturity. Il. Effect on
in vitro cellulose digestibility and soluble carbohydrate content. Journal of Animal
Science, Champaign, v. 25, n. 3, p. 617-623, 1966.



48

KAUR, H.; ARORA, M.; BHATIA, S.; ALAM, M. S. Optimization of a-amylase and
glucoamylase production in solid state fermentation of deoiled rice bran (DRB) by
Rhizopus oryzae. International Journal of Pure & Applied Bioscience, v. 3, n. 6,
p. 249-256, 2015.

KAUR, S.; DHILLON, G. S.; BRAR, S. K.; CHAUHAN, V. B. Carbohydrate degrading
enzyme production by plant pathogenic mycelia and microsclerotia isolates of
Macrophomina phaseolina through koji fermentation. Industrial Crops and
Products, Amsterdam, v. 36, n. 1, p. 140-148, 2012.

LEE, Y.; OH, C.; HEO, S.; KANG, D.; SHIM, W. Highly potent saccharification of
Arthrospira maxima glycogen by fungal amylolytic enzyme from Trichoderma species
J113. BioEnergy Research, New York, v. 8, n. 4, p. 1868-1876, 2015.

LIMA, U. A. Matérias-primas dos alimentos. S&o Paulo: Blucher, 2010. 402 p.

MAHMOOD, S.; SHAHID, M. G.; IRFAN, M.; NADEEM, M.; SYED, Q. Partial
characterization of a-amylase produced from Aspergillus niger using potato peel as
substrate. Punjab University Journal of Zoology, Lahore, v. 33, n. 1, p. 22-27,
2018.

MILLER, G. L. Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing
sugar. Analytical Chemistry, Washington, v. 31, n. 3, p. 426-428, 1959.

MOHAMMED, H. S.; AL-ZUBAIDY, M. M. |.; AL-ASWAD, M. B. Inhibitory effect of
tannic acid extracted from grape seeds and pomegranate peels on some
microorganisms. Mesopotamia Journal of Agriculture, v. 36, n. 1, p. 12-18, 2008.

NIYONZIMA, F. N.; MORE, S. S. Detergent-compatible bacterial amylases. Applied
Biochemistry and Biotechnology, Totowa, v. 174, n. 4, p. 1215-1232, 2014.

OLIVEIRA, A. P. A.; SILVESTRE, M. A.; ALVES-PRADO, H. F.; RODRIGUES, A;;
PAZ, M. F.; FONSECA, G. G.; LEITE, R. S. R. Bioprospecting of yeasts for amylase
production in solid state fermentation and evaluation of the catalytic properties of
enzymatic extracts. African Journal of Biotechnology, Lagos, v. 14, n. 14, p. 1215-
1223, 2015.

OLIVEIRA, A. P. A.; SILVESTRE, M. A.; GARCIA, N. F. L.; ALVES-PRADO, H. F;
RODRIGUES, A.; PAZ, M. F.; FONSECA, G. G.; LEITE, R. S. R. Production and
catalytic properties of amylases from Lichtheimia ramosa and Thermoascus
aurantiacus by solid-state fermentation. The Scientific World Journal, New York,
v. 2016, 2016.

ONOFRE, S. B.; ABATTI, D.; REFOSCO, D.; TESSARO, A. A.; ONOFRE, J. A. B,;
TESSARO, A. B. Characterization of a-amylase produced by the endophytic strain of
Penicillium digitatum in solid state fermentation (SSF) and submerged fermentation
(SMF). African Journal of Biotechnology, Lagos, v. 15, n. 28, p. 1511-1519, 2016.


http://lattes.cnpq.br/8538509657578022
http://lattes.cnpq.br/8538509657578022
http://lattes.cnpq.br/9929269532617448
http://lattes.cnpq.br/9929269532617448
http://lattes.cnpq.br/5762548246076451
http://lattes.cnpq.br/5762548246076451
http://lattes.cnpq.br/7887148115540704
http://lattes.cnpq.br/7887148115540704

49

PAN, S.; DING, N.; REN, J.; GU, Z.; LI, C.; HONG, Y.; CHENG, L.; HOLLER, T. P;
LI, Z. Maltooligosaccharide-forming amylase: characteristics, preparation, and
application. Biotechnology Advances, New York, v. 35, n. 5, p. 619-632, 2017.

PEREIRA, C. R.; RESENDE, J. T. V.; GUERRA, E. P.; LIMA, V. A.; MARTINS, M. D,;
KNOB, A. Enzymatic conversion of sweet potato granular starch into fermentable
sugars: feasibility of sweet potato peel as alternative substrate for a-amylase
production. Biocatalysis and Agricultural Biotechnology, Amsterdam, v. 11, p.
231-238, 2017.

POLIZELI, M. L. T. M.; SILVA, T. M. Amilases microbianas. S&o Paulo: Editora da
Universidade de Sao Paulo, 2016. 268 p.

POLONI, N. M.; MOLINA, L. M. R.; MESA, E. C.; GARCIA, I. L.; CERESINI, P. C.
Evidence that the fungus Rhizoctonia solani AG-1 IA adapted to Urochloa in
Colombia keeps a broad host range including maize. Summa Phytopathologica,
Botucatu, v. 42, n. 3, p. 228-232, 2016.

RAMOS, A. M.; GALLY, M.; SZAPIRO, G.; ITZCOVICH, T.; CARABAJAL, M.;
LEVIN, L. In vitro growth and cell wall degrading enzyme production by Argentinean
isolates of Macrophomina phaseolina, the causative agent of charcoal rot in

corn. Revista Argentina de Microbiologia, v. 48, n. 4, p. 267-273, 2016.

RAVINDRAN, R.; HASSAN, S. S.; WILLIAMS, G. A.; JAISWAL, A. K. A review on
bioconversion of agro-industrial wastes to industrially important
enzymes. Bioengineering, Basel, v. 5, n. 4, p. 93, 2018.

SAHNI, T. K.; GOEL, A. Microbial enzymes with special reference to
a-amylase. BioEvolution, v. 2, n. 1, p. 19-25, 2015.

SAINI, R.; SAINI, H. S.; DAHIYA, A. Amylases: characteristics and industrial
applications. Journal of Pharmacognosy and Phytochemistry, Lugar de
Publicacéo, v. 6, n. 4, p. 1865-1871, 2017

SAMANTA, S.; JANA, S.; KAR, S.; MOHAPATRA, P. K.; PATI, B. R.; MONDAL, K.
C. Induction and catabolite repression of alpha-amylase synthesis in Bacillus
licheniformis SKB4. Journal of Microbiology and Biotechnology Research, New
Delhi, v. 7, n. 6, p. 8-16, 2017.

SARANRAJ, P.; STELLA, D. Fungal amylase - a review. International Journal of
Microbiological Research, Dubai, v. 4, n. 2, p. 203-211, 2013.

SCHMIDELL, W.; LIMA, U. A.; AQUARONE, E.; BORZANI, W. Biotecnologia
industrial: engenharia bioquimica. Sao Paulo: Blucher, 2001. v. 2, 541 p.

SHIMMA, Y.; UNO, I.; HASHIBA, T.; ISHIKAWA, T. Characterization of a Rhizoctonia
solani strain carrying plasmids. The Journal of General and Applied Microbiology,
Tokyo, v. 34, n. 2, p. 111-117, 1988.



50

SILVA, D. J.; QUEIROZ, A. C. Analise de alimentos: métodos quimicos e
biologicos. 3. ed. Vigosa: Editora UFV, 2002. 235 p.

SILVA, R. N.; QUINTINO, F. P.; MONTEIRO, V. N.; ASQUIERI, E. R. Production of
glucose and fructose syrups from cassava (Manihot esculenta Crantz) starch using
enzymes produced by microorganisms isolated from Brazilian Cerrado soil. Food
Science and Technology, Campinas, v. 30, n. 1, p. 213-217, 2010.

SINGH, S.; GUPTA, A. Comparative fermentation studies on amylase production by
Aspergillus flavus TF-8 using Sal (Shorea robusta) deoiled cake as natural substrate:
characterization for potential application in detergency. Industrial Crops and
Products, Amsterdam, v. 57, p. 158-165, 2014.

SINGH, S.; SINGH, S.; BALI, V.; SHARMA, L.; MANGLA, J. Production of fungal
amylases using cheap, readily available agriresidues, for potential application in
textile industry. BioMed Research International, New York, v. 2014, 2014.

SOUZA, D. F.; PERALTA, R. M. Production of amylases by Aspergillus tamarii in
solid state fermentation at high initial glucose concentrations. Acta Scientiarum,
Maringa, v. 23, n. 2, p. 599-602, 2001.

SOUZA, E. C.; KURAMAE, E. E.; NAKATANI, A. K.; BASSETO, M. A.; PRABHU, A.
S.; CERESINI, P. C. Caracterizacdo citomorfoldgica, cultural, molecular e patogénica
de Rhizoctonia solani Kiihn associado ao arroz em Tocantins, Brasil. Summa
Phytopathologica, Botucatu, v. 33, n. 2, p. 129-136, 2007.

SOUZA, P. M.; MAGALHAES, P. O. Application of microbial a-amylase in industry - a
review. Brazilian Journal of Microbiology, Sao Paulo, v. 41, n. 4, p. 850-861, 2010.

SUNDARRAM, A.; MURTHY, T. P. K. a-Amylase production and applications: a
review. Journal of Applied & Environmental Microbiology, Newark, v. 2, n. 4, p.
166-175, 2014.

TAIZ, L.; ZEIGER, E. Fisiologia vegetal. 5. ed. Porto Alegre: Artmed, 2013. 918 p.

TALLAPRAGADA, P.; DIKSHIT, R.; JADHAV, A.; SARAH, U. Partial purification and
characterization of amylase enzyme under solid state fermentation from Monascus

sanguineus. Journal of Genetic Engineering and Biotechnology, Amsterdam, v.

15, n. 1, p. 95-101, 2017.

UZUN, U.; DEMIRCI, E.; AKATIN, M. Y. Purification and characterization of
Rhizoctonia solani AG-4 strain ZB-34 a-amylase produced by solid-state
fermentation using corn bran. Turkish Journal of Biochemistry, v. 43, n. 3, p. 257-
267, 2017.

VAN DER MAAREL, M. J. E. C.; VAN DER VEEN, B.; UTDEHAAG, J. C. M
LEEMHUIS, H.; DIJKHUIZEN, L. Properties and applications of starch-converting
enzymes of the a-amylase family. Journal of Biotechnology, Amsterdam, v. 94,
n. 2, p. 137-155, 2002.



51

VAN DER VEEN, B. A.; UITDEHAAG, J. C. M.; DIUKSTRA, B. W.; DIJKHUIZEN, L.
Engineering of cyclodextrin glycosyltransferase reaction and product specifity.
Biochimica et Biophysica Acta, Amsterdam, v. 1543, n. 2, p. 336-360, 2000.

VIJAYENDRA, S. V. N.; KASHIWAGI, Y. Characterization of a new acid stable
exo-B-1,3-glucanase of Rhizoctonia solani and its action on microbial
polysaccharides. International Journal of Biological Macromolecules,
Amsterdam, v. 44, n. 1, p. 92-97, 20009.

VILLELA, G. G.; BACILA, M.; TASTALDI, H. Técnicas e experimentos de
bioquimica. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1972. 269 p.

WANG, C.; PI, L.; JIANG, S.; YANG, M.; SHU, C.; ZHOU, E. ROS and trehalose
regulate sclerotial development in Rhizoctonia solani AG-1 IA. Fungal Biology,
London, v. 122, n. 5, p. 322-332, 2018.

WEINHOLD, A. R.; BOWMAN, T. Repression of virulence in Rhizoctonia solani by
glucose and 3-O-methyl glucose. Phytopathology, Saint Paul, v. 64, p. 985-990,
1974.

WOODHALL, J. W,; LEES, A. K.; EDWARDS, S. G.; JENKINSON, P.
Characterization of Rhizoctonia solani from potato in Great Britain. Plant Pathology,
Chichester, v. 56, n. 2, p. 286-295, 2007.

ZAMBARE, V. Solid state fermentation of Aspergillus oryzae for glucoamylase
production on agro residues. International Journal of Life Sciences, Kathmandu,
v. 4, p. 16-25, 2010.

ZEOULA, L. M.; MARTINS, A. S.; PRADO, I. N.; ALCADE, C. R.; BRANCO, A. F,;
SANTOS, G. T. Solubilidade e degradabilidade ruminal do amido de diferentes
alimentos. Revista Brasileira de Zootecnia, Vigosa, v. 28, n. 5, p. 898-905, 1999.





