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Apresentagdo

E com imenso entusiasmo qQue apresentamos esta coletdnea
comemorativa, criaoda para celebrar as duas décadas de histdriq,
impacto e realizagbes do Programa Institucional de Iniciagdo
Cientifica (PIBIC) da Universidade Federal do Tocantins (UFT). Estes
livros simbolizam muito mais do que uma simples marca temporal,
eles representom a consolidagdo de uma trajetéria dedicada ao
fortalecimento da pesquisa cientifica, da formag¢do de talentos e do
compromisso inabaldvel da UFT com a exceléncia académica e a
transformagdo social por meio do conhecimento.

Desde sua criagdo, o PIBIC vem desempenhando um papel central
no estimulo & pesquisa cientifica e na formagdo de novas geragdes
de pesquisadores em diferentes dreas do conhecimento. Ao longo
desses 20 anos, o Programa proporcionou a centenas de estudantes
o oportunidade de vivenciar de perto a ciéncia em sua essénciq,
despertando a curiosidade investigativa, incentivando o pensamento
critico e promovendo o desenvolvimento de competéncias e
habilidades proficuas ao enfrentomento dos desafios académicos e
profissionais.

As contribuigdes do PIBIC para o sociedaode vdo além das
publicagdes cientificas, dos projetos inovadores e das apresentagdes
em eventos académicos. Elas se traduzem em impactos reais na
qualidade de vida da populagdo, no fortalecimento das politicas
publicas e no desenvolvimento sustentdvel da regido, principalmente
em um territério como o estado do Tocantins. Por meio de suaos
pesquisas, os estudantes e orientadores associados ao Programa
ndo apenas geraraom conhecimento, mas também construirom elos
entre a Universidade e a Sociedade, reafirmando o papel indubitavel
da ciéncia como vetor de transformagdo.

Esta coleténea de livros, é, portanto, uma homenagem a todos
aqueles que contribuirom para o construgdo dessa histdria de
sucesso na Universidade Federal do Tocantins: os professores
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orientadores, que, com dedicagdo e expertise, guiaram jovens
pesquisadores em seus primeiros Passos No universo cientifico; os
estudantes, que, movidos pela curiosidade e determinag¢do,
desafiaram os limites do conhecimento; os gestores, que acreditaram
na relevancia do programa e garantiram seu fortalecimento ao longo
dessas duas décadas; e as instituicdes parceiras, cujo apoio sempre
foram fundamentais para a concretizagdo de indmeras iniciativas.

Ademais, o registro de momentos marcantes, os desafios
superados e as conquistas alcangadas, esta obra pretende ser uma
fonte de inspiragdo para as geragdes futuras. O PIBIC/UFT ndo é
apenas um Prograoma Académico; € uma demonstragdo viva de como
a ciéncia pode mudar vidas e transformar realidades.

Assim, reafirmamos nosso compromisso com a continuidade
desse legado e com a ampliagdo das oportunidades de formagdo
cientifica para os jovens pesquisadores. Esperomos que as histérias
contadas e os resultados registrados sirvam como um convite para a
reflexdo e o engajomento, mostrando que investir em ciéncia e
educagdo é, sem dulvidas, investir em um futuro mais justo,
sustentdvel e préspero para todos.

Parabenizamos a Universidade Federal do Tocantins, o Programa
Institucional de Iniciagdo Cientifica e todas (os) os envolvidos oo
longo desses 20 anos. Que esta obra celebre as conquistas do
passado, inspire as agdes do presente e oriente as agdes futuras.
Viva a ciéncia, viva o conhecimento, viva o PIBIC/UFT!

Prof. Dr. Thiago Nilton Alves Pereira
Prof. Dr. José de Oliveira Melo Neto
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Prefacio

E com grande honra e emoc¢do que escrevo este prefdcio, celebrando
os 20 anos do programa de bolsas de iniciagdo cientifica em Ciéncias
Agrdérias da Universidade Federal do Tocantins (UFT). Mais do que um
marco histérico, esta coletdnea reflete um compromisso inabaldvel com
a formagdo académica, a inovagdo cientifica e o desenvolvimento
regional.

Minha conexdo com a iniciagdo cientifica estd intrinsecamente
relacionada com o surgimento dos programas PIBIC no Brasil. Eu fago
parte de uma gerogdo de estudantes Qque crescerom e
desenvolveram-se em sintonia com a ocorréncia dessas possibilidades
cientificas nas instituicdes federais de ensino superior. Durante quase
toda a minha gradua¢do em Agronomio, desde 1998 até 2002, na
Universidade Federal de Vigosa (UFV), fui bolsista de iniciagdo cientifica.
Essa experiéncia ndo apenas moldou minha visdo da ciéncia, mas
também abriu portas que definiraom minha traojetéria profissional. Hoje,
como professor e orientador de diversos bolsistas nas dreas de
Ciéncias Agrdrias e Bioldgicas, tenho o privilégio de testemunhar
diariamente o impacto transformador dessa oportunidade na vida de
jovens estudantes. Minha relagdo com a UFT também é especial. Como
visitante frequente, especialmente do campus de Gurupi, onde
disponho de colegas professores que forom meus mentores de
iniciagcdo cientifica e parceiros académicos, acompanho de perto o
trabalho dedicado que tem sido realizado ao longo desses anos. Vejo
com admiragdo a maneira como o programa de iniciagdo cientifica da
UFT tem contribuido ndo apenas para a formagdo de profissionais
altomente capacitados, mas também para o fortalecimento da ciéncia
em uma regido de importdncia estratégica para o cendrio agrario
brasileiro.

Assim como aconteceu comigo na UFV, o programa PIBIC da UFT tem
desempenhado um papel crucial na formagdo de jovens cientistas,
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oferecendo-lhes a oportunidade de mergulhar no universo da pesquisa.
N&o se trata apenas de um investimento em conhecimento, mas em
pessoas: estudantes que, movidos pela curiosidade e guiados por
mentores dedicados, ajudaram a responder a perguntas cruciais para o
setor agrario e para o meio ambiente. Dito de outra formao, o progroma
tem sido um verdadeiro alicerce para o avango da pesquisa e da
inovagdo em Ciéncias Agrdrias. Projetos conduzidos por estudantes e
seus orientadores tém gerado solugdes para desafios locais e globais,
desde a sustentabilidade da produgdo agricola até a preservagdo da
biodiversidade.

Por fim, convido os leitores a explorarem as pdginas desta coletdnea
com atengdo e entusiasmo. Os relotos aqui apresentados sdGo um
testemunho vivo do impacto transformador da iniciagdo cientifica e um
lembrete do poder da educagdo para moldar futuros brilhantes.
Tombém parabenizo a UFT e todos os envolvidos por esses 20 anos de
exceléncia. Que esta coletnea inspire novas geragdes a trilhar
caminhos igualmente frutiferos, mantendo vivo o espirito de
curiosidade, dedicagdo e inovagdo que caracteriza a iniciagdo
cientifica.

Por Prof. Eugénio Eduardo de Oliveira
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Capitulo 1

Estudo sobre os fatores de relevéncia para a decisdo

de compra de alimentos orgdnicos em Palmas - TO

Williom de Sousa Dios

Ila Raquel Mello Cardoso

Camilli Raiane Alves do Amaral
Angrelha Pereira dos Santos Calixto

lonara de Aradjo Reis Aires

RESUMO:

Um produto para ser reconhecido como orgdnico é necessdrio conter 95% de
ingredientes orgdnicos e possuir o registro no rétulo, os outros 5% de ingredientes
n&o orgdnicos ndo podem conter os produtos proibidos pelas regras da produgdo
orgdnica, como por exemplo: agrotéxicos, hormdnios, entre outros. O consumo de
alimentos orgdnicos contribui para uma alimentagdo mais sauddvel, com maior
qualidade nutricional. Esta pesquisa tem como objetivo estudar os fatores
relevantes que influenciom a decisGo de compra de alimentos orgdnicos pelos
consumidores em Palmas-TO, identificando as principais motivagdes e barreiras
para o consumo desses produtos, além de avaliar como questdes econdmicas,
sociais e ambientais impactom essas escolhas. O levantomento dos
estabelecimentos que fornecem alimentos orgénicos em Palmas-TO foi realizado
através da identificagdo de trés principais categorias de pontos de venda:
restaurantes, supermercados e feiras orgdnicas. A pesquisa contabilizou 38
restaurantes que oferecem opgdes orgdnicas, 288 supermercados que
disponibilizam produtos da natureza, além de 8 feiras orgdnicas regulares na regido
e 22 hortos comunitdrias. Foraom utilizados dados de fontes locais, visitas a
estabelecimentos e informagdes disponibilizadas por érgdos publicos e associagdes
de produtores orgdnicos. Em relogdo a produgdo de alimentos orgdnicos
observou-se uma escassez de fornecedores de sementes na regido, o qual gera uma
série de dificuldades para os produtores locais, os Quais sdo obrigados a buscar
alternativas em outras dreas geogrdficas. Entre os 182 entrevistados, 59 % eram do
sexo feminino e notou-se que adultos jovens e de meia-idade demonstram maior
interesse ou conscientizagdo sobre o consumo de alimentos orgdnicos. Entre os
estabelecimentos entrevistados percebe-se que este mercado em Palmas-TO ainda
estd em fase de expansdo, especialmente em termos de variedade e acessibilidade.
A alta concentrogdo de estabelecimentos que oferecem esses produtos em
determinadas dreas pode ser um obstdculo para o aumento do consumo em massa.
O perfil dos consumidores que frequentam restaurantes com opgdes orgdnicas ou
compram em feiras tende a ser composto por pessoas com maior poder aquisitivo
ou maior nivel de conscientizagdo sobre os beneficios dos orgdnicos. Conclui-se que
esta pesquisa contribui para o compreensGo das dindmicas de consumo de
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alimentos orgdnicos em Palmas-TO, oferecendo insights valiosos para o
desenvolvimento de estratégios que promovam a sustentabilidade e o consumo
deste tipo de alimento.

Palavras-Chave: Consumidor, Alimento Natural, Alimentagdo Saudavel.

INTRODUCAO

Nos ultimos anos, observa-se a degradagdo do planeta devido &
liberagdo de produtos nocivos no meio ambiente, resultondo em
alteragdes climdticas que dificultaom nd&o apenas a produgdo de
alimentos, mas também a sobrevivéncia humaona. Tornao-se
fundamental incentivar prdticas mais sauddveis para remediar esses
problemas. Considerando que o corpo humano necessita cada vez
mais de alimentos nutritivos para lidar com doengas e virus, como
demonstrado durante a pandemia de coronavirus, em que muitos dos
afetados ndo conseguiram sobreviver devido & incapacidade do
sistema imunoldgico em combater o virus, é imprescindivel adotarmos
hdbitos mais sauddveis. Isso pode ajudar a reduzir as chances de que

cendrios como esse se repitam, minimizando, a0 menos, seu impacto.

Com o aumento do consumo de alimentos orgdnicos em grande
escala, observa-se um crescimento nos rendimentos dos diversos
agentes envolvidos na produgdo, abrangendo pequenos, médios e
grandes produtores. Esse retorno financeiro estimula alguns
agricultores a migrarem da produg¢do tradicional para a produgdo
orgdnicao, tornando-a mais aotrativo, apesar das perdas que podem
ocorrer durante o processo produtivo em relogdo aos produtos
industrializados. O aumento da renda estd relacionado oo fato de que
os produtos orgdnicos conquistom cada vez mais espago na
alimentagdo didrio da populagdo e no mercado, competindo
diretamente com os alimentos tradicionais. A medida qQue cresce o
numero de consumidores de alimentos orgdnicos, aumenta também a

15
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escala de produgdo, o que contribui para a redu¢do do custo unitdrio
de produgdo e torna os produtos mais acessiveis & populagdo.

No contexto da crescente demanda por alimentos sauddveis e
sustentdveis, o pesquisa sobre os fatores relevantes para a decisdo de
compra de alimentos orgdnicos em Palmas-TO se faz pertinente e
necessaria. O consumo de orgdnicos tem ganhado espago em varias
regides do Brasil, impulsionado pela maior conscientizagdo sobre seus
beneficios & salde e ao meio ambiente. No entanto, o mercado de
orgdnicos ainda enfrenta desafios considerdveis, especialmente em
regides onde a oferta é limitada e os pregcos sdo mais elevados em
comparagdo aos produtos convencionais. Dionte desse cendrio, a
investigagdo proposta busca compreender o comportomento dos
consumidores locais e 0os motivos que o0s levam ou ndo a adquirir
esses produtos.

Uma das principais motivagdes para a realizagdo deste estudo é
a crescente preocupagdo global com a sadde e o impacto ambiental
das praticas agricolas convencionais, que frequentemente envolvem o
uso intensivo de pesticidas e fertilizantes sintéticos. Em contrapartida,
os alimentos orgdnicos surgem como uma alternativa mais sauddvel e
sustentdvel, uma vez que sdo produzidos sem O uso de iNsuUMOS
quimicos nocivos, contribuindo para a preservagdo dos recursos
naturais e para a biodiversidade. Esse apelo tem ganhado forgca em
um mundo onde as questdes ambientais sGo cada vez mais centrais
nas discussdes sociais e econdmicas.

Entretanto, o mercado de orgdnicos em Palmas ainda estd em
desenvolvimento, e a maior parte dos consumidores se depara com
barreiras importantes para aderir o esse estilo de alimentagdo. O
fator econdmico é uma das principais dificuldades, como evidenciado
por pesquisas anteriores que mostraom que, embora os consumidores
reconhegcam os beneficios dos alimentos orgdnicos, muitos ainda
optam pelos produtos convencionais devido ao prego mais acessivel.
Essa realidade gera um dilema: mesmo cientes das vantagens para a
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salde e o meio ambiente, as familias de menor poder aquisitivo sdo,
muitas vezes, forcadas a escolher produtos mais baratos, mas com
maior impacto ambiental e riscos & saude.

Além disso, hd uma questdo de acessibilidode e variedade. Em
cidades como Palmas, a oferta de orgdnicos pode ser limitada a feiras
especificas ou mercados especializados, dificultondo o acesso da
populagdo em geral. A falta de variedade de produtos também é um
fator que desestimula o consumo frequente, uma vez que Os
consumidores podem n&o encontrar todos os itens que desejom ou
precisam.

Outro aspecto relevante que justifica a importdncia desta pesquisa
é o papel da conscientizagdo. Muitos consumidores ainda ndo
possuem informagdes suficientes sobre os beneficios dos alimentos
orgdnicos e como esses produtos podem contribuir para uma vida
mais sauddvel. A falta de caompanhas educativas amplas e eficazes
dificulta a expansdo do consumo, especialmente em regides onde a
culturo de alimentagdo orgdnica ainda ndo estd tdo enraizada.
Compreender como a informagdo (ou a falta dela) impacta a decisdo
de compra pode ser essencial para o desenvolvimento de estratégias
que fomentem o educagdo do consumidor.

A investigagdo sobre os fatores relevantes para a decisGo de
compra de alimentos orgdnicos em Palmas-TO permitird uma
compreensdo mais profunda das motivagdes e obstdculos enfrentados
pelos consumidores locais. A resposta a essa pergunta pode fornecer
insights valiosos para produtores, comerciantes e formuladores de
politicas publicas que desejom expandir o acesso e a adog¢do de

alimentos organicos.

Além disso, o estudo contribuird para o crescimento sustentdvel
desse mercado na reqgido, promovendo praticas agricolas mais
responsdaveis e um consumo mais consciente. Em ultima andlise, ao
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investigar os fatores que influenciom o decisGo de compra de
alimentos orgdnicos, a pesquisa busca ndo apenas entender o
comportamento do consumidor, mas também promover mudangas
que possam beneficiar tanto o saudde publica quanto o meio
ambiente, consolidando os orgdnicos como uma alternativa vidvel e

acessivel a todos.

OBJETIVOS
GERAL

Estudar os fatores relevantes que influenciom a decisGo de compra
de alimentos orgdnicos pelos consumidores em Palmas-TO,
identificondo as principais motivagdes e barreiras para o consumo
desses produtos, além de avaliar como questdes econdmicas, sociais
e ambientais impactom essas escolhas.

ESPECIFICOS

* Identificar os fatores determinantes para a decisGo de compra de
alimentos orgdnicos pelos consumidores de Palmas-TO, como
salde, sustentabilidade, impacto ambiental, entre outros.

* Analisar o perfil dos consumidores de alimentos orgdnicos na

cidade, considerando aspectos demograficos como idade, género,

renda e grau de escolaridade. * Avaliar o impacto da
conscientiza¢gdo e da educagdo sobre alimentos orgdnicos nas

decisbes de compra, verificando como o nivel de conhecimento e

acesso a informagdes influenciom as escolhas dos consumidores.

« Examinar os principais obstdculos para o consumo de alimentos
orgdnicos em Palmas-TO, como custo elevado, baixa oferta e
variedade de produtos, acessibilidade e conveniéncia de
compra.

* Investigar o papel dos canais de venda e distribuicdo, como
supermercados, feiras e lojas especializadas, Nno acesso Qos
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alimentos orgdnicos e como eles influenciam o comportamento

de consumo.

« Propor estratégiaos para aumentar a adesdo ao consumo de
alimentos orgdnicos na regido, levando em conta os fatores que
influenciom a decisdo de compra e os desafios identificados.

MATERIAIS E METODOS

Aprimorar o conhecimento sobre a produgdo de alimentos orgdnicos

foi fundamental para compreender os desafios enfrentados tanto no
processo produtivo quanto os relacionados as condi¢des especificas
da regido de produgdo. O entendimento detalhado desse processo
permitiu identificar como o valor agregado é gerado, especialmente
considerando que muitos consumidores valorizam informagdes sobre
os métodos de produgdo antes de decidir pelo compra. Essa
percepgdo reforca a importdncia da transparéncio e do cuidado na
cadeia produtiva, atendendo as expectativas de um publico cada vez
mais consciente.

Em pesquisa de campo, foi analisada a produgdo de hortalicas
orgdnicas de uma empresa recente no mercado orgdnico. Foram
destacados os desafios enfrentados no inicio da operagdo,
estabelecendo-se as limitagbes e identificondo as condigdes mais
favordveis para a produgdo. Buscou-se, especificamente, compreender
o relacionamento entre o produtor e o consumidor, além de investigar
como as vendas eram ampliadas. Aspectos de melhoria foram
discutidos com o objetivo de tornar o produto mais acessivel ao
publico.

O conhecimento dos fornecedores foi essencial para
compreender o tempo médio de produgdo, desde o preparo do solo
até o processamento do alimento para venda. Também foi analisado o
papel de supermercados e minimercados, que possuem Maior espago
no ramo de comercializagdo, identificando os critérios considerados
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por esses estabelecimentos ao atuar como revendedores.

Para compreender os fatores que influenciom o decisGo de
compra do consumidor, foi necessdrio considerar a quantidade de
alimentos orgdnicos ofertados na regido, ou sejo, a disponibilidade
desses produtos. Em seguida, buscou-se identificar quais individuos
realizavam o consumo regular desses alimentos, avaliando a demanda
existente. Com base nessas informagdes, foi possivel relacionar a
oferta e a procuro, permitindo uma andlise das melhorias que podem
ser implementadas no processo de venda para aumento do consumo
de produtos orgdnicos. Além disso, essa abordagem também
possibilitou a identificagdo de fatores externos que influenciom
diretamente a decisdo de compra dos consumidores.

O levantomento dos estabelecimentos que fornecem alimentos
orgdnicos em Palmas/TO foi realizado através da identificagdo de trés
principais  categorios de pontos de venda: restaurantes,
supermercados e feiras orgdnicas. A pesquisa contabilizou 38
restaurantes que oferecem opgdes orgdnicas, 288 supermercados que
disponibilizam produtos da natureza, além de 8 feiras orgdnicas
regulares na regido e 22 hortas comunitarias. Para isso, foram
utilizados dados de fontes locais, visitas a estabelecimentos e
informagdes disponibilizadas por érgdos publicos e associagdes de
produtores orgdnicos. O objetivo foi mapear a oferta desses produtos
na cidade, contribuindo para uma andlise detalhada da relagdo entre
oferta e demanda no mercado de orgdnicos.

Para compreender os fatores que influenciom o decisdo de
compra dos consumidores, foi aplicado um questiondrio entre
outubro de 2023 e setembro de 2024. Este questiondrio visava
investigar o perfil de conhecimento e consumo de alimentos orgdnicos
dos habitantes de Palmas-TO. A pesquisa identificou os principais
pontos de venda de alimentos orgdnicos na regido, incluindo lojas
especializadas, feiras livres e restaurantes. Ao todo, 182 entrevistados
participaram do estudo. A pesquisa considerou uma margem de erro
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de 10%, resultando em um nivel de confianga de 99%.

Para o coleta de dados, o questiondrio estruturado foi composto
por 14 questbes de multipla escolha. O questiondrio abordou a
descricdo do perfil dos consumidores, coletondo informag¢des
demogrdficas, como idade e género. Além disso, avaliou o grau de
conhecimento dos consumidores sobre alimentos orgdnicos,
explorando o entendimento dos participantes acerca dos beneficios,
métodos de produgdo e certificagdo desses produtos. Também
identificou os atributos valorizados na decisGo de consumo,
destacando fatores como qualidade dos produtos, prego, beneficios a
salde e impacto ambiental. Foi questionado sobre a participagdo dos
entrevistados em feiras e eventos de alimentos orgdnicos, com o
objetivo de investigar a frequéncia de envolvimento e o nivel de
interesse  nas iniciativas locais voltadas o promogdo de produtos
orgdnicos.

Essa investigagdo é de suma importdncio, pois a participagdo
em tais eventos ndo apenas evidencia a disposicdo dos consumidores
em adquirir alimentos orgdnicos, mas também serve como um
indicador do engajomento social e da conscientizagdo sobre praéticas
sustentdveis. Além disso, esses eventos proporcionam uma plataforma
para a disseminagdo de informagdes sobre os beneficios dos
alimentos orgdnicos, fortalecendo o comunidade em torno da
sustentabilidade e contribuindo para o crescimento do mercado de
produtos orgdnicos na regido.

A andlise desses dados pode oferecer insights valiosos para
formuladores de politicas, produtores e comerciantes, visando o
aprimoramento das estrotégios de marketing e a promogdo de um
consumo mais responsdvel e consciente. Os resultados obtidos forom
amplaomente reveladores. A maioria dos entrevistados demonstrou um
nivel significativo de conhecimento sobre alimentos orgdnicos, com
muitos reconhecendo os beneficios G salde e o impacto positivo no
meio ambiente. No entanto, o prego foi identificado como uma
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barreira significativa para o aumento do consumo, indicando uma
necessidade de politicas que tornem esses produtos mais acessiveis.

Além disso, a pesquisa permitiu identificar as motivagdes e
preocupagdes dos consumidores em relagdo aos alimentos organicos.
Muitos consumidores apontaram a qualidade dos produtos como um
fator decisivo, seguido pelos beneficios d saldde. O impacto ambiental,
embora menos citado, também foi um fator relevante para uma
parcela significativa dos entrevistados. Esses dados sdo valiosos ndo
apenas para os produtores e comerciantes, mas também para os
formulodores de politicas publicas, que podem usar essas
informagdes para promover campaonhas de conscientizagdo e
incentivos ao consumo de alimentos orgdnicos.

A andlise detalhada do comportamento e das preferéncias dos
consumidores em relagdo aos alimentos orgdnicos proporciona
insights profundos sobre os fatores que influenciom suas decisdes de
compra. Esses insights sGo essenciais para desenvolver estratégias
eficazes que aumentem o consumo de alimentos orgdnicos,
beneficiondo tanto o0s consumidores quanto o meio ambiente. Em
suma, a pesquisa contribui significativamente para a compreensdo
das dindmicas de consumo de alimentos orgdnicos em Palmas-TO,
oferecendo uma base sélida para futuras agdes e estudos nessa drea.

RESULTADO E DISCUSSAO

Em cada etapa da pesquisa, forom observados fatores que
influenciom a compra do consumidor. Na etapa inicial de produgdo,
analisomos como o produtor “‘conquista” o consumidor, identificando
diferentes tipos de perfis que serdo melhor classificados nas fases
subsequentes da pesquisa. Também levantamos dados sobre os
revendedores para compreender por que alguns consumidores ndo
tém acesso ou interesse em alimentos orgdnicos, bem como para

investigar por que certos estabelecimentos ndo oferecem esses
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produtos, o que dificulta a disseminagdo dessa pratica sauddvel.
Produgdo

Observando a influéncia de uma produgdo de qualidade sobre
os resultados esperados, identificaram-se os principais desafios
relacionados a0 produgdo na regido de Palmas - TO. Um dos primeiros
desafios é encontrar fornecedores de sementes de qualidade, que
ndo estejom contaminadas com produtos quimicos e que sejom
ofertadas a um prego acessivel, considerando os custos que serdo
exigidos ao longo do processo produtivo.

A escassez de fornecedores de sementes na regido gera uma
série de dificuldades para os produtores locais, os quais sdo
obrigados a buscar alternativas em outras dreas geogrdaficas. Essa
procura por fornecedores fora da regido acarreta o aumento dos
custos de transporte e logistica, além de prolongar os prozos de
entrega, o que pode comprometer o calenddrio de plantio. Ademais,
existe o risco de ndo encontrar sementes com as mesmas
caracteristicas ideais, como qualidade e adaptabilidade ao solo e ao
clima local, o que pode prejudicar a produtividade.

No etaopa de produgdo, destacarom-se o0s consumidores
frequentes, aqueles que evitom ao mdaximo produtos industrializados
e se mantém atualizados sobre o setor de alimentos sauddveis. Esses
consumidores buscam conhecimento sobre o qualidade dos
alimentos e ndo sdo facilmente influenciados pelo prego; sua
prioridade é a qualidade da produgdo. Caracterizom-se por criar um
vinculo de confianga com o produtor, interessando-se pelos métodos
de produgdo para assegurar que os produtos sdo realmente naturais.
Dessa forma, estdo dispostos a pagar o valor oferecido, desde que
confiem na procedéncia dos alimentos.

E importante observar a sequéncia de prioridades desse tipo de

consumidor: inicialmente, ele busca informag¢des sobre o processo de
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produgdo para, sé entdo, considerar o prego. Isso indica que o
principal fator na decisdo de compra é a qualidade, sendo o valor
agregado entendido e justificado pela percepgdo de autenticidade e
naturalidade do produto.

Além disso, por estar constantemente informado sobre o
mercado, esse consumidor conhece a maioria, sendo todos, os
fornecedores de alimentos orgdnicos da regido. Diante de pregos
similares, sua escolha recaird sobre o produtor que oferece maior
confiangca em relogdo & qualidade, reafirmando a importdncia do
método de produg¢do na decisdo de compra.

Outra classificagdo de consumidores que pode ser conquistada
por meio de uma boa produgdo é a dos individuos que se preocupam
mais com o prego dos produtos. Com uma produgdo em maior escala,
seria mais vidvel equiparar os precos dos produtos orgdnicos aos dos
industrializados. Dessa forma, também se resolveria o problema dos
revendedores que se negam a comercializar alimentos orgdnicos, uma
vez que ndo percebem valor em pagar mais por produtos sauddveis
em compara¢gdo aos industrializados. Pois acreditam que o aumento
do prego de determinados produtos geraria rejei¢cdo por parte dos
clientes, resultondo na ndo conclusdo da venda.

Pesquisa

Daodo que a pesquisa foi conduzida de maneira aleatdriq,
tornou-se fundamental identificar o sexo dos entrevistados, com o
intuito de verificar a predomindncia de homens ou mulheres no
referido grupo. No que tange aos aspectos relacionados ao consumo,
foi solicitado aos participantes que expressassem seu nivel de
conhecimento acerca dos alimentos orgdnicos.

Observa-se que a maioria dos respondentes é composta por

mulheres, correspondendo a 59% do total de consumidores
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entrevistados, enquanto os homens representam 41%. Esse
desequilibrio na amostra pode sugerir uma maior inclinagdo das
mulheres em relagdo oo consumo de alimentos orgdnicos,
evidenciondo um possivel padrdo de comportamento mais atento &
salde, bem-estar e sustentabilidade do meio ambiente por parte do
publico feminino.

Foi representada a distribuicdo percentual por faixa etdriq,
revela que a maioria dos respondentes estd na faixa etdria de 31 a 40
anos (33%), seguida pela faixa de 20 a 30 anos (29%). Isso sugere que
adultos jovens e de meia-idade demonstram maior interesse ou
conscientizagdo sobre o consumo de alimentos orgdnicos. Observo-se
ainda que 13% pertencem o faixa de 41 a S0 anos e 10% entre 51 e 60
anos, enquanto as faixas extremas tém menor representatividade: 12%
abaixo de 20 anos e 3% acima de 60. Esses dados indicaom que o
consumo de orgdnicos é mais expressivo entre individuos em idade
produtiva, possivelmente devido a maior poder aquisitivo, acesso a
informagdo e preocupagdo com saude e bem-estar. A baixa
participagdo de faixas mais jovens e idosas pode refletir menor
acessibilidoade ou diferentes prioridades, o que é essencial para
orientar ag¢des de conscientizagcdo e estratégias de marketing
direcionadaos.

A pesquisa demonstrou que 93% dos respondentes tém
conhecimento sobre o que é um alimento orgdnico, enquanto 7%
afirmam nd&o saber. Essa alta toxa de familiaridade indica que a
maioria dos consumidores j& foi exposta a informagdes sobre o tema,
0 que pode refletir um maior interesse ou conscientizagdo sobre os
beneficios dos produtos orgdnicos. O conhecimento difundido entre
os participantes sugere um potencial mercado receptivo para o
aumento do consumo desses alimentos, j& que grande parte da
populagdo demonstra estar informada. No entanto, a presenga de 7%
que desconhecem o conceito evidencia a necessidade de companhas
informativas mais direcionadas a grupos especificos, para aumentar a

25



HORIZONTES CIENTIFICOS DA UFT: REFLEXOES DO XX SEMINARIO DE
INICIACAO CIENTIFICA (PIBIC)

compreensdo e, consequentemente, o acesso a esses produtos. Esse
cendrio é positivo para o desenvolvimento de estratégias de promogdo
dos alimentos orgdnicos, especialmente em politicas de consumo
sustentavel.

A definigcdo de alimentos orgdnicos revela-se um tema complexo
e multifacetado. Os dados obtidos indicom que 52% dos
respondentes associom esses produtos & auséncia de agrotdxicos,
evidenciando uma preocupagdo primordial com a seguranga
alimentar e a saude publica. Ademais, 24% consideram a naturalidade
dos alimentos como um critério determinante, ressaltondo a
valorizagdo das caracteristicas intrinsecas e ndo processadas. Por
outro lado, apenas 15% reconhecem que prdticas que minimizam o
impacto ambiental sdo relevantes para a definicdo de alimentos
orgdnicos, sugerindo uma compreensdo mais restrita das praticas
agricolas sustentdveis. A baixa adesdo a critérios como isen¢gdo de
adubagdo quimica (7%) e hormodnios (2%) refor¢ca essa tendéncia. A
total auséncia de mengdes a alimentos geneticamente modificados
(0%) destaca uma aversd@o generalizada a esses produtos. Este
paonorama evidencia a necessidade de uma comunicagdo mais clara
sobre os principios que regem a produgdo de alimentos orgdnicos,
visando um entendimento mais abrangente entre os consumidores.

As evidéncios relatadas acerca das fontes de conhecimento
sobre alimentos orgdnicos evidenciam uma ampla variedade de
referéncias. Notavelmente, 35% dos entrevistados identificaram
escolas, estudos e palestras como o0s principais caonais de
conscientiza¢gdo, indicando a importdncia da educagdo, tanto formal
quanto informal, na difusdo desse conhecimento. Em segundo plano,
25% mencionarom a internet como uma fonte significativa,
ressaltando o papel cada vez mais relevante das plataformas digitais
na busca por informagdes sobre alimentagdo saudavel.
Adicionalmente, 22% dos entrevistados identificaram veiculos de midia
tradicionais, como TV, rddio, jornais e revistas, como fontes relevantes
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de informag¢d&o sobre alimentos orgdnicos.

Em contraste, apenas 15% aofirmaram ter recebido esse
conhecimento por meio de amigos e familiares, evidenciondo que as
relagdes pessoais tém um papel secunddrio nesse contexto. Por fim, é
preocuponte que 3% dos participantes relatarom ndo ter
conhecimento sobre o tema, indicando a necessidade de ampliar as
estratégias de informagdo e educagdo sobre alimentos orgdnicos na
sociedade. Esses resultados ressaltom a importdncia de multiplas
fontes na formagdo da consciéncia sobre a alimentagdo orgdnica e a
necessidade de uma abordagem mais abrangente para disseminar
essa informacgdo.

Os resultados do consumo de alimentos orgdnicos revelom uma
tendéncia significativa, com 71% dos entrevistados afirmando que
consomem tais produtos. Esse elevado percentual indica uma
crescente conscientizagdo sobre os beneficios da alimentagdo
sauddvel e sustentdvel. Em contrapartida, 29% dos respondentes
relotorom nd&o consumir alimentos orgdnicos, o que pode sugerir
obstdculos como custo, disponibilidade ou falta de informagdo. Esses
dados sublinham o necessidade de iniciativas que promovaom a
educagdo e o0 acesso a alimentos orgdnicos, visando ampliar a adesdo
a praticas alimentares benéficas a saude.

Os motivos pelos quais os entrevistados afirmam ndo consumir
alimentos orgdnicos estdo distribuidos de maneira variada. A maioria,
representando 59%, indicou que consome alimentos orgdnicos,
revelando uma forte adesdo ao consumo desse tipo de produto. Entre
aqueles que ndo os consomem, 21% mencionarom O maior custo em
relagdo aos alimentos convencionais como a principal barreira. Esse
dado sugere que o fator econdmico é um dos principais entraves a
popularizagdo dos orgdnicos.

Além disso, 10% dos respondentes apontarom a faolta de
variedade de alimentos orgdnicos disponiveis como motivo para ndo
consumi-los, o que pode estar relacionado & dificuldade de encontrar
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uma ampla gama de produtos orgdnicos no mercado. Por outro lado,
7% dos entrevistados alegarom desconhecer os beneficios desses
alimentos, indicando a necessidade de campanhas informativas para
educar os consumidores sobre as vantagens dos produtos orgdnicos.
Apenas 3% dos participantes relataram ndo consumir alimentos
orgdnicos por outros fatores.

Esses resultados evidenciom que, embora uma parte significativa
dos consumidores j& adote produtos orgdnicos em sua alimentagdo,
questdes como custo elevado, variedade limitada e falta de
informagdo ainda s&o barreiras relevantes que precisam ser
enfrentadas para ampliar o acesso e o consumo desses alimentos.

Entre os participantes da pesquisa, 15% declararam consumir
exclusivamente frutas, enquanto 36% relataram o consumo apenas de
hortaligas. Além disso, 23% dos entrevistados indicarom que incluem
tonto hortalicaos quanto frutas em sua dieta. Em contropartida, 26%
dos respondentes afirmaram ndo consumir nenhum desses alimentos.
Esses dados revelam que uma parte significativa da populagdo
entrevistada incorpora  hortalicas em sua alimentagdo, embora
tombém exista uma parcela considerdvel que Nndo consome esses
itens.

As principais motivagdes para o consumo de determinados
alimentos sdo lideradas pela preocupagdo com a saude e pela
percepcdo de que sdo mais sauddveis, ambas mencionadas por 39%
dos entrevistados. Em seguidao, 7% dos participantes classificarom
esses alimentos como mais saborosos, enquanto 5% os considerarom
mais nutritivos. Apenas 4% indicarom a preocupa¢gdo com O meio
ambiente como um fator influente, e 6% afirmarom que n&o
consomem esses alimentos. Nenhum dos entrevistados citou a maior
durabilidade como uma razédo para o consumo. Esses resultados
mostram que o bem-estar pessoal, representado pela saude, é o
principal motivador, enquanto fatores ambientais e nutricionais tém

menor peso nas decisdes dos consumidores.
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Os resultados mostrom que 30% dos entrevistados consomem
alimentos orgdnicos raramente, sequidos por 25% que 0os consomem
até trés vezes por semana. Em seguida, 21% ofirmaram consumi-los
diariamente. J& 18% dos participantes indicaraom que consomem
esses alimentos uma vez por semana, enquanto 3% disseram fazé-lo
uma vez por més. Por fim, 3% dos entrevistados relataram que nunca
consomem alimentos  orgdnicos. Esses resultados revelom uma
predomindncia de consumo ocasional entre os entrevistados, embora
uma parte significativa também consuma regularmente.

Os dados revelom que a maioria dos entrevistados, 43%, adquire
alimentos orgdnicos em feiras, tornando essa a opgdo mais popular.
Em segundo lugar, 29% dos participantes afirmaram comprar esses
alimentos em supermercados. J& 19% disserom que obtém alimentos
orgdnicos de hortas comunitdrias, enquanto 9% optam por outras
fontes de aquisi¢cdo. Esses resultados indicom que as feiras sGo o
principal local de compra para alimentos orgdnicos, seguidas pelos
supermercados, com hortas comunitérias como uma opgdo
significativa para uma parte da populagdo.

Os dados mostraom que a maioria dos entrevistados, 42%, confere
o selo de certificagdo no rétulo dao embalogem como o principal
método para garantir a organicidade dos alimentos. Em seguidaq, 29%
ofirmarom confiar na palovra do vendedor, enquanto 20%
consideraram o local de compra como certificado ou autorizado. Por
ultimo, apenas 9% dos participantes avaliarom a aparéncia do
alimento como um critério para determinar se ele é orgdnico. Esses
resultados indicam que a certificagdo oficial, representada pelo selo,
é o critério mais confidvel para os consumidores, superando
amplamente outras formas de validagdo.

A graonde maioria dos entrevistados, 96%, afirmou que
consumiria ou aumentaria o consumo de alimentos orgdnicos se o
valor de aquisicdo fosse igual ao dos alimentos convencionais.
Apenas 4% disseram que ndo mudariom seus hdbitos de consumo
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mesmo com a equivaléncia de pregos. Esses dados indicam que o
fator econdmico é uma barreira significativa para o maior consumo
de alimentos orgdnicos, e que a redugdo de pregos poderia
impulsionar consideravelmente a demanda por esses produtos.

De acordo com a pesquisq, 81% dos entrevistados afirmaram
nunca ter participado de uma feira ou evento voltado para alimentos
orgdnicos, enquanto apenas 19% relatarom jd& ter participado de tais
iniciativas. Esses numeros sugerem que, embora o interesse por
alimentos orgdnicos esteja crescendo, a participagdo em eventos
especificos ainda é limitada para a maioria das pessoas.

Uma possivel explicagdo para essa baixa participagdo pode
estar relacionada o falta de acessibilidade ou divulgagdo desses
eventos, que muitas vezes sdo realizados em locais especificos e
podem ndo ser amplamente promovidos. Além disso, fatores como a
localizag@o geogrdéfica, a disponibilidade de tempo, e até a falta de
conhecimento sobre a existéncia dessas feiras podem influenciar esse
resultado.

Por outro lado, os 19% que participarom desses eventos
provavelmente possuem maior interesse em conhecer a origem dos
alimentos que consomem e em apoiar prdticas sustentdveis. Esses
eventos podem servir como uma plataforma para educar os
consumidores e promover o consumo de produtos orgdnicos. Assim, o
aumento na realizagdo e divulgagdo dessas feiras poderia ser uma
estratégia eficaz para amplior o acesso e o consumo de alimentos
orgdnicos, além de atrair um publico maior para esse tipo de

mercado.

Estabelecimentos

Apds a realizagdo do levantamento sobre a oferta de alimentos
orgdnicos em Palmas/TO, foram identificados que esses dados
indicom que a cidade possui uma oferta especifica e diversificada de
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pontos de venda de alimentos orgdnicos. No entanto, comenta-se que
a distribuicdo desses produtos é desigual, com maior concentragdo
em dareas centrais, o que pode limitar o acesso de consumidores que
residem em regides periféricas. Além disso, foi possivel verificar que
somente os grandes supermercados oferecem uma variedade de
produtos orgdnicos, enquanto os menores oferecem uma variedade
restrita, que muitas vezes limitada a frutas, legumes e verduras. J& os
restaurantes com opg¢des orgdnicas costumam atender um publico
mais especifico, focando em consumidores que buscam uma
alimentagdo saudadvel e diferenciada. As feiras orgdnicas, por sua vez,
tém um papel fundamental na promog¢do de alimentos frescos e de
qualidade, além de permitir um contato direto entre os produtores

locais e os consumidores.

Os resultados sugerem que, embora Palmas-TO tenha uma oferta
significativa de alimentos orgdnicos, o mercado ainda estd em fase de
expansdo, especialmente em termos de variedade e acessibilidade. A
alta concentrag@o de estabelecimentos que oferecem esses produtos
em determinadas dreas pode ser um obstdculo para o aumento do
consumo em massa. O perfil dos consumidores que frequentam
restaurantes com opgdes orgdnicas ou compram em feiras tende a
ser composto por pessoas com maior poder aquisitivo ou maior nivel
de conscientizagdo sobre os beneficios dos orgdnicos.

Esse cendrio indica uma oportunidade de crescimento tanto para
a oferta quanto para a demanda. Ao melhorar a disponibilidade de
produtos orgdnicos em diferentes tipos de estabelecimentos e em
diferentes regides da cidade, é possivel ampliar o alcance desses
produtos, tornando-os mais acessiveis para uma parcela maior da
populagdo. Os dados levantados sGo fundamentais para compreender
o panorama aotual da oferta de produtos orgdnicos em Palmas-TO e
podem auxiliar no desenvolvimento de estratégias para resolver os

problemas relacionados & baixa penetragdo desses produtos em areas
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periféricas.

Uma das solugdes pode ser a criagdo de incentivos fiscais ou
progromas de aopoio a pequenos produtores, possibilitondo a
ampliagdo das feiras orgdnicas e a inclusdo de uma maior variedade
de produtos nos supermercados. Além disso, caompanhas de
conscientizag@o podem ser realizadas para educar os consumidores
sobre os beneficios do consumo de produtos orgdnicos, ajudando a
aumentar a demanda e estimular o mercado.

Outra solugdo seria facilitar o acesso possivel a produtos
orgdnicos por meio de parcerias entre produtores e grandes redes de
supermercados, promovendo uma redugdo nos custos de distribui¢do
e venda desses produtos. Isso pode ajudar a resolver o problema da
percepcdo de que alimentos orgdnicos sdo inacessiveis
financeiramente para a maioria da populagdo.

Ao longo da pesquisaq, foraom identificados diversos fatores que
influenciom a  decisGo de compra de alimentos orgdnicos em
Palmas-TO. A maioria dos consumidores estd ciente dos beneficios
desses produtos, principalmente no que diz respeito O saude e a
sustentabilidade ambiental. No entanto, barreiras significativas como
o preco elevado, a falta de variedade de produtos e a acessibilidade
limitada forom citadas como os principais motivos que desestimulom

O consumo regulor.

Os consumidores associam fortemente os alimentos orgdnicos a
uma vida mais sauddvel, livre de agrotdxicos e produtos quimicos. A
saude é o fator mais citado para justificar a compra desses alimentos.
Muitos consumidores demonstram preocupagdo com o impacto
ambiental da agricultura convencional e veem os alimentos orgdnicos
como uma forma de contribuir para a preserva¢gdo do meio ambiente,

O prego mais elevado dos alimentos orgdnicos, em comparagdo
com os convencionais, foi apontado como a principal barreira ao
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consumo. Mesmo aqueles que reconhecem os beneficios dos
orgdnicos consideram o custo um impedimento significativo.

A oferta de alimentos orgdnicos é vista como limitada, tanto em
termos de variedade quanto de locais de venda. A maioria dos
consumidores adquire esses produtos em feiras ou mercados
especializados, o0 que restringe o acesso para uma parcela
significativa da populagdo.

A conscientizag@o sobre os alimentos orgdnicos é relativamente
alta, mas ainda existe uma parcelo dos consumidores que ndo
compreende totalmente o que diferencia esses produtos dos
convencionais. A educa¢do e a disseminagdo de informagdes
adequadas sdo aspectos fundamentais para aumentar o consumo.

Essas respostas refletem uma realidade complexa. Por um lado,
hd uma demanda crescente por alimentos mais sauddveis e
sustentdveis, mas, por outro, fatores econédmicos e estruturais limitom
0 acesso desses produtos a um publico mais amplo. A predomindncia
da saude como motivagdo principal mostra que os consumidores
estdo cada vez mais preocupados com o bem-estar, e isso pode ser
um ponto positivo para expandir o mercado de orgdnicos. Contudo, o
fato de o pregco ser uma barreira significa que, para ampliar o
consumo, é necessario trabalhar na redugdo de custos ou no aumento
do poder de compra da populagdo.

Além disso, a conscientizacdo ambiental estd presente, mas
ainda de forma secunddria em relagdo & saude. Isso significa que os
esforcos de marketing e educagdo podem se beneficiar ao enfatizar
tanto os beneficios individuais quanto os coletivos da produgdo
orgdnica.

Compreender os fatores que influenciaom a decisGo de compra de
alimentos orgdnicos em Palmas-TO ajuda a mapear solugdes possiveis
para superar as barreiras identificadas. As respostas indicom que,
embora a conscientizagdo sobre os beneficios dos orgdnicos seja altq,
hd uma necessidade urgente de tornar esses produtos mais acessiveis,
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tanto economicamente quanto em termos de variedade e distribuig¢do.

Redugdo de custos e incentivos econdmicos: Politicas publicas que
oferegam incentivos fiscais ou subsidios para produtores orgdnicos
podem ajudar a reduzir os custos de produgdo, tornando os produtos
mais acessiveis ao consumidor final. Programas que promovom a
produgdo em larga escala ou cooperativas de pequenos produtores
também podem ajudar a baratear os alimentos.

Aumento da conscientizagdo: Compaonhas de educagdo e
conscientizagdo podem esclarecer a popula¢gdo sobre os beneficios
dos alimentos orgdnicos, tanto para a salude quanto para o meio
ombiente. Essaos campanhas podem ser promovidas em escolas,
universidades e por meio de parcerias com o setor de saude.

Expansdo dos canais de venda: Estimulor o venda de alimentos
orgdnicos em supermercados e lojas de conveniéncia pode aumentar
O acesso a esses produtos. As feiras orgdnicas j& desempenhom um
papel importante, mas sdo limitadas geograficamente e em hordrios.
Ampliar os pontos de venda tornaria os orgdnicos mais acessiveis a
uma parcela maior da populagdo.

Melhoria da logistica de distribuigdo: Investir na infraestrutura para a
produgdo e distribuicdo de alimentos orgdnicos é crucial. A falta de
variedaode € muitas vezes consequéncia de cadeias logisticas
ineficientes. Melhorar essa estrutura pode aumentar a disponibilidade
de diferentes produtos orgdnicos no mercado

Principais dificuldades encontradas:

Custo elevado dos alimentos orgdnicos: Embora os consumidores
reconhecam os beneficios dos orgdnicos, o prego € o maior entrave
para um consumo mais omplo. As técnicas de produgdo orgdnica sdo
mais caras, o que impacta diretamente o preco final dos produtos.
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Isso também afeta a escalabilidade da produgdo, j& que a demanda é
limitada pela capacidade de compra da populagdo.

Baixa acessibilidade e variedade de produtos: A limitagdo de locais
onde os consumidores podem adquirir alimentos orgdnicos, bem
como a pouca diversidade de produtos, sdo dificuldades apontadas
pelos entrevistados. A oferta concentrada em feiras e lojos
especializadas restringe o publico que pode acessar esses alimentos

regularmente.

Falta de incentivos governamentais: A auséncia de politicas claras de
incentivo 0 produgdo e comercializagdo de orgdnicos em grande
escala é um desafio. Os produtores enfrentam dificuldades técnicas e
financeiras, o que impede a redugdo dos pregcos € a ampliagdo da
oferta.

Informagdo e conscientizagdo insuficientes: Embora grande parte dos
consumidores saiba o que sdo alimentos orgdnicos, muitos ainda nédo
entendem completamente seus beneficios em termos ambientais e
sociais. Isso reflete uma necessidade de ampliagdo das

iniciativas educativas, especialmente em populagdes de menor poder
aquisitivo e com menor acesso a informagdo.

Desafios na produgdo em larga escala: Produzir alimentos orgdnicos
em grandes quantidades continua sendo um desafio devido a falta de
insumos, m&o de obra especializada e tecnologias adequadas. O
modelo atual de produgdo orgdnica ainda depende muito de
métodos artesanais, 0 que encarece o processo e limita a capacidade
de atender uma demanda maior.

CONCLUSAO

As respostas encontradas indicom que, embora o consumo de
alimentos orgdnicos em Palmas-TO esteja crescendo, hd barreiras
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significativas que limitam sua expansdo. A salude e a sustentabilidade
sG0 as principais motivagdes para o consumo, mas o custo elevado, a
falta de variedade e a dificuldade de acesso sdo entraves que
precisam ser superados.

Para resolver o problema, serd necessario um esforgo conjunto
entre governo, produtores e varejistas para tornar os alimentos
orgdnicos mais acessiveis e atrativos. Investir em politicas publicas
que incentivem a produg¢do em larga escalo, melhorar a logistica de
distribuicdo e ampliar a conscientizagdo da populagdo sGo PAssos
essenciais para promover uma mudanga significativa no consumo de
orgdnicos em Palmas-TO.

Dessa formao, o pesquisa contribui para a compreensdo das
barreiros e motivagdes que envolvem o consumo de orgdnicos e
aponta caminhos para o desenvolvimento sustentdvel desse mercado
na regido, beneficiondo tanto os consumidores quanto o meio
aombiente.

O estudo sobre os fatores de relevincia para o decisdo de
compra de alimentos orgdnicos em Palmas-TO revelou diversas
barreiros e motivagdes que influenciom o comportamento do
consumidor local. Apesar do crescente interesse e conscientizagdo
sobre os beneficios dos alimentos orgdnicos, especialmente no que
tonge O salde e a sustentabilidade ambiental, hd desafios
significativos que limitam a expansdo deste mercado.

Os resultados indicam que o alto custo dos alimentos orgdnicos
é a principal barreira para a adogdo mais ampla desses produtos.
Embora os consumidores reconhecam as vantagens dos orgdnicos,
muitos sGo dissuadidos pelo prego elevado, que é influenciado pelas
técnicas de produgdo mais caras e pela falta de incentivos
governomentais. A acessibilidade e a variedade limitadas também se
destacam como obstdculos importantes. A oferta de produtos
organicos em Palmas-TO é frequentemente restrita o feiras especificas

36



HORIZONTES CIENTIFICOS DA UFT: REFLEXOES DO XX SEMINARIO DE
INICIACAO CIENTIFICA (PIBIC)

e supermercados de grande porte, o que dificulta o acesso para uma
parcela significativa da populagdo.

Além disso, a pesquisa apontou que a conscientizagdo sobre o
que diferencia os alimentos orgdnicos dos convencionais ainda
precisa ser aprimorada. Embora a maioria dos consumidores tenha
algum conhecimento sobre o temao, hd uma parcelo que ndo
compreende totalmente os beneficios ambientais e sociais dos
produtos orgdnicos. Isso  sugere a necessidade de caompanhas

educativas mais abrangentes e eficazes.

Para superar essas barreiras, é crucial um esforgo conjunto entre
governo, produtores e varejistas. Politicas publicas que oferecom
incentivos fiscais ou subsidios para produtores orgdnicos podem
ajudar a reduzir os custos de produg¢do, tornando os produtos mais
acessiveis ao consumidor final. Além disso, a expansdo dos canais de
venda e a melhoria da logistica de distribuicdo sdo fundamentais
para aumentar a disponibilidade e o variedade de produtos
orgdnicos no mercado.

Companhas de educagdo e conscientizagdo devem ser
promovidas para esclarecer a populagdo sobre os beneficios dos
alimentos orgdnicos tanto para a sadde quanto para o meio
ambiente. Essas campanhas podem ser realizadas em escolas,
universidades e por meio de parcerias com o setor de salde.

Em sumaq, o pesquisa contribui para a compreensdo das
dindmicas de consumo de alimentos orgdnicos em Palmas-TO,
oferecendo insights valiosos para o desenvolvimento de estratégias
que promovam a sustentabilidade e a saude publica. Ao abordar as
barreiras identificadas e implementar as estratégias sugeridas, é
possivel fomentar um mercado de alimentos orgdnicos mais robusto e
acessivel, beneficiondo tanto os consumidores quanto o meio
ambiente.
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ANEXOS

Lei n°©10.831, de 23 de dezembro de 2003

Esta lei regulomenta a agricultura orgdnica no Brasil e define os critérios
de produgdo e certificagdo de produtos orgdnicos. Foi utilizado como
referéncia para identificar as exigéncias legais e os padrdes de
certificagdo dos alimentos orgdnicos comercializados em Palmas-TO.

Disponivel em : https://www.gov.br/agricultura/pt-br .

Mapa da cidade de Palmas-TO

Utilizado para realizar o georreferenciamento dos estabelecimentos que
comercializam alimentos orgdnicos. A localizagdo exata de supermercados,
restaurantes e feiras organicas foi registrada utilizando este maopa. A base
geoespacial foi extraida de fontes publicas de mapas digitais, como Google
Mops.

Lista de estabelecimentos organicos cadastrados pela ADAPEC-TO
Documento fornecido pela Agéncia de Defesa Agropecudria do Estado do
Tocantins (ADAPEC), contendo a relagdo dos estabelecimentos e feiras
que comercializam produtos orgdnicos certificados no estado. Utilizado
para verificar a conformidade dos estabelecimentos visitados com os
critérios de certificagdo.

Relagdo de feiras orgadnicas em Palmas-TO

Documento publico da Secretaria de Agricultura de Palmas contendo uma
lista oficial de feiras que promovem a venda de alimentos orgdnicos na
cidade. Esse anexo foi utilizado para identificar a localizagdo e a frequéncia
de funcionamento daquelas feiras, complementando a pesquisa de campo.

APENDICES

Apéndice A: Questiondrio
Este apéndice apresenta o questiondrio utilizado na pesquisa sobre

os fatores relevantes para o decisGo de compra de alimentos
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orgdnicos. O questiondrio foi aplicado a 182 entrevistados e incluiu
um levantamento demogrdéfico, além de questdes sobre o
conhecimento relacionado oo tema, o consumo de alimentos
orgdnicos, as motivagdes para esse consumo, os métodos de compra,
os impactos do prego e a participagdo em eventos. Assim, por meio da
pesquisa, é possivel identificar o interesse dos entrevistados em
alimentos orgdnicos, além de destacar os desafios relacionados ao
custo e & disponibilidade desses produtos.

1. Sexo

a) Feminino

b) Masculino

2. Faixa etaria:

a) Menor de 20 anos

b) 20 - 30 anos

c) 31-40 anos

d) 41 - 50 anos

e) 51- 60 anos

f) Acima de 60 anos

3. Vocé sabe o que é alimento orgdnico?
a) Sim

b) Néo

4. O que vocé considera ser um alimento organico?
a) Alimento natural

b) Alimento livre de agrotdxicos

c) Alimento isento de adubagdo quimica
d) Alimento isento de hormdnios

e) Alimento cultivado com técnicas especiais com minimo impacto
sobre o ambiente f) Alimento hidropdnico
9) Alimento geneticamente modificado

5. Como tomou conhecimento sobre o
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alimento orgdnico? a) Veiculos de midia (TV,
r&dio, jornal, revista)

b) Internet

c) Amigos e familiares

d) Escolas / Estudos / Palestras

e) Ndo tenho conhecimento

6. Vocé consome alimentos orgdnicos?

a) Sim

b) Néo

7. Se ndo, qual o motivo?

a) Maior custo comparado com o alimento
convencional b) Desconhece os beneficios
c) Pouca acessibilidade @ compra (poucos locais com
venda de orgdnicos) d)Falta de opgdo de variados tipos
de alimentos

e) Eu consumo

8. Se sim, quais sdo esses alimentos?

a) Hortalicas

b) Frutas

c) Hortaligas e frutas

d) N&o consumo

9. Qual o motivo de consumir tais alimentos?
Q) Preocupagdo com o meio ambiente

b) Preocupag¢do com a sadde

c) SGo mais sauddveis

d) SGo mais saborosos

e) Possuem maior durabilidade

f) SGo mais nutritivos

9) N&do consumo

10. Com qual frequéncia consome?

a) Diariamente
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b) Até 3 vezes por semana
c) Uma vez por semana

d) Uma vez por més

e) Raromente

f) Nunca

11. Onde adquire tais alimentos?

o) Supermercados

b) Feiras

c) Hortas comunitérias

d) Outros

12. Como certificar se o alimento adquirido realmente é organico?
a) Por meio do selo de certificagdo no rétulo da embalagem
b) Local de compra é certificado / autorizado

c) Confianga na palavra do vendedor

d) Por meio da aparéncia do alimento

13. Vocé consumiria ou aumentaria o consumo de alimentos
orgdnicos se o valor de aquisigdo fosse igual aos alimentos
convencionais?

a) Sim

b) Néo

14. Vocé ja participou de alguma feira ou evento de
alimentos orgdnicos? a) Sim

b) Néo
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Capitulo 2

Prospeccdo da qualidade nutricional e tecnoldgica
da semente de quiabo para producdo de bebida

Maria Eduarda Spagnol

Caroline Roberta Freitas Pires

RESUMO

O quiabo (Abelmoschus esculentus L. Moench), origindrio da Etidpia e amplamente
cultivado em reqibes tropicais, € um ingrediente valorizado na culindria global e
brasileira, no entanto, os estudos deste fruto concentram-se principalmente na
matério-prima verde como € habitualmente consumido, sendo pouca atengdo
dedicada ao aproveitomento de suas sementes. Diante disso, este estudo teve como
objetivo analisar as caracteristicas fisico-quimicas da farinha de semente de
quiabo torrada, e a influéncia do método de extragdo nos teores de pH, compostos
fendlicos e capacidade antioxidante de bebidas advindas desta farinha. As
sementes de quiabo forom processadas para obtengdo da farinha torrada e em
seguida foi utilizada para obtengdo das bebidas considerando trés formas de
extracdo: a) dgua fervente passada pela farinha em um filtro; b) contato entre
farinha e dAgua fervente por 2 minutos seguida de filtragdo e c) contoto entre
farinha e dgua fria por 2 minutos e posterior filtragdo. A farinha de semente de
quiabo torrada apresentou baixos teores de umidade e elevados teores de fibra
bruto, além de uma coloragdo escura semelhante ao café torrado. O método de
obtengdo das bebidas influenciou os valores de pH, o teor de compostos fendlicos
e a capacidade antioxidante, sendo que a fervura da farinha de semente de quiabo
torrada por 2 minutos contribuiu para a maior extragdo de compostos fendlicos e
maior sequestro do radical DPPH. Esses achados fornecem informagdes relevantes
sobre as propriedades fisico-quimicas da farinha de semente de quiabo e a
atividade antioxidante e compostos fendlicos de suas bebidas, e destacam seu
potencial para o desenvolvimento de novos produtos alimenticios com
caracteristicas nutricionais e funcionais aprimoradas.

Palavras-chave: Residuos alimentares, Quiabo, Antioxidantes.

! Graduanda em Nutrigdo, Pibic/UFT, Universidade Federal do Tocantins,

maria.spagnol@mail.uft.edu.br
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2 Doutora em Ciéncia dos Alimentos, Curso de Nutrigdo, Universidade Federal do
Tocantins, carolinerfpires@mail,uft.edu.br.

INTRODUCAO

O quiabo, origindrio da regido da Etidpia, na Africa, e
com registros iniciais no Sul dos Estados Unidos em 1830,
desempenha um papel fundamental na culindria global, inclusive
no Brasil (Minami et al, 1997).

Presente em pratos tradicionais como o Caruru na Bohia e o
cléssico frango caipira com quiabo em Minas Gerais, sua utilizagdo
reflete o versatilidade e o valor culindrio desse ingrediente em
diversas culturas (Lana et al, 2016).

Cientificomente denominado Abelmoschus esculentus L.
Moench, este fruto pertencente & familia Malvaceae é amplamente
cultivado em regides tropicais, com destaque para o Brasil, que
oferece condi¢des ideais para seu desenvolvimento, especialmente
nas regides nordeste e sudeste(Silva et al, 2022).

Sua presenga nessas areas, devido ao ciclo rdpido, baixo
custo de produgdo e resisténcia a pragas, representa uma fonte de
renda significativa para pequenos agricultores (Silva et al, 2022).

Em relagdo as caracteristicas morfoldgicas, o quiabeiro pode
atingir entre 0,5 m e 3 m de altura, com folhas medindo de 10 a 25
cm de comprimento, apresentando peciolos longos e formato
orbicular-ovado, muitas vezes dsperas e com pelos, jd em relagdo
as flores, sdo axilares e solitdrias, possuem coloragdo branca e
amarelada, com didmetro de 4 a 8 cm. O fruto, de cor verde e
formato alongado, varia de 10 a 25 cm de comprimento, com
sementes arredondadas enfileiradas em seu interior (Roy;
Shrivastavo; Mandal, 2014).

As sementes, posuem um tamanho médio de 5 mm e pesam
cerca de 6,8 graomas por 100 unidades, cada fruto pode conter até
60 sementes, resultando em aproximadomente 92500 sementes por
litro de quiabo (Minami et al, 1997).
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O quiabeiro ndo se limita apenas ao fruto comestivel, pois
outras partes da planto, como folhas, raizes e sementes, também
tém diversos usos (Petropoulos et al, 2017).

Diante disso, o objetivo deste trabalho consistiu em avaliar a
composi¢cdo nutricional da semente de quiabo torrada e utilizé-la
na produgdo de uma bebida.

METODO E MATERIAIS
Obtengdo da matéria prima

Os quiabos secos forom adquiridos em hortas da cidade de
Estrelo do Indaid - MG. Para o obtengdo das sementes, os frutos
foram cortados com faca de inox e as sementes separadas, sendo
posteriormente acondicionadas em embalagens lominadas e
armazenadas em local fresco, arejado e na auséncia de luminosidade.

Obtengdo da farinha da semente de quiabo

As sementes foram sanitizadas, secas e posteriormente
torradas, trituradas em um moinho de facas e em seguida
peneiradas.

Elaboragdo da bebida

Para a elaboragdo das bebidas, a amostra foi submetida a
diferentes tratamentos, sendo o primeiro a passagem por dgua
fervente no coador, o segundo a imersdo em dgua fervente por 2
minutos seguida de filtragcdo, e a terceira houve a mistura com dgua
geloda em um copo por 2 minutos antes da filtragdo. Todas as
bebidas forom preparadas com 40 ml de dgua e 2,4 gromas de

omostro.
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Caracterizagdo fisico-quimica da farinha de semente de quiabo

Para determinar a umidade, as cdpsulas com a amostra forom
levadas a estufa a 105°C até atingirem peso constante. O peso final
das cdpsulas com a amostra seca foi obtido e a diferenca entre o
peso final e o peso inicial correspondeu ao valor da umidade da
amostra (AOAC, 2000). Para determinagdo do extrato etéreo da
amostra, foi utilizado o aparelho de “Soxhlet® e como solvente o
hexano (AOAC, 2000). J& para determinagdo de proteina a amostra foi
digerida e posteriormente destilada no aparelho de “Kjeldahl® sendo
finalmente titulada com HCL O teor de nitrogénio da amostra foi
calculado, convertendo-o para proteina, através do fator de 6,25
(AOAC, 2000). Para a determinagdo de fibras, foi utilizado o método
gravimétrico segundo Kamer e Ginkel (1952). O teor

de cinzas foi determinado por incineragdo da amostra em um forno
tipo mufla a 550°C (AOAC, 2000). A fragdo glicidica das amostras foi
determinada pela diferenga, segundo a equagdo: % FG = 100 - [%
umidade + % extrato etéreo + % proteina + % fracdo de cinzas]
considerando a matéria integral.

Determinag¢do do pH

O pH daos bebidas da farinha de semente de quiabo foi
determinado utilizando um potenciémetro digital segundo a técnica
da AOCAC (1992).

Determinagdo de cor

Para a determinagdo da cor da farinha da semente de quiabo,
foi utilizado um colorimetro digital (Minolta CR4000) com fonte de luz
D65 e sistema de cor Lab* do sistema CIE Lab™.
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Andlise da atividade antioxidante
Determinagdo da atividade antioxidante por DPPH

Para o determinag¢do da atividade antioxidante total pelo
método de DPPH (2,2-diphenyl-1- picrylhydrazyl) foi adicionado 0,1 mL
de amostra a 39 mL de solugdo de DPPH, segundo metodologia
proposta por Rufino et al. (2007). As leituras foram realizadas apds 120
minutos, em espectrofotdmetro a 515 nm, sendo os resultados obtidos

de acordo com a equagdo 1.
Equagdo 1:

%SRL = (Ac - Am) x 100/Ac
Em que;

Ac = absorbdncia
do controle Am =
absorbdncia da
amostra

Compostos Fendlicos totais

A determinagdo do teor de fendlicos totais foi realizada pelo
método proposto por Waterhouse (2002), empregando-se o reagente
de Folin-Ciocalteu. O cdlculo do teor de fendlicos foi realizado a partir
da equagdo da reta obtida da curva padrdo do dcido gdlico. Os
resultados forom expressos em mg de equivalentes de dcido gdlico
por 100 g da amostra (mg EAG.100g™).

Andlise estatistica

Para andlise estatistica dos dados foi utilizado o programa
SISVAR, no qual os resultados obtidos forom submetidos a andlise de
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varidncia e o teste de Tukey foi utilizado para comparar as médias
(Ferreira et al, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O processamento para obtengdo da farinha da semente de
quiabo estd apresentado no fluxograma da figura 1, sendo descrito
desde a sua chegada até seu armazenamento para andlises.

Figura 1 - Fluxograma de obten¢do da farinha da semente de
quiabo

Colheita
3

Selecao
4

Lavagem, Sanitizacdo e Enxague

4

Secagem
4

Torrefacao

\ 4
Trituracdo
4
Peneiracao
\ 4

Armazenamento

Fonte: Autor (2024).

A figura 02 apresenta a fotografia da farinha da semente de
quiabo e da semente de quiabo
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Figura 02- Fotografia da farinha e da semente de quiabo torrada
4

Fonte: Autor (2024). Legenda: a)Farinha da semente do quiabo; b) Semente do quiabo
sem triturar

Os valores médios dos percentuais da composigdo nutricional
da farinha da semente de quiabo estdo expressos nas tabelas 01

Tabela 01- Composi¢do nutricional da farinha de semente de quiabo

torrada

Composic¢ao nutricional Farinha da semente de

quiabo
Umidade 0,36+0,01
Lipidios 17,5+0,56
Proteina 20,7+2,75
Cinzas 4,91+0,01
Fibras 38,1+1,46
Carboidratos 18,33+3,66
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Fonte: Autor (2024). Legenda: Os resultados estdo expressos na forma de média e +
desvio padrdo

A farinha da semente de quiabo torrada apresentou um teor
médio de umidade de 0,36%, estando dentro da conformidade com a
legislagdo da Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitdria que conforme
consta na RDC n° 263/2005 que aprova o Regulamento Técnico para
produtos de cereais, amidos, farinhas e farelos, o teor mdximo de
umidade de farinhas obtidas de partes comestiveis de frutos é de 15%
(BRASIL, 2005).

Em relogdo aos lipidios, observou-se um teor 175%. J& para
proteinas foi encontrado um valor médio de 20,7%, e para cinzas foi
observado um valor médio de 3491%, j& para fibra bruta foi
encontrado um valor médio de 38,1%.

De acordo com Adelakun e Oyelade (2011), a farinha de semente
de quiabo torrada apresentou um teor de proteinas de 30,3% e fibras
de 947%. Cabe destacar que variagbes no solo, no clima, nas
cultivares e na adubagdo interferem diretomente nas caracteristicas
nutricionais dos frutos.

A tabela 02 apresenta os valores médios dos pardmetros
colorimétricos das bebidas advindas da farinha de semente de
quiabo torrada.

Tabela 02 - Valores médios da andlise de coloragdo das amostras de
farinha de semente de quiabo torrada

Parametros Farinha de semente de
Colorimétricos quiabo torrada
L* 40,88+0,25
a*® 5,16+0,67
b* 3,81+0,29
6,41+0,64
H 36,53+3,20
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Fonte: Autor (2024). Legenda: Os resultados estdo expressos na forma de média e +
desvio padrdo

Com relagdo oos valores de luminosidade observa-se que a
farinha torrada apresentou um valor de L* de 40,88, indicando uma
coloragdo mais escurq, visto que para esta varidvel, hd uma variagdo
de 0 (preto) a 100 (branco), e indica que quanto menor o nimero, Mmais
escura € a amostra. J& em relagdo & varidvel o, que indica a
tendéncia para o vermelho ou verde, a amostra apresentou um valor
de 5,16, se direcionoando para o vermelho, porém com menor
intensidade. Foi encontrado um valor de croma de 6,41 e para o
angulo hue um valor de 36,53.

A figuras 03 mostra as fotografias das bebidas preparadas com
farinha de semente de quiabo.

Figura 03- Bebida obtida da farinha de semente de quiabo submetida a
diferentes trotomentos.

Fonte: Autor (2024). Legenda: o) Bebida obtida pela passagem por dgua fervente

no coador; b) Bebida obtida por imersdo em dgua fervente por 2 minutos seguida
de filtragdo; ¢) mistura com dgua gelada em um copo por 2 minutos antes da
filtragdo
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Pela figura 03 observa-se que as amostras obtidas pela fervura
em Agua quente por 2 minutos apresentaram uma coloragdo mais
escura quando comparada as demais amostras, tendendo oo
caramelo claro. J& as amostras submetidas o extragdo com dgua fria
apresentarom uma coloragdo mais clara tendendo ao amarelo claro.

A tabela 03 apresenta os valores médios da andlise de pH de
amostras de bebidas obtidas da farinha de semente de quiabo.

Tabela 03 - Valores médios de pH de amostras de bebidas obtidas da
farinha de semente de quiabo

Amostras Extracdo com Extracido com amostrana  Extracio com agua
filtracao agua fervente gelada
Farinha de semente de 5,69°+0,04 5,66"+0,03 6,30*+0,05
quiabo

Fonte: Autor (2024). Legenda: Os resultados estdo expressos na forma de média e +
desvio padrdo

A andlise dos valores de pH das bebidas obtidas da farinha da
semente de quiabo ndo mostrou diferenga estatistica significativa
entre os tratamentos com dgua quente, &6 a amostra da bebida
obtida com dgua fria apresentou um valor médio significativamente
superior (6,30).

Ao fazer uma comparagdo com a bebida caofé, percebe-se que
os valores para as bebidas advindas da farinha de quiabo torrada
apresentam valores maiores aos considerados bons, jd que de acordo
com Siqueira et al. (2006) o pH ideal para uma bebida de café
agraddvel ao paladar deve estar na faixa de 4,95 a 5,20.

As tabelas 04 e 05 apresentom os valores médios da avaliagdo
da atividade antioxidante e teor de compostos fendlicos de amostras
de bebidas obtidas da farinha de quiabo torrada.
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Tabela 04 - Valores médios da avaliagdo da atividade antioxidante
DPPH (%SRL) de amostras de bebidas obtidas da farinha de semente
de quiabo torrada.

Analises Extracao Extracao com amostra na Extracao com
com filtracio dgua fervente agua gelada

Farinha de semente 5645°+267  88,31%+2,55 38,36°+2,47

de quiabo

Fonte: Autor (2024). Legenda: Os resultados estdo expressos na forma de média e =
desvio padrdo

De acordo com os resultados obtidos para a avaliagdo da
atividade antioxidante avaliada pelo método de DPPH expresso em
percentual de sequestro de radicais livres, observou-se que houve
diferenca estatistica significativa entre todos os tratamentos, sendo
que a maior atividade antioxidante

foi verificada nas amostras submetidas a fervura por 2 minutos e em
seguida filtradas, registrando um percentual de sequestro de radicais
livres de 88,31%. Os menores valores médios foram encontrados para
as amostras obtidas pelo contaoto com a dgua fria, podendo inferir
que a Agua quente potencializa a extragdo dos compostos com
atividade antioxidante.

Hofeez (2020) avaliou a atividade sequestradora de radicais
livres de extratos aquosos de sementes de A esculentus e
encontrarom um percentual de sequestro do radical DDPH de 46,1%.

Tabela 05 - Valores médios de teor de compostos fendlicos (mg de
acido gdlico/100ml) de amostras de bebidas obtidas da farinha de
semente de quiabo torrada.
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Analises Extracao Extracio com amostra na Extraciao com
com agua fervente agua gelada
filtracao

Farinha de semente 10,34°+0,86 18,82%+1,04 7,68°+0,36

de quiabo

Fonte: Autor (2024). Legenda: Os resultados estdo expressos na forma de média e +
desvio padréo

Comportamento semelhante foi observado quando foi avaliado o
teor de compostos fendlicos das amostras, visto que as bebidas obtidas
por extragdo & quente apresentaram valores médios significativamente
superiores o bebida advinda da extragdo a frio, sendo que o maior
valor foi encontrado para a amostra colocada na dgua fervente por 2
minutos apresentando 18,82 mg EAG. 100g™.

Bonigou (2018) avaliou o teor de compostos fendlicos de
extratos hidroetandlicos de Abelmoschus esculentus L. e
registraram uma variagdo entre 20,21 a 25,51 mg EAG/100 mg, no
entanto, cabe destacar que fatores como cultivares, partes do
fruto, estdgio de maturagdo, adubagdo, clima, tipo de solo e tipo de
extragdo podem interferir diretamente nos teores de compostos
fendlicos.

CONSIDERACOES FINAIS

A farinha de semente de quiabo torrada apresentou baixos
teores de umidade e elevados teores de fibra bruta, além de uma
coloragdo escura.

O método de obtengdo das bebidas influenciou os valores de
PH, o teor de compostos fendlicos e a capacidade antioxidante.

A fervura da farinha de semente de quiabo torrada por 2
minutos contribuiu para a maior extragdo de compostos fendlicos e
maior sequestro do radical DPPH.
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Estes resultados fornecem informagdes relevantes sobre as
caracteristicas fisico-quimicas da farinha de semente de quiabo
torrada, contribuindo para o desenvolvimento de produtos com
maior valor nutricional e funcional.

As bebidas advindas da farinha de semente de quiabo torrada
podem ser uma alternativa & tradicional bebida do café, no entanto,
faz-se necessdrio mais estudos no que se refere aos compostos
antinutricionais e tombém & sua qualidade sensorial.
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Capitulo 3

Suplementag¢do de juvenis de tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus) com de Lemna sp.

peletizadas

Peter Gaberz Kirschnik
Maria LUcio Feitosa Gomes
Victdria Silva Santos

Gaobriela Benedetti

RESUMO

O presente estudo aborda a suplementagdo de juvenis de tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus) com Lemna sp. peletizada, uma planta aqudtica de
répido crescimento e alto valor nutricional. A proposta surge da necessidade
de explorar fontes alimentares sustentdveis e alternativas para aquacultura,
reduzindo a dependéncia do pequeno produtor com a ragdo comercial. O
problema reside no desofio de encontrar insumos que mantenhaom o
desempenho zootécnico dos peixes e, a0 mesmo tempo, sejom ambientalmente
sustentdveis e economicamente vidveis. O método utilizado envolveu a criagdo
de juvenis de tildpia em condi¢des controladas, distribuidos em grupos com
diferentes niveis de suplementagdo de Lemna sp. peletizado, em comparagdo
com uma dieta convencional. Foram monitorados parémetros de crescimento,
como ganho de peso, taxa de conversdo alimentar e sobrevivéncia. Os dados
coletados foram analisados estatisticamente para verificar a significdncia das
diferengas entre os grupos experimentais. Os resultados indicarom que a
inclusdo de Lemna sp. na dieta das tildpias juvenis ndo comprometeu seu
desenvolvimento, apresentando desempenho estatisticamente semelhante aco
grupo controle, que recebeu ragdo comercial. Além disso, observou-se uma
potencial redugcdo nos custos de produgdo, dada a viabilidade da produgdo
de Lemna sp. em sistemas de cultivo integrados. Esses achados sugerem que
a Lemna sp. pode ser uma alternativa promissora e sustentdvel para a
alimentagdo de tildpias, contribuindo para a sustentabilidade da aquacultura.

Palavras-Chave: (Macréfita, desempenho, sustentabilidade, piscicultura)
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INTRODUGCAO

A aquicultura é um dos setores mais dindmicos da
produgdo de alimentos no mundo, atingindo recordes de
produgdo. Em 2020, o produgdo mundial de pescados e produtos
aquicolas chegou a 214 milhdes de toneladas, 60% a mais que a
média registrada na década de 1990 (FAO, 2022). Esse crescimento
exponencial tem sido impulsionado pelo uso de ragdes de alta
qualidade e a intensificagdo dos sistemas de produgdo, que
suprem as necessidades nutricionais dos peixes cultivados de
forma mais eficiente. No Brasil, o aoquicultura se expande
rapidamente devido a suas condigdes climaticas favordveis e a
vasta disponibilidade de recursos hidricos. Em 2020, o pais
comercializou mais de 800 mil tonelodos de peixes,
destacando-se como um dos 15 maiores produtores do setor
(Peixe BR, 2020).

No estado do Tocantins, onde a disponibilidade de recursos
naturais favorece a praética da piscicultura, a produgdo de peixes
tem mostrado um crescimento constante. Entre 2020 e 2021, o
volume produzido aumentou em 976%, chegando a 16.250
toneladas (Seagro e Camara Setorial da Piscicultura). No entanto,
um dos maiores desafios para os piscicultores é o custo elevado
da alimentagdo dos peixes, que pode representar entre 40% e 70%
dos custos totais de produgdo, com a farinha de peixe sendo o
componente mais caro das rag¢des (Kubitza, 2000). Essa realidade
forca os produtores a buscarem alternativas que reduzam os
custos sem comprometer o desempenho zootécnico dos peixes.

Nesse contexto, a utilizagdo de plantas aqudticas como a
Lemna sp. (familia Lemnaceae) tem emergido como uma
alternativa promissora. Conhecidas por serem as menores
plantas vasculares do mundo, as lemnas se destacaom ndo apenas
por seu potencial de purificagdo de dguas ricas em nutrientes,
mas também pelo seu elevado valor nutricional. Elas possuem
até 45% de proteina bruta na matéria seca, sendo uma fonte
proteica atraente para a nutrigdo animal (Chakrabarti, 2018).
Embora a quantidade de lipideos seja relativamente baixa, cerca
de 5,3%, o seu alto teor de proteinas e carboidratos as tornam
uma excelente opgdo para substituir parcialmente a farinha de
peixe nas dietas aquicolas (Graeff, 2007).

Estudos tém demonstrado que a inclusGo de até 50% de
Lemna desidratada na dieta de tildpias pode substituir a farinha
de peixe sem comprometer o desempenho dos peixes (De Matos,
2014; Utomi, 2018). Além disso, a oferta esponténea de Lemna
fresca, uma estratégia que além de enriquecer o ambiente dos
tanques, tem mostrado resultados positivos no desempenho
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zootécnico, como observado por Cipriani (2020), que constatou
que juvenis de tildpia do Nilo podem ingerir até 0,5% do seu peso
vivo em Lemna sem prejudicar seu desenvolvimento.

Diante dos desafios enfrentados pelos piscicultores, o uso
de Lemna sp. peletizada como suplemento alimentar para juvenis
de tildpia do Nilo se apresenta como uma abordagem inovadora
e sustentdvel, tanto do ponto de vista econdmico quanto
ambiental. A substitui¢cdo parcial da farinha de peixe por uma
planta aquadtica de facil cultivo e alto valor proteico pode reduzir
os custos de produgdo e contribuir para uma piscicultura mais
acessivel, especialmente para pequenos produtores. Além disso, a
inclusGo dessa planta pode colaborar para a preservagdo
ambiental, uma vez que seu cultivo auxilio na remog¢do de
poluentes dos corpos d'dgua. Assim, pesquisas que explorem o
potencial da Lemna como parte da dieta aquicola séo essenciais
para fomentar o sustentabilidade do setor e  garantir a
continuidade do crescimento da piscicultura no Brasil.

2. OBJETIVOS
2.1 GERAL

Analisar o impacto no desempenho de juvenis de tildpia do Nilo
mediante a inclusdo de diferentes niveis de Lemna sp.
peletizadas na dieta.

2.2 ESPECIFICOS

@® Analisar a influéncia da suplementagdo com Lemna sp.
processada na cor e composi¢cdo bromatoldgica dos filés
de juvenis de tildpia do Nilo.

@ Desenvolver um método eficaz para peletizar Lemna sp., o
fim de utilizd-la na alimentagdo de peixes.

@ Investigar os efeitos do uso de lemna peletizada na dieta de
juvenis de tildpia do Nilo, com foco no desempenho e
eficiéncia alimentar.

3. Procedimento metodoldgico

3.1. Area de estudo e peixes

O trabalho foi realizado no Setor de Piscicultura do Campus Il do
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Centro Universitario Catdélica do Tocantins, localizado no
municipio de Palmas - TO, na rodovia TO - 050. O trabalho contou
com o apoio de uma equipe multidisciplinar compostas por
pesquisadores e professores de varias Instituicbes de ensino e
pesquisa como: professor do UniCatdélica Me. Thiago Fontolan
Tardivo; Pesquisadora da Embrapa Pesca e Aquicultura, Dro.
Flavia Tavares de Matos. Todos os procedimentos de condugdo
do presente projeto serdo encaminhados para aprovagdo do
Comité de Etica de Uso de Animais - CEUA.

O experimento foi conduzido em tanques-redes de 0,125 m?
de volume Util, com medidas de 50cm de largura x S0cm de
comprimento x 60cm de profundidade. Os tanques-rede foram
dispostos dentro de um tanque elevado de ferro cimento com 30
m? de volume de d&gua. O tanque conta com sistemas continuos
de aeragdo e de circulagdo fechada de dguo, com biofiltro
individual de 3 m® de volume com fungdo fisica e bioldgica sobre
os dejetos produzidos durante o cultivo de peixes.

Os tonques de ferro cimento foram completomente
drenados e expostos ao Sol por sete dias para vazio sanitdrio,
como também manejados e limpos os filtros de decantag¢do. Toda
estrutura foi verificada para visualizar o presenga de
vazamento(s). Apds esse procedimento, foram abastecidos para o
povoaomento dos alevinos. Foram utilizados 240 alevinos de tildpia
revertidos com peso médio de 131+ 7,81 graomas de peso médio. Os
mesmos foram adquiridos de empresa idonea e reversdo sexual
com eficdcia minima esperada de 98%.

3.2. Delineamento experimental

As unidades experimentais utilizadas foram 12 tanques-redes de
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estrutura de PVC com redes de polietileno com malha de Tcm.
Com o objetivo de evitar dispersdo de alimento entre os tanques,
instalou-se comedouros individuais para cada tanque (anéis de
alimentagdo com 30 cm de altura nas laterais dos tanques redes).

Para iniciar os estudos, 10 diaos antes do inicio do
experimento 20 tildpios foram condicionadas em cada
tanque-rede (160 peixes/m?), com o intuito de aclimatar os
animais. Apds este periodo, foi realizada uma amostragem dos
peixes (10 peixes por tanque) para a realizagbdo da primeira
biometria para coleta dos dados iniciais de desempenho

zootécnico.

O experimento foi realizado em um delineamento
experimental inteiramente casualizado (DIC), sendo avalioda a
inclusGo de trés quantidades de lemna peletizadas na dieta dos
peixes. As quantidades experimentais testadas foram: TO0: 0%
lemnas peletizada + ragdo convencional (36% PB);, T1: 15% lemnas
peletizada + ragdo comercial (36% PB) e T2 30% de lemna
peletizada + ragdo comercial (36% PB). Serdo utilizadas quatro
repeticdes por tratamento, totalizando doze unidades

experimentais.

A quantidade de ragdo fornecida aos peixes foi calculada
com base em seu peso corporal, sendo que 0s peixes receberam
3% da biomassa total. Para todos os tratamentos, o volume de
racdo oferecido foi corrigido, subtraindo a porcentagem
adicionada de lemnas peletizadas na dieta. A alimentagdo foi
realizada em 3 tratos didrios: as 09:00, 12:00 e 16:00. O experimento
teve duragdo de 56 dias, sendo 10 dias para a aclimatagdo dos
peixes.
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Para a caracterizagdo bromatolégica da ragdo comercial e
dao lemna (seca e peletizada), realizou-se a andlise de
composicdo centesimal, obtendo-se os indices de umidade,
proteina bruta, Extrato etéreo, Fibra bruta e Cinzas, segundo as
metodologias descritas pela AOAC (1999), referido na tabela 1.
Estas andlises foram realizadas no Laboratdrio de Bromatologia
do Centro Universitdrio Catélica do Tocantins Campus Il

As lemnas utilizadas no experimento forom obtidas em
parceria com a EMBRAPA Pesca e Aquicultura. As lemnas foram
coletadas em viveiros escavados da Embropa e processadas.
Apds a coleta as lemnas realizou-se a desidratagdo em estufas
até peso constante e armazenadas para a produgdo dos pellets.
Para o desenvolvimento dos pellets de lemnas, forom testadas
diferentes adi¢bes de aditivos (dgua, d6leo vegetal e
Carboxi-Metil-Celulose) para elaborar peletes que sejam
palatdveis e aceitos pelos peixes.

O teste de palatabilidade foi realizado observando-se a
aceitagdo dos peletes por peixes mantidos aqudrios. Os pellets
forom elaborados no laboratério de Processamento de Alimentos
do UniCatdlica utilizando-se um picador e moedor elétrico, apds
a confecgdo dos pellets os mesmos foram secos em estufas a
55°C e acondicionados para posterior utilizagdo. A formulagdo
escolhida foi a que utilizou 2% de Carboxi-Metil-Celulose, 5% de
dleo de soja e 30% de dgua.

Tobela 1- Matéria seca, umidade, matéria mineral, extrato etéreo,
proteina bruta das lemnas secas, lemnas peletizadas e da ragdo
utilizadas na pesquisa.
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Componentes Lemna seca Lemna Peletizada Ragdo

comercial Umidade

Componentes Lemna seca Lemna Peletizada Ragao comercial
Umidade (%) 0 4,75 + 1,05 Max 13
Matéria mineral (%) 16,9 + 0,01 0,66 + 0,08 13
Extrato Etério (%) 1,25+ 0,23 6,85+ 1,02 7,5
Proteina Bruta (%) 24,2 £ 0,64 25,2 £ 0,45 35

3.3. Biometrias, Desempenho Zootécnico, Pigmentagdo e

Andlises de qualidade da dgua

Quinzenalmente, 10 peixes de cada tanque-rede foram
pesados e medidos (comprimento  padrdo e total). Estes
parémetros foram utilizados para avaliar os indices zootécnicos
de ganho de peso didrio (peso final - peso inicial/intervalo de
dias), gonho de peso total (peso final - peso inicial), fator de
conversdo alimentar (alimento consumido/ganho de peso) e taxa
de crescimento especifico (100 x ln peso médio final - In peso
médio inicial/dias).

Ao final do experimento, 5 peixes de cada unidade
experimental foram amostrados para avaliogdo da composi¢cdo
corporal e pigmentagdo dos filés. Os peixes foram anestesiados,
abatidos por choque térmico. Apds o abate o filé foi exposto para

ovaliagdo de cor, e posteriormente o0s peixes foram
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homogeneizados e avaliados seus teores de umidade, proteina
bruta, Extrato etéreo, Fibra bruta e Cinzas, segundo as
metodologias descritas pela AOAC (1999).

A avaliog&o da cor foi desenvolvida em Colorimetro portatil
Konica Minolta® CR400, previaomente calibrado com o padrdo de
cor preto e branco antes de cada andlise. Padronizando trés
pontos de mensuragdo com drea de medigdo 80 mm. As cores
que foram expressadas utilizarom os padrées CIE L*ao*b*
‘Comission Internationate de L'Eclairoge: L (luminosidade), a
(intensidade de cor vermelho-verde) e b (intensidade de cor
amarelo-azul) (HUNTERLAB, 19946).

O parémetro Croma (C*), que indica a cromaticidade ou
intensidade de corda amostraq, serd posteriormente determinado
a partir dos resultados dos atributos a e b, por meio da equagéo
(HUNTERLAB, 1996):

(eq. 3) C*= (a2 + b2)1/2, onde:
a = intensidade de cor vermelho-verde
b = intensidade de cor amarelo-azul

O angulo hue (h*) indica a tonalidade da amostra e, sendo
também considerado um importante atributo de cor, serd obtido
em seguida pela equagdo (HUNTERLAB, 1996):

(eq. 4) h*=tan-1(b/q), onde:
a = intensidade de cor vermelho-verde
b = intensidade de cor amarelo-azul

Para acompanhomento da qualidade da dgua do sistema
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experimental, forom mensurados  semanalmente avaliando,
temperatura, Oxigénio Dissolvido, teores de pH e transparéncia.
Durante o periodo do experimento, os valores médios oxigénio
dissolvido foram de de 6,7+0,83 mg de O2 dissolvido/litro de dguq;
o pH médio foi de 74+0,63; amdnia total foi de 0,06+0,03 mg de
NH3/litro de dguao; a temperatura médio observado foi de 279+1,08
graus de temperatura e a alcalinidade média foi de 287+10,05
mg/litro de alcalinidade. Todos os indices foram aferidos através
de kits colorimétricos. Todos os pardGmetros se encontrom dentro
do desejdvel pela literatura.

3.4. Andlise estatistica

O estudo foi realizado em um delineamento inteiromente
casualizado com 3 tratamentos e quatro repeti¢gdes. Os tanques
01, 06, 09, 12 forom alimentados com o tratamento 15%. Os tanques
02, 04, 07 10 foram alimentados com o tratomento 30%. J& os
tanques 03, 05, 08, 1T com o trotamento 0%. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade.

4. RESULTADO E DISCUSSAO

Duraonte o periodo do experimento, ndo houve registro de
mortalidade, demonstrando que os fatores ambientais e
nutricionais ndo tiveram impacto significativo na toxa de
sobrevivéncia dos peixes. O desempenho das tildpias do Nilo
alimentadas com ragdes comerciais contendo diferentes
quantidades de lemna incluida ndo causou prejuizos Qo seu
desenvolvimento (P>0,05). Os dados zootécnicos obtidos estdo
expostos na Tabela 2. Com relagdo ao peso médio dos peixes ao
longo do tempo, considerando os diferentes tratamentos,
observou-se que a inclusdo da lemna na dieta ndo foi observada
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em  diferengas significativas (P>0,05). Cipriani (2020) obteve
resultados semelhantes ao analisar o impacto da evolugdo
ocasionada de lemna fresca no desempenho zootécnico de
juvenis de tildpia do Nilo na fase inicial, concluindo que essa
suplementa¢do pode diminuir o demanda de peixes por ragdo
comercial sem comprometer seu desenvolvimento.

Tabela 2 - Peso médio, ganho de peso didrio (GPD), conversdo
alimentar (CAA) e taxa de crescimento especifico (TCE) de tildpias
do Nilo alimentadas diariamente com diferentes concentragdes
de lemnaos peletizadas e ragdo comercial, durante as quatro
biometrias realizadas do periodo de 46 dios.

indice

Dias zootécnico TO - Racdo T1.15 T2 30
Peso Médio 129,35 +

DO (g) 7,22 129,8+ 7,09 135,0+9,91
Peso Médio 181,95 +

D14 (g) 3,75 177,05+3,4 167,45 + 10,7
GPD (g) 3,76 + 0,60 3,38+ 0,68 2,32+0,21
CAA 1,10+ 0,19 1,23+0,21 1,76+ 0,16
TCE (% dia -") 2,44 +0,44 2,22 +0,50 1,54+0,15
Peso Médio 242,83+10,1 236,65 e

D30 (g) 2 246,7 + 5,83 11,74
GPD (g) 3,81 + 068 4,35+ 0,46 4,33+0,83
CAA 1,42 +0,30 1,22 +0,13 1,25+0,25
TCE (% dia -') 1,80+0,30 2,07+0,21 2,17 +0,44
Peso Médio 334,03 * 322,18 + 299,42 +

D46 (8) 5,48 5,83 12,62
GPD (g) 5,7+0,47 4,44 + 0,29 4,26 + 0,36
CAA 1.27% 0,11 1,55+0,20 1,7+0,14
TCE (% dia -") 2,00+0,21 1,67+0,23 1,47 +0,30

Média ndo apresentaram diferencgas significativas pelo teste t

(P>0.05).

As tildpias alimentadas com ragdo comercial e diferentes

concentragdes de lemna

peletizada apresentarom ganho de

peso didrio semelhante dquelas do grupo controle (apenas ragdo

comercial), sugerindo que a lemna pode ser uma alternativa

vidvel para a

alimentar

aparente

alimentacdo dessas espécies. A conversdo

(CAA), que
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transformag¢do da ragdo em ganho de peso, ndo apresentou
variagdes significativas entre os tratamentos, indicando que a
inclusGo de lemna na dieta ndo compromete a eficiéncia

alimentar dos peixes.

Os valores de TCE, como mostrado na Tabela 4, também

ndo demonstrarom diferengas estatisticomente significativas
entre os grupos. Isso estd em consondncia com os resultados de
Tavares et al. (2008), que observaram que a substituicdo de até
50% da ragdo comercial por lemna seca na alimentagdo de
alevinos de tildpia nildtica ndo ofetou significativamente o
crescimento especifico sugerindo que a incorporag¢do da lemna é
uma opgdo vidvel, econdmica e sustentdvel quando combinada
com a ragdo comercial, sem comprometer o desempenho
zootécnico das tildpias.
Através da colorimetria das amostras de filé de tildpia é possivel
perceber se os pigmentos presentes na lemna aofetaram ou ndo a
coloragdo do filé. As médias obtidas de luminosidade,
intensidade da cor vermelho-verde e intensidode da cor
amarelo-azul apresentaram resultados semelhantes entre os trés
tipos de tratomento (tabela 3), demonstrando que a
incorporagdo de lemna na alimentagdo das tildpias do Nilo ndo
afetou a coloragdo do filé. Tornando um resultado positivo para
a melhor aceita¢gdo comercial do produto.

Tabela 3 - Andlises de colorimetria de filés de tildpia do Nilo
alimentadas com diferentes quantidades de lemnas peletizadaos.

Letra TO - Ragdo T1-15% lemna T2-30% lemna
L 42,3+ 2,98 41,7 +2,03 43.2 + 2,15
H 88 +123 111+129 90,1 + 155
A 3,71 1,99 3,21+1,01 3,45+1,52
B 0,37 +1,02 0,55+0,82 0,67 £1,25

L: luminosidade; H: tonalidade da amostro; A: intensidade de cor
vermelho-verde; B: intensidade de cor amarelo-azul
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CONCLUSAO

A inclusdo de Lemna sp. na dieta de juvenis de tildpias do Nilo, em
diferentes percentuais, n&do comprometeu o desempenho zootécnico
nem a qualidade do filé. A planta se mostrou uma alternativa
promissora e acessivel, especialmente para pequenos produtores,
reduzindo os custos com ragdes e oferecendo uma fonte nutricional de
qualidade. Além de ser economicamente vidvel, seu uso contribui para
praticas mais sustentdveis na piscicultura, promovendo uma produgdo
mais ecoldgica e alinhada as tendéncias globais de sustentabilidade.
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Figura 1- Péletes de Lemna para os
primeiros testes

Figura 2- Lemnas peletizadas e
armazenadas
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Figura 3- Lemnas em processo de
peletizagdo

Figura 4- Adigdo de dgua e aglutinante na lemna seca para

iniciar o processo de peletizagdo
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Figura 5- Pesagem da lemna seca

Figura 6- Confecgdo dos tanques-rede
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RESUMO

A sapucaia € um fruto da biodiversidade brasileira, conhecido como matéria-prima
para artesanato e que tem se popularizado por seu potencial alimenticio. Estudos
demonstram o potencial da farinha de sapucaia para enriquecer alimentos como o
pdo, aumentando seu valor nutricional e funcional. A farinha da améndoa sapucaia
surge como uma alternativa promissora para o desenvolvimento de produtos mais
nutritivos e funcionais, atendendo & crescente demanda por alimentos sauddveis. A
inclusGo da farinha de sapucaio em formulagdes de pdo resultou em produtos com
boa aparéncia visual e capacidade antioxidante similar a produtos convencionais.
Este estudo ressaltou o importdncia de pesquisas continuas para explorar o
potencial da sapucaia na inddstria alimenticio, incentivando o extrativismo
sustentdvel e gerando oportunidades para comunidades locais.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, sementes comestiveis de plantas, nozes e
castanhas tém atraido atengdo especial dos pesquisadores por
serem fontes naturais de vitaminas, minerais, proteinas e d&cidos
graxos essenciais e poderem contribuir para a nutricdo humana e
animal (AVELAR, PONTES E PAULA, 2023). Deste modo, é interessante a
condugdo de novos estudos e pesquisas para omplior o
conhecimento o respeito da a sapucaiq, viabilizando assim o
desenvolvimento de novos produtos e incentivando o extrativismo,
gerando emprego para 0os moradores locais.

As castanhas da sapucaia pertencem a espécie lecythis pisonis
cambess e sGo encontradas na regido amazdnica e no cerrado
brasileiro (SOUZA et al, 2008). O fruto é redondo ou achatado, o
pericarpo é firme e grosso e de cor marrom. Quando maduro, o
opérculo inferior é liberado resultando em uma abertura circular pela
qual as sementes s@o liberadas. As sementes sGo oleosas e de cor
castanha clara ou branco, podem ser consumidas cruas, cozidos ou
assadas, entretanto apesar de comestiveis a sapucaia é um fruto
pouco difundido e pouco estudado como fonte de nutrigdo. (SOUZA
et al,, 2008).

Embora o ourico de sapucaia seja mais procurado para
decoragdes artesanais, a castanha de sapucaia também é consumida
pela populagdo local, sua composicdo nutricional e fitoquimica é
pouco explorada, e o potencial econdmico e sociocultural desta
castanha ndo foi determinado. Além disso, embora esta matéria-prima
seja muito procuradaq, ela ndo é produzida em larga escala apesar do
potencial extrativista da mesma (OLIVEIRA, BENTES E JUNIOR, 2023).

As pesquisas sobre a sapucaiao como produto de consumo
alimentar avangarom em 2018 com as atualiza¢gdes da ferramenta 1Q
COSAN (fndice de Qualidade da Coordenagdo de Seguranga
Alimentar e Nutricional) desenvolvida Fundo Nacional de

74



HORIZONTES CIENTIFICOS DA UFT: REFLEXOES DO XX SEMINARIO DE
INICIACAO CIENTIFICA (PIBIC)

Desenvolvimento da Educag¢do (FNDE) para avaliagdo de carddpios
escolares (BRASIL, 2018). Com a atualizagdo do IQ COSAN a améndoa
de Sapucaia passou a ser considerada como alimento da
sociobiodiversidade nos estados do norte e do sudeste do pais.
Embora os estados do sudeste ndo fagcom parte do Territério
Amazdnico, possuem a cultura de consumir améndoas como
alimento, e o uso decorativo da casca da fruta € comum em outras
partes do pais (BRASIL, 2018).

O pdo surgiu aproximadamente em 8.000 a.C, periodo compativel
com o cultivo do trigo na Mesopotdmia (atualmente a regido do
Iraque). Sua histéria é tdo antiga que carece de precisdo. Os egipcios
forom os primeiros a utilizar forno de barro para assar pdo e atribui-se
a eles a descoberta do fermento. No Brasil, o pdo foi introduzido pelos
colonos, mas a atividade de panificagdo sd se expandiu com os
imigrantes italianos. Atualmente, é um alimento mundialmente
consumido. O dia 16 de outubro é o Dia Internacional do P&o, uma
data festiva e propicia para que o panificador crie estratégias para
ampliar a venda de pdes. O pdo é um alimento de expressivo consumo,
e seu mercado vem crescendo rapidomente. Isso demanda a criagdo
de novas plantas, equipamentos, formulagdes e aditivos alimenticios
seguros (RONDANI, 2015).

Procurando atender as buscas dos consumidores por produtos
mais sauddveis, a industria alimentar procura constantemente
desenvolver produtos com propriedades e composi¢des inovadoras, a
fim de inserir-se em novas dreas de mercado e tornar-se mais
diversificada e otraente para os consumidores. Os produtos de
panificagdo ocupam muito espago no mercado de alimentos, no
Brasil, somente o pdo francés responde por 53% do consumo de
produtos de panificagdo (GHENO et al, 2022).

O pdo é um alimento bdsico amplamente consumido em todo o
mundo, especialmente em paises em desenvolvimento. E composto
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principalmente de farinha, dguaq, fermento e sal. O pdo branco é o
tipo mais comum e consumido. No entanto, hd um crescente interesse
na fortificacdo de pdes com diferentes fibras dietéticas e compostos
funcionais, a fim de torna-lo um veiculo de substancias com atividade
funcional. N&do obstante, a incorpora¢do de outros ingredientes aos
produtos de panificagdo, seja como adi¢do ou substituicdo parcial de
ingredientes originais, deve ser cuidadosamente estudada para
garantir que a qualidade do produto ndo sejo comprometida nem
descaracterizada. (MELO et al,, 2020)

Dado o elevado consumo de produtos de panificagdo pelos
consumidores brasileiros, a intensa produgdo de produtos de
panificagdo tornou-se uma linha de desenvolvimento amplamente
visada pela industria alimenticia. Deste modo, o objetivo deste
trabalho é estudar o efeito da utilizagdo de farinha da améndoa de
sapucaia no enriquecimento de pdo de trigo, além de obter a
composi¢cdo proximal da farinha de améndoa de sapucaia, andlise da
atividade antioxidante, determinagdo de compostos fendlicos
desenvolver formulaogdes de pdes enriquecidos com diferentes
proporgdes de farinha de sapucaia.

METODO E MATERIAIS

Obtengdo dos frutos

Os frutos de foram coletados na zona rural da cidade de Sdo
Luis-MA. Foram selecionados frutos de acordo com seu estdgio de
maturagdo e conservagdo sendo que os frutos que se apresentaram
danos ou abaixo do grau de maturagdo foram descartados. Os frutos
coletados foram encaminhados oo Laboratério de Pesquisa em
Quimica Ambiental e de Biocombustiveis (Lopeq) situado na
Universidade Federal do Tocantins, campus Palmas, para onde foram

limpos, sanitizados e armazenados.
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Os frutos passaram por descasque manual, apds o descasque
as améndoas foram armazenadas separadomente em embalagens de
polietileno e entdo acondicionados em freezer -18°C até a realizagdo
das andlises.

Obtengdo da farinha

As améndoas foram secas em estufa de circulagdo de ar a 140
°C por 15 minutos conforme metodologia de Floriano (2021). As
aoaméndoas foram trituradas em liquidificador industrial, em modo
pulsar descontinuo, aoté o obtengdo de material de aspecto
granulométrico farindceo e homogéneo.

Caracterizagdo fisico-quimica dos frutos de sapucaia

A caracterizagdo quimica foi conduzida para as améndoas visto
que hd pouca discriminagdo na literatura a respeito da composigdo
quimica da améndoa de sapucaia. As andlises realizadas para esta
caracterizagdo estdo discriminadas abaixo.

Potencial hidrogenidnico (pH)

A determinagdo do potencial hidrogenidnico (pH) foi realizada
em um potencidmetro (Digimed, modelo DMPH-2) calibrado
previamente com solugdes de pH 4,0 e 70, de conforme a Association
of Official Analytical Chemists - AOAC (2012).

Acidez Total Titulavel

A acidez total tituldvel foi determinada por meio de titulagdo
com solugdo de hidréxido de sddio (NaOH) 0,1 molL”, utilizando
fenolftaleina como indicador, conforme a AOAC (2012).
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Composi¢cdo Centesimal

A umidade (%) foi determinada pelo método de secagem em
estufa a 105 °C, até peso constante; o teor de lipidios (%) determinado
por extragdo direta em Soxhlet utilizando hexano como solvente de
extragdo; proteinas (%), por digestdo segquido de destilagdo em
destilador kjeldahl e titulagdo; fibra bruta (%), otravés da digestdo
dcida e bdsica, tendo o residuo filtrado e calcinado; a determinag¢do
de cinzas (%) realizada por meio de incineragdo, com aquecimento em
mufla a 550 °C; e os carboidratos pela metodologia de diferenga
utilizondo os demais resultados obtidos; todas estas andlises forom
conduzidas de acordo com as nhormas propostas pela AOAC (2012).

Atividade antioxidante

Para determina¢do da atividade antioxidante, foi necessdria
preparagdo de extratos das amostras, obtidos pela pesagem de 5g de
amostra, adicionando-se 80mL de dgua destilada, mantendo em
agitagdo por 1h. Posteriormente, o extrato foi filtrado em papel filtro.
Todo o procedimento foi conduzido na auséncia de luz, e os extratos
obtidos, serdo armazenados em frascos dmbar e congelados até a
realizagdo das andlises (RUFINO et al,, 2010).

Método DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)

A atividode antioxidante foi determinada pela redugdo do
radical estdvel 2,2- di (4-t- octilfenil) -1-picrilhidrazila (DPPH.), sequindo o
método descrito por Brand Williams et al (1995), com modificagdes
segundo Rufino et al (2007b).

Método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
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A atividade antioxidante avaliada quanto ao poder de redugdo
do ferro, foi mensurada de acordo com o método de Rufino et al
(2006b). Os resultados foram expressos em pM de sulfato ferroso/g de
amostra.

Método ABTS+ (2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico))

A capacidade de redugdo do radical ABTS+ foi determinada
segundo a metodologia proposta por Rufino et al (2007a). Os
resultados foram expressos em pmol de Trolox/ g de massa fresca.

Compostos Fendlicos Totais

Os compostos fendlicos totais foraom determinados utilizando o
reagente Folin Ciocalteau, conforme metodologia descrita por
Waterhouse (2002), em espectrofotdbmetro digital a 750 nm. Os
resultados serdo expressos em miligramas de equivalente de &cido
gdlico (EAG)/ 100g de amostra.

Desenvolvimento das formulagdes

Forom desenvolvidas 03 formulo¢gdes de pdes, sendo duas
formulagdes enriquecidas com a farinha da améndoa de sapucaia
nas proporgdes de 25% e 50% de farinha de sapucaia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Tém sido realizados estudos a fim de melhorar o valor nutritivo
dos pdes, principalmente quanto ao teor e qualidade proteica, bem
como o conteddo de minerais, vitominas e fibras alimentares. O grande
consumo do pdo evidencia que ele € um alimento que pode ser
enriquecido com outros produtos para oferecer nutrientes ou
componentes especiais, tornando-o mais nutritivo (RONDANI, 2015). Na
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Tabela 1 forom expressas as formulagdes de pdes enriquecidos com
farinha de sapucaio.

Tabela 1. Formulagdo de pdes enriquecidos com farinha de améndoa
de sapucaia. ().

Ingredientes Pe* P1** P2#¥*
Farinha de sapucaia 0 25 50
Farinha de trigo 100 100 100
Actcar cristal o 2 2
Fermento biolégico seco 1 1 1
Sal iodado 2 2 2
Agua 60 60 60

*PC. pdo controle; *P1. pdo enriquecido com 25% de farinha de
sapucaiag; ***P2: pdo enriquecido com 50% de farinha de sapucaio.
Fonte: Autor, 2024.

Conforme apresentado na Tabela 1, a receita artesanal utilizada
para a produgdo dos pdes baseou-se em uma proporgdo fixa de
farinha de trigo, aglUcar cristal, fermento bioldégico e sal. Para
enriquecer a formulagdo, o pdo P1 recebeu 25% e o pdo P2, 50% de
farinha de sapucaia em relagdo G quantidade total de farinha de
trigo, respectivamente.

Imagem 1. Pdo controle (PC);, PGdo enriquecido 25% (P1); Péo
enriquecido 50% (P2).
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Fonte: Autor, 2024.

A oaméndoa de sapucaia é rica em lipidios, a presenca de 4leos
nas améndoas pode ser percebida durante o manuseio. A
caracterizagdo fisico-quimica (Tabela 2) atestou que dentre os
macronutrientes presentes na améndoa os lipidios sGo predominantes.

A andlise dos pdes (Imagem 1) indicou que o P1, com 25% de
farinha da oméndoa de sapucaia, apresentou o perfil de crescimento
mais préximo ao pdo controle, sugerindo uma melhor aceitagdo da
formulagdo. O P2, com 50% de farinha da améndoa de sapucaia,
demonstrou menor desenvolvimento, possivelmente devido G maior
quantidade de lipidios provenientes da farinha, o que pode ter
ofetado a estrutura da massa e a atividade fermentativa. A presenga
de maior quantidade de lipidios também conferiu ao P2 uma textura
mais oleosa.

Tabela 2. Composigdo proximal pdes enriquecidos com farinha de améndoa de

sapucaia Lecythis pisonis cambess(Resultados 9./1009).
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Componentes Farinha PC P1 P2
Umidade 3,81 16,82 17,50 16,82
Lipidios 55,18 59.82 64,41 71,07
Proteinas 4,09 4,10 3,30 3,64

Fibra bruta 0,04 0,01 0,01 0,01

Cinzas 0,19 0,33 0,42 0,47

Carboidratos 36,65 18,92 14,02 8.33

pH 6,44 6,28 6,33 6,37

Acidez tituldvel 0,03 0,08 0,06 0,06
Kcal 659,58 630,46 650,33 686,13

*PC: pdo controle. **P1: pdo enriquecido com 25% de farinha de sapucaia. ***P2: pdo
enriquecido com 505 de farinha de sapucaia.

Fonte: Autor, 2024.

Poucos trabalhos envolvendo a caracterizagdo da améndoa de
sapucaia foram encontrados na literaturo, nos quais ndo houve
determinagdo de pH na farinha. Entretanto, os resultados encontrados
para pH da farinha neste trabalho (6,44) aproximaram-se dos valores
de pH encontrados por Ribeiro et al (2023) em seu trabalho de
caracterizagdo de améndoa de pequi (6,0) e do trabalho de Lopes et al.
(2023) envolvendo castanha do Brasil (5,87).

A composigdo fisico-quimica determinada foi comparada (Tabela
3) com os poucos trabalhos encontrados. Os resultados encontrados
aproximam-se principalmente dos resultados publicados por Carvalho
et al (2012) e Vallilo et al. (1998).

Tabela 3. Comparagdo de dados de caracterizagdo fisico-quimica de améndoa de

sapucaia entre diferentes estudos.
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Componentes Autor, 2024 Oliveira, Bentes e Carvalho et al., Vallilo ef al., 1998.
Junior, 2023 2012.
Umidade 3,81 9,54 10,20 492
Cinzas 0,19 3,65 3,17 3,91
Lipidios 55,18 46,00 54,80 63,03
Proteinas (N x 6,25) 23,03 8,80 26,82 19,86
Fibra bruta 0,04 - - -
Carboidratos 36,65 33,12 5,01 8,28
Kcal 659,58 577,24 620,52 684,00

Fonte: Autor, 2024.

Dos resultados encontrados, apenas o teor de fibras divergiu
dos resultados encontrados na literatura. Entretanto deve-se levar em
considera¢gdo que embora os estudos tenham sido desenvolvidos com
a mesma espécie de améndoaq, os frutos forom coletados em
diferentes regides do pais, segundo Oliveira, Bentes e Junior (2023),
fatores como o tempo de maturagdo, o local de coleta e a
composigdo do solo podem explicar as diversas diferengas
observadas na composi¢cdo dos frutos. Essas varidveis ambientais
exercem influéncia direta sobre o desenvolvimento e a acumulagdo de
nutrientes nos frutos.

Em seguido, observou-se que a composi¢cdo de antioxidantes
pode sofrer alteragdes dependendo do local de coleta dos frutos.
Sabe-se que os antioxidantes sdo perdidos ou transformados pela
acdo do calor, de acordo com Takemura (2024). Conforme observado
na Tabela 4, sugere-se que durante a fermenta¢do a autdlise da
farinha pode ter contribuido para a liberagdo de peptideos bioativos
ou fendlicos associados & matriz da farinha de trigo, os quais
apresentom capacidade antioxidante (TAKEMURA, 2024).

Tabela 4. Atividade antioxidante em farinha e pdes enriquecidos com farinha de
améndoa de sapucaia.
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Amostra DPPH FRAP ABTS Fendlicos
totais
Farinha 33,63 £ 2,06 64,25 £ 0,87 9,31 0,30 64,79 £ 0,19
PC 38,54 + 126 52,41+ 1,07 8,16 + 0,55 55,17 + 0,23
P1 4102 + 1,49 50,03 192 7,65 £ 1,00 5708 + 0,44
P2 4504 +178 48,46 1,84 723 1,04 5917 + 0,76

Fonte: Autor, 2024.

O método DPPH é um método utilizado para determinar a
capacidade que um composto antioxidante presente no alimento
analisado possui de reduzir o radical livre DPPH (FUJII et al, 2022). J& o
método FRAP mensura o capacidade dos antioxidantes em reduzir o
ion férrico (Fe*) a ion ferroso (Fe?) que sdo associados a reagdes de
estresse oxidativo, enquanto o método ABTS determina o capacidade
dos antioxidantes presentes no alimento possuem de neutralizar o
radical ABTS, que é gerado pela oxidagdo do radical ABTS com um
agente oxidante (FUJII et al,, 2022). Além das andlises de DPPH, FRAP e
ABTS, a avaliagdo de compostos fendlicos é um importante parémetro
para determinagdo da atividade antioxidante dos alimentos.

A andlise pelo método DPPH indicou uma leve variagdo nos
antioxidantes do P1 em fun¢do do PC, enquanto o P2 apresentou um
incremento consideravelmente baixo, apesar do enriquecimento com
50% de farinha de sapucaia. Os métodos FRAP e ABTS revelaram uma
ligeira redug¢do nos antioxidantes das amostras P1 e P2 em
comparagdo com o PC e a farinha puro, que exibiu maior atividade
antioxidante. A quantificagdo dos compostos fendlicos totais
demonstrou que a farinha de sapucaia é rica nessa classe de
compostos e que o teor de fendlicos aumentou proporcionalmente
com o incremento da farinha nas formulagdes P1 e P2.

CONSIDERACOES FINAIS
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Os resultados deste estudo demonstraraom que a incorporagdo
de farinha de améndoa de sapucaia em formulagdes de pdo resultou
em produtos com propriedades antioxidantes significativas, atribuidas
oo alto teor de compostos fendlicos presentes nessa farinha. Embora o
enriquecimento com 50% de farinha tenha levado a um menor
desenvolvimento da massa, a formulagdo com 25% apresentou
caracteristicas sensoriais e tecnoldgicas promissoras. A farinha de
améndoa de sapucaia, com composi¢gdo nutricional equilibrada e alta
capacidade antioxidante, representa uma alternativa inovadora para
a produgdo de pdes mais nutritivos e funcionais, agregando valor &
indUstria de panificagdo.
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(Astrocaryum vulgare) Como agentes de
biocontrole

José Rafael Farias das Chagas’
Catiele Silva de Oliveira %

Juliona Fonseca Moreira da Silva ¥
Raphael Sanzio Pimenta*;

RESUMO

Este estudo aborda a importéncia de controlar doengas pds-colheita que afetam
frutos tropicais, com destoque para a antracnose, causada pelo fungo
Colletotrichum gloeosporioides, uma das principais causas de perdas em mangas.
Tradicionalmente, o controle dessas doengas tem sido feito com fungicidas
quimicos, que podem causar sérios impactos G saude humana e ao meio ambiente,
incluindo o aumento de casos de cdncer e outras doengas graves. Diante dos
riscos, métodos alternativos tém sido explorados, incluindo o controle bioldgico e o
uso de substdncias consideradas seguras (GRAS) pelo FDA. Entre as substdncios
estudadas os 4cidos acético, latico, propidnico e os sais bicarbonato e carbonato
de sdédio nas concentragdoe de 1,3 e S %, apresentaram uma redugdo do fungo
patogénico. A levedura LT76 foi eficaz no controle do C. gloeosporioides de acordo
com testes realizados anteriormente e apresentou sensibilidade aos dcidos acético
e propidnico em todas as concentragdes testadas. A utilizagdo de substdncios
GRAS e microrganismos a partir de frutos nativos da Amazdnia, como o tucumg,
podem representar uma importante contribuicdo para o desenvolvimento de
agentes biotecnoldgicos capazes de reduzir perdas pds-colheita e promover
praticas mais sustentdveis na agricultura.

Palavras-chave: Tucuma, Agrotdxicos, Controle bioldgico, potencial
biotecnoldgico.
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INTRODUCAO

Para evitar perdas na conservagdo e durante o comércio de
frutos tropicais, € de fundamental importédncia controlar doengas
que surgem na fase pds-colheita (SANTOS et al, 2022).
Historicamente, o uso de fungicidas quimicos tem sido a estratégia
mais empregada para o controle dessas doengas (ECULICA,
DOMINGOS; SERRANO, 2021).

No entanto, a aplicagdo indiscriminada desses fungicidas
sintéticos tém um impacto negativo & salde humana e ao meio
ambiente (JOHN; BABU, 2021), podendo desencadear uma série de
doengas graves ao homem, entre as doengas mais preocupantes
estdo: oalteragdes nos hormdnios da tireoide, cdncer uterino,
insuficiéncia renal crénica, e desenvolvimento de leucemia mieloide
(BRAGA et al, 2020).

O numero de casos notificados de intoxicagdo por agrotdxicos
registrou um aumento de duas vezes entre 2007 e 2016 (CARVALHO et
al, 2022), e diversos autoridades de salde e orgdos ambientais
alertarom sobre os riscos do uso excessivo de agrotoxicos. Alguns
acreditom que, se a politica agricola ndo for alterada, o custo
ambiental, para os agricultores e para os consumidores pode acabar
superando a producdo agricola (ALCANTARA et al, 2019).

Métodos alternativos estdo sendo explorados para o controle
dessas doencgas pds-colheitas, incluindo abordagens quimicas menos
severas ou associadas com métodos menos nocivos, métodos fisicos
e principalmente os métodos de controle bioldgico e controle
integrado (FONTANA et al, 2021; OLIVEIRA et al, 2023).

O controle biolégico integrado é uma associagdo do controle
bioldgico cldssico com uma substancia GRAS (Generally recognized as
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safe) que sdo consideradas pela FDA (Food and Drug Administration)
aditivos alimentares seguros para o ser humano e que podem possuir
capacidade antifungica ou fungistdatica (PIMENTA et al, 2019). Entre as
substdncias utilizadas que sdo consideradas seguras para o
consumo humano podem-se citar: cloreto de cdlcio, carbonato de
potdssio, bicarbonato de sddio, carbonato de sddio, entre outros.
Estas substdncias contribuem para a redugdo populacional de
fungos filomentosos, devido o sua capacidade de causar estresse
osmético e alteragdo de pH. (CORREA, 2020).

O controle bioldégico é tradicionalmente definido como o
método que envolve o uso de espécies antagonistas com o objetivo
de reduzir ou eliminar a atividade de organismos patogénicos que
causaom doengas e danos as espécies que sGo acometidas (SOUZA et
al, 2022).

Diversos microrganismos podem ser utilizados na aplicagdo de
controle biolégico, todavia o uso de leveduras biocontroladoras tem
se destacado devido a diversas caracteristicas como: estarem
presentes naturalmente nas superficies dos frutos, possuem pouca
demanda nutricional levando uma rdpida colonizagdo na superficie
de frutos, e serem tolerantes oo estresse gerado pelo uso de
fungicidas, além de poderem ser obtidas de vdriaos amostras e
ambientes (FREIMOSER et al, 2019; SANCHEZ et al,2019).

Dentre a ampla variedaode de frutos nativos da regido
amazdénica, destacam-se o Tucuma (Astrocaryum vulgare) que é uma
palmeira nativa da regido Amazdnica. Os frutos ainda sGo pouco
explorados e podem apresentar uma varidvel possibilidade de
bioprospec¢gdo ndo somente de novas substdncias, mas também de
Nnovos microrganismos que possam ter potencial biotecnoldgico.
Desta formao, o isolomento de leveduras biocontroladoras obtidas do
fruto tucuma podem levar & descoberta de novos agentes de controle
bioldgico, capazes de reduzir as perdas pds-colheita em mangas
(DURAN et al, 2016; FELIZIANI e ROMANAZZI, 2016).
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Entre as principais causas de perdas pds-colheita que acomete
as mangueiras nesta fase é proveniente do fitopatdgeno
Colletotrichum gloeosporioides (MELO et al, 2027). Esse fungo, quando
entra em contato com o fruto, pode evoluir para uma doenga
chamada de antracnose, qQue ocasiona podriddo no fruto e
consequentemente perdas econdmicas para o pais (REZENDE et al,
2020).

Com esse intuito, o estudo tem como objetivo caracterizar as
leveduras biocontroladoras, associado ao fruto tucuma provenientes
da regido Amazdnica como também a verificagdo de substdncios
GRAS no controle da antracnose em mangas.

METODO E MATERIAIS

Reativagdo das leveduras

As 150 leveduras utilizadas no experimento forom obtidas da
colegdo de culturas microbioldgicas mantidas no Laboraotério de
Microbiologia Geral (LMA) da Universidade Federal do Tocantins,
Caompus de Palmas-TO. Forom realizados testes prévios de selegdo
para observar a capacidade das leveduras com potencial antagdnico
ao fitopatdgeno, tais como: crescimento e armoazenomento dos
isolados em diferentes temperaturas de crescimento; Capacidade de
produzir enzimas pectinoliticas e celuloliticas; Copacidade de
produgdo de compostos antifungicos difusiveis e volateis.

Obtencgdo do fungo fitopatégeno
O fungo C. gloeosporioides, foi obtido a partir da colegdo de
culturas Carlos Rosa do Laboratério de Microbiologia Geral e
Aplicada (LMGA) da Universidade Federal do Tocantins (UFT). Para a
reativagdo, transferiu-se um disco com micélio fungico, inicialmente
armazenado em freezer a -20°C, para placas de petri contendo meio
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de cultura Agar Batata Dextrose (BDA), com tempo de incubagdo de
sete dias em temperatura controlada (BOD) de 25 °C.

Atividade inibitoria de substancias GRAS in vitro ao fitopatdégeno
Colletotrichum gloeosporioides

A atividade antifungica do acido acético, dcido latico, acido
propidnico, bicarbonato de sddio, e carbonato de sdédio frente ao
fungo foram analisados em conformidade com a metodologia de
Karaca et al (2014) com algumas modificagdes. Para tanto, placas de
Petri forom previamente preparadas contendo meio cultura NYDA e
enriquecidas com os &cidos e sais nas concentragdes de 1%, 3% e 5%
(v/v). O C. gloeosporioides foi previamente ressuspendido em meio de
cultivo NYDA e incubado a 25 °C por cinco dias. Apds esse periodo,
um disco micelial do fungo de 5 mm de didmetro foi inserido no
centro de cada placa contendo o meio NYDA acrescido das
substdncias GRAS, nas trés concentragdes selecionadas. Para fins de
controle, foram utilizadas placas de Petri

contendo o fitopatdégeno sem a presenca dos compostos GRAS. As
culturas foram incubadas a 25 °C por 7 e 14 dias em BOD. O
experimento foi realizado em triplicata com duas repeti¢cdes
independentes e o resultado foi obtido pela mensuragdo do didmetro
da colénia do fungo em comparagdo com o didmetro crescido no
tratamento controle (KARACA et al, 2014).

Resisténcia das leveduras a substancias GRAS selecionadas

Utilizondo as mesmas substdncias e concentragdes
selecionadas no ensaio anterior, procedeu- se & avaliagdo da
sensibilidade do isolado LT 76. Esta levedura foi previamente cultivada
em meio de cultura NYDA e incubada a 25 °C durante 48 horas. A
levedura foi estriada em meio NYDA enriquecido de substédncias GRAS:
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dcido acético, dcido latico, dcido propidnico, nas concentragdes de 1,
3 e 5% para cada substdncia avaliada. As culturas forom mantidas
sob incubagdo a 25 °C por 48 horas em BOD.

Este experimento foi realizado em duplicata com trés repeti¢des.

Identificagdo
molecular Extragdo
de DNA
A extragcdo de DNA gendmico foi baseada no protocolo de
extragdo de DNA com cloroférmio: dlcool isoamilico, de acordo com a

metodologia proposta por Ferreira et al, (2019).

Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e sequenciamento

Os perfis genéticos da(s) levedura(s) isolada(s) serdo obtidos

pela técnica de PCR (Polymerase Chain
Reaction) utilizando os primers NLT
(S'GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG'Y) e NL4

(S'GGTCCGTGTTTCAAGACGG'3), que

se anelom nos dominios D1-D2' na regido do gene 28S que é um gene
conservado utilizado para identificar espécies. Essa técnica é
utilizada para facilitar o identificagdo das espécies de leveduras a
nivel especifico. As amostras serdo enviadas para sequenciamento no
Laboratério de Ecologia, Taxonomia e Biotecnologia de Fungos da
Universidade Federal de Minas Gerais. As sequéncias de

DNA foraom comparadas com as disponiveis no banco de dados
GenBank utilizando a ferromenta de pesquisa de alinhamento local
bdsico (BLAST disponivel em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov ) (FERREIRA et
al, 2015).
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DADOS E DISCUSSAO

Dentre as 150 cepas analisadas anteriormente, apenas a cepa
LT 76 foi selecionado, destacando-se como promissora no que tange &
sua capacidade de combater o fitopatdgeno em questdo, portanto,
este isolado mostrou-se apto para a realizagdo das outras etapas.

Foraom preparadas solugdes GRAS como dcido acético, dcido
l&tico, dcido propidnico, bicarbonato de sédio e carbonato de sédio
a fim de enriquecer os meios com diferentes concentragdes dessas
solugbes (1%, 3% e 5%) para poder observar a resisténcia do
fitopatdgeno a esses meios enriquecidos, bem como a viabilidade da
levedura LT 76 a essas substancias GRAS.

Conforme demonstrado na figura 1, pode-se observar que o
carbonato de sdédio, o d&cido acético e o dacido propidnico
apresentaram resultados positivos quando comparados ao controle,
alcangcando 100% de inibicdo do fitopatdégeno Colletotrichum
gloeosporioides. Por outro lado, o bicarbonato de sdédio nas
concentragdes de 1 e 3% e o &cido latico na menor concentragdo
testada ndo inibiram significativamente o fitopatégeno durante 14
dias de incubagdo.
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Figura 1: Efeito inibitdério de substéncias GRAS contra o fitopatdgeno C

gloeosporioide in vitro apds 14 dias de incubagdo

N° 1: Carbonato de sddio, N° 2: Acido propidnico; N° 3: Bicarbonato de sédio; N° 4:
Acido latico. N° 5: Acido acético A ordem dos tratamentos para todos os nimeros
sdo: Controle, 1, 3 e 5% dos respectivos sais e dcidos testados.

As substdncias GRAS (Generally Recognized as Safe) sdo
utilizadas como auxiliares na agdo antagdnica dos agentes
bioldgicos, apresentando vantagens como disponibilidade, custo
relotivamente baixo e alta solubilidade em dgua (BADSHA et al,
2022). Estos substdncias empregadas no presente estudo, forom
previamente descritas na literatura por apresentarem atividade
antifdngica.
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De acordo com, Siddiqui e Ali (2014), cepas de C. gloeosporioides
foram reduzidas em 75%, na presenca do carbonato de sdédio,
sugerindo que esta substdncia tem uma ag¢do antifungica. Este
achado corrobora a eficdcia dos nossos resultados e demonstra a
importéncia de um sal GRAS com propriedades antifungicas, capaz
de contribuir com o controle de doengas fungicas e suplantar, em
parte ou completamente, a utilizagdo de fungicidas sintéticos.

O Carbonato de sédio se destacou como o mais acessivel
economicamente e efetivo nos testes realizados pelos autores. A
menor concentragdo testada (1%) foi escolhida como a mais rentdvel
para o produtor ou empresdrio que deseja utilizd-la no controle
bioldgico, visto que apesar de todas as concentragdes (1%, 3% e 5%)
inibirem o patégeno, a menor concentra¢gdo é a opgdo mais vidvel
economicamente.

Em um estudo conduzido por Ferreira et al. (2015), foram
avaliodas substéncias GRAS como possiveis agentes de controle de
fungos fitopatogénicos que causaom danos pds-colheita de frutos. De
acordo com os resultados, o carbonato de sddio, utilizado em
concentragdes especificas, inibiu completamente o crescimento de
Colletotrichum gloeosporioides, corroborando com os resultados
encontrados neste estudo.

No que tange a resisténcia da levedura LT 76, foram utilizadas
as mesmas substdncias e concentragdes do ensaio supracitado. A
cepa LT 76 demostrou sensibilidade aos dcidos acético e propidnico
em todas as concentra¢des testada, por outro lado, esta levedura
demonstrou resisténcia oo d&cido latico na menor concentragdo
utilizada (1%). Em relogdo aos sais, o carbonoto de sddio e oo
bicarbonato de sddio, a LT 76 apresentou crescimento nas
concentragdes 1% e 3%, apresentando certa sensibilidade na
concentragdo de 5% conforme demonstrado na Tabela 2.
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Taobela 2: Andlise da resisténcia do isolados de LT 76 crescido em meio
enriquecido com GRAS em trés concentragdes diferentes.

Levedur| Concentrag| A.P A.AC AL B.S C.S
a Oes
1% - - ; ; ;
LT 76 | 3% ' - - ' +

5% - - - -

(+) Resistente a substdncia GRAS; (-) Sensivel a substdncia GRAS; A.P: Acido Propidnico;
AAC: Acido Acético; A.L: Acido Latico: B.S: Bicarbonato de Sédio e C.S: Carbonato de
Sdédio.

Mesmo os dcidos sendo considerados substdncias GRAS, estes
apresentarom um odor quando adicionado oo meio de cultura
durante a realizagdo dos ensaios, 0 que poderia também causar ao
fruto, ndo sendo uma caracteristica desejoda pelo estudo.

Em relogdo oos sais, o carbonato e o bicarbonato de sddio
estes ndo demonstrarom impedimento para o desenvolvimento da
LT76, mesmo nas menores concentragdes testadas. Portanto,
experimentos futuros devem ser realizados o fim de verificar a
associagdo de substdnciaos GRAS com o LT76 no controle do
fitopatdgeno visando uma maior redugdo em doengas pds-colheita.

O perfil genéticos da levedura LT 76 foi obtido pela técnica de
PCR (Polymeraose Chain Reaction) utilizondo os primers NLI
(S'GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG'Y) e NL4
(S'GGTCCGTGTTTCAAGACGG3), que se anelam nos dominios D1-D2' na
regido do gene 285 do rDNA (gene conservado utilizado para
identificar espécies), no entanto, a levedura LT76 demonstrou uma
baixa similaridode genética (93,42%) com o cepa tipo Pichia

kudriavzevii, sendo necessdrio realizar novas extragdes do DNA
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gendmico e novas reagdes da PCR com o intuito de aumentar a
similaridade genética para a confirmagdo da espécie.

Na literatura existem relatos que a levedura possui um potencial
de biocontrole em pds- colheita, como descrito por Chi et al, 2015 e
Liu et al,, 2020. Em 2015, Chi e colaboradores isolaram

a levedura P kudriavzevii da superficie do fruto kiwi e observarom que
este isolado conseguiu inibir significativamente os patégenos Botrytis
cinerea e C. gloeosporioides, fungos causadores de doengas
pds-colheita no fruto pera e ressaltarom a importéncia de solugdes
sustentdveis e ecoldgicas para estas doengas.

Liu e colaboradores, em 2020, verificarom que cepas de PR
kudriavzevii controlorom efetivamente a doenga do mofo cinzento
causada por B. cinerea em magas, sugerindo estas leveduras como
agentes eficazes de biocontrole em pds-colheita. Portanto, novos
estudos devem ser realizados para o melhor conhecimento sobre a
acdo da levedura no controle de fitopatdgenos.

CONSIDERACOES FINAIS

O estudo realizado revelou que a levedura isolada do fruto
tucuma (LT76) apresenta potencial como agentes de biocontrole
contra o fungo fitopatogénico Colletotrichum gloeosporioides,
responsdvel pela antracnose em mangas. Entre as substdncias GRAS
avaliadas, o carbonato de sdédio dcido acético e o dcido propidnico,
destacaram-se pela eficdcia em inibir o crescimento do patdgeno, jd a
cepa LT 76, demonstrou sensibilidade aos dcidos acético e propidnico
em todas as concentragdes testadas, sugerindo que este composto
pode ser uma alternativa sustentdvel aos fungicidas quimicos
convencionais.

A confirmag¢do da identificagdo molecular da levedura LT76, deve
ser de grande valia para poderem complementar as estratégias de

99



HORIZONTES CIENTIFICOS DA UFT: REFLEXOES DO XX SEMINARIO DE
INICIACAO CIENTIFICA (PIBIC)

controle bioldgico, promovendo uma agricultura mais sustentdvel e
eficiente.
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Capitulo 6

|denticar e avaliar o potencial probidtico das
leveduras isoladas do fruto Amazdénico Tucuma

(Astrocaryum vulgare)

Jodo Guilherme da Silva Araujo’
Thais Costa Santos?
Juliona Fonseca Moreira da Silva ?

RESUMO

A regido amazdnicaq, rica em biodiversidade, abriga plantas frutiferas com grande
potencial econdmico e tecnoldgico, como o tucumad (Astrocaryum vulgare). Pouco
explorado, este fruto apresenta oportunidades para a bioprospecgdo de
microrganismos com potencial probidtico. Neste estudo, 158 leveduras isoladas do
tucumd& foram reativadas, das quais 149 (94%) estavam vidveis. Destas leveduras,
apenas uma (LTC 24) esteve apta a passar pelos testes para investigar seu potencial
probidtico como testes de viruléncia, que comprovarom que esta ndo é capaz de
produzir fatores. Além do teste de armazenamento e viabilidade no processo de
liofilizagdo apds uso de crioprotetores. Ao final, a levedura identificada
molecularmente foi a Meyerozyma guilliermondii, amplomente conhecida por sua
aplicagdo biotecnoldgica.
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INTRODUCAO

A regido amazdnica possui uma reserva nativa rica em uma
diversidade de plantas frutiferas que apresentam grande potencial
econdmico, tecnoldégico e nutricional, no qual tem despertado
interesse nas indUstrias de alimentos, farmacos, cosméticos e
aromatizantes (Cunha Junior et al, 2020). Esse interesse é devido a
uma varidvel possibilidade de bioprospec¢do, tanto para o estudo de
novas substdncias, como também para o obtengdo de novos
microrganismos que possam apresentar diversas aplicabilidades
(Chang et al,, 2018).

Dentre essa biodiversidade, os frutos regionais ainda sdo pouco
explorados, como é o caso do tucumd (Astrocaryum vulgare) que
pertence a familia Arecaceae (com dimensdes de 10 a 25 metros de
altura e 15 a 30 centimetros de didmetro), seus frutos sdo drupas
ovoides lisas com S a é centimetros de diGmetro e massa média de 70
gromas por unidade, apresentando tons de amarelo e vermelho
(Carneiro et al, 2017; Silva et al, 2018), possuem fragdes comestiveis e
ndo comestiveis com potencial uso tecnoldgico e medicinal
demonstrando diversas aplicagdes, no entanto é importante o estudo
da microbiota autdctone presente durante a fermentagdo esponténeaq,
sobretudo para a avaliagdo do potencial probidtico de novos
microrganismos associados a frutos disponiveis na regido amazdnica
(Silva et al,, 2015; Chang et al,, 2018).

No que se refere & ecologio microbiona autdctone do tucumd,
poucos estudos foram realizados até o momento, possibilitando a
descobertos de novos microrganismos qQue possam apresentar
potencial probidtico (Chang et al, 2018). Os probidticos sGo definidos
CcoOmo microrganismos vivos que, quando administrados regularmente
e em quantidades adequadas, fornecem beneficios G salde de quem
os consome (FAO/OMS, 2002; Rizzoli; Biver, 2020).
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O impacto de probidticos na saude humana tem direcionado o
desenvolvimento econdmico de produtos que 0s contém,
compreendendo entre 60% a 70% de todo o mercado de alimentos
funcionais. Sendo estes microrganismos aqueles que atingem as dreas
finais do trato digestivo, exercendo um efeito benéfico na saldde do
hospedeiro, seja ele humano ou animal (Baliza et al, 2018, Neme;
Monserrat, 2020, Machado et al,, 2022).

Atualmente, vdrios microrganismos do grupo de bactérias
designadas como do “dcido lactico” (BAL), estdo presentes na maioria
das preparagodes com probidticos. Entretanto, outros
micro-organismos como a levedura Saccharomyces boulardii é
utilizada como probidtico, sendo praticamente a uUnica levedura
comercializada em medicina. No entanto, outras leveduras de origem
ambiental (fauna e flora) ou agroindustrial com propriedades
bioteropéuticas similares ou até melhores, certamente existem,
principalmente considerando a rica biodiversidade encontrada nos
ecossistemas microbianos brasileiros (Ferreira et al, 2018; Branddo et
al,, 2017; Coutinho et al, 2021).

Baseado nessas evidéncias, o presente trabalho tem como
objetivo identificar as leveduras provenientes da fermentagdo
espontdnea do fruto tucuma e avaliar o seu potencial probidtico, bem
como verificar a possibilidade de aplicagdo biotecnoldgica.

METODO E MATERIAIS

Reativagdo e purificagdo de leveduras do fruto amazdnico
tucuma (Astrocaryum vulgare).

Apds teste prelimares realizados anteriormente para verificagdo
do potencial probidtico apenas a levedura LTC 24 obteve éxito, no
entanto, esta levedura foi reativada e verificada a sua pureza, em dgar
YMA (Yeast Malt Agar - 2% de glicose, 0,5% de peptonaq, 0,3% extrato de
levedura, 0,3% de extrato de malte, 2% de d&gar, 0,02% cloranfenicol).
Apds o crescimento, a levedura foi novamente incubada por 48 horas a
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37°C, 1 mL desse caldo foi transferido para tubos criogénicos estéreis
com adigdo de 20% de glicerol estéril. Esses tubos foram estocados em
ultro-freezer a uma temperatura de 80°C negativos, na Colegcdo de
Microrganismos Carlos Augusto Rosa presente no Laboratério de
Microbiologia Geral e Aplicada, Universidade Federal do Tocantins.
(Ferreira et al, 2019).

Avaliagdo dos fatores de Viruléncia

Apds a reativagdo a levedura foi submetida a avaliagdo dos fatores de
viruléncia como descrito abaixo.

Gelatinase

A detecgdo da produgdo de gelatinase foi realizada de acordo
com Marra et al(2007). O microrganismo em estudo foi inoculodo em
tubo contendo 4 mL de caldo YPD com 12% de gelatina por 48h a 37°C.
Apds a incubagdo, o tubo foi destinado ao banho de gelo por um
periodo de 30 minutos, sem agita¢cdo. Utilizou-se como controle positivo
Staphylococcus aureus (ATCC 25923). O resultado foi interpretado como
negativo: meio sélido ou positivo: meio liquido. O experimento foi
realizado em triplicata em dois experimentos independentes.

Produgdo de lipase

A produgdo de lipase foi realizada de acordo com Barbosa et al.
(2010). Aliquotas de 2 pL do sobrenadante bruto de cada cultura serdo
semeados pontualmente em placas contendo Agar YPD suplementado
com 29.L-1 de Cloreto de cdlcio (CaCl2) e 10g.L-1 de Tween 80 e, em
seguida, as placas foram incubadas a 37°C por 48h. A atividade
lipolitica foi identificada pela formagdo de halos opacos ao redor das
colénias. O experimento foi realizado em triplicata em dois
experimentos independentes.
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DNAse

A atividade de DNase foi testada como descrita por Bannerman
(2003), com adaptagdes, utilizando o Agor DNAse (Oxoid, SGo Paulo,
Brasil). O microrganismo isolado foi estriado diretamente na placa
contendo Agor DNase e incubado a 37°C por 24h. Apds o tempo de
incubagcdo a placa foi coberta com acido cloridrico IN por 3 min. A
formagdo de halo claro em torno das coldénias foi considerada ou ndo,
indicativo de resultado positivo. Foi utilizado como controle positivo
Staophylococcus aureus (ATCC 25923). O experimento foi realizado em

triplicata em dois experimentos independentes.

Atividade Hemolitica

A levedura foi testada quanto & atividade hemolitica segundo
Foulquié-Moreno et al. (2003), utilizando Agar Sangue (7% v/v de sangue
de cavalo) e incubagdo a 37°C por 48h. A interpretagdo dos resultados
foi realizada da seguinte forma: a-hemdlise= linhagens que produziram
zonas verdes em torno das coldnias; y-hemdlise= ndo produziram
qualquer efeito sobre as placas de Agar Sangue (forom consideradas
ndo hemoliticas). Linhagens, que apresentaram zonas de lise de sangue
ao redor das coldnias, foram classificadas como RB-hemdlise
(hemoliticas). O experimento foi realizado em triplicata em dois
experimentos independentes.

Extracdo de DNA

A extragcdo de DNA gendmico foi baseada no protocolo de
extragdo de DNA com cloroférmio: dlcool isoamilico, de acordo com a

metodologia proposta Ferreira et. al, 2019.
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Rea¢do em Cadeia da Polimerase (PCR) e
sequenciamento

O perfil genético da levedura isolada foi obtido pela técnica de
PCR (Polymerase Chain Reaction) utilizando os primers NLI
(S'GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG'Y) e NL4
(SGGTCCGTGTTTCAAGACGG), que se anelam nos dominios D1-D2 na
regido do gene 28S que é um gene conservado utilizado para
identificar espécies. Essa técnica é utilizada para facilitar a
identificagdo das espécies de leveduras a nivel especifico. A amostras
foi envioda para sequenciomento no Laboratério de Ecologio,
Taxonomia e Biotecnologia de Fungos da Universidade Federal de
Minas Gerais.

As sequéncias de DNA foram comparadas com as disponiveis no
banco de dados GenBank utilizondo o ferramenta de pesquisa de
alinhamento local bdsico (BLAST disponivel em:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov ) (Ferreira et al, 2019).

Propriedades tecnoldgicas

Todo o experimento foi conduzido em triplicata e com dois
experimentos independentes.

Liofilizagdo e armazenamento e viabilidade das leveduras

A biomassa de levedura a ser submetida oo processo de liofilizagdo foi
centrifugada a 4000 rom durante 10 minutos, lavada e ressuspendida
em SmL de dgua destilada estéril e em seguidaq, adicionado os
seguintes crioprotetores: glicose, quitosana, a qual foi diluida utilizando
dcido acético até atingir pH 3 sob agitagcdo constante, leite desnatado
utilizando uma concentragdo de 10% (p/V),
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apds isso a mistura foi homogeneizada por agitagdo em vortex
durante 3 minutos. A solu¢do resultante foi fracionada em frascos de
vidro adequados para liofilizagdo, em volumes de 5 mL.

Os frascos, tipo peniciling, contendo a levedura e a solugdo
crioprotetora foram congelados utilizando nitrogénio liquido (NL 2)
seguidos pela liofilizagdo utilizando os procedimentos descritos por
Kirsop (1984) e Chang & Elander (1986). O processo de liofilizagdo
ocorreu a uma temperatura de -40 °C, durante 46h, utilizaondo o
equipamento Enterprise | (Terroni equipamentos cientificos).

Apdbs a conclusdo da liofilizagdo, os frascos foram
hermeticomente fechados e armazenados sob refrigeragdo, a uma
temperatura de 5 °C, até o momento de utilizagdo. A viabilidade celular
foi avaliada antes do congelomento, apds o congelomento, 24h da
liofilizagdo, 7 dias, 14 dias, 21 dias e 30 dias realizando-se a diluigdo das
células liofilizadas em solugdo salina e inoculagdo em placas de Petri
contendo Agor YPD, a 37 °C por 48h e em seguida realizada a
contagem das coldénias formadas (VIGANO et al, 2012; FREITAS et al,
2017).

Andlise estatistica

Os dados foram submetidos & andlise de varidncia (ANOVA) e
teste de comparagdo de médias Tukey em nivel de confianga de 95%,

software estatistico utilizado serd o Statistica 70.
DADOS E DISCUSSAO

Foram reativadas 158 leveduras previamente isoladas do fruto
tucuma (Astrocaryum vulgare), estas forom submetidas previomente a
avaliagdo das propriedades funcionais in vitro, para verificar, o
potencial probidtico dos isolados, apds esta avaliagdo, a levedura (LTC
24) mostrou-se apta a realizar os testes de viruléncia.

De acordo com os testes de viruléncio, a levedura LTC 24 ndo
apresentou secrecdo de enzimas extracelulares (gelatinases), como
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também ndo ocorreu a formagdo de halo que indicasse atividade
lipolitica. Em relogdo oos testes da produgdo de DNAse, ndo se
observou formag¢do de halo indicativo da atividade de produgdo de
DNAse. Quanto o atividade hemolitica, nos testes realizados,
obteve-seque a levedura testada ndo foi capaz de degradar o dgar
sangue, o que se manifesta pela ndo formagdo de halos oo redor dos
indculos (y-hemdlise), ou seja nGo apresentou atividade hemolitica.

Assim, os resultodos obtidos estdo em consonante com a
caracterizagdo de leveduras probidticas, como a preconizada por
Staniszewski, A, Kordowska-Wiater (2021) em que pontuom a
necessidade de biosseguran¢ca em microrganismos probidticos, onde
as cepas ndo devem produzir toxinas, exibir patogenicidade e
apresentar atividade metabdlica perigosa.

Quanto a identificagdo molecular e subsequente
sequenciomento do genoma, a levedura LTC 24 demonstrou uma
correspondéncia genética de 99% com a espécie tipo depositada no
banco de dados GenBank: Meyerozyma guilliermondii. Este
microrganismo é conhecido por sua ampla aplicagdo biotecnoldgicaq,
dentre as quais estdo a biotransformagdo do xilitol e produgdo de
algumas enzimas como inulinase e lipase. A M. guilliermondii tombém
se mostra eficaz no controle biolégico de frutas e vegetais (Wei Yan,
2021). No entanto, apesar de ser isolado do ambiente, pele e mucosa de
seres humanos como uma microflora saprofita, este microrganismo
pode assumir cardter oportunista em individuos com fatores de risco
como quimioterapio, imunodeficiéncia, cirurgias gastrointestinais e
cardiacas e em pessoas com desordens oncoldgicas (Ghasemi, 2022).
Portanto, visando a biosseguranga seriaom necessdrios mais testes
para o uso como probidticos em individuos sauddveis como forma de
descartar ou ndo sua viabilidade.

J& no teste de liofilizagdo a LTC 24 apresentou uma redugdo da
concentragdo celular logo apds o congelomento em nitrogénio liquido
independente do crioprotetor utilizado. Ao comparar a concentra¢do
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celular inicial da levedura observou-se uma redugdo bastante
significativa na concentragdo de células do microrganismo quando
submetida ao congelomento sem algum crioprotetor demonstrando
que ndo seria capoz de se manter vidvel opds o processo de
liofilizagdo (figura 1).

O uso de crioprotetores nos processos de congelamento tem por
objetivo proteger os microrganismos, impedindo o formagdo de
cristais de gelo que possam surgir durante o congelomento, o que
levaria oo rompimento da membraona plasmatica da célulo, e
consequentemente, & uma diminui¢do da viabilidade celular e a morte
do microrganismo.

Com relagdo aos crioprotetores utilizados, a LTC 24 apresentou
respostas semelhantes aos diferentes materiais utilizados com melhor
desempenho ao uso da glicose e leite desnatado na concentragdo de
10%, conforme demostrado na figural. Na literatura, Stefanello et al
(2019) e Freitas et al (2020) descrevem estes dois matérias supracitados
como bons crioprotetores na conservagdo da viabilidade das
leveduras no processo de liofilizagdo.
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Figura 1. Viabilidade em UFC/mL da levedura (LTC 24) isolada do fruto
tucumag, utilizando ou Nn&o os seguintes crioprotetores a 10%: glicose,
quitosana e leite desnatado.
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T1= antes do congelomento; T2= apds o congelamento; T3= 24h apds liofilizagdo; T4=7
dias apds liofilizagdo; TS= 14 dias apds liofilizagdo; Té= 21 dias apds liofilizagdo; T7= 30
dias apds liofilizagdo.

A composi¢gdo do meio empregado no congelomento é uma das
condigdes para o éxito da criopreservagdo. Os agentes crioprotetores
atuom para minimizar o estresse fisico e quimico causado pelo
congelomento e pelo degelo das células (SAEKI et al,, 2015; SILVA et al,
2014. No presente estudo, essa relagdo ficou evidenciada, uma vez que,
a glicose e o leite desnatado a 10% mostraram serem eficientes para a
preservagdo da levedura estudada.

CONSIDERACOES FINAIS

o Nos testes de viruléncio, o LTC 24 ndo apresentou secregdo de
gelatinase, atividade lipolitica, produgcdo de DNAse e atividade
hemolitica.
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@® A identificagdo molecular da LTC 24 indicou uma correspondéncia

genética de 99% com Meyerozyma guilliermondiii.

® A glicose e o leite desnatado na concentragdo de 10%
demostraram ser eficiente como crioprotetores para a levedura LTC 24
no processo de liofilizagdo.

REFERENCIAS

BALIZA, D. D. M. S;; SILVA, J. F. M. do; PIMENTA, R. S.. Evaluation of the
applicability of a probiotic strain of Saccharomyces cerevisiae in cereal
bars. Brazilian Journal of Food Technology, v. 21, 2018.

BANNERMAN, T. M. Stophylococcus, Micrococcus and other
catalase-positive cocci that grow aerobically. In P R. Murray (org.),
Manual of clinical Microbiology, Washington, DC: ASM Press. 2003. P.
384-404.

BARBOSA, J; GIBBS, P A; TEIXEIRA, P Virulence factors among
enterococci isolated from traditional fermented meat products
produced in North of Portugal. Food Control, v. 21, p. 651-656, 2010.

BRANDAO, L. R, et al..Diversity and biogeographical patterns of yeast
communities in Antarctic, Patagonian and tropical lokes.Fungal Ecology,
v. 28, p. 33-43, 2017

BOLLA, P. A, SERRADELL, M. A,, URRAZA, PJ., ANTONI, G.L. Effect of freeze
drying on viability and in vitro probiotic properties of a mixture of lactic

acid bacteria and yeasts isolated from kefir. Journal of Diary Research, v.
78, p. 15-22, 2011

CARNEIRO, AB.A; PINTO, E.J.S; RIBEIRO, |F; MAGALHAES, M.RG.; NETO,
M.A.B.M.Effect of Astrocaryum aculeatum (tucuma) on doxorubicin

114



HORIZONTES CIENTIFICOS DA UFT: REFLEXOES DO XX SEMINARIO DE
INICIACAO CIENTIFICA (PIBIC)

toxicity: in vivo experimental model. Acta Paulista de Enfermagem, v. 30,
n. 3, p. 233, 2017.

CHANG, LS, KARM, R; MOHAMMED, AS,; GHAZAI, HM.
Characterization of enzyme- liquefied soursop (Annona Muricata L)
puree.LWT - Food Science and Technol,, v. 94, p. 40-49, 2018.

COUTINHO, O. P. A J. et al. In Vitro and In Vivo Evaluation of the
Probiotic Potential of Antarctic Yeasts. Probiotics Antimicrob Proteins.
2021 Oct;13(5):1338-1354. doi: 10.1007/s12602-021- 09758-8. Epub 2021 Mar
23. PMID: 33759043.

CUNHA JUNIOR, J. B; TAVARES, L. B. Fenologia do Cupuaguzeiro
(Theobroma grandiflorum [Willd. Ex. Spreng.] Schum.) em um sistema
agroflorestal, submetido & diferentes ldminas de irrigagdo no
municipio de Castanhal, Pa, 52f. Trabalho de conclusGo de curso
(Engenharia Florestal) - Universidade Federal da Amazdnia, Belém,
2020.

FERREIRA, E. M. S;; MALTA, C. M,; BICALHO, J. O,; PIMENTA, R. S. A safe
method to control the anthracnose in papaya. Revista Brasileira de
Fruticultura, v. 40, 2018.

FERREIRA, E. M. S,; SOUSA, F. M. P; ROSA, L. H,; PIMENTA, R. S. Taxonomy
And Richness Of Yeasts Associated With angiosperms, bryophytes, and
meltwater biofilms collected in theAntarcticPeninsula. Extremophiles, v.
23, n. 1, p. 151-159, 2019.

FREITAS, A. B. et aol. Acdo dos crioprotetores glicose, trealose e
quitosana na manutengdo da viabilidade de células de Escherichia
coli, Saccharomyces cerevisiae apds liofilizagdo. Ciéncia Animal
Brasileira, v. 21, p. e-47464, 2020.

Food and Agriculture Organization of the United Nations And World
Health Organization (FAO/OMS). Health and nutritional properties
probiotics in food including powder milk with live lactic  acid

115



HORIZONTES CIENTIFICOS DA UFT: REFLEXOES DO XX SEMINARIO DE
INICIACAO CIENTIFICA (PIBIC)

bacteria. World Health Organization[online],
htto://wwwwho.int/foodsafety/publications/fs_management/en/probiot

ics.pdf (2001).

FOULQUIE-MORENO, M. R et al Isolaotion oand biochemical
characterisation of enterocins produced by enterococci from different
sources. Journal of Applied Microbiology, V. 94, p. 214- 229, 2003.

GHASEMI, R. et al. Meyerozyma guilliermondii species complex: review of
current epidemiology, antifungal resistance, and mechanisms. Brazilian
Journal of Microbiology, v. 53, p. 1761-1779, 2022.

SILVA, J. F. M. et al.Use of Probiotics to Control Aflatoxin Production in
Peanut Grains.The Scientific World Journal, v. 2015, p. 1-8, 2015.

SILVA, RS; et al.Physicochemical Properties Of tucumad
(Astrocaryumaculeatum) powders with  different carbohydrate
biopolymers. LWT, v. 94, p. 79-86, 2018.

MACHADO, A. P Fet al...Brazilian tucuma-do-Amazonas
(Astrocaryumaculeatum) and tucumda- do-Pard (Astrocaryumvulgare)
fruits: bioactive composition, health benefits, and technological
potential. Food Research International, v. 151, p. 110902, 2022.
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2021.110202.

NEME, E.; MONSERRAT, S. Evaluacién del comportamiento de bacterias
potencialmente probidticas medio de cultivo suplementado con pectina
citrica. Revista agrondmica del noroeste argentino, v. 40, n. 1, p. 23-30,
2020.

RIZZOLI, René; BIVER, Emmanuel. Are probiotics the new calcium and
vitamin D for bone health?. CurrentOsteoporosisReports, v. 18, n. 3, p.
273-284, 2020.

STANISZEWSKI, A.; KORDOWSKA-WIATER, M. Probiotic and potentially
probiotic yeasts - characteristics and food application. Foods, v. 10,
1306, 2021.

116


http://www.who.int/foodsafety/publications/fs_management/en/probiotics.pdf(2001)
http://www.who.int/foodsafety/publications/fs_management/en/probiotics.pdf(2001)
http://www.who.int/foodsafety/publications/fs_management/en/probiotics.pdf(2001)
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2021.110902

HORIZONTES CIENTIFICOS DA UFT: REFLEXOES DO XX SEMINARIO DE
INICIACAO CIENTIFICA (PIBIC)

STEFANELLO, R. F et al. Survival and stability of Lactobacillus
fermentum ans  Wickerhomomyces anomalus  strains  upon

lyophilisation with diferent cryoprotectant agents. Food Research
International, v. 115, p. 90-94, 2019.

WEI YAN et al. Biotechnological applications of the non-conventional
yeast Meyerozyma guilliermondii. Biotechnology Advances, v. 46, p.
107674, 2021.

FINANCIAMENTO

‘O presente trabalho foi realizado com o apoio do Conselho Nacional
de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico - CNPq - Brasil”.

117



HORIZONTES CIENTIFICOS DA UFT: REFLEXOES DO XX SEMINARIO DE
INICIACAO CIENTIFICA (PIBIC)

Capitulo 7

Leveduras obtidas do fruto da pupunha (Bactris
gasipaes Kunth) Associadas a substdncias gras no
controle da Antracnose em manga (Mangifera
indicq)
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar o uso de leveduras obtidas do fruto
amazdnico Pupunha (Bactris gasipaes Kunth) em associagdo com substancias GRAS
(Generally Recognized As Safe) para o controle da antracnose em mangas (Mangifera
indica), causada pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides. Inicialmente, forom
realizados testes prévios que triaram duas cepas de leveduras (LP73 e LP101) de
acordo com caracteristicas como:. capacidade de produgdo de compostos
antifungicos difusiveis e voldteis. Posteriormente, forom testadas cinco substdncias
GRAS, como d&cidos orgdnicos e sais, na inibicgdo do crescimento do fungo C
gloeosporioides e na resisténcia da levedura a estas substancias. O carbonato de
sédio, o 4cido acético e o &cido propidnico que inibiraom 100% o fitopatégeno nas
concentragdes testadas (1,3 e 5%). O isolado LP 101 apresentou resisténcia as mesmas
substancias que inibiram o C gloeosporioides. No que se refere a identificagdo
molecular, ficou evidente a necessidade de uma identificagdo precisa da espécie a
fim de evitar fungemia em humanos. se utilizada como controle bioldgico.
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INTRODUCAO

As doengas pds-colheita apresentam grande relevéncia devido
aos danos econdmicos que propiciam. Estima-se que cerca de 5 a 20%
de todos os alimentos produzidos sdo deteriorados e perdidos pela
a¢do de microrganismos. Esses indices apresentom se ainda mais
elevados em paises em desenvolvimento ou emergentes como o Brasil,
podendo atingir cifras da ordem de 30% ou mais da produgdo
(CHITARRA; CHITARRA, 2005).

A redugdo das perdas pds-colheita na cadeia produtiva
representa um constante desaofio, visto que frutos sdo 6rgdos que
apresentam um alto teor de dgua e nutrientes e seus varios processos
bioldgicos continuam em atividode mesmo apds a colheitq,
apresentando assim maior predisposicdo a disturbios fisioldgicos e
ocorréncia de podriddes (KADER, 2002). O uso de fungicidas quimicos
ainda é um dos métodos mais utilizados para estre controle bioldgico
(PIMENTA et al, 2019).

Dentre os métodos alternativos para a substituicdo desses
produtos, podemos destacar o uso do controle bioldgicos, que é
definido como o método que utiliza uma ou mais espécies
antagonistas de microrganismos, objetivando-se a redugdo da
densidade de indculos ou das atividades produtoras de enfermidades
de organismos patogénicos (FERREIRA et al, 2015).

Diversos microrganismos podem ser utilizados na aplicagdo de
controle bioldgico, todavia o uso de leveduras biocontroladoras tem se
destacado devido a caracteristicas como: estarem presentes
naturalmente nas superficies dos frutos, ndo produzirem esporos ou
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micotoxinas, possuirem pouca demanda nutricional levando uma
rédpida colonizagdo na superficie de frutos, e serem tolerantes ao
estresse gerado pelo uso de fungicidas, além de poderem ser obtidas
de variadas amostras e ambientes (FREIMOSER et al, 2019; SANCHEZ et
al,2019).

Geralmente, a eficGcia do controle bioldgico cldssico pode ser
melhorada pela combinagdo da utilizagdo de leveduras antagdnicos
com a implementagdo de substdncias GRAS (Generally Recognized As
Safe), que sdo definidos como produtos de baixa toxicidade e,
normalmente, sdo aplicados como conservantes de alimentos. As
substdncias GRAS, sdo consideradas seguras para consumo humano,
tombém sendo analisadas, normalmente, por apresentar potencial
antifungico. E por serem substdnciaos isentas de intolerdncios de
residuos em todas as commodities agricolas pelo Food and Drug
Administration (FDA) (CORREA, 2020).

A manga é considerada uma fruta climatérico, ou seja, que
continua o seu processo de amadurecimento mesmo apds colheito,
esse procedimento normalmente ocorre entre trés a oito dias,
dependendo das condigdes do ambiente em que a fruta se encontra
armazenada. No armazenamento, a manga torna- se suscetivel &
infeccdo por patdgenos que tem como consequéncia a podriddo em
frutos (BLANCAS-BENITEZ et al, 2022).

Uma das principais espécies de fungos que acometem os frutos
da mangueira na fase pds- colheita é o Colletotrichum
gloeosporioides (MELO et al, 2021). Esse fungo, quando entra em
contato com o fruto, pode evoluir para uma doenga chamada de
antracnose, que ocasiona podriddo no fruto (REZENDE et al, 2020).
Essa doenga é conhecida mundialmente, principalmente por infectar
frutos de origem tropicais como mamdo, uva, amoras, Mmorangos,
(OLIVEIRA et al, 2019), entre outras. O C. gloeosporioides apresenta
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maior prevaléncia em mangas cultivadas e armazenadas em regides

de areas com climas quentes e umidos (UDDIN et al, 2018).

Com isso, o presente estudo objetivou a utilizagdo dessas
leveduras j& pré-selecionadas em protocolos cldssicos de biocontrole
e/ou integrado a substdncias GRAS contra o doenga antracnose

pds-colheita em Mangifera indica.

METODO E MATERIAIS
Reativagdo das leveduras

As leveduras previomente isoladas do fruto amazdnico pupunha
(Bactris gasipaes Kunth), pré selecionadas em testes anteriores, foram
reativadas em meio liquido GYMP (1% extrato de levedura; 0,5%
Peptona; 1% glicose; 0,02% fosfato de sédio monobdsico) por 48 h a 25°
C. Em seguidao, forom repassadas na forma de estrias ao meio NYDA-
Agar Nutriente Dextrose de Levedura, (0,3% extrato de carne, 0,5%
extrato de levedura, 0,5 % peptona, 1% glicose e 1,8% d&gar), onde foram
incubadas por 48 h o temperatura de 25°C. Posteriormente a
reativagdo dos isolados, foi observado a pureza de suas coldnias, e
realizado o preparo das ldminas de cada isolado, para verificagdo de
possiveis contaminagdes e confirmagdo das caracteristicas
micromorfoldgicas de cada isolado.

Obtengdo do fungo fitopatdgeno

O Colletotrichum gloeosporioides, um fungo fitopatdgeno, foi obtido a
partir da colegdo de culturas Carlos Rosa do laboratério de
Microbiologia Geral e Aplicada (LMGA) da Universidade Federal do
Tocantins (UFT), cepa cedida pelo Laboratério de Mecanismos de
Infecgbes Fungicas da UFMG. Para a reativagdo, foi retirado um disco
com micélio fungico de uma cultura que estava armazenada a -20°C
em freezer. Posteriormente, este foi transferido e reativado em meio de
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cultu Agar Batata Dextrose (BDA), com tempo de incubagdo de sete
dias a 25°C de temperatura.

Atividade inibitéria de substdncias GRAS in vitro ao fitopatdgeno

Colletotrichum gloeosporioides

As ag¢bdes do dacido acético, dcido latico, dcido propidnico,
bicarbonaoto de sdédio, e carbonato de sdédio no desenvolvimento
micelial radial de Colletotrichum gloeosporioides foraom analisados
segundo o metodologia de Karaca et al. (2014) com algumas
modificagdes. Placas de Petri foram previomente preparadas com
meio NYDA e enriquecidas com d&cidos e sais nas concentragdes de 1,
3e 5% (v/v). O fungo C. gloeosporioides foi previomente ressuspendido
em meio de cultivo NYDA e incubado a 25°C em BOD por 24 horas.

Apds esse periodo, um disco micelial do fungo de S mm de
didmetro foi inserido no centro de cada placa contendo o meio NYDA
acrescido das substdncias GRAS, em trés concentrag¢des selecionadas
anteriormente. Para o controle positivo forom utilizadas placas com
meio NYDA contendo o fitopatdgeno, porém sem a presenga dos
compostos GRAS. As culturas foram incubadas a 25°C por 72 horas.

Este experimento foi realizado em triplicota com duas
repeticdes independentes, e o resultado obtido pela medicdo do
didmetro da colénia do fungo e, comparado com o didmetro da
cultura do trotamento controle. Os resultados obtidos foram
representados pela porcentagem de inibigdo do crescimento micelial:
[(dc-dt) / dc] X 100, onde dc = é a média do didmetro da coldnia de
fungos nas placas de controle e dt = é o didmetro médio da colénia de
fungos em placas acrescidas das substdncias GRAS (KARACA et al,
2014).

Resisténcia das leveduras a substancias GRAS selecionadas

As mesmas substdncias empregadas para testar a resisténcia do
fitopatdgeno, foram utilizadas para & avaliogdo da sensibilidade das
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leveduras selecionadas isoladas do fruto pupunha. Estas foram
previomente cultivadas em meio NYDA e incubadas a 25°C durante 48
horas. Com o auxilio de uma alga, as leveduras serdo repicadas em
meio NYDA acrescido das substdncias GRAS: dcido acético, dcido
l&tico, dcido propidnico, bicarbonato de sdédio e carbonato de sddio,
nas concentragdes de 1%, 3% e 5% para cada substdncia testada. As
culturas serédo mantidas sob incubagdo a 25°C em BOD por S dias. O
experimento foi realizado em triplicata com duas repeticdes
independentes.

|dentificagdo molecular
* Extragdo de DNA

A extracdo de DNA gendmico foi baseada no protocolo de
extragdo de DNA com cloroférmio: dlcool isoamilico, conforme a
metodologia proposta por Ferreira et al,, (2015).

* Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e sequenciamento

O perfil genético da levedura isolada foi obtida pela técnica de
PCR (Polymerase Chain Reaction) utilizando os primers NLIT
(S'GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG'3) e NL4
(SGGTCCGTGTTTCAAGACGG'3), que se anelom nos dominios D1-D2' na
regido do gene 28S do rDNA que é um gene conservado utilizado para
identificar espécies. Essa técnica é utilizada para facilitar a
identificagdo das espécies de leveduras a nivel especifico. As amostras
foram enviadas para sequenciomento no Laboratério de Ecologiq,
Taxonomia e Biotecnologia de Fungos da Universidade Federal de
Minas Gerais. As sequéncias de DNA foram comparadas com as
disponiveis no banco de dados GenBank utilizando a ferromenta de
pesquisa de alinhomento local bdsico (BLAST disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov ) (FERREIRA et al,, 2019).
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Andlise estatistica

Os dados foram submetidos o andlise de variancia (ANOVA) e
teste de comparagdo de médias Tukey em nivel de confianga de 95%,
software estatistico utilizado serd o Statistica 70

DADOS E DISCUSSAO
Reativagdo e selegdo das leveduras

Foram realizados testes prévios nas leveduras isoladas do fruto
Pupunha (Bactris gasipaes Kunth) visando observar a capacidade de
potencial antagdnico oo fitopatdgeno, tais como: crescimento e
armoazenamento dos isolados em diferentes temperaturas de
crescimento; Capacidade de produzir enzimas pectinoliticas e
celuloliticas; Caopacidade de produgdo de compostos antifungico
difusiveis e voldteis. Apds esta triagem apenas 2 leveduras (LP 73, LP 101)
forom escolhidas para prosseguir nos experimentos por apresentaram
potencial de controlar o fungo causador da antracnose.

Atividade inibitoria de substdncias GRAS in vitro ao fitopatégeno

Colletotrichum gloeosporioides

As substéncias GRAS desempenham um papel essencial na
inibigdo de microrganismos em diversas aplicagdes industriais e
alimenticias. Neste estudo, foram utilizados dois sais amplamente
reconhecidos: o carbonato de sédio e o bicarbonato de sédio, ambos
valorizados por suas propriedades alcalinizantes, que ajudom a criar
ambientes adversos ao crescimento microbiano (De Oliveira et al,, 2020)
e os Gcidos propidnico, acético e latico, também considerados GRAS,
sGo conhecidos por suas amplaos propriedades antimicrobianas,
capazes de suprimir uma vasta gama de patdgenos (Silva et al, 2019;
Johnson & Case, 2021).

124



HORIZONTES CIENTIFICOS DA UFT: REFLEXOES DO XX SEMINARIO DE
INICIACAO CIENTIFICA (PIBIC)

Adicionalmente, os trés compostos orgdnicos voldteis forom
empregados devido O sua comprovada eficGcia na preservagdo de
alimentos e na inibigdo de fungos e bactérias. O acido propidnico e o
dcido acético demonstrarom ser bastante eficazes contra o
fitopatdgeno, por outro lado, o d&cido latico inibiu o crescimento
fungico, nas maiores concentragdes testados (3 e 5%) quando expostos
a 7 dios, sendo que, no décimo quarto dia de experimento, a
substancia ndo apresentou eficiéncia no crescimento do fitopatdgeno,
conforme apresentado na tabela 1.

No que tange o atividade inibitéria dos sais, o carbonato de
sédio apresentou resultados positivos significativos no crescimento do
fungo Colletotrichum gloeosporioides, atingindo 100% de inibigdo,
durante todos os dias do experimento (14 dias) e em todas as
concentragdes testadas (I, 3 e 5%). J& o bicarbonato de cdlcio
apresentou inibicdo fungica somente na maior concentragdo testado
durante todo o experimento (14 dias), dados apresentados na tabela 1.

Tabela 1: Efeito das substdncias GRAS no desenvolvimento das coldénias

de Colletotrichum Gloesporioide apds 7 e 14 dias de crescimento.
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Concentrac¢io 7 dias 14 dias

Bicarbonato de Sodio

0% 80a + 2 90a + 2
1% 56b + 1 62b+2
3% e+ 41c+1
5% 5d+0 5d =0

Carbonato de Sédio

0% 80a+ 2 90a + 2
1% 5b+0 5b+0
3% 5b+0 5b+0
5% 5b+0 5b+0

Acido Propioénico

0% 80a + 2 90a + 2
1% 5b+0 5b+0
3% 5h£0 5b+0
5% 5b+0 S5b+0
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Concentragao 7 dias 14 dias

Acido Latico

0% 80a + 2 90a + 2
1% S6h =2 63b+ 3
3% 5¢+0 13¢+2
5% Sc£10 8d+1
Acido Acético
0% 80a+2 90a + 2
1% 5b6+0 5b+0
3% 5b+0 5b+0
5% 5b+0 S5b+0

Os dados de inibigdo de crescimento do patdégeno sdo expressos
pela média em milimetro (mm) de trés repeticdes em comparagdo
com o controle (0%), acompanhada do desvio padrdo e diferenga
significativa a nivel de 5% pelo teste de Tukey.

A utilizagdo de substdncias GRAS permite pontencializar os
efeitos fungistdticos ou fungicidas nos fitopatdgenos apresentando
vantagens como disponibilidade, custo relativamente baixo e alta
solubilidade em dgua. Além disso, sdo comumente utilizados como
aditivos alimentares e seu uso é sancionado pelo FDA (FERREIRA et al,
2018).

Em estudos realizados por Siddiqui e Ali (2014), cepas de C.
gloeosporioides forom reduzidas em 75%, empregando-se carbonato
de sdédio como agente antifungico. Estes achados corroboram a
eficdcia dos nossos resultados e demonstram a importéncia de um sal
GRAS com propriedades antifungicas, capaz de contribuir com o
controle de doencgas fungicas e suplantar, em parte ou completamente,
a utilizagdo de fungicidas sintéticos.
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Assim, o uso de substdncias GRAS como as utilizadas no
presente estudo teria diversas vantagens ndo apenas pelo seu viés
econdmico, devido ao baixo custo relativo, como também, a redugdo
de prejuizos O salde e impactos ambientes provenientes dos téxicos
liberados pelo uso extensivo de fungicidas.

Resisténcia das leveduras a substancias GRAS selecionadas

As cepas de leveduras selecionadas forom avaliodas quanto a
sua resisténcia (capacidade de crescimento) aos dcidos propidnico,
acético e lactico e aos sais carbonato e bicarbonato de sédio.

A tabela 2 demonstra que a cepa LT 101, apresentou resisténcia
oo carbonato de sddio,&dcido acético e dacido propidnico nas
concentragdes testadas, por outro lado, observou-se que a levedura
ndo apresentou crescimento frente ao acido latico e ao bicarbonato
de sbédio, mas maiores concentragdes testadas, demonstrando
sensibilidade a essas substdncias GRAS. A levedura LT 73 apresentou
resisténcia apenas oo carbonato de sddio, mas concentragdes
testadas, e foi sensivel as outras substdncias testadas em pelo menos
uma ou duas concentragdes estudas, estes resultados demonstrom
que a LT 101 foi mais resistente as substdncias GRAS no presente
estudo.

Tabela 2:Potencial de resisténcia das leveduras a substénciaos
GRAS.
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Concentracao Leveduras

LP73 LP 101

Acido Propidnico

1% - -
3% - +
5% - +
Acido Latico
1% - &
3% - -
5% - -
Acido Acético
1% - +
3% - +
5% - +
Carbonato de Sédio
1% + +
3% + -
5% + +
Bicarbonato de Sodio
1% + +
3% - -
5% - -

Resistente a substancia GRAS (+), Sensivel & substéncia GRAS (-)

Corroborando com os resultados encontrados, Ferreira et al (2015)
avaliorom o resisténcia dos seus isolados leveduriformes contra as
mesmas substdncias GRAS deste estudo. Os autores verificaraom que as
quatro cepas avaliodas, apenas uma foi capaz de sobreviver sete dias
na presenga de bicarbonato de sdédio e carbonato de sédio em trés
concentragdes testadas. Esses resultados demonstram a fragilidade de
leveduras frente as substéncias testadas e a incompatibilidade do seu
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uso no controle integrado com leveduras que ndo apresentom
resisténcio.

Apesar da levedura ter mostrado resistente aos dcidos acético e
propidnico (todas as concentragdes), estes possuem um odor
desagradadvel, o que poderia afetar o fruto no futuro. O carbonato de
sédio é reconhecido por seu baixo custo e ampla disponibilidade no
mercado, assim esse sal € o mais promissor para futuros testes. Diante
do exposto, a LT 101 foi escolhida para os testes subsequentes e para a
identificagdo molecular.

No que se refere a identificacdo molecular, nas primeiras
amplificagdes ndo foi possivel confirmar a espécie da levedura LT 101,
devido G baixa similaridade genética (92,61%) apresentada apds a
andlise das sequéncias de DNA no banco de dados GenBank.

A provdavel espécie da levedura LT 101, Kodamacea ohmeri, é
descrito na literatura como um problema de saude publica, fungos
incomuns como este sdo importantes patdgenos oportunistas que
podem causar doengas infecciosas graves nos hospedeiros
imunocomprometidos e em outros pacientes com fatores de risco,
contribuindo para um aumentado de mortalidade (Boekhout et al,
2022).

Caso esta espécie seja confirmada como K. ohmeri, ndo serd
possivel a utilizacdo desta como um agente de controle bioldgico,
devido as, caracteristica patogénicas da espécie, sendo assim é
imprescindivel a identificagdo correta da levedura isolada.

CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo destaca o potencial biocontrolador de
substdncias GRAS na inibigdo do C. gloeosporioides, agente causador
da antracnose em mangas, demonstrando ser uma estratégia vidvel e
segura. A cepa LP 101, deve ser identificada moleculormente de forma
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confidvel, uma vez que microrganismos podem ser patogénicos para
seres humanos.

REFERENCIAS

BOEKHOUT, T,. et al. Trends in yeast diversity discovery. Fungal Diversity, v.114, n 1,
0.491-537, 2022. https://doi.org/10.1007/s13225-021- 00494-6

BLANCAS-BENITEZ, F. J. et ol Impacto dos revestimentos comestiveis na qualidade
dos frutos: uma revisdo. Controle Alimentar, v. 139, pdg. 109063, 2022.

CHITARRA, M. I. F; CHITARRA, A. B. Pds-colheita de frutos e hortaligas: fisiologia e
manuseio. 2. ed. Lavras: UFLA, 785 p. 2005.

CORREA, T. M. Estratégia de controle de podridao mole (Rhizopus Stolonifer) em uva
(Vitis vinifera brs Carmem). 2020. 65f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos) - Universidade Federal do Tocantins, Programa de Pds-Graduagdo em

Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Palmas, 2020. Disponivel  em:
http://hdl.handle.net/11612/2698 Acesso em: 11/05/2023.

FERREIRA, E. M. S. et al. GRAS substances in control of Colletotrichum gloeosporioides
growth and Fusarium guttiforme in vitro/Substéncias GRAS no controle do crescimento
de Colletotrichum gloeosporioides e Fusarium guttiforme in vitro. Journal of bioenergy

and food science, v. 2, n. 4, 2015.

FERREIRA, E. M. S. et al. Método seguro para controle da antracnose em mamaéo.
Revista Brasileira de Fruticultura,v. 40, n. 3, 2018.

FREIMOSER, F M. et al. Biocontrol yeasts: mechanisms and applications. World Journal
of Microbiology and Biotechnology, v. 35, p. 1-19, 201%.

JOHNSON, S. P; et al. Volatile Organic Compounds in Food Preservation: Mechanisms
and Applications. Food Control, v. 123, p. 107832, 2021.

KADER, A. A. Postharvest biology and technology: an overview. In: KADER, A. A. (Ed.)
Postharvest technology of horticultural crops. 3 ed. Riverside: UC Regents, 535 p. 39-47,
2002.

131


http://hdl.handle.net/11612/2698
http://hdl.handle.net/11612/2698

HORIZONTES CIENTIFICOS DA UFT: REFLEXOES DO XX SEMINARIO DE
INICIACAO CIENTIFICA (PIBIC)

MELO, T. A. et al Efeito do extrato hidroalcodlico e do dleo de nim (Azadirachta
indica) sobre o fungo Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum e na resisténcia
induzida de quiabeiros o fusariose. Research, Society and Development,

v. 10, n. 2, p. €7110212357-e7110212357, 2021.

OLIVEIRA, T. S. et ol Anthracnose Controlled by Essential Oils: Are
Nanoemulsion-Based Films and Coatings a Viable and Efficient Technology for
Tropical Fruit Preservation?. Foods, v. 12, n. 2, p. 279, 2023.

OLIVEIRA, M. M. et al Use of Sodium Bicarbonate and Sodium Carbonate in Food
Preservation. Journal of Food Safety, v. 40, n. 2, p. €12796, 2020.

PIMENTA, R. S. et al. New Brazilion low may put food production safety in check. Public
Health. v. 167, p. 159-160, 2019.

REZENDE, D. C. et al. Mecanismos de a¢do do fosfito de potdssio no crescimento e
desenvolvimento de Phytophthora nicotionae, agente causal da gomose em citros.
Research, Society and Development, v. 9, n. 10, p. €5369108822- e5369108822, 2020.

SANCHEZ, A. D. et aol. BiologicalcontrolofPhytophthoracollarrotof pear using regional
Trichodermastrainswithmultiple mechanisms. BiologicalControl. v. 135, p. 124-134, 2019.

SILVA, T. M,; et al. Antimicrobial Properties of Organic Acids in Food Applications. Food
Chemistry, v. 275, p. 118- 124, 2019.

UDDIN, M. et al Management of anthracnose disease of mango caused by
Colletotrichum gloeosporioides: A review. Acta Scientific Agriculture, v. 2, n. 10, p.
169-177, 2018.

FINANCIAMENTO

O presente trabalho foi realizado com o apoio da Universidade Federal
do Tocantins.

132



HORIZONTES CIENTIFICOS DA UFT: REFLEXOES DO XX SEMINARIO DE
INICIACAO CIENTIFICA (PIBIC)

Capitulo 8

Desenvolvimento de um processo continuo para a
producdo de agucar invertido em reator de leito
fixo utilizando invertase microbiana imobilizada

em polihidroxibutirato

Natanael Do Carmo Sousa Gomes
Sergio Andres Villalba Morales

Michelle da Cunha Abreu Xavier

RESUMO

O agulcar invertido, uma mistura de glicose e frutose obtida pela hidrélise da
sacarose, € amplamente utilizado na industria de alimentos devido & sua dogura
superior, maior solubilidade e capacidade de reter umidade. O objetivo deste
trabalho foi implementar e avaliar um sistema reacional de leito fixo para a produgdo
continua de agucar invertido, utilizando invertase oriunda de uma bactéria isolada
do fruto da pupunha, imobilizada em polihidroxibutirato (PHB) como biocatalisador. A
imobilizagdo da enzima em PHB por adsorgdo alcangou um rendimento de 86,4% e
uma atividade recuperada de 78%, demonstrando a eficdcia do método. A
estabilidade durante o armazenamento do biocatalisador foi avaliada oo longo de
150 dias, sem perdas expressivas na atividade enzimdtica. evidenciondo seu alto
potencial para aplicagdes industriais. O teste de estabilidade operacional do reator
revelou que a invertase imobilizada manteve sua atividade durante 4 horas. Além
disso, a andlise das vazdes volumétricas, testadas em 3 mL/min, 10 mL/min, 15 mL/min
e 20 mL/min, identificou a vazdo de 15 mL/min como a mais eficaz para maximizar a
conversdo de sacarose em agucar invertido. Esse resultado sugere que a otimizagdo
do fluxo é crucial para o sucesso do processo. Em suma, este trabalho demonstra
que a utilizagdo de invertase imobilizada em PHB em um reator de leito fixo € uma
abordagem promissora para a produgdo continua de agUcar invertido.

Palavras-chave: invertase, imobilizagdo, polihidroxibutirato, reator de
leito fixo, agucar invertido.
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INTRODUCAO

As enzimas sdo macromoléculas complexas (proteinas) que
desempenham um papel fundamental em reagdes quimicas, gragas a
sua alta especificidade cotalitica e capacidade de atuar em
temperaturas amenas. A invertase, uma enzima hidrolitica, catalisa a
hidrélise da sacarose, resultondo em uma solugdo equimolar de
D-glicose e D-frutose (KOTWAL e SHANKAR, 2009; MANOOCHEHRI et al,,
2020).

A produgdo de invertase tem sido tradicionalmente associada a
fontes vegetais; no entanto, a obten¢cdo da enzima a partir de
microrganismos, especialmente fungos e algumas bactérias, tem se
mostrado mais vidvel e eficiente. Embora a pesquisa sobre a produgdo
de invertase por bactérias ainda seja limitada, como no caso da
Bacillus tequilensis, isoloda do fruto da pupunha amazdnico, essa
abordagem oferece vantagens significativas. Essa bactéria ndo
apenas apresenta propriedades cataliticas, mas também permite a
obtengdo de produtos seguros para o consumo, tornando-a uma
opgdo promissora na industria alimenticia (NADEEM et al,, 2015; OZTOP
et al,, 2020; RASBOLD et al,, 2021; BASTO, 2022).

Entretanto, a aplicagdo industrial de enzimas enfrenta limitagdes
devido as suas caracteristicas moleculares, como sensibilidade a
variagdes de temperatura, pH e concentragdo de substrato (ASHKAN
et al,, 2021). Para superar essas barreiras, a imobilizagdo enzimatica em
suportes especificos representa uma solugdo eficaz. Este processo
envolve a confinamento da enzima em locais especificos, promovendo
interagdes eficientes e aumentando a estabilidade operacional da
enzima (MELLER et al, 2016; ASHKAN et al,, 2021).

A imobilizagdo de enzimas melhora suas propriedades
operacionais em relagdo a variagdes de temperatura e pH, além de
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permitir a reutilizagdo dos biocatalisadores em multiplos ciclos sem
perda significativa de atividoade enzimdtica. Essa abordagem é
altomente vantojosa em contextos industriais, pois possibilita a
utilizagdo de diversas configura¢gdes de reatores, otimiza processos e
reduz custos operacionais (REMONATTO et al,, 2022).

Os métodos de imobilizagdo variom e explorom as interagdes
entre a enzima e o suporte. A adsorg¢do fisica € um método simples e
econdmico, mantendo uma maior atividade enzimatica, pois ndo altera
a estrutura da enzima, deixando seus sitios ativos disponiveis para
interagdo com o substrato (XIE; ZHANG; SIMPSON, 2022; NUNES et al,
2021). Para garantir um alto rendimento de imobilizagdo, é essencial
selecionar cuidadosamente o método e o material de suporte, como o
polihidroxiburiratato (PHB). Este material biodegraddvel e renovavel,
produzido a partir de bactérias, é promissor para a imobilizagdo de
enzimas microbianas devido as suas propriedades que se assemelham
a polimeros petroquimicos (MANIKANDAN et al., 2020).

A invertase imobilizada em PHB mostra-se como um
biocatalisador promissor para a implementagdo de um sistema de
producgdo continua de agucar invertido. Essa abordagem é relevante
em reatores de leito fixo (PBR), que favorecem um contato eficaz entre o
substrato e o biocatalisador, além de oferecer um sistema de
escoamento facilmente controldvel (FOGLER, 2012). Além disso, a
utilizagdo de reatores de leito fixo apresenta vantagens em relagdo a
sistemas em batelada, melhorando a transferéncia de massa e calor e
evitondo a mistura indesejoda (KAMBLE; YADAV, 2017). Andlises
demonstram que a cinética de enzima imobilizada permanece
constante por 8 dias em um PBR, evidenciondo a eficiéncia e
estabilidade desse sistema. Assim, reatores de leito fixo e uma escolha
preferencial em aplicagdes industriais, visando a otimizagdo de
processos e viabilidade econdmica (ALVARO et al, 2019).
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O reator de leito fixo (PBR) é uma estrutura utilizada em
processos quimicos e biotecnoldgicos que imobiliza catalisadores,
como enzimas, em uma matriz estdvel. Essa configuragdo permite a
passagem continua do substrato, aumentando o tempo de contato e
mantendo condi¢gbes ideais de operagdo. O PBR oferece maior
estabilidade do catalisador e minimizam a formagdo de subprodutos,
além de serem sustentdveis, pois viabilizam o reutilizagdo de
biocatalisadores e reduzem a necessidade de tratamentos complexos
(ALVARO et., 2019).

Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo implementar e
avaliar um sistema reacional de leito fixo para a produgdo enzimatica
de aguUcar invertido de forma continua, utilizando invertase oriunda de
bactéria isoloda do fruto da pupunha, imobilizada em
polihidroxibutirato, como biocatalisador, assim como avaliar a
estabilidade de armazenaomento e durante o reuso da enzima

imobilizada.

METODO E MATERIAIS
Produgdo da invertase

A invertase foi produzida a partir da linhagem bacteriana
Bacillus tequilensis (PP6) isolada dos frutos amazdnicos da Pupunha,
obtido por meio do projeto PROCAD-AM 1707/2018 (Processo n°
88881.200497/2018-01). Essa bactéria foi preservada em criotubos
contendo 50% de glicerol 40%, e 50% do meio de cultura, contendo S
9o/L de peptona de carne e 3 g/L de extrato de carne e armazenada a
-80 °C até o momento da reativagdo. Para o repique em placas, foi
utilizado o meio caldo nutriente com 20 g/L de &gar, S g/L de peptona
e 3 g/L de extrato de carne. O meio preparado e as placas foram
esterilizados em autoclave, sendo feito em seguida as estrias
utilizando algcas de indculo descartdveis estéreis e colocadas em
incubadora Demanda Bioquimica de Oxigénio (BOD) por 24 horas a 30
°C. Apds o crescimento do microrganismo em placas, foi preparado o
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pré-inéculo em frascos Erlenmeyers (125 mL) contendo 20 mL do meio
basal, utilizando S g/L de peptona e 3 g/L de extrato de carne, sendo
esterilizados a 121 °C por 15 minutos e inoculado a colénia do
microrganismo com algas de indculo descartdveis e estéreis . O
pré-inéculo foi mantido em agitador tipo shaker a 150 rom por 24
horas a 30 °C. Para o cultivo submerso, foi utilizado 2 mL do
pré-indculo em 18 mL de meio esterilizado, contendo cloreto de cdlcio
0,01 g/L, cloreto de sddio 100 g/L, 0,1 g/L de fosfato monopotdssio, 0,1
o/L de sulfato de amédnio, 0,1 g/L de sulfato de magnésio e 2% de
sacarose. Esse cultivo foi mantido em agitador tipo shaker em 150 rom,
por 48 horas a 30 °C. Apds esse tempo, as amostras foram colocadas
em tubo falcon de 15 mL e centrifugadas em 3500 rom, por 10 minutos a
10 °C, obtendo assim o sobrenadante para seguir com a imobilizagdo
(BASTOS, 2022).

Pré-tratamento do suporte

O polihidroxiburitirato PHB foi fornecido gratuitomente pela
Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG) e Instituto de Pesquisas
Tecnoldgicas de Sdo Paulo (IPT/SP), mediaonte parceria de pesquisa
existente entre pesquisadores da UFT e estas instituigées. O PHB foi
colocado 10 g do suporte em 50 mL de etanol anidro 96% PA, em
frascos Erlenmeyers (125 mL), sendo levado ao shaker por 2 horas a 25
°C em 50 rom. Apds esse periodo, o PHB foi filtrado e lavado trés vezes
com d&gua destilado, obtendo assim o PHB puro (ARAUJO et al,, 2022).
Esse suporte foi seco em estufa na temperatura de 80 °C por 24 horas.

Imobilizagdo enzimatica

A imobilizagdo das enzimas nos suportes foi realizada em um
volume de 20 mL de amostra contendo invertase. Esta amostra foi
misturada com 1,00 g de suporte (peso seco) em um frasco Erlenmeyer e
mantida sob agitagdo de 150 rom em um shaker, a uma temperatura
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constante de 30 °C. Antes do inicio da imobilizagdo e apds a conclusdo
do processo, foi retirado 1T mL do sobrenadante para ensaios de
atividade enzimdtica da invertase nestes momentos. Apds a
imobilizagdo, a mistura foi filtrada o vdcuo, e a torta resultante
(suporte com a enzima imobilizada) foi armazenada sob refrigeragdo.
Posteriormente, foram realizados ensaios para determinar o
rendimento de imobilizagdo (Rl) e a atividade recuperada (AR).

Método para determinagdo da atividade enzimatica

A determinagdo da atividade enzimatica (U/mL) foi realizada pelo
método Miller (1959), onde o 4cido 3,5-dinitrossalicilico (DNS) é reduzido
pelo agucar redutor em meio alcalino, a d&cido 3-amino-
S-nitrossalicilico. Durante essa rea¢gdo o grupo aldeido é oxidado a
dcido carboxilico, resultando em uma mudanga de coloragdo da
amostra de amarelo para vermelho marrom. Essa andlise foi
desenvolvida em triplicatao, sendo preparado inicialmente o meio
reacional com tompd&o Mcllvaine pH 5.0 e 2% de sacarose. 800 yL de
meio reacional foi colocado em banho-maria a 50 °C por 5 minutos,
apds esse tempo foi adicionado 200 uL de aomostra (ou 0,2 g do
derivado imobilizado) nesse meio reacional.

Depois da homogeneizagdo forom retirados 200 pyL do meio
reacional com o amostra e adicionado em 200 pL de DNS, sendo
considerado o tempo zero. Apds S minutos, outra aliquota de 200 uL
da mesma amostra com meio reacional foi adicionada a solugdo de
DNS. Essas amostras foraom levadas para o banho-maria a 100 °C por S
minutos e logo em seguida colocado no banho de gelo, adicionando 2
mL de dgua destilada. As leituras de absorbdncia foram realizadas em
espectrofotdbmetro UV-VIS a 540 nm, com os valores, foi calculada a
atividade enzimatica (U/mL) e o média das repetigdes.
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Determinagdo dos parémetros de imobilizagdo

Apds a determinagdo da atividade enzimdtica do sobrenadante
antes e do final da imobilizagdo e do derivado imobilizado foi
calculodo o rendimento de imobilizagdo (Rl) pela Equagdo (1) e
atividade recuperada (AR) peloa Equagdo (2) (TARVENINI et al, 2027,
PRADO, 2021).

(Ati — Atf) 3
RI % = , * 100 Equacao (1)
Ati
_ Atd ~
ATi % = yrei 100 Equacao (2)

Onde, Atd é a atividade enzimdtica (U) do derivado
enzima-suporte, Ati representa a atividade enzimdtica do
sobrenadante antes da imobilizagdo e A#f a atividade enzimdatica apds
a imobilizagdo. O rendimento de imobilizagdo refere-se a um valor
tedrico estimado da quantidade de enzimas presentes no extrato
enzimatico que migraram para o suporte, calculado de acordo com a
equagdo (1). Por outro lado, a atividade recuperada reflete um valor
real, pois parte das enzimas consideradas imobilizadas no cdlculo
tedrico pode perder sua atividade enzimatica. Assim, a equagdo (2)
expressa a proporgdo de enzima imobilizada que ainda mantém
atividade catalitica (BOUDRANT;

WOODLEY; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2020).

Estabilidade de armazenamento

Os ensaios da estobilidade de armazenomento prosseguiram
duraonte 30 diaos até o momento, sendo realizado com as enzimas
imobilizadas em PHB. As amostras foram armazenadas sob refrigeragdo
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a 4 °C, determinando diariamente a atividade enzimdtica por 3 dias
seguidos e esporadicamente completando os 150 dias.

Estabilidade operacional

A estabilidade operacional do biocatalisador foi avaliada
durante seis ciclos de reagdo sequenciais em batelada, onde 1 g do
suporte contendo a enzima imobilizada (biocatalisador) foi adicionado
em 4,0mL de meio reacional composto por tampdo MCllvaine pH 5,0 e
sacarose 2%. Apds cada ciclo de 1 h da reagdo em bateloda o
biocatalisador foi separado do meio reacional mediante filtragdo e
utilizado em um novo ciclo nas mesmas condigdes, sendo realizado em
triplicata. 200 microlitros desse meio filtrado forom adicionados a 200
microlitros de DNS e colocado no banho-maria a 100°C por S min, apds
esse periodo a amostra passou pelo banho de gelo, adicionando 2,0
mL de dgua destilada. A leitura da absorbdncia foi realizada em
espectrofotdmetro a 540 nm e com esse resultado foi determinada a
concentragdo de agUcares redutores (FARIA et al,, 2021).

Implementagdo do reator PRB em produgdo continua de agucar
invertido.

As reagbdes foram realizadas em um reator cilindrico de
borossilicato, com didmetro interno de 12 mm e equipado com uma
jaqueta de vidro para a recirculagdo de dguao, que atuard como fluido
de troca térmica. O reator, ilustrado na Figura 1, possui suportes tanto
na base quanto na parte superior, permitindo a fixagdo do
biocatalisador. A temperatura dao reagdo serd mantida constante
utilizando um banho termostdtico com sistema de recirculagdo a 50 °C.
O transporte dos reagentes serd realizado por uma bomba peristdltica,
que proporcionard um fluxo ascendente de uma solugdo de sacarose.
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Figura I Reator de leito Fixo PRB

Fonte: Autor, 2024.

Apds a saida do reator, as amostras serdo coletadas em tubos de
ensaio. Assim que os tubos forem preenchidos, eles serdo
imediatamente submersos em dAgua a 100 °C por S minutos para
desnaturar a enzima e interromper a reagdo. Em seguida, as amostras
serdo colocadas em um banho de gelo para garantir a parada réapida
da atividade enzimaticao.

Ensaios de estabilidade operacional

Os estudos de estabilidade operacional forom realizados em sistema
reacional continuo na auséncia e presenga de corrente de reciclo. Para
isso, o reator PBR foi recheado com biocatalisadores 2g de enzimas
imobilizadas em PHB com altura de leito catalitico igual a é cm. A
reagdo foi conduzida a 50 °C por 4 horas, alimentando-se o reator com
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solugdo de sacarose 2 % e pH 50 a uma vazdo de 1,5 mL min-1. As
amostras foram coletadas nos seguintes periodos de tempo de reagdo
omin, 15min, 30min, 60min, 120min, 180min e 240min. Os ensaios foram
realizados em duplicata.

Vazdo volumétrica

Para se avaliar a influéncia da vazdo volumétrica nos perfis de
atividaode enzimatica, o reator PBR foi alimentado & 3 mL min?, 10 mL
min?, 15 mL min”, e 20 mL min” com solugdo de sacarose a 2%, pH 5,0. A
reacdo foi conduzida a 50 °C por 60 min em reator PBR com altura de
leito catalitico de 6 cm. Foram coletados amostras nos tempos Smin,
15min, 30min e 60min. Os ensaios foram realizados em duplicata.

DADOS E DISCUSSAO
Produgdo e imobilizagdo enzimatica

A invertase foi imobilizada por adsor¢do no PHB apds um
periodo de 8 horas. Os parédmetros de imobilizagdo foram calculados
em triplicata e estdo apresentados na Tabela 1, que demonstra o
rendimento de imobilizagdo e a atividade recuperada da invertase
imobilizada no PHB.

Tabela 1 Paramentos de Imobilizagao

PARAMENTOS DE % DESVIO PADRAO
IMOBILIZACAO
Rendimento de 86,4 1,40

Imobilizagdo

Atividade Recuperada 78 3,7
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Fonte: Autor, 2024.

Com base nos par&dmetros apresentados na tabela 1 acimao, a
enzima foi efetivamente imobilizada no PHB por adsorgdo fisicq,
alcangando um rendimento de imobilizagdo de 86,4% e uma atividade
recuperada de 78%. Em comparagdo com os pardmetros de
imobilizagdo relatados na literatura para o mesmo suporte e método,
mas utilizando uma enzima diferente, a frutosiltransferase apresentou
rendimento de 40% e atividaode recuperada de 17%. Esses resultados
indicom que a imobilizagdo da invertase resultou em um rendimento
significativamente superior e uma atividade recuperada mais
substancial em relagdo & frutosiltransferase, sugerindo uma maior
eficdcio do método de imobilizagdo para a invertase neste contexto
especifico (ARAUJO et al, 2022). As diferengas nos parémetros de
imobilizagcdo sdo esperadas devido as caracteristicas distintas das
enzimas envolvidas. Cada enzima interage de forma uUnica com o
suporte, influenciada por sua estrutura molecular.

Essas interagdes podem afetar a eficdcia da imobilizagdo,
podendo proporcionar beneficios em determinados suportes e
apresentar desafios em outros. Por exemplo, a silica gel, por sua alta
drea superficial e propriedades quimicas favordveis, é frequentemente
associaoda a melhores rendimentos de imobilizagdo (MISHRA et al,
2020). Em controste, o biocarvdo pode demonstrar variagdes
significativas em suas propriedades dependendo das condigbes de
pirdlise, podendo reduzir sua capacidade de imobilizagdo em
temperaturas elevadas (RAJAPAKSHA et al,, 2022).

Portanto, as variagdes nos rendimentos e nas atividades
recuperadas refletem as complexidades das interagdes entre enzima e
suporte, ressaltando a importéncia de uma selegdo cuidadosa do
método de imobilizagdo, levando em considera¢gdo as caracteristicas
especificas de cada enzima e suporte utilizado.
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Estabilidade de Armazenamento

Os resultados da estabilidade de armazenamento da invertase
imobilizada em PHB por adsor¢do durante um periodo de 150 dias
estdo apresentados na Figura 2. Os dados mostram o comportamento
da atividade da enzima imobilizada quando armazenada a 4 °C.

Figura 2 Estabilidade de armazenamento
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Fonte: Autor, 2024.

A parti do grdéfico, observa-se a estabilidade na atividade
enzimadtica da invertase imobilizada em PHB ao longo de 150 dias, sem
perda significativa da atividoade do biocaotalisador. Isso é
particularmente relevante, pois estudos anteriores, como o de ARAUJO
et al. (2022), observarom uma perda gradual de atividoade em
biocatalisadores similares.

A andlise da estabilidade de armoazenamento é crucial para
entender a viabilidade do biocatalizador em aplica¢gdes industriais. A
capacidade de manter a eficiéncia ao longo do tempo impacta
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diretamente na redugdo de custos operacionais e otimizagdo do
tempo de produgdo. Num contexto em que a industria busca
processos sustentdveis e econdmicos, a manuten¢gdo da atividade
enzimatica permite a reutilizagdo dos biocatalisadores, aumentando a
produtividade.

Dados adicionais reforcam essa importdncia. Por exemplo, a
pesquisa de MISHRA et al. (2020), que avaliou o estabilidade da
invertase imobilizada em um suporte bio-hibrido composto por
nanoparticulas de silica e sementes de Ocimum basilicum, revelou que
as enzimas imobilizadas retiveram entre 45% e 78% da atividade apds
60 diaos. Em comparagdo, a enzima livre perdeu completomente a
atividode em apenas 25 dias. Isso enfatiza como a imobilizagdo
adequada pode prolongar a funcionalidade da enzima, um aspecto
vital para reatores de leito fixo, onde a eficiéncia do catalisador
influencia diretomente a viabilidade econémica do processo.

O uso de biocatalisadores imobilizados ndo apenas proporciona
estabilidade das enzimas, mas também facilita o operagdo continua
em processos industriais, onde a eficiéncia e a economia de recursos

s@o primordiais.

Ensaios de estabilidade operacional das enzimas imobilizadas

Os resultados da estabilidade operacional estdo apresentados
na Figura 3, com o objetivo de avaliar a viabilidade do reuso do
biocatalisador. Para minimizar a perda de suporte durante a andlise,
foram realizados seis ciclos operacionais, permitindo assim uma
avaliagdo mais precisa das concentragdes do meio reacional e do
desempenho continuo do biocatalisador.

Figura 3 Estabilidade operacional
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No segundo ciclo de reagdo, observou-se uma queda
significativa de 80% na atividade relativa da invertase imobilizada por
adsorgdo em PHB. Estudos anteriores mostrom variagdes na
estabilidade de enzimas imobilizadas; por exemplo, BINHAYEEDINGB et
al. (2020) relataram que a lipase imobilizada em PHB manteve 50% da
atividade apds 15 ciclos, enquanto GARCIA et al. (2021) encontrarom
88,90% de atividade para a biomassa catalitica do Aspergillus oryzae
IPT301 ao longo de 12 ciclos. MIRANDA et al. (2014) observarom cerca de
70% de estabilidade para a lipase de Thermomyces lanuginosus em
PHB apds cinco ciclos. Em contraste, LI et al. (2018) reportaram uma
perda de 66,20% da atividade inicial da lacase imobilizada em
biocarvéo apds sete ciclos. Essas diferencas de estabilidade estdo
ligadas oo tipo de suporte e ao método de imobilizagdo. Métodos que
utilizam ligagdes covalentes proporcionam uma fixagdo mais estdvel
da enzima ao suporte, reduzindo a lixiviagdo e melhorando a retengdo
de atividade oo longo dos ciclos. Uma alternativa promissora seria a
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utilizagdo de reatores de leito fixo (PBR), que podem proporcionar um
aoambiente controlado para o biocatalisador, potencialmente
melhorando sua estabilidade e desempenho ao longo do tempo.

Estabilidade operacional da enzima imobilizada em PBR

A Figura 4 ilustra a reagdo que ocorreu oo longo de quatro horas
em um (PBR) contendo invertase imobilizada em PHB. Nele, é possivel
observar o desempenho do biocatalisador na catalizagdo da
conversdo de sacarose em agucar invertido.

Figura 4 Estabilidade operacional em PBR
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Como apresentado no grdéfico a utilizagdo de invertase
imobilizada no (PBR) por quatro horas, com vazdo de 1,5 mL por minuto.
Neste contexto, a enzima catalisa a conversdo de sacarose em glicose
e frutose, aguUcares de relevincia econdmica. A estabilidade da
invertase durante todo o periodo sugere que a imobilizagdo cria um
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ambiente que protege a enzima, evitando sua desativagdo precoce. Em
um estudo focado na estabilidade de enzimas imobilizadas, a
levansucrase demonstrou manter sua atividade por até oito dias em
(PBR) (ALVARO et., 2019). Essa observacdo ressalta a importadncia da
imobilizagdo, pois contribui significativamente para a estabilidade das
enzimas, permitindo um desempenho prolongado e eficiente em
condigdes de processos continuos, que sdo de interesses industriais.
Assim, o uso de PBRs com enzimas imobilizadas se apresenta como
uma abordagem promissora para maximizar a durabilidade e a
eficdcia das reagdes enzimaticas.

Andlises de vazdes volumétricas no PBR.

A Figura 4 mostra os resultados da conversdo de sacarose em
agucar invertido sob quatro diferentes vazdes volumétricas no PBR. A
andlise evidencia como variagdes na vazdo influenciam a eficiéncia do
processo de conversdo, permitindo identificar a vazdo ideal para
maximizar a produgdo de agucar invertido.

Figura 4 Experimento de vazées
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Fonte: Autor, 2024.

A eficiéncia na conversGo de sacarose em agucar invertido é
influenciada pelas volumétricas, com a vazdo de 3 mL apresentando
baixa eficiéncia devido ao curto tempo de contato entre reagentes e
catalisador. A conversdo melhora com o aumento para S mL, atingindo
um pico em 15 mL, onde o equilibrio entre tempo de contato e
condigbes de reagdo é otimizado. No entanto, ao elevar a vazdo para
20 mL, a conversdo diminui, indicando que um fluxo excessivo
compromete a interagdo. Esses resultados estdo parecidos com os de
Ribeiro (2022), que observou que a atividade enzimdatica aumentou nos
primeiros minutos antes de cair e a melhor vazdo que ndo sofre uma
redugdo significativa, enquanto a invertase imobilizada em PBR
mostrou um comportamento diferente, mantendo a atividade
constante inicialmente e apresentoando uma leve diminuigdo com o
tempo para todas as vazdes.

CONSIDERACOES FINAIS

A utilizagdo de invertase imobilizada em um reator de leito fixo
(PBR) representa uma abordaogem inovadora para o conversdo de
sacarose em agucar invertido. Esta enzima, isolada de uma bactéria
da pupunha, uma fruta amazdnicao, foi imobilizada com sucesso no
polihidroxibutirato (PHB), resultondo em um rendimento de 86,4% e
uma atividade recuperada de 78%. Sua estabilidade, mantida por 150
dias a 4 °C, destaca seu potencial como biocatalisador vidvel para
operagdes industriais, especialmente em comparagdo com formas
livres que perdem atividade rapidamente. A estabilidade operacional
no segundo ciclo diminuiu consideravelmente, ressaltoando a
necessidade de uma opera¢do continua do catalisador. Além disso, a
vazdo volumétrica de 15 mL/min permitiu o obtengdo da maior
concentragdo de agucares redutores. Assim, a utilizagdo de invertase
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imobilizada em PBR pode proporcionar maior produtividade por
permitir a produgdo continua.
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Capitulo 9

Estudo da estabilidade de invertase microbiona
imobilizada em polihidroxibutirato para a
producdo de agucar invertido

Gabriel Rocha Matsuura
Sergio Andres Villalba Morales

Michelle da Cunha Abreu Xavier

RESUMO

Na Amazdénia existem diversos frutos e neles sdo apresentados diversos
microrganismos que sdo capazes de produzirem enzimas, e entre elas a invertose
que é capaz de catalisar a hidrélise da sacarose, podendo gerar o agucar invertido e
fruto-oligossacarideos. No entanto, essa enzima é instdvel em sua forma soluvel, pelo
qual é feita a sua imobilizagdo em suportes visando gerar maior estabilidade. Porém,
a imobilizagdo tem que ser feita utilizando um método e material de suporte
adequados. O presente trabalho utilizou o processo de imobilizagdo por adsorgdo
fisica da invertase produzida pela bactéria Bacillus tequilensis, que é isolada do
fruto amazdnico da pupunhao, e o material escolhido foi o polihidroxibutirato (PHB)
com o objetivo de ter biocatalisadores estdveis para a produgdo de agucar invertido.
A enzima foi imobilizada por 8 h, na temperatura de 30 °C e utilizando o método de
adsorgdo fisica para conseguir realizar ensaios de estabilidade térmica (30 °C a 60
°C) e estabilidade frente ao pH (4,0 ao 70). Apds esses ensaios observou-se que, a
enzima demonstrou os maiores valores de atividade enzimdtica opds ser
armazenada em pHs de 40 a 50 e na temperatura de 40 °C. Além disso, os
pardmetros termodindmicos demonstrarom uma alta termoestabilidade da enzima,
uma menor aleatoriedade causada pela desnaturagdo térmica e uma resisténcia a
desnaturagdo. Esses resultados demonstram o importdncia do processo de
imobilizagdo para garantir a estabilidade de enzimas microbianas.

Palavras-chave: invertase microbianag; imobilizagdo; estabilidade.
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INTRODUCAO

O aguUcar invertido apresenta vdarias vantagens, sendo
considerado mais doce, o que desperta maior interesse por parte da
indUstria. Além disso, ele ndo se cristaliza durante o processamento. E
dependendo do método de produgdo, pode ainda oferecer outras
caracteristicas, por exemplo: quando produzido pela agdo da
invertase, é tido como um produto de maior qualidade, livre de
coloragdo e subprodutos, tornando-se mais desejdvel para a
fabricagdo de alimentos do que o agucar resultante da hidrélise dcida
(CABRERA et al, 201/). Essa enzimao, chomada de invertase ou
B-frutofuranosidase (FFase, EC 3.2.1.26), é responsdvel por catalisar a
hidrélise da sacarose, gerando glicose e frutose como produtos, o que
resulta na formagdo do agucar invertido (MANOOCHEHRI et al, 2020).

Na industria alimenticia, o aglcar invertido encontra aplicagdo
em diversas dareas, como na produgdo de doces, geleias, bebidas
alcodlicas, mel e outros produtos. Além disso, é utilizado na industria
farmacéutico, especialmente na fabricagcdo de xaropes, nutracéuticos
e na formulagdo de ragdes para animais (LINCOLN e MORE, 2017).

A invertase pode ser obtida por diferentes métodos, mas, na
inddstria  alimenticio, a mais comum ¢é oaoquela derivada da
Saccharomyces cerevisiae, devido G sua caracteristica de ndo ser
toxica ou patogénica. No entanto, também existem outras fontes
utilizadas nesse setor, como os microrganismos presentes no fruto da
pupunha (Bactris gasipaes), nos quais as enzimas sGo geradas por
bactérias (ANDJELKOVIC; PICURIC; VUJCIC, 2010, MATOS et al, 2019).

Apesar de possuir propriedades cataliticas, a enzima na forma
livre apresenta baixa estabilidade térmica, devido & sua rdpida
desnaturagdo, o que limita sua aoplicagdo e eleva os custos de
produgdo do agucar invertido. No entanto, é possivel contornar essa
limitagdo, imobilizando a enzima em um suporte. Quando imobilizadaq,
ela pode aumentar tanto sua estabilidade térmica quanto sua
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estabilidade operacional, com a possibilidade de ajustes conforme o
tipo de suporte utilizado (OZTOP et al, 2020; ASHKAN et al, 2027,
MELLER et al, 2016).

A imobilizagdo pode ser classificada em diferentes categorias
conforme o método utilizado, sendo elas: fisica, quimica e
fisico-quimica. A categoria fisica € a mais indicada por preservar uma
maior atividade catalitica das enzimas, e é subdividida em dois tipos:
adsorg¢do e aprisionamento (XIE; ZHANG; SIMPSON, 2022; NUNES et al,
2021).

O método de imobilizagdo por adsorg¢do fisica depende de uma
interagdo hidrofébica ou idnica entre o suporte e a enzima, no qual,
permite a reutilizagdo do suporte apds a inativagdo da enzima
imobilizada, o que leva a uma redugdo de custos. Contudo, esse
método apresenta desvantagens, devido as ligagdes fisicas fracas e
existe a possibilidade da enzima se desprender do suporte, o que
pode resultar em uma contamina¢do indesejada, especialmente em
indUstrias que requerem altas concentragdes e uma maior forga idnica
(NAZAROVA et al, 2021).

Nesse contexto este trabalho teve como objetivo de determinar
os pardmetros de imobilizagdo, sendo o rendimento de imobilizagdo e
atividade recuperada, da invertase imobilizada em PHB puro. Além de
avaliar a estabilidade da enzima imobilizada em PHB puro frente ao
pH e o temperatura. Finalizaondo com a determinagdo dos parémetros
termodindmicos associados & estabilidade dessa enzima imobilizada.

METODO E MATERIAIS
Produgdo da invertase

A invertase foi produzida a partir da linhagem bacteriona
Bacillus tequilensis (PP6) isolada dos frutos amazdnicos da Pupunha,
obtido por meio do projeto PROCAD-AM 1707/2018 (Processo n°
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88881.200497/2018-01). Essa bactéria foi preservada em criotubos
contendo 50% de glicerol 40%, e 50% do meio de cultura, contendo 5
9o/L de peptona de carne e 3 g/L de extrato de carne e armazenada a
-80 °C oté o momento da reativagdo. Para o repique em placas, foi
utilizado o meio caldo nutriente com 20 g/L de &gar, S g/L de peptona
e 3 g/L de extrato de carne.

O meio preparado e as placas foram esterilizados em autoclave,
sendo feito em seguida as estrias utilizando algos de indculo
descartdveis estéreis e colocadas em incubodora Demanda
Bioquimica de Oxigénio (BOD) por 24 horas a 30 °C. Apds o
crescimento do microrganismo em placas, foi preparado o pré-indculo
em frascos Erlenmeyer (125 mL) contendo 20 mL do meio basal,
utilizando 5 g/L de peptona e 3 g/L de extrato de carne, sendo
esterilizados a 121 °C por 15 minutos e inoculado a colénia do
microrganismo com algas de indculo descartdveis e estéreis .

O pré-inéculo foi mantido em agitador tipo shaker a 150 rom por
24 horas a 30 °C. Para o cultivo submerso, foi utilizado 2 mL do pré-
indculo em 18 mL de meio esterilizado, contendo cloreto de cadlcio 0,01
o/L, cloreto de sédio 10,0 g/L, 0,1 g/L de fosfato monopotdssio, 0,1 g/L de
sulfato de amodnio, 0,1 g/L de sulfato de magnésio e 2% de sacarose.
Esse cultivo foi mantido em agitador tipo shaker em 150 rpm, por 48
horas a 30 °C. Apds esse tempo, as amostras foram colocadas em tubo
Falcon de 15 mL e centrifugadas em 3500 rpm, por 10 minutos a 10 °C,
obtendo assim o sobrenadante para seguir com a imobilizagdo
(BASTQOS, 2022).

Pré-tratamento do suporte

O polihidroxibutirato (PHB) foi fornecido gratuitomente pela
Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG) e Instituto de Pesquisas
Tecnolégicas de Sdo Paulo (IPT/SP), mediante a uma parceria de
pesquisa existente entre pesquisadores da UFT e estas instituigdes. 10
9 do suporte (PHB) forom colocados em 50 mL de etanol anidro 99,5%
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PA, em frascos Erlenmeyer (125 mL) e levados ao shaker por 2 horas a
25 °C em 50 rpm. Apds esse periodo, o PHB foi filtrado e lavado trés
vezes com dgua destilada, obtendo assim o PHB puro (ARAUJO et al,
2022). Esse suporte foi seco em estufa na temperatura de 80 °C por 24
horas.

Imobilizagdo da invertase

A imobilizagdo das enzimas nos suportes foi realizada em um
volume de 20 mL de amostra, contendo invertase extracelular e
misturando com 1 g de suporte (peso seco), em Erlenmeyer, mantido
sob agitagdo de 150 rom em shaker a temperatura constante de 30 °C.
Foi retirado uma 1 mL do sobrenadante antes do inicio da imobilizagdo
e depois de finalizado o processo de imobilizagdo para ensaios de
atividade enzimdtica da invertase nesses momentos. Ao término da
imobilizagdo, foi feito a filtragdo a vdcuo, e a torta (suporte com a
enzima imobilizada) armazenada sob refrigera¢gdo. Posteriormente, os
ensaios de rendimento de imobilizagdo (RI) e atividade recuperada
(Atvr).

Método para determinagdo da atividade enzimatica

A determinagdo da atividade enzimatica (U/g) foi realizada pelo
método Miller (1959), onde o d&cido 3,5-dinitrossalicilico (DNS) foi
reduzido pelo agUcar redutor em meio alcalino, a d&cido 3-
amino-5-nitrossalicilico. Durante essa reagdo o grupo aldeido foi
oxidado a d&cido carboxilico, resultando em uma mudanca de
coloragdo da amostra de amarelo para vermelho marrom. Essa andlise
foi desenvolvida em triplicato, sendo preparado inicialmente o meio
reacional com tampdo Mcllvaine pH 5.0 e 2% de sacarose, 800 uL de
meio reacional junto com 0,2 g do derivado imobilizado foi colocado
em banho-maria a 50 °C por 5 minutos.
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Depois da homogeneizagdo forom retirados 200 pyL do meio
reacional com a amostra e adicionado em 200 pyL de DNS, sendo
considerado o tempo zero. Apds S minutos, outra aliquota de 200 pL
da mesma amostra com meio reacional foi adicionada a solugdo de
DNS. Essas amostras foram levadas para o banho-maria a 100 °C por 5
minutos e logo em seguida colocado no banho de gelo, adicionando 2
mL de dgua destilada. As leituras de absorbdncia forom realizadas em
espectrofotdmetro UV-VIS a 540 nm, com os valores, foi calculada a
atividade enzimatica (U/g) e a média das repetigdes.

Determinagdo dos parémetros de imobilizagdo

Apds a determinagdo da atividade enzimdtica do sobrenadante
antes e do final da imobilizagdo do derivado imobilizado foi calculado
o rendimento de imobilizagdo (Rl) pelo Equagdo 1 e atividade
recuperada (AR) pela Equagdo 2 (TARVENINI et al, 2021, PRADO, 2021).

Ati "
RI % :(Ati_—;tf) Equacao (1)

Ati =
AR % = e Equacao (2)

Onde, Awd € a atividade enzimdtica (U) do derivado
enzimo-suporte, Ari representa o atividade enzimdtica do
sobrenadante antes da imobilizagdo e A« a atividade enzimdtica apds
a imobilizagdo.

Ensaio de estabilidade frente ao pH

A estabilidade em frente ao pH foi determinada pela incubagdo
da invertase em tampdo tris- acetato a 0,2 mol/L em um intervalo de
pH de 4,0-70 (mudando 0,5 de cada pH), na auséncia de substrato, o 4
°C e durante 24 horas. Apds isso, foi medida a atividade residual em
condi¢gdes padrdo, os ensaios foram feitos em triplicato.
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Ensaio de estabilidade térmica e parGmetros termodindmicos

As enzimaos imobilizadas em PHB funcionalizados foram
incubadas em tampdo Mcllvaine pH 5,0 e auséncia de substrato em
diferentes temperaturas, sendo elas 30 °C, 40 °C, 50 °C e 60 °C. As
amostras foram retiradas com 60 min, 120 min, 240 min, 360 min e 1440
min e resfriodas a banho de gelo. Em seguida foi determinada a
atividade enzimatica, realizando o experimento em triplicata (ARAUJO,
2021). Para determinagdo dos parémetros termodindmicos foi
encontrada a constante de desativagdo térmica (Kg, em min’) a partir
do aqjuste oo modelo linear no Excel, com os dados de atividade
enzimatica versus tempo de incubagdo (Equagdo 3).

InA=LnAy— K;t Equacao (3)

Sendo: A atividade enzimdtica em determinada temperatura, Ao a
atividade enzimatica inicial, Ko a constante de desnaturagdo térmica
de primeira ordem (min) e t o tempo de incubagdo (min).

O tempo de meia vida (ti12 em min) determinado pela Equagdo 4
é inversamente proporcional ao Kg, sendo o tempo necessdrio para
reducdo da atividade da enzima a metade do seu valor inicial (FARIA
et al, 2021, GONGCALVES et al, 2020).

t1 ., = o Equacao (4)

Para o cdlculo da energia de ativagdo para a desnaturagdo
térmica (Ed) foi utilizada a linearizagdo da equag¢do de Arrhenius
(Equagdo 5). Essa energia de ativagdo se d& de modo irreversivel,
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sendo que quando ocorre a desnaturagdo térmica da enzima, haé
uma transi¢cdo de um estado de menor energia para um estado de
maior energia (CAMPELLQO, 2010).

InKg= —=4+ - +InA Equacio (5)

Onde, R é a constante universal dos gases ideais (8,314 J/ mol*K)e T
s@o os valores experimentais da temperatura (K).
A entalpia de ativagdo da desnaturagdo (AHo) indica a energia
necessdria para desnaturar a enzimo, determinada a partir da
Equacgdo 6 (FERREIRA, 2021, SAQIB et al, 2010, SOUZA et al, 2015).

AHd = E; —R*T Equacao (6)

A partir da equagdo 7 é possivel determinar a energia livre de
Gibbs de ativagdo da desnaturagdo (AGd), onde quantifica a
estabilidade térmica abrangendo a entalpio e entropia para
determinar a espontaneidade da perda de estabilidade da enzima
(KUMAR et al, 2013).

Kgxh
Kp*T

AGd = —R* T * Ln ( ) Equacao (7)

Sendo, h a constante de Planck (11,04 x 10-* J/min) e Ko a constante de
Boltzmann (1,38 x 102 J/K).

A entropia de ativagdo da desnaturagdo térmica da enzima (ASq)
estd relacionada com a aleatoriedade do processo de desnaturagdo
enzimatica, determinada pela equagdo 8 (KUMAR et al, 2013).

ASd = M Equacio (8)
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DADOS E DISCUSSAO

Determinagdo dos parémetros de imobilizagdo

Por meio dos resultados da atividade enzimdatica pela média da
triplicata das amostras apresentadas, foi possivel calcular o
rendimento de imobilizagdo e a atividade recuperada, onde ambos
forom feitos a partir da imobilizagdo da enzima oo suporte pelo
método de adsorgdo. Os resultados encontrados estdo expressos na
Tabela 1.

Tabela 1- Rendimento de imobilizagdo e atividade recuperada

Rendimento de Atividade
Imobilizagdo Recuperada (%)
(%)

Média 86,4 £ 1,40 78 £ 3,70

Os parédmetros de imobilizagdo calculados foram o rendimento
de imobilizagdo e o atividade recuperada, onde eles indicom
respectivamente, o percentual de enzimas imobilizadas no suporte em
relogdo a atividade enzimdtica inicial e o percentual de atividade
enzimatica da enzima, apds sua imobilizagdo no suporte (BOUDRANT,;
WOODLEY; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2020).

Segundo Araudjo (2022), que utilizou a enzima frutosiltransferase,
porém o mesmo suporte (PHB) e pelo mesmo método (por adsor¢do), é
possivel observar que, ele obteve o valor de rendimento de
imobilizagdo de aproximadamente 41% para o PHB puro e a atividade
recuperada de aproximadamente 17% para o PHB puro. Comparando
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com o presente trabalho, os resultados demonstram que a invertase
imobilizada obteve um rendimento e atividade recuperada com valores
mais elevados. Porém, é importante lembrar que cada enzima reage de
uma forma diferente com o suporte, devido as suas estruturas
moleculares diferentes. Por isso, é preciso selecionar cuidadosamente
o0 suporte e o método para a imobilizagdo de cada enzima, sempre

levando em conta suas caracteristicas especificas (ARAUJO et al, 2022).

Ensaio de estabilidade frente ao pH

Por meio dos ensaios realizados, é possivel observar que a Figura
1 mostra a atividade enzimdtica de cada pH, apds a incubagdo nos

tampdes tris-acetato.

Figura 1- Estabilidade enzimatica frente ao pH
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Observando a Figura 1 é possivel perceber que, os maiores valores de
atividade enzimatica obtidos foram para a faixa dos pHs 4,0 ao 5,0.
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Esses resultados mostram que o processo estando dentre desta faixa
de pH, a enzima conseguird ter sua maior atividade enzimatica.

Observando a literatura, que utilizou uma enzima diferente
(frutosiltransferase), porém o mesmo suporte (PHB) e pelo mesmo
método (por adsorgdo), é possivel observar que, ele obteve os valores
de atividade enzimdtica frente ao pH para o PHB puro um pouco
diferentes em comparagdo com o presente trabalho. Onde, os maiores
valores de atividade enzimdatica obtidos foram na faixa de pH 5,5 ao 7,0,
indicando uma diferenga de pHs que possuem as melhores condigdes

para a reagdo enzimatica de cada enzima (ARAUJO et al, 2022).
Ensaio de estabilidade térmica e parémetros termodindmicos

Por meio dos ensaios produzidos, é possivel observar que a Figura 2
mostra a atividade enzimdatica de cada temperatura, apds a incubagdo
no tampdo tris-acetato e durante cada tempo analisado.

Figura 2 - Estabilidade enzimatica térmica
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Observando o Figura 2 é possivel perceber que, os maiores
valores de atividade enzimdatica obtidos foram na temperatura de 40
°C. J& as temperaturas de 50 °C e 60 °C obtiveram valores bem
similares. Esses resultados mostrom que o processo estando na
temperatura de 40 °C, resultou em uma maior atividade enzimatico, j&
a temperatura de 60 °C obteve uma redugdo expressiva ao longo do
tempo, a temperatura de 30 °C teve uma estabilidade em sua atividade
enzimatica, porém muito menor comparando com as outras, podendo
analisar e planegjar para que ocorra uma redugdo de gastos futuros de
uma empresa.

Diante de uma regresséo linear, calculada pela curva de
desnaturagdo térmica, resultou-se a constante de desnaturagdo
térmica de primeira ordem (Kg) e a energia de desativagdo térmica (Eq)
foi calculada diante da regressdo linear da Equagdo de Arrhenius.
Com isso, calculou-se os outros pardmetros termodindmicos, que
foram: o tempo de meia vida (ti2), as variagdes de entalpia (AHud),
energia livre de Gibbs (AGe) e entropia (ASd), assim como mostrado na
Tabela 2.

Tabela 2 - Parémetros Termodindmicos

Par&émetr Temperaturas (°C)
os
30 50
40 60
0,0006 0,0001
Kg (min) 0,0004 0,0005
ti2 (min) 1155,245 1732,868 6931,472 1386,294
17,27
Eo (kd/mol)
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14,58
AHs (kJ/mol) | 14,75 14,66 14,50
AGs (kJ/mol) | 103,30 107,85 115,10 114,29
ASq -0,292 -0,298 0,311 -0,300
(kJ/(mol*K))

Diante dos resultados apresentados pode-se observar que, o Kg
teve uma queda significativa na temperatura de 50 °C e devido a isto,
seu tempo de meia vida (ti/2) foi bem elevado. Porém, o esperado era o
Kg aumentar e o ti2 diminuir com o aumento da temperaturo, o que
indicaria a desnaturagdo com o aumento da temperaturao, devido ndo
ter ocorrido desta formao, indicao que ndo houve uma alta
desnaturagdo com o aumento da temperatura. Pois segundo a
literaturo, o tempo de meia vida tem o significado de tempo necessdrio
para que a enzima perca 50 % da sua atividade inicial e a constante
de desativagdo seria os fatores irreversiveis para a desnaturagdo
térmica da enzima, que resultario em uma enzima estdvel, contrdrio ao
apresentado no presente trabalho.

Além disso, as energias de entalpiq, entropia e Gibbs ndo tiveram
tanta varidnciao nos resultados das temperaturas, mostrando assim
que altos valores da variagdo de entalpia (AHd) e baixos valores da
variagdo de entropia (ASq) estdo associados a alta termoestabilidade
dao enzima. Ainda sobre os valores da variagdo de entropia, forom
negativos em todas as temperaturas, indicando menor aleatoriedade
causada pela desnaturagdo térmica. J& os valores da variagdo de
energia de Gibbs (AGd), foram todos positivos e teve um aumento
diante do aumento de temperatura até certo ponto, mostrando uma
resisténcia a desnaturagdo (ABDEL-MAGEED et al, 2022, BUSTAMANTE-
VARGAS et al, 2019).

CONSIDERACOES FINAIS
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A imobilizagdo da B-frutofuranosidase ou invertase da Bacillus
tequilensis mostrou ser muito promissora para a produgdo de
biocatalisadores estdveis para a produgdo do agucar invertido. Onde,
elo obteve um alto percentual de rendimento imobilizado e de
atividade recuperada, mostrondo ser uma boa alternativa para
melhorar o estabilidade da enzima e aumentar o seu potencial de
utilizagdo industrial. Além de que, entre a faixa de pHs de 4,0 e 50, a
enzima imobilizada em PHB mostrou estabilidade. J& nos ensaios de
estabilidade térmica, a enzima imobilizada em PHB puro demonstrou
essa condigdo na temperotura de 40 °C. Os pardémetros
termodindmicos indicarom que houve bons valores de variagdo de
energia de Gibbs, de entropia e de entalpia, onde a enzima imobilizada
apresentou ter uma resisténcia a desnaturagdo e indicou menor
aleatoriedade causada pela desnaturagdo térmica. Esses dados
ajudam em futuras pesquisas e para a industria que for utilizar dessa
enzima e suporte a reduzir gastos e tempo.
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Caopitulo 10

Estudo da producdo de aglcar invertido em
biorreator batelada catalisada por invertase
microbiana imobilizada em polihidroxibutirato

Joicy Silva e Silva
Sergio Andres Villalba Morales
Michelle da Cunha Abreu Xavier

RESUMO

A invertase (B-frutofuranosidase) é importante para a indUstria de alimentos j& que
catalisa a conversGo da sacarose em aguUcar invertido, que possui alto poder
adogante e ndo cristaliza durante diversas etapas de processamento. Recentemente,
microrganismos produtores de invertase foram descobertos em frutos do bioma
amazdnico, como a pupunha (Bactris gasipaes). Porém, esta enzima soldvel apresenta
baixa estabilidade, sendo necessdria a sua imobilizagdo em suportes. O
polihidroxibutirato (PHB) é um suporte biodegraddvel considerado promissor para
imobilizagdo de enzimas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a imobilizagdo da
invertase produzida pela bactéria PP6, Bacillus tequilensis, em PHB, e estudar a
cinética da produgdo de agucar invertido em biorreator batelada. A enzima invertase
foi produzida pela bactéria Bacillus tequilensis em condi¢gdes especificas de cultivo. O
sobrenadante foi utilizado para ensaios de imobilizagdo, utilizando 1g de PHB e 20 mL
de extroto enzimatico. Os acgucares redutores foram determinados pelo método de
DNS. Forom determinados o rendimento de imobilizagdo (RI) e a atividade recuperada
(AR) e a influéncia da concentragdo de substrato na atividade enzimdtica. O Rl e AR
obtidos foram de 86,4% e 78 %, respectivamente, indicando alto potencial de aplicagdo
do PHB para o imobilizagdo da invertase bacteriana. A atividade enzimdtica teve
redugdo com o aumento da concentragdo do substrato. A cinética da atividade
enzimatica da invertase em PHB foi ajustada ao modelo de Michaelis-Menten, obtendo
valor de Vmax 0,40 + 0,02. A imobilizagdo da invertase bacteriona em PHB é uma
estratégio promissora para a sintese de biocatalisadores estdveis e renovdveis.

Palavras-chave: agucar invertido, invertase, imobilizagdo, polihidroxibutirato,
estabilidade.
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INTRODUCAO

As invertases, ou B-frutofuranosidases (FFases, EC 3.2.1.2¢), sdo
enzimas que catalisom a hidrélise da sacarose em glicose e frutose,
resultando em uma solugdo equimolar com maior dogura conhecida
como agucar invertido, o qual é um produto de grande interesse
industrial (ALMEIDA et al, 2018; MANOOCHEHRI et al,, 2020). A utilizagdo
de enzimas mostro-se proveitosao, j& que resulta em um produto incolor
e livre de contominantes (ALMEIDA et al,, 2018).

O agUcar invertido também ndo cristaliza em processos
industriais e, diferente da hidrdélise acida, a hidrdlise enzimatica da
invertase, ndo apresenta formagdo de cores indesejdveis e subprodutos,
podendo assim aplicar esse agucar em balas, coberturas para bolo,
bebidas alcodlicas, geléias e chocolates (CABRERA et al,, 2017; LINCOLN
e MORE, 2017). Além da utilizagdo em ra¢do animal e formulagdo de
produtos na industria farmacéutica (LINCOLN e MORE, 2017).

A invertase com melhores propriedades cataliticas para aplicagdo
na industria de alimentos pode ser produzida a partir de vegetais e
microrganismos como fungos, leveduras e bactérias (NADEEM et al,
2015; OZTOP et al, 2020). Entretanto, essa enzima em sua forma livre
apresenta baixa estabilidaode dionte de pardmetros como pH,
temperatura e reutilizagdo, limitondo o aplicagdo em processos e
aumentando custos de producdo (OZTOP et al,, 2020).

A imobilizag&o consiste no processo de confinamento da proteina
em uma estrutura sélida insoldvel que ndo se desfaga em meio aquoso
ou solventes orgdnicos. A imobilizagdo permite o aumento da
estabilidade operacional, uma maior possibilidade de separagdo,
facilita a reutilizagdo e evita a contaminagdo, tem se um aumento da
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eficdcia catalitica da enzima, formagdo de subprodutos e inibigdo
enzimdtica durante a aplicagdo industrial (PRADO, 2021; ASHKAN et al,,
2021). Mas para alcangar bons resultados nessa imobilizagdo é
necessaria a escolha favordvel do método e material de suporte a ser
utilizado (BOUDRANT; WOODLEY; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2020).

Os métodos de imobilizagdo sdo classificados de acordo com a
ligagdo das enzimas, podendo ser quimico como a ligagdo covalente e
reticulagdo ou fisico como a adsorgdo e aprisionamento. Os mais
comuns sdo a adsorcdo e a ligagdo covalente. Pelo método fisico, as
enzimas sdo adsorvidas nas superficies dos transportadores de
suporte e se imobilizam nos poros destes, é considerado reversivel, de
baixo custo e acessivel para manter a imobilizagdo. No método por
ligagdo covalente, ocorrem reagdes quimicas entre os materiais de
suporte e os aminodcidos das enzimas, estabelecendo um equilibrio
estdvel para impossibilitar a redugdo das enzimas no suporte. Deste
modo, a estabilidade das enzimas imobilizadas é aprimorada. (XIE;
ZHANG; SIMPSON, 2022; LIU, D. M.; CHEN, J,; SHI, Y. P, 2018).

Uma selegdo adequada de suporte para a imobilizagdo é crucial
para que a ligagdo enzimadtica seja favorecida, atendendo a diversos
critérios. O material mais aconselhdvel deve possibilitar uma alta
atividade catalitica, ser resistente a diversas condigdes, facilitar a
regenerag¢do, ser atéxico, conter alta caopacidade de ligagdo enzimatica
e a probabilidade de aplicagdo constante (ES, VIEIRA,  AMARAL, 2015;
LABUS, WOLANIN, RADOSINSKI, 2020). O polihidroxibutirato (PHB) &€ um
suporte orgdnico que vem sendo utilizado com alto potencial na
imobilizagdo da enzima frutosiltransferase, para a produgdo de
acgUcares funcionais, visto assim, pode ser uma op¢do para imobilizar
outras enzimas como a invertase (ARAUJO et al,, 2027; FARIA et al,, 2021).

O estudo da cinética enzimdtica destaca a influéncia da
concentragdo do substrato na atividade da enzima. Esse fendmeno

reflete o importdncia das enzimas no metabolismo, catalisaondo a
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maioria das rea¢gdes quimicas Nos organismos vivos. A compreensdo
dessas reagdes depende da cinética quimica e da termodindmicaq,
considerando fatores como concentragdo dos reagentes, temperatura e
presenca de catalisadores. Equagdes empiricas ou modelos
matemadticos sdo desenvolvidos para descrever o comportamento
enzimatico. Por exemplo, uma equagdo de taxa mostra como a taxa de
reagcdo varia com a concentragdo dos reagentes, permitindo uma
compreensdo clara das interagdes (BARBOSA, 2022). Neste sentido, este
projeto visou realizar o processo de imobilizagdo da invertase no PHB,
assim como o estudo cinético da hidrélise da sacarose catalisada pela
enzima imobilizagdo em PHB e PHB funcionalizado com glutaraldeido.

METODO E MATERIAIS
Pré-Traotamento do suporte

O polihidroxibutirato (PHB) foi fornecido gratuitomente pelo
Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas de Sdo Paulo (IPT/SP), mediante
parceria de pesquisa existente entre pesquisadores da UFT e estas
Instituigdes. Foram colocados 10 g do suporte PHB em 50 mL de etanol
anidro 99% PA, em frascos Erlenmeyer 125 mL, e levado ao shaoker por 2
horas a 25 °C em S0 rpm. Apds esse periodo, o PHB foi filtrado e lavado
trés vezes com dgua destilado, obtendo assim o PHB puro (ARAUJO et
al,, 2022). Esse suporte foi seco em estufa na temperatura de 80 °C por
24 horas. Para a funcionalizag@o do suporte (GLU-PHB), adicionou-se 18
mL de glutaraldeido 25% (v/v) em 2 g de PHB utilizando frascos de
Erlenmeyers (125 mL). O suporte foi colocado no shaker por 18 horas, a
50 rom em 25 °C. Apds esse tempo, o PHB foi filtrado a vacuo e secado
em dessecador por 24 horas (PRADO, 2021; ARAUJO et al,, 2022).

Produgdo da invertase
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A invertase foi produzida a partir da linhagem bacteriana Bacillus
tequilensis (PPé) isolada dos frutos amazdnicos da Pupunhao, obtido por
meio do projeto PROCAD-AM1707/2018 (Processo n° 88881.200497/2018-01).
Essa bactéria foi preservada em tubos criogénicos contendo 50% de
olicerol 40%, e 50% do meio de culturo, contendo 5 g/L de peptona de
carne e 3 g/L de extroto de carne e armazenada a -80 °C até o
momento da reativagdo. Para o repique em placas, foi utilizado o meio
caldo nutriente com 20 g/L de &gar, S g/L de peptona e 3 g/L de extrato
de carne. O meio preparado e as placas foram esterilizados em
autoclave, sendo feito em seguida as estrias utilizando algas de inéculo
descartdveis estéreis e colocadas em incubadora Demanda Bioquimica
de Oxigénio (BOD) por 24 horas a 30 °C.

Apds o crescimento do microrganismo em placas, foi preparado o
pré-indculo em frascos Erlenmeyer 125 mL, contendo 20 mL do meio
basal, utilizando 5 g/L de peptona e 3 g/L de extrato de carne, sendo
esterilizados a 121 °C por 15 minutos e inoculodo a coldnia do
microrganismo com al¢cas de indculo descartdveis e estéreis . O
pré-inéculo foi mantido em agitador tipo shaker a 150 rom por 24 horas
a 30 °C. Para o cultivo submerso, foram utilizados 2 mL do pré-inéculo
em 18 mL de meio esterilizado, contendo cloreto de cadlcio 0,01 g/L,
cloreto de sddio 100 g/L, 0,1 g/L de fosfato monopotdssio, 0,1 g/L de
sulfato de amodnio, 0,1 g/L de sulfato de magnésio e 2% de sacarose.
Esse cultivo foi mantido em agitador tipo shaker em 15 rom, por 48
horas a 30 °C. Apds esse tempo, as amostras foram colocadas em tubo
falcon de 15 mL e centrifugadas a 3500 rpm, por 10 minutos a 10 °C,
obtendo assim o sobrenadante para seguir com o imobilizagdo
(BASTQOS, 2022).

Imobilizagdo da invertase
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A imobilizagdo das enzimas nos suportes é realizada em um
volume de 20 mL de amostro, contendo invertase extracelular, e
misturado com 1,00 g de suporte (peso seco), em Erlenmeyer, mantido
sob agitagdo de 150 rom em shaker a temperatura constante de 30 °C.
Foi retirado 1T mL do sobrenadante antes do inicio da imobilizagdo e
depois de finalizado o processo de imobilizagdo para ensaios de
atividade enzimdtica da invertase nesses momentos. Ao término da
imobilizagdo, foi realizado a filtragdo a vdacuo, e a torta (suporte com a
enzima imobilizada) armazenada sob refrigeragdo. Posteriormente, os
ensaios de rendimento de imobilizagdo (Rl) e atividade recuperada (AR).

Método para determinag¢do da atividade enzimatica

A determinagdo da atividade enzimdatica (U/g) foi realizada pelo
método Miller (1959), onde o 4cido 3,5-dinitrossalicilico (DNS) é reduzido
pelo agUcar redutor em meio alcalino, o dcido 3-amino-5-nitrossalicilico.
Durante essa reagdo o grupo aldeido é oxidado a dacido carboxilico,
resultando em uma mudanga de coloragdo da amostra de amarelo para
vermelho marrom. Essa andlise foi desenvolvida em triplicata, sendo
preparado inicialmente o meio reacional com tampdo Mcllvain pH 5.0 e
2% de sacarose. 800 yL de meio reacional foi colocado em banho-maria
a 50 °C por S minutos, apds esse tempo foi adicionado 200 pL de
amostra (ou 0,2 g do derivado imobilizado) nesse meio reacional.

Depois da homogeneizagdo foram retirados 200 pL do meio
reacional com o amostra e adicionado em 200 uL de DNS, sendo
considerado o tempo zero. Apds S minutos, outra aliquota de 200 pL da
mesma amostra com meio reacional foi adicionada a solugdo de DNS.
Essas amostras foram levadas para o banho-maria a 100 °C por S
minutos e logo em seguida colocado no banho de gelo, adicionando 2
mL de dgua destilada. As leituras de absorbdncia foram realizadas em
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espectrofotdbmetro UV-VIS a 540 nm, com os valores, foi calculada a
atividade enzimatica (U/Q) e a média das repetigdes.

Determinagdo dos pardmetros de imobilizagdo

Apds a determinagdo da atividade enzimdtica do sobrenadante
antes e do final da imobilizagdo do derivado imobilizado foi calculado o
rendimento de imobilizagdo (Rl) pela EqQuagdo 1 e atividade recuperada
(AR) pela Equagdo 2 (TARVENINI et al., 2021; PRADO, 2021). Este cdlculo foi
realizado para a invertase imobilizada em PHB.

Ati

RI % = m Equagﬁo (1)
AR % === Equacio (2)

Onde, Atd é a atividade enzimatica (U) do derivado enzima-suporte, Ati
representa a atividade enzimdtica do sobrenadante antes da
imobilizacdo e A#f a atividade enzimdtica opds a imobilizagdo.
Estobilidode de armozenaomento os ensaios da estabilidade de
armazenamento prosseguiram durante 30 dias até o momento, sendo
realizado com as enzimas imobilizadas em PBH e enzima livre como
controle. As amostras foram armazenadas sob refrigeragdo a 4 °C,
determinondo diariamente a atividade enzimdtica por 3 dias
seguidos e esporadicamente completando os 30 dias. Os ensaios forom
realizados em triplicato.

Influéncia da concentragdo de substrato na atividade enzimatica e
determinagdo da cinética de reagdo
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Para andlise da influéncia da concentra¢gdo de substrato 1,0 g do
biocatalisador imobilizado em PHB, foi colocado em 40 mL de meio
reacional contendo tampdo MCllvaine pH 50 em diferentes
concentragdes de sacarose, sendo elas 5 g/L, 10 g/L, 20 g/L. 50 g/L e 100
o/L, a 50 °C. Foram retiradas aliquotas desse meio reacional com S min,
10 min, 60 min, 240 min e 480 min, para andlise da concentragdo de
agUcares redutores, determinando a cinética de reagdo. Os ensaios
foram realizados em triplicata. Foram definidos os parédmetros cinéticos
Vmax e Km a partir de andlises de regressdo ndo linear pelos ajustes do
modelo de Michaelis-Menten (PRADO, 2021).

S <
Vo=V ™ #JF][S] Equagao (3)

Sendo, VO a velocidade inicial, Vmdax a velocidade mdxima de
reacdo, [S] a concentragdo de substrato e Km é a constante de
Michaelis-Menten ou constante do substrato. A constante Km pode ser
uma indicagdo de uma medida da afinidade da enzima pelo substrato
quando o equilibrio entre eles é alcangado (PRADO, 2021).

DADOS E DISCUSSAO
Determinagdo dos parémetros de imobilizagdo

A invertase imobilizada no PHB, pelo método de adsorg¢do, por um
periodo de 8 horas obteve, conforme os pardmetros de imobilizagdo,
resultados da atividade enzimdatica conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1- Parémetros de imobilizagdo da invertase em PHB.

179



HORIZONTES CIENTIFICOS DA UFT: REFLEXOES DO XX SEMINARIO DE
INICIACAO CIENTIFICA (PIBIC)

Parametros de imobiliza¢ado GLU-PHB PHB
Rendimento de Imobiliza¢do% 76,72 £ 3,10 86,4+ 1,40
Atividade Recuperada% 60,67 £4,07 78 £3.7

Fonte: Autora, 2024.

Os parémetros de imobilizagdo da invertase no PHB foram
avaliados pelo cdélculo do rendimento e da atividade recuperada da
imobilizagdo. Onde o rendimento de imobilizagdo obtido foi de 86,4%, o
que indica uma quantidade relativa da invertase no extrato enzimatico
que transmigra para o PHB, conforme estabelecido pela equagdo (1). Ao
considerar a perda da atividade enzimdtica durante o processo no
cdlculo de rendimento, a equagdo (2), para confirmar a eficdcia da
reacdo catalitica, resultou num rendimento de 78% de atividade
recuperada, evidenciondo a efetiva imobilizagdo das Enzimas no
suporte (BOUDRANT; WOODLEY; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2020). Para a
invertase imobilizada em GLU-PHB, o Rl e AR foram de 76,72 + 3,10 60,67 +
4,07 respectivamente, constatando que em PHB puro houve éxito no
processo de imobilizagdo, como apresentados na Tabela 1.

Influéncia da concentragdo de substrato na atividade enzimatica e
determinagdo da cinética de reagdo.

A andlise da cinética de reag¢do foi analisada durante o periodo
de 8 horas, utilizando diferentes concentragdes de substrato no meio
reacional, analisando a influéncia do consumo da sacarose ao longo do
tempo, como apresentado nas Figura 1 e 2, para o PHB tratado com
olutaraldeido (GLU-PHB) e para o PHB puro.
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Figura 1- Concentragdo de agUcares redutores em fungdo do tempo
para as imobilizagdes em GLU-PHB (A) e PHB (B).
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Fonte: Autora, 2024.

Paora as amostras de GLU-PHB, observou-se um aumento
constante na concentragdo de agucares redutores apds 1 hora de
reacdo, tanto para S g/L quanto para 10 g/L de sacarose (andlise
estatistica em Anexo, Tabela 03). A concentragdo de 20 g/L atingiu um
valor da concentragdo de agucares redutores alta com 10 minutos,
porém apds um periodo de 1 hora o valor diminui. A concentragdo de S0
o/L de sacarose manteve o produgdo constante apds 1 horo.

Nas amostras de 100 g/L de sacarose, observou-se concentragdes
mais elevadas de agucares redutores em comparagdo as outras
concentragdes, com um pico apds 4 horas. Nas amostras contendo PHB
puro, destacou-se o aumento constante em todas as concentragdes
(andlise estatistica em Anexo, Tabela 04). Evidenciando a concentragdo
de 50 g/L que obteve o crescimento estdvel com o valor ideal da
concentragdo de agUcares redutores apds 1 hora, juntamente com a
concentragdo de 20 g/L de agUcares redutores, entretanto para a
amostra de 20 g/L houve uma queda apds das 4 horas.
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Para examinar a cinética enzimdtica otravés da andlise da
atividade enzimatica para a imobilizagdo GLU-PHB e para imobilizagdo
em PHB, onde se observa valores que variom em relagdo a
concentragdo de substrato previomente utilizados, foi realizado um
ajuste conforme o modelo de Michaelis-Menten, utilizando o software
Origin Pro 2017, representado na Figura (2).

Figura 2 - Modelo de Michaelis-Menten para as imobilizagdes em
GLU-PHB e PHB puro.
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Fonte: Autora, 2024.

O grdfico com a imobilizagdo em GLU-PBH indica um aumento na
atividade enzimdtica 0 medida que a concentragdo de substrato
aumento, em um mesmo padrdo consistente. Observa-se que os valores
mais altos sdo nas concentragdes de 50 g/L e 100 g/L de sacarose. Nas
concentragdes mais baixas, como S5 g/L e 10 g/L, parece que a
quantidade de substrato foi insuficiente para a realizagdo da reagdo
enzimatica. No grdéfico da imobilizagdo em PHB puro observa-se que o
valor da concentragdo de S5 g/L é maior que o das demais
concentragdes, destacando a diferenga entre o PHB tratado para o PHB
puro. Nota-se também que a concentragdo de 100 g/L obteve um valor
muito baixo, podendo indicar que a quantidade de substrato induz a
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inibicgdo da enzima imobilizada em PHB sem trotomento, com o
aumento da concentra¢gdo do substrato é em quantidade maior do que
a de enzimaq, a velocidade de reagdo ndo aumenta mais atingindo um

ponto de saturagdo, demonstrondo que a enzima pode estar saturada
(BARBOSA, 2022).

Os dados experimentais de concentragdo de agUcares redutores
do biocatalisador GLU-PHB e PHB puro foram ajustados ao modelo de
Michaelis-Menten para obtengdo dos pardmetros cinéticos, conforme
apresentado na Tabela 02, onde foi possivel a determinagdo dos valores
de Vmax e Km. No entanto, pode ser observado pelo valor de R? que a
cinética da reagdo catalisada pela invertase imobilizada em PHB
ndo segue o comportomento descrito pela equagdo de
Michaelis-Menten.

Tabela 02 - Parémetros cinéticos obtidos para a invertase imobilizada
em PHB funcionalizado com glutaraldeido e PHB puro.

Parametros cinéticos  Suporte Michaelis-Menten
Vinax (U/8) GLU-PHB 0,40 £ 0,02
PHB 0,95 £ 0,096
K. (g/L) GLU-PHB 2,40+ 0,92
PHB 1,62 +1,61
R? GLU-PHB 0,77
PHB -0,02626

As amostras GLU-PHB e PHB puro demonstraram valores distantes
de Vmax, indicando que a enzima imobilizada em PHB puro é mais
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eficiente. As enzimas imobilizadas no suporte por ligagdo covalente
tendem o sofrer restrigdes na capacidade de mudangas
conformacionais inerentes Qs interagdes enzima-substrato. Causado
possivelmente por excesso de ligagdes e jungdes de residuos (RIBEIRO et
al;; 2020). O Vmox representa o ponto onde todos os sitios ativos da
enzima estd&o saturados com substrato, ndo deixando enzima livre para
se ligar a ele, evidenciaondo a velocidoade com qQue a enzima pode
hidrolisar um substrato.

Mas sdo valores relativos aproximados pelo modelo matematico,
visto que, nem sempre ocorre uma ligagdo total ao substrato nas
concentragdes definidas (CASTRO et al,, 2015). Vmax com valores baixos
tendem a significar que o agente modificador ndo fornecem resultados
satisfatérios para uma boa ligagdo da enzima no suporte e altos
valores indicam que a essencialidade de diminuigcdo do substrato para
a conversdo do produto (CASTRO et al,, 2015; RIBEIRO, 2016).

CONSIDERACOES FINAIS

A invertose imobilizada em PHB e PHB funcionalizado com
olutaraldeido mostrou-se capaz de produzir aglcares redutores, o que
oferece uma série de vantagens em relagdo as enzimas livres. No
entanto, a possibilidade de acoplar a invertase em um suporte sélido
com e sem traotomentos mostra o diferenga entre o potencial de
reutilizagdo, estabilidade operacional e desenvolvimentos de processos
continuos. A utilizagdo do suporte polihidroxibutirato para imobilizagéo
da invertase em processos de ligagdes diferentes, ligagdo covalente e
fisica, interferem consideravelmente na cinética enzimatico,
determinando a condig¢do ideal para que os sitios ativos da enzima se
encaixam no suporte e ocorra a conversdo do substrato.
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Capitulo 1

Produgdo de lipidio microbiaono a partir de vinhaca e
melago visando a produg¢do de alimentos e
biocombustiveis

Marciel Brito de Oliveira Silva
Michelle da Cunha Abreu Xavier

Sergio Andres Villalba Morales

RESUMO

A produgdo sustentdvel de lipidios é essencial para atender as necessidades
energéticas e alimentares da sociedade. A levedura Lioomyces starkeyi DSM 70296
mostra-se promissora na produgdo de dleos microbianos, adaptando-se a diversos
substratos sustentdveis. Métodos alternativos s@o necessdrios para atender a
crescente demanda por lipidios. A utilizagdo de substratos sintéticos pode aumentar
os custos de produgdo de dleos microbianos, enquanto residuos agroindustriais
como vinhaga e melago podem ser alternativas de baixo custo. O objetivo foi utilizar
a vinhaga e melago como fontes de carbono para a produgdo de lipidios
microbianos. As fermentagdes foram realizadas utilizando vinhaga (V) e melago (M),
na proporgdo 95:05 (V/M), como meio de cultura, incubado a 28 °C e 200 rom por 120
horas. A levedura foi capaz de utilizar o melago e a vinhaga, como fontes Unicas de
carbono, atingindo crescimento madximo de 15,63 g/L de biomassa microbiana e 22,8
% (m/m) de conteldo lipidico, tendo esgotado seus agucares entre 72 h e 96 h. A L.
starkeyi foi capaz de utilizar V:M, sem suplementogdo de sais, para crescimento
celulor e acumulo de lipidios, demonstrando que estes subprodutos sdo promissores
para exploragdo na obtengdo de produtos de alto valor agregado.

Palavras-chave: Lipidio; L. starkeyi, Vinhaga; Melago.
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INTRODUCAO

Com a preocupagdo do esgotamento de recursos naturais aliada
aos desafios da mudanga climdtica e & escassez de recursos fésseis, as
reservas energéticas e abastecimento de alimentos tem se tornado uma
preocupagdo nos Ultimos anos devido oo grande crescimento
populacional (PATEL et al, 2020; TAKAKU et al, 2020; MARTINEZ-BURGOS
et al, 2023). Os lipidios sGo amplamente utilizados na produgdo de
alimentos, suplementos nutricionais, detergentes, lubrificantes e
biocombustiveis. Embora sejom obtidos principalmente de sementes
oleaginosas, os métodos convencionais de produgdo de lipidios se
mostrom insuficientes para suprir a demanda atual. Os lipidios
produzidos a partir de diferentes fontes microbianas, como leveduras,
fungos e bactérias, sdo considerados uma alternativa sustentdvel aos
lipidios derivados de plantas. O perfil de acidos graxos dos lipidios
microbianos é semelhante ao de éleos de culturas oleaginosas o que os
torna excelentes candidatos para substituicdo em diversos produtos,
devido & sua ampla goma de aplicagdes (JONES et al, 2019
JUANSSILFERO et al 2019).

Os 6leos microbianos sdo utilizados na industria alimenticia
devido & presenga de dcidos graxos essenciais para a saldde humana,
como o &cido eicosapentaenoico e dcido docosahexaendico, que sdo
essenciais para a saude humana. Podem substituir a manteiga de
cacau, ser usados como emulsificantes e na produgdo de
biossurfactantes e outros produtos bioativos. Sua versatilidade
permite sua aplicagdo em diversos setores, promovendo inovagdo e
sustentabilidade na industria (GHAZNI; MARANGO, 2022).

Diferente dos combustiveis fosseis, o biodiesel € um combustivel
renovavel e menos poluente que os combustiveis comuns, causando
pouco dano ambiental na combustdo, uma forma inteligente de
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reduzir os gases do efeito estufa (WANG et al, 2021, ZHANG et al, 2021).
A utilizagcdo de microrganismos para a produgdo de dleos para
biodiesel pode ser realizada de maneira sustentdvel, utilizando
residuos agricolas e industriais como fontes de carbono, o que
contribui para a redugdo de desperdicios. Os 6leos microbianos
podem ser projetados para ter caracteristicas especificas que
atendem aos requisitos de qualidade do biodiesel (GHAZNI; MARANGO,
2022).

Lipomyces starkeyi € uma levedura oleosa que tem a capacidade
de produzir altos niveis de lipidios, chegando a atingir até 70 % do seu
peso seco. (TAKAKU et al, 2020). E um microrganismo qQue apresenta
crescimento celular e conteldo lipidico em diversos substratos, como
xilose, glicose e hidrolisado hemicelulésico (HH) do bagago e do
melago da cana-de-agucar (ANSCHAU et al, 2014; XAVIER et al, 2017,
VIEIRA et al, 2014). Além de apresentar certa toleréncia o presenga de
potenciais inibidores do processo fermentativo (OLIVEIRA et al; 2021,
ZHANG et al, 2022). Utilizar substratos sintéticos pode elevar o custo
de produgcdo dos 6leos microbianos, j& o uso de residuos e
subprodutos agroindustriais podem ser utilizados como substrato de
baixo custo, como a vinhaga e o melago, subprodutos da usina
sucroalcooleira de etanol e vem sendo utilizado na fertirrigagdo de
solo de modo exacerbado.

A vinhaga é um efluente da indUstria do bioetanol, onde 13 L de
vinhaga é gerado a cada 1L de etanol, normalmente é utilizado como
fertilizante do solo para o replantio da cano-de-aglcar no entanto a
grande quantidade produzida acaba por gerar uma contamina¢do no
solo, o que se tornando um problema ambiental. A vinhaga é composta
por 93 % de Aguaq, 7 % de sdlidos, sal em altos niveis com potdssio,
fendis e melanoidinas; cerca de 40 % de matéria orgdnica,
principalmente d&cidos orgdnicos e rica em compostos nitrogenados
(TORRES et al, 2023; ALAMDARI et al, 2023). O melago, por sua vez, € um
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subproduto gerado da industria sucroalcooleira, gerado a partir do
processamento de agucar. O melago é rico em agucares como
sacarose, glicose e frutose, possui pouca quantidade de nitrogénio e
vitaminas, usualmente é utilizado para consumo humano mas também
é utilizado em dietas animais ndo nutritivas e dietéticas (RAHMAN,;
PASUPATHI; KARUPPIAH, 2022; PALMONARI et al, 2020).

Esses produtos Uteis podem ser usados como fonte de carbono
de baixo custo para o crescimento e sintese lipidica de Lipomyces
starkeyi, a0 mesmo tempo em que promovem um sitio alternativo para
a vinhaga e gerando um produto de valor agregado. A L. starkeyi tem
sido reportada na obtengdo de lipidios a partir de melago (VIEIRA et
al, 2014) e da mistura de vinhaga e melago (OLIVEIRA et al, 2020). Assim,
mais estudos sdo necessarios visando melhorar a assimilagdo destas
fontes de carbono e nutrientes pela L. starkeyi e a sua produtividade
lipidica. Portanto, o objetivo deste trabalho é utilizar o vinhaga e
melago como fontes de carbono de baixo custo para a produgdo de
lipidios microbionos avaliondo o cultivo visando maior rendimento e
produtividade em dleos.

METODO E MATERIAIS

Reativagdo da Levedura

Para a reativagdo da levedura, foi coletada uma colénia do
microrganismo Lipomyces starkeyi com o auxilio de uma alga e
inoculada em um meio de cultura liquido YM, contendo extrato de
levedura 3,0 g/L; extrato de malte 3,0 g/L; peptona de soja 50 g/L e
olicose 10,0 g/L. O cultivo foi incubado numa incubadora orbital do
tipo shaker (incubadora com agitagdo orbital TE-4200) a 28 °C e 200
rom. Foram realizadas transferéncias consecutivas para novos meios
de cultura para obtengdo de maior quantidade de biomassa e, por fim,
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forom criopreservadas em 10 % (v/v) de glicerol e armazenadas em
freezer a -4 °C.

Pré-indculo e inéculo

Para o preparo do pré-inoculo foi utilizado uma cepa estoque da
levedura L. starkeyi. O pré- inéculo foi preparado um meio liquido YM
em um Erlenmeyer (250 mL) contendo 45 mL de meio esterilizado em
autoclave a 120 °C por 15 min. Logo em seguida, inoculou-se
assepticamente a cepa da levedurq, incubada em a 28 °C, 200 rom por
72 h. O inéculo foi preparado pela transferéncia de 10 % (v/v) do
pré-inoculo para o meio liquido YM com volume final de trabalho de 50
mL, em frasco Erlenmeyer (250 mL), incubados a 28 ° C, 200 rpm
durante 24 h.

Fermentagdo

Para a fermentagdo em meio V:M, forom utilizados a vinhaga e
melago na proporgdo de 95:05 (v/v), 10 % (v/v) do indculo e incubados a
28 °C, 200 rom, pH 5,5. Aliquotas de amostras foram retiradas em
intervalos de tempo pré-determinados. Os ensaios foraom realizados
em triplicata.

Determinagdo da biomassa microbiana

A biomassa microbiona foi determinada pelo método
gravimétrico, através da massa seca obtida durante o processo
fermentativo. Amostras de 1,5 mL foram centrifugadas a 3600 rom por S
minutos (Centrifuga excelsa Il - Fanem 206 BL), lavadas com d&gua
destilada e os pellets foram secos a 60 °C (Nova Etica - 402/31) por 24
h, até atingir peso constante. A fermentagdo foi acompanhada pela
determinagdo da absorbdncia em espectrofotdbmetro (METASH,
UV-5100 UV-VIS SPECTROPHOTOMETER) a 600 nm, relacionando com a
curva padréo de biomassa microbiana. O meio composto por vinhaga
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e melacgo foi utilizado como branco para o fermentagdo. As andlises
foram realizadas em triplicato.

Determinagdo do teor de sélidos soluveis totais

O teor de sdlidos soluveis foi determinado utilizando um
refrotdmetro de bancada (Refratédmetro Abbe 13000-17000 NJ
C/termdémetro Digital S/atc BIOBRIX) em temperatura ombiente
previomente calibrado com dgua destilada.

Determinagdo de nitrogénio amoniacal

O nitrogénio amoniacal foi determinado pela reagdo de
Berthelot de acordo com o protocolo descrito por Srienc et al, (1984) a
37 °C durante 30 minutos e a absorbdncia determinada a 630 nm. A
curva de calibragdo foi construida com uma solugdo de 20 mg/L de
N-NH3 em diferentes diluigdes utilizando dgua deionizada.

Determinagdo de agucares

A quantificagdo dos agUcares presentes no meio V:M 95:05 foi
realizada por cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia marca Shimadzu
(LC-10 Series Avp; desgaseificador: DGU-14A, integrador: CLASS LC-10),
com eluigcdo isocrdtica, pelo bombeamento (LC-10AD) de uma fase
mdvel composta de SmM de d&cido sulfdrico em dgua ultrapura
(destilada e deionizada). O fluxo do eluente foi de 0,4 mL/min, a 60 °C
(forno de coluna CTO-10A), com corrida de tempo total de 40 minutos. A
detecgdo se deu em detector de indice de refragdo (Shimadzu,
modeloRID-10A). Uma aliquota de 20,0 pyl da amostra foi injetada
manualmente (injetor Rheodyne - iL malha 20) e permeada por uma
coluna Phenomenex Rezex ROA-OrganicAcid H+ (300 x 78 mm) com
conexdo direta a Cartucho de seguranga Phenomenex Carbo-H (4 x 3
mm) preenchida com material semelhante ao da coluna principal.
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Determinag¢do do lipidio microbiano

A biomassa microbiana foi liofilizada a 400 mmHg e -40 °C
utilizando um liofilizador condensador em Inox - L101. Logo em seguida
a determinagdo dos lipideos de origem microbiana foi realizada pelo
método Bligh-Dyer utilizando metanol (CH3OH) e cloroférmio (CHCL3)
como solventes para extragdo dos lipidios presentes nas células
previamente tratadas com HCL 2M a 80 °C por 1T h e quantificados
gravimetricamente pelo método BLIGH-DYER, (1959) modificado por
Manirakiza et al, (2001).

DADOS E DISCUSSAO

A escala °Brix é utilizada para medir a quantidade de sdlidos
soliveis em liquidos, tais como caldo de cana-de-agucar, melogo e
vinhagca. A maioria dos soélidos soldveis em sua grande parte sdo
utilizados para quantificar aglcares totais, onde se mede um valor
estimado (ALMEIDA et al, 2018). O melago apresentou uma alta
concentragdo de teor de soélidos soluveis e baixa concentragdo na
vinhag¢a, como observado na Tabela 1. Isso ocorre devido & grande
quantidade de agUcares presentes no melago. Esses dados sdo
similares aos obtidos por Dantas, (2020), para o melago de cano-de-
agucar que foi de 8292 °Brix.

Tabela 1- Determinagdo de sélidos soluveis (°Brix).

Melago Vinhaga

oBrix 7393 +£0,42 295 +0,15

Fonte: Autor, 2024.

Para andlise do perfil cinético de crescimento, foi avaliado o

aumento do peso seco em fungdo do tempo de incubagdo. A L. starkeyi
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apresentou crescimento maximo em 120 horas em meio V:M=95:05 com
o auséncia da fase lag (Figura 1. A concentragdo de biomassa
microbiana foi de 15,38 +0,48 g/L, superior para essa proporgdo, uma
vez que Cazetto; Celligoi, (2006) encontraram 7 g/L e 7,56 g/L em cultivo
de V:M=75:25 com os microrganismos Candida lipolytica e Rhodotorula
mucilaginasao, respectivamente.

Concentracao (g/L)

0 24 48 12

Tempo (h)

-« SACAROSE @ GLICOSE A+ FRUTOSE —i— V:M=95:05

Fonte: Autor, 2024.

Figura 1- Perfil cinético de crescimento celular e consumo de aglcares
(determinados por HPLC) disponiveis em meio V:M = 95:05.

E notdvel observar Que o microrganismo aparentemente ndo
enfrentou  dificuldodes oo se adaptar ao meio VM,
predominantemente composto de vinhaga, a qual comumente contém
compostos fendlicos. Esses compostos tém origem na reagdo de
Maillard, que resulta da interagdo entre aglcares e grupos amino das
proteinas presentes na sua constituicdo (SEIXAS et al, 2016). Tais

compostos podem influenciar ou inibir o processo fermentativo. O
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melago taombém contém alta carga de compostos orgdnicos que sdo
inibitérios dependendo de sua quantidade utilizada (NETO, 2022),
sendo potenciais inibidores da fermenta¢cdo. No entanto, para este
estudo foi utilizado em pequena quantidade apenas como forma de
incrementar a fonte de carbono na vinhaga.

A caracterizagdo do perfil de utilizagdo de agucares pela L.
starkeyi é fundamental para otimizar processos fermentativos e
biotecnoldgicos. Os dados apresentados na Tabela 1 revelom que a L.
starkeyi demonstrou preferéncia inicial pela frutose e sacarose,
consumindo-as simultaneamente, sem evidéncias de repressdo
catabdlica induzida pela presenga de glicose, sendo ela utilizada em
um estdgio posterior da fermentagdo. Os agucares forom consumidos
entre 72 h e 26 h. A maioria dos microrganismos preferem glicose a
outros agucares simples devido & repressdo do catabdlito de glicose
(ZHOU et al, 2021). Um mecanismo regulatdério que inibe o metabolismo
de outros agUcares quando a glicose estd presente, o que ndo é
observado neste estudo. Foi relatado esse comportamento semelhante
em algumas leveduras oleaginosas como a Trichosporon fermentans
em meio fermentativo de dcido acético (LIU et al, 2015).

Quanto & quantidade de lipidios (Tabela 2), diante das condigdes,
a L. starkeyi foi capaz de alcangar um teor maior que 20 % em relagdo
00 seu peso seco. Nessas condi¢gdes, a levedura apresentou um baixo
acumulo de lipidios quando comparado ao estudo de Oliveira et al
(20217), utilizando condig¢des de V:M de 90:10 e 70:30 onde se obteve um
teor de lipidios de 4092 % e 3789%, respectivamente, com a mesma
cepa de levedura.

J& Reis et al (2019), por outro lado, ao utilizar somente vinhaga
industrial em sua forma bruta, foi possivel obter um acdimulo de 23,11 %
de lipidios pelo microrganismo Mucor circinelloides. A maior
quantidade de vinhaga utilizada, rica em compostos fendlicos com

potencial inibitério (REIS et al, 2019), pode ter ofetado
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significativamente o processo fermentativo. Além disso, a baixa
concentragdo de melago, como principal fonte de carbono, pode ter
sido limitante para o crescimento celular e a produgdo de lipidios.

Tabela 2 - Rendimento de lipidios totais em meio
V:M=95:05.

V:M B (9) Lipidios (%)

95:.05 0,4273+ 0,003 22,8425+ 0,023

B: biomassa celular; Vivinhaga; M: melago.

Fonte: Autor, 2024.

N-NH4+(mg/L)

%+ N-NH4+

Fonte: Autor, 2024.

Figura 2 - Consumo de nitrogénio amoniacal em meio V:M=95:05.

O nitrogénio amoniacal foi consumido durante as fermentagdes
do meio V:M=95:05, tendo-se esgotado pela L. starkeyientre 48 h e 72 h
de cultivo da fermentagdo (Figura 1). O processo de acumulo de lipidios
em microrganismos oleaginosos é favorecido quando o nitrogénio,
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essencial para a sintese proteica e crescimento celular, é esgotado no
meio e ainda hd a presenga de fonte de carbono (AZAMBUJA, 2016,
CORADINI, 2014). Observa-se que apds 24 h de fermentagdo a
concentragdo da biomassa continua aumentando, o que sugere o
acumulo de lipidios a partir do carbono ainda disponivel no meio de
cultivo, apds a baixa disponibilidade do nitrogénio (Figura 2).

CONSIDERACOES FINAIS

Concentragdes de 6leo microbiono forom detectados na
utilizagdo de vinhaca e melago com meio de cultura sem
suplementagdo com uma relagdo V:M=95:05, apresentondo um
acumulo de 22,8% de lipidios, uma nova alternativa para o manejo da
vinhagca é apresentada, demonstrando-se como um substrato
potencial para produgdo de éleo microbiano. Dessa forma, a vinhaga e
melago se mostraram bastante promissores, caracterizando um novo
fim sustentdvel da utilizagdo da vinhago, para produgdo de dleos de
valor agregados.
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Capitulo 12

Eficiéncia de Bacillus subtilis no biocontrole e
promotor de crescimento vegetal na cultura do arroz

Nathdlio Santos Hoffmeister!

Aloisio Freitas Chagas Junior ?

RESUMO

O género Bacillus, composto por bactérias formadoras de enddsporos, é valorizado
na agricultura devido G sua diversidade e abundancio. Essas cepas sdo investigadas
como rizobactérias promotoras do crescimento vegetal e agentes biocontroladores de
fitopatdégenos. As espécies de Bacillus produzem metabdlitos com propriedades
antimicrobiaonas e antifingicas, além de promoverem o crescimento vegetal por meio
de diversos mecanismos, como fixagdo de nitrogénio, solubilizagdo de fdsforo,
produgdo de fitohormdnios e resisténcia a estresses. Em particular, o arroz irrigado é
vulnerdvel a vdérias doengas, exigindo métodos de controle alternativos, como o
biolégico. O uso de Bacillus para esse fim é vantajoso devido & sua eficdcia, custo
baixo e impacto ambiental positivo. No entanto, cepas comerciais de B. subtilis podem
ndo persistir em certos solos, justificando a necessidade de selecionar linhagens
nativas. Dessa forma, a selegdo de isolados de B. subtilis de solos do cerrado para
desenvolver inoculantes com potencial biocontrolador e promotor de crescimento é
essencial. No experimento, estes inoculantes mostraram eficdcia na solubilizagdo de
fosfato, promovendo o crescimento e a produtividade do arroz, além de apresentarem
potencial para o controle de fitopatdgenos. O tratamento de sementes com esses
isolados demonstrou redugdo do crescimento fungico e melhor absor¢do de
nutrientes, resultando em plantas mais sauddveis e produtivas.

Palavras-chave: Microbiologia Agricolao; Fitopatdgenos; Biomassa;,
Produtividade.
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INTRODUCAO

O género Bacillus, composto por bactérias formadoras de
enddsporos, desperta considerdvel interesse na agricultura devido o
sua ampla diversidade e abunddncia (VILLARREAL-DELGADO, et al,
2017). Cepas pertencentes a esse género sdo frequentemente estudadas
como rizobactérias promotoras do crescimento vegetal e tém
demonstrado potencial biocontrolador contra diversos fitopatdgenos
(LI, Y, et al, 2015; DE OLIVEIRA NASCIMENTO, et al,, 2020; ARGUELLES-
ARIAS, et al,, 2009).

As espécies de Bacillus tém mostrado capacidade de sintetizar
metabdlitos secunddrios com atividade antimicrobiana e antifungica
contra microrganismos fitopatogénicos. Além disso, apresentam
diversos mecanismos diretos e indiretos de promog¢do do crescimento
vegetal, como fixagdo de nitrogénio, solubilizagdo e mineralizagdo de
fosforo, ciclagem de matéria orgdnica, produgdo de fitohormdnios,
siderdforos, compostos antimicrobionos e enzimas hidroliticas,
resisténcia sistémica induzida (ISR) e tolerdncia o estresses abidticos
(SAXENA, et al,, 2019; KALAM, et al,, 2020; CHAGAS JUNIOR et al,, 20220,b).

A cultura do arroz irrigado (Oryza sativa L.) é suscetivel a diversas
doengas, com ataques endémicos frequentes resultando em perdas na
producdo e na qualidade fisioldgica e sanitdria das sementes. Portanto,
torna-se essencial a busca por métodos alternativos de controle, sendo
o controle bioldgico uma alternativa vidvel.

O uso de espécies de Bacillus no controle de doengas oferece
vantagens significativas devido G sua eficdcio, praticidade, custo
relotivamente baixo e impacto sustentdvel no ambiente (SHAFI, et al,
2017). Todos esses atributos fazem do género Bacillus, o ingrediente
ativo da maioria dos produtos bioldgicos comerciais recentes
(DORIGHELLO, 2017), sendo indicado para o tratamento sanitdrio de
sementes, que sdo consideradas um dos mais importantes insumos
agricolas, e aplicagdo foliar de diversas culturas.
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Porém, espécies de B. subtilis que compdem inoculantes
comerciais podem ndo sobreviver em solos locais devido as variagdes
nas condi¢des eddficas e climdticas, sendo possiveis de serem
superadas por bactérios nativas mais bem oadaptadas durante a
colonizagdo vegetal, o que pode resultar em um desempenho
insatisfatério das rizobactérias promotoras do crescimento das plantas
(RPCPs). Portanto, a justificativa para o isolomento e sele¢cdo de
linhagens nativas de B. subtilis é notodria.

Assim, a discussdo sobre o isolamento e selegdo de cepas nativas
de B. subtilis & importante, considerando o impacto econdmico da
adog¢do da tecnologia de inoculantes para o controle biolégico e como
promotores do crescimento vegetal, que englobam beneficios como o
incremento do desenvolvimento vegetal, aumento da produtividade e
facilitagdo da absorcdo de nutrientes (MANJULA; PODILE, 2005). Dessa
forma, a geragdo de novos inoculantes isolados de regides especificas é
fundaomental para promover o uso de inoculontes produzidos com
isolados de B. subtilis como promotores de crescimento em culturas
estratégicas para o Cerrado.

O objetivo do trabalho foi avaliar a promog¢do de crescimento
vegetal e solubilizagdo de fosfato por Bacillus subtilis na cultura do
arroz em cosa de vegetagdo; determinar o eficiéncia desse
microrgaonismo na biomassa e produtividode do arroz nessas
condigbes, e investigar seu potencial de controle biolégico de
fitopatdgenos do solo.

METODO E MATERIAIS

O objetivo do estudo foi avaliar o impacto de trés isolados
bacterionos de Bacillus subtilis (UFT-Bs10, UFT-Bs08 e Bs-PANTA) da
colegcdo do Laboratério de Microbiologia da UFT, localizado no Campus
de Gurupi. Os isolados UFT-Bs10 e UFT-Bs08 foram origindrios de solos
de cerrado em dreas de cultivo no Estado do Tocantins. Uma
identificagdo preliminar foi conduzida com base em caracteristicas
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morfoldgicas e referéncias bibliogrdficas especializadas (RABINOVITCH,;
OLIVEIRA, 2015). Os isolados foram mantidos em meio o cultura de
estoque LB (Luria-Bertani) e foram subcultivados em meios de cultura
LB e BDA. OBs-Panta é um produto comercial registrado como promotor
de crescimento vegetal.

Teste de antagonismo

Os fungos fitopatogénicos Fusarium, Macrophomina e
Rhizoctonia, provenientes da colegdo do Laboratério de Microbiologia
da UFT, Campus de Gurupi, foram utilizados nos experimentos. Para
iniciar os estudos in vitro, os patégenos forom cultivados em meio de
cultura BDA (Batata- Dextrose-Agor) por sete dias de incubagdo, em
uma cédmara de crescimento B.O.D, sob um fotoperiodo de 12 horas e
temperatura de 25 £ 2 °C (SALGADO, et al, 2003). Os trés isolados de
Bacillus subtilis (antagonistas) foram cultivados em meio BDA sélido por
trés dias. A atividade antagdnica desses isolados foi avaliada por meio
de dois métodos.

No método 1, foi empregada a técnica de cultura fungica sobre
cultura antagonista. Apds os trés dias de crescimento dos isolados de B.
subtilis, indculos forom propagados em placas contendo meio BDA
utilizando uma al¢a de platina. Posteriormente, discos de 7 mm com
colénias de cada fungo fitopatogénico, cultivados por sete dias, forom
colocados no centro das placas.

No método 2, foi adotada a técnica de cultura pareada, em que o
isolado de B. subtilis foi repicado circularmente em uma extremidade da
placa contendo meio BDA, a 1,5 cm da bordaq, e apds o crescimento dos
fungos fitopatogénicos por sete dias, um disco de 7 mm contendo a
cultura foi colocado na outra extremidade (MELO; VALARINI, 1995). Placas
contendo apenas o fungo foram utilizadas como controle (testemunha).
Para a avaliagdo, foram realizadas medi¢des didrias do didmetro das
colénias apds a repicagem, utilizando um paquimetro, para obter uma
média para cada coldénia. A porcentagem de inibigdo do crescimento
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micelial (PIC) foi calculada conforme a férmula proposta por Menten et
al. (1976), em que: PIC=[(Crescimento da testemunha-Crescimento
tratamento)/Crescimento da testemunha]x100 Os tratamentos que ndo
apresentaram inibicdo de crescimento foram atribuidos com nota zero.

O experimento foi conduzido em triplicata.
Capacidade de solubilizagdo de fosfatos pelos isolados dos B. subtilis.

O meio LB foi preparado adicionando 250 mL em erlenmeyers, e
em seguida transferido para a capela de fluxo laminar para a
inoculagéo dos microrganismos isolados, individualmente.
Posteriormente, foi colocado na Shake durante 3 dias a 130 rpm.
Sequencialmente, foi feita a assepsia superficial da semente onde,
utilizou-se uma solugdo de dlcool 70% (v v-1) por 1 minuto, seguido de
hipoclorito de sdédio 2% (v v-1) por S minutos e, entdo, seis banhos em
dgua destilada esterilizada.

As sementes forom deixadas sobre papel toalha esterilizado a fim
de secar, e em seguida, foram submersas por 10 minutos na matriz para
melhor aderéncia das bactérias. Apds isso, as sementes foram inseridas
em tubos de ensaio contendo o meio NBRIP modificado (anexo 1) (pH
ajustado para 6,5), conforme descrito por Sylvester-Bradley et al. (1982).
Os experimentos foram realizados em ambiente com fotoperiodo de
12/12 horas de luz, em triplicata, incluindo um controle negativo com o
meio NBRIP e meio Agor—Agor.

Adicionalmente, foi conduzido um teste de solubilizagbdo dos
Bacillus em placas de Petri com meio NBRIP onde forom repicados
circularmente em trés pontos em placas e incubados o temperatura
ambiente para avaliar o potencial de solubilizagdo de fosfato in vitro. As
medi¢cdes dos didmetros do halo de solubilizagdo e da coldnia foraom
realizadas diariomente com um paquimetro manual ao longo de 8 dias.
Com base nessas medidas, os indices de solubilizagdo (IS) foram
calculados pela férmulo: IS = didmetro do halo / diGmetro da coldnia.
Com base nos valores dos indices, as bactérias foram classificadas
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como cepas com baixa solubilizagdo (IS < 2), média solubilizagdo (2 < IS <
4) e alta solubilizagdo (IS > 4).

Inoculagdo de Bacillus subtilis em solo em casa de vegetagdo

Para a preparagdo do inoculante, o meio de cultura LB liquido foi
cultivado em Erlenmeyer com 250 mL, onde as trés espécies de Bacillus
foram cultivadas, individualmente, e agitadas na Shoke durante trés
dias a 130 rom.

O experimento foi realizado em tubetes, utilizando uma mistura de
solo e areia com o substrato Ouro Negro, composto por casca de pinus,
pd de coco, fiora de coco e carvdo vegetal. Foram realizadas duas
avaliagdes, uma sem fosfato natural e a outra com adubagdo de fosfato
natural, contendo KCl e NPK, a fim de auxiliar na germinagdo. Seis
sementes forom semeadas por tubete em casa de vegetagdo, sendo os
isolados de Bacillus subtilis inoculados diretomente na cova sobre as
sementes no momento do plantio com 1T mL/tubete de uma suspensdo
bacteriona de dgua destilada e 0,5 de NaCl obtido da raspagem de
células, contendo uma concentragdo média de 1 x 109 UFC por mL,
conforme Braga Junior (2015). Cada tratamento foi repetido seis vezes,
incluindo testemunhas, em condi¢gdes de temperatura ambiente, com
irrigagdo didria por meio de uma barra fixa de microaspersores. Nestes
dois ensaios, apds o aparecimento da segunda folha, as plantas foram
desbastadas, deixando-se apenas uma por tubete.

As avaliogbes biométricas foram feitas 40 dias apds o plantio.
Foram obtidos o comprimento aéreo (CA), comprimento da raiz (CR), a
massa fresca da raiz (MFR), massa fresca total (MFT), massa seca de raiz
(MSR) e massa seca total (MST) dos cultivares. A eficiéncia relativa de
cada tratamento para cada cultura foi determinada a partir dos dados
de biomassa.

DADOS E DISCUSSAO
Antagonismo
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Para o no método 1, foi empregada a técnica de cultura fungica
sobre cultura antagonista (Figuras 1- A1, B1, C1, D1, E1 e F1). Nesta técnicaq,
foi possivel verificar que todos os isolados de Bacillus inibiram o
crescimento dos patdgenos, exceto o UFT-Bs08 que ndo conseguiu se
sobrepor ao crescimento da Macrophomina (Figuras 1 - E e F). J& no
método 2, de pareamento de coldnias, a inibicdo dos fitopatdgenos pelo
antagonista é observada pela formagdo do halo de inibigdo, que se
manifesta como uma limita¢gdo do crescimento micelial. Para o Fusarium
(Figura 1 - A e B), foi observado a formagdo de halo de inibicdo oo
utilizar UFT-Bs08 e BsPanta. Para a Rhizoctonia (Figura 1-C e D), o Unico
tratamento efetivo foi ao utilizar UFT-BsPanta. Por fim, ao avaliar o
crescimento da Macrophomina (Figura 1- E e F), foi possivel notar que
houve o formag¢&o de halo de inibi¢gdo ao utilizar UFT-Bs08 e Bs-Panta.

Desse modo, os resultados deste estudo indicam que as cepas
UFT-Bs08 e Bs-Panta demonstrom atividade antagdnica contra os
fitopatdgenos Fusarium e Macrophominag, diferindo da testemunha.
Este efeito antagdnico resultou em uma notavel inibigdo do crescimento
micelial dos fungos quando comparado com o controle. Esses achados
corroboram a eficdcia promissora dessas cepas no controle bioldgico
de patdgenos radiculares. Essa observagdo estd alinhada com o estudo
de Bautista et al. (2016), que investigou diferentes linhagens de Bacillus
spp. e constatou sua capacidade de inibir o crescimento micelial in
vitro de patégenos do género Fusarium isolados de Capsicum chinese.
Em contrapartido, na utilizagdo de UFT-Bsl0 ndo houve inibigdo em
nenhum dos casos. A porcentagem de inibigdo do crescimento micelial
(PIC) foi calculada e dada conforme a Tabela 1.

Assim, observa-se que as cepas de Bacillus subtilis
desempenharam um papel eficaz no controle dos fitopatdgenos. No
entonto, a eficdcia desse controle varia consideravelmente,
dependendo das caracteristicas do isolado e de sua adaptagcdo as
condi¢gdes especificas do ambiente, tanto bidticas quanto abidticas,
dentro e entre as espécies. Essa variabilidade ocorre devido a
capacidade dos isolados de Bacillus subtilis de sintetizar uma ampla
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gama de metabdlitos antifungicos, conforme descrito por Lanna Filho;
Ferro; De Pinho (2010).

Tabela 1. Porcentagem de inibigdo micelial (PIC)

PIC (%) Fusarium Rhizoctonia Macrophomina
UFT-Bs08 27 0 28
UFT-Bs10 15.3 0 24
Bs-Panta 30.6 -9 21

Fonte: Autores, 2024.

Figura 1. Teste de antagonismos (pareamento) de Bacillus subtilis
isolados UFT-Bs08, UFT-Bs10 e Bs-Panta contra Fusarium sp. apds quatro
dias (Al, método 1 e A2, método 2) e oito dias (B1, método 1 e B2, método
2), contra Fusarium (A, B), contra Rhizoctonia sp. apds quatro dias (C],
método 1 e C2, método 2) e oito dias (D1, método 1 e D2, método 2) e
contra Macrophomina sp. apds quatro dias (E1, método 1 e E2, método 2)
e oito dias (F1, método 1 e F2, método 2).
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Fonte: Autores, 2024.

Solubilizagdo de fosfatos e produgdo dos isolados B. subitilis e das
sementes de arroz inoculadas

Todos os isolados forom capazes de solubilizar fosfatos, sendo
considerados de alta capacidade de solubilizagdo (Tabela 2).

Tabela 2: Capacidade de solubilizagdo de fosfato por isolados de
Bacillus subtilis.
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UFT-Bs08 +++ Alto
UFT-Bs10 +++ Alto
Bs-Panta +++ Alto

* Indice de solubilizagdo de fosfato (IS): +, IS < 2 (baixo); ++, 2 < IS < 4 (médio); +++, IS > 4 (alto)

Conforme a Figura 2, pode-se notar que apds os 8 dias de
observagdes, todos os Bacillus forom capazes de solubilizar a placa por
completo.

Figura 2: Solubilizagdo de fosfato por Bacillus, no dia 0 (A) e oito dias
apds a repicagem (B).

Na Figura 3, tem-se o resultado do teste de solubilizagdo em
tubos de ensaio. Neste, em todos os tratomentos foram possiveis de
observar a solubilizagdo do meio. Desse modo, o resultodo da
solubilizagdo de fosfato no arroz em tubos de ensaio, apds 8 dias,
mostrou a capacidade de solubilizagdo pelos isolados.

Figura 3: Solubilizagdo de fosfato por UFT-Bs08, UFT-Bs10 e Bs-Panta
inoculados em sementes de arroz. A e D, UFT-Bs08 o 0 e 8 dias apds a
inoculagdo. B e E, UFT-Bs10 o 0 e 8 dias apds a inoculagdo. C e F,
Bs-Panta o 0 e 8 dias apds a inoculagdo
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Houve germinaogdo das sementes de arroz no periodo do
experimento nos tratomentos com a inoculogdo dos isolados de
Bacillus subtilis, evidenciando o efeito dos microrganismos na
germinagdo de sementes.

Figura 4: Germinagdo de sementes inoculadas com Bacillus subtilis.

Testemunha

Inoculagdo em casa de vegetagdo

Aos 20 dias apds o plantio (DAP), a inoculagdo com os diferentes
isolodos de B. subtilis foi significativamente superior (p<0,05) passa as
caracteristicas de altura de plantas (altura), massa seca da raiz (MSR) e
massa seca tota (MST) (Tabela 3) em relogdo a testemunha sem
inoculagdo. Para o comprimento de raiz (CR) o tratomento com Bs-Panta
foi superior (p<0,05). Aos 40 DAP, para o CR todos os isolados foram
superiores a testemunha g, entres estes, os isolados Bs-08 e Bs-10 foram
superiores (p<0,05) (Tabela 3). Para a altura, MSR e MST, os isolados Bs-08
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e Bs-10 foram superiores (p<0,05) em relagdo a testemunha e ao isolado
Bs-Panta (Figura 3).

Tabela 3. Biomassa de plantas de arroz inoculadas com Bacillus subtilis,
aos 20 e 40 dias apds o plantio.

Isolados Altura CR MSR MST Altura CR MSR MST
(cm) (cm) (mg) (mg) (cm) (cm) (mg) (mg)

Bs-08 16,3 a 189D 72 a 77 a 30,2a 28,0 a 320 a 691 a
Bs-10 15,5a 19.2b 76 a 83a 320a 278a 328 a 680 a
Bs-Panta 16,3 a 243 a 70 a 76 a 27.8b 275a 274 b 562 b
Testemunha 13.8b 199b 42b 58b 26.5¢ 232b 185 ¢ 450 ¢
C.V. 6.5 5,4 4,5 4.4 4,2 4,1 4,8 5,1

O efeito in vivo pela exposi¢do de células vivas de B. subtilis pode
ocasionar a promogdo de crescimento e/ou o biocontrole (MOHAMED
et al, 2018; GUIMARAES et al,, 2021). Araujo et al. (2012) reportaram em seu
trabalho utilizando o feijdo caupi cultivar BRS Guariba, que a
inoculagdo de B. subtilis (PRBS-1) proporcionou o maior aumento no
crescimento da planta, maior fixagdo de Ne ndo afetou a nodulagdo,
aos 40 e 55 dias apds a semeadura. Resultados semelhantes também
forom reportados por Mohamed et al. (2018) e Kalam et al. (2020) para o
tomate, Guimardes et al. (2021) para a cultura do milho, Santos et al.
(2021) para a cultura da aveia branca e Rezende et al. (2021) para o feijdo.

Os isolados de B. subtilis Bs-08 e Bs-10 mostraram-se eficiente nas
varidveis analisadas em relagdo ao isolado comercial Bs-Panta e a
testemunha sem inoculagdo. A eficiéncia do uso de B. subtilis no
crescimento de plantas estd relacionado com as caracteristicas
bioldgicas deste micro- organismo que expressa facilidades para a
manutengdo de sua viabilidade em bioformulodos e com isso a
potencialidade para promover o crescimento vegetal.

A utilizagdo de bactérias que possuam capacidade de
solubilizagdo de fésforo, em meio liquido em um intervalo de tempo
reduzido, € uma caracteristica essencial para a sele¢do de isolados
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para a produg¢do de inoculantes, mostrando a capacidade dos isolados
testados no presente estudo como possiveis microrganismos de
bioprodutos como promotor de crescimento vegetal de plantas.

CONSIDERACOES FINAIS

O tratomento de sementes com isolados de Bacillus € uma
alternativa promissora para o controle de fungos fitopatogénicos do
solo, devido a redugdo do crescimento micelial dos fungos testados, e
na promogdo do crescimento vegetal, visto que os Bacillus subtilis
apresentaram capacidade de solubilizar fosfato e as sementes de arroz,
que foram inoculadas, resultaram em plantas com maior acumulo de
biomassa devido a melhor absor¢gdo de nutrientes essenciais pelas
plantas.
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Capitulo 13

Qualidade de mudas de Magonia pubescens em
diferentes composi¢des de substratos
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RESUMO

O Cerrado é um dos biomas mais singulares do Brasil sendo reconhecido como
importante hotspot, pela diversidade de espécies com grande potencial de utilizagdo,
tanto econdmicas quanto ecoldgicas. Dentre elas destaca-se a Magonia pubescens A,
St.-Hil, conhecida como Tingui. E uma darvore que possui altas taxas de sobrevivéncia
em diferentes solos, muito utilizada para a implantagdo em arborizagdo urbana,
restauragdo de dreas degradadas e outros usos multiplos. O objetivo deste trabalho
foi avaliar a eficiéncia técnica de diferentes substratos para a obtengdo de mudas da
espécie. O experimento foi instalado e conduzido no viveiro do Centro de
Monitoramento e Manejo do Fogo - CEMAF- Universidade Federal do Tocantins - UFT -
campus de Gurupi. Os compostos orgdnicos utilizados para a formagdo do substrato
alternativos, foram a cama de frango e o residuo frigorifico, misturados ao Latossolo e
Plintossolo em diferentes proporgdes. Os frutos foram coletados em diferentes drvores
pré-matrizes, beneficiados, e as sementes imersas em dgua (24h) para superagdo da
dorméncia. Foi utilizado delineamento em blocos casualizados, dispostos em 3 blocos
e 7 tratamentos com 15 repetigdes totalizando 315 mudas. A partir das andlises ao
longo de 90 dios de avaliagdo, observou- se que para a 90% das varidveis, o
tratamento mais adequado foi do T6 (Plintossolo 50% e residuo frigorifico 50). Conclui-
se que as mudas de tingui apresentaram crescimento inicial adequado no substrato
que consistiu na mistura de solo tipico do Cerrado e residuo frigorifico.

Palavras-chave: Substrato alternativo, espécie nativa, viveiro
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INTRODUCAO

O Cerrado é um dos biomas mais singulares do Brasil cobrindo,
aproximadamente, 23% do territério brasileiro (1,8 milhdes de km?), sendo
0 segundo maior bioma Neotropical e reconhecido como um
importante hotspot (Cerqueirq, et al, 2023), devido a sua singularidade
bioldgica, especialmente da flora. H& uma diversidade de espécies
arbdéreas representativas deste bioma, entre as indmeras espécies com
potencial cientifico, econdmico, cultural e ecoldgico destaca-se a
Magonia pubescens - Sapindaceae, tombém conhecida como tingui
(REFLORA).

M. pubescens é uma arbdrea de ocorréncia natural de dreas com
solos secos e com varidvel status nutricional, considerada de ampla
distribuicdo geogrdéfica, desde o Norte (Ronddénia, Tocantins), Nordeste
(Bahia, Ceard, Maranhdo, Piaui), Centro-Oeste (Distrito Federal, Goids,
Mato Grosso do Sul, Mato Grosso) e Sudeste (Minas Gerais, SGo Paulo),
tipico do bioma Cerrado latu sensu e Floresta Estacional Semidecidual
(REFLORA). Sua madeira é utilizada em carvoarias e na construgdo de
casas, enquanto seus frutos s@o utilizados para a produgdo de sabdo e
artesanato e pode é empregada na composicdo de jardins, pragas e
ruas estreitas, além de ser indicada para plantio em dreas degradadas
e de preservagdo permanente (Sousa, 2023).

Por se tratar de uma espécie nativa, o tingui sofre com a expansdo
da exploragdo das formagdes florestais e savanicas nativas do cerrado,
seja pelas queimadas, degradagdo, supressdo ecoldégica para a
pecudria extensiva ou produgdo agricola (Caldeira, et al, 2013). Assim a
producdo de mudas em viveiro é uma alternativa vidvel para a
recupera¢cdo de dreas degradadas e conservagdo ex situ da espécie,
sendo o principal objetivo a produgdo de plantas sauddveis que
apresentem caracteristicas importantes como resisténcia as
adversidades do meio ambiente, carecimento rdpido, elevada taxa de
sobrevivéncia entre outros aspectos (Vianag, 2022).

223



HORIZONTES CIENTIFICOS DA UFT: REFLEXOES DO XX SEMINARIO DE
INICIACAO CIENTIFICA (PIBIC)

A escolha do substrato é um fator de extrema importéncia para
as mudas na sua fase inicial, por ser o primeiro contato da semente
com o solo, este deve apresentar boa drenagem, elevada capacidade
de retencdo de dguaq, pH neutro, uniformidade, e permitir as trocas
gasosas, além de oferecer um baixo custo (Santos, 2021). A utilizagdo de
substratos alternativos com a misturas de dois ou trés insumos
orgdnicos tem se tornado uma alternativa economicamente vidvel e
ecologicamente sustentdvel, uma vez que, esses materiais seriom
descartados no meio ambiente, podem ser fontes nutritivas para o
crescimento inicial de mudas florestais (Da Silvo, et al,, 2022).

Deste modo o presente trabalho tem como objetivo avaliar a
eficiéncia técnica de substratos compostos de terra de subsolo de
diferentes texturas, de solos representativos do bioma Cerrado,
misturada a proporg¢des varidveis de residuos orgdnicos disponiveis na
regido sul do estado Tocantins, para a obtengdo de mudas de boa
qualidade.

Para isto, forom levantadas as seguintes questdes: a) os
substratos influenciardo a capacidade germinativa da espécie? b)
haverd diferenca nas caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas das
mudas? A principal hipdtese levantada é que os substratos alternativos
influenciardo positivamente as taxas de germinagdo e desenvolvimento
inicial das mudas.

METODO E MATERIAIS

O experimento foi instalodo e conduzido no viveiro do Centro de
Monitoramento e Manejo do Fogo - CEMAF- situado na Universidade
Federal do Tocantins - UFT - do campus de Gurupi, localizado nas
coordenadas com latitude a 11°44'479"'S e longitude a 49°02'56.5"W, com
precipitagdo média anual de 1500 mm e clima tropical.

Os tipos de compostos orgdnicos utilizados para a formagdo do
substrato alternativos, foram a cama de frango e o residuo frigorifico
(Figural) misturados oo latossolo e o plintossolo. A cama de frango foi
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doada pela granja Martinha e o residuo frigorifico pelo matadouro
municipal, ambos da cidade de Gurupi. Os solos foram coletados em
dois lugares diferentes dentro da UF T (Figura 2).

Os insumos foram triturados e peneirados para serem utilizados
como substratos alternativos (Figura 2), o recipiente utilizado neste
estudo, foi o saco de polipropileno medindo 13x20 cm. As sementes
forom coletadas entre os meses de setembro e outubro de 2023, em
matrizes localizadas na Universidade Federal do Tocantins - UFT, no
Instituto Federal do Tocantins - IFTO - e na Universidade de Gurupi -
UNIRG- ambas situadas no municipio de Gurupi.

O processo de semeadura teve inicio em meados do més de
outubro de 2023, obedecendo o delineamento em blocos casualizados
(DBC) com 7 tratamentos, 15 repeticdes e 3 blocos totalizando 315 sacos
de mudas. Foraom feitas as proporgdes de 45 litros de substrato,
misturados manualmente e levemente umedecidos e colocados em
sacos disposto obedecendo a ordem do delineamento. As sementes
ficaram 24h imersas em AGgua para a superagdo de dorméncia e foram
colocadas 2 em cada saco. (Figura 2). A irrigagdo foi realizada de forma
automatizadaq, 4 vezes ao diag, 7h, 11h, 14h e 1/7h.

Parao o andlise da toxa de germinagdo, foram realizadas
contagens didriaos da quantidade de sementes que apresentarom
emergéncia de plantulas. Esse processo foi conduzido até o décimo dia,
quando as sementes germinarom completomente. As varidveis
morfolégicas foram avaliadas com 30, 45, 60, 75 e 90 dias, utilizando um
paquimetro e régua, medindo didmetro do coleto, altura e ndmero de
folhas. Em fevereiro de 2024, realizou-se o determinagdo dos teores de
clorofila A e B com o auxilio de um clorofilometro.

As andlises destrutivas de biomassa foram realizadas em margo
de 2024, o partir da separagdo de cinco mudas de cada tratamento.
Usando o método de pesagem do sistema radicular e da parte aéreq,
resultou as varidveis de massa fresca da parte aérea (MFPA) e massa
fresca da raiz (MFR), e apos serem levadas para a estufo, obteve-se a
massa seca da parte aérea (MSPA) e massa seca da raiz (MSR) (Figura 3).
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Figura 1: Residuos orgdnicos

Fonte: autoria prépria (2024)

a) residuo de frigorifico; b) cama de frango

Figura 2: Coleta de solo, trituragdo dos residuos orgdnicos e instalagdo
do experimento

Fonte: autoria prépria (2024)

Figura 3: Varidveis morfoldgicas
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Fonte: autoria prépria (2024)

a) Bloco T: massa fresca da parte aérea (MFPA) e massa fresca da raiz (MFR); b) Bloco 2:
massa fresca da parte aérea (MFPA) e massa fresca da raiz (MFRY); c) Bloco 3: massa
fresca da parte aérea (MFPA) e massa fresca da raiz (MFR); d) Bloco 1: massa seca da
parte aérea (MSPA) e massa seca da raiz (MSR); e) Bloco 2: massa seca da parte aérea
(MSPA) e massa seca da raiz (MSR); f) Bloco 3: massa seca da parte aérea (MSPA) e
massa seca da raiz (MSR).

A tobela 1 descreve as combinagdes e proporgdes de materiais
adotados para compor os substratos.

Tabela 1. Proporgdo do solo Latossolo, Plintossolo e materiais orgdnicos
utilizados para a composi¢gdo dos substratos.

|Identificagdo dos tratamentos Proporgdo de solos e materiais
orgdnicos
Identificacdo dos tratamentos l Proporcao de solos e materiais organicos
Tl Substrato florestal comercial
LV PS CF RF
T2 100 0 0 0
T3 70 0 15 15
T4 40 0 30 30
T5 0 40 30 30
T6 50 0 0 50
T7 0 50 0 50

*LV: Latossolo Vermelho; PS: Plintosso; CF: Cama de Frango; RF: Residuo Frigorifico.

DADOS E DISCUSSAO
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Ao analisar a emergéncia de pldntulas das sementes de M.
pubescens (tabela 2), ndo foi identificado diferengas significativas nos
diferentes substratos. Isso pode ser justificado pela superagdo da
dorméncia tegumentar realizada pela imersdo das sementes em dgua
com temperatura ambiente durante 24h, segundo Sousa Filho, et al.
(2011), isso contribui para acelerar o processo metabdlico, levando ao
aumento de emissdo da radicula e consequentemente a alta
germinabilidade desta espécie.

Tabela 2: Germinabilidade das sementes de Tingui

Tratamentos G (%) IVG (%) TMG (%)

T 100 a 6,678 a 8,583 a
T2 97,77 a 6,465 a 8,595 a
T3 100 a 6,458 a 8,615a
T4 100 a 6,857 a 8,555a
TS 100 a 6,959 a 8,532 a
T6 100 a 6,774 a 8,562 a
T7 100 a 6,547 a 8,601 a

Média 100 6.678 8.583

CV% 0.000 2.940 0.340

Fonte: autoria prépria (2024)

Letras mindsculas diferentes nas linhas indicam diferenga
estatistica pelo teste Tukey (P<0,05); Letras iguais ndo diferem entre si
significativamente. Porcentagem de germinagdo (G%);, Velocidade de
germinagdo (VG) e Tempo médio de germinagdo (TMG) A germinagdo (G)
das sementes de M. pubescens, comegou no sétimo dia apds a
semeadura. Em alguns tratamentos, as primeiras pléntulas emergirom
totalmente neste mesmo dia. Até o décimo dia, todas as sementes em
todos os trotamentos j& haviom germinado, resultado semelhantes
foram encontrados por Silva (2019) em sua pesquisa sobre a morfologia
da Magonia pubescens, obtendo a germinagdo a partir do quarto dia
de semeadura. Portanto, a germinagdo das sementes de tingui provou
ser eficaz em todos os substratos, conforme evidenciado pela média de
100% de germinag¢do observada na tabela.
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Além disso, obtive-se bons valores na velocidade de germinagdo
(IVG) com média de 6,678 e no tempo médio (TMG) de 8,583. Isso se
explica que, devido ao tamanho da semente da espécie. Geralmente
sementes grandes possuem reservas suficientes para o seu crescimento
inicial, oferecendo a pldntula os nutrientes necessdrios para a sua
germinagcdo (Queiroz; Dias, 2023). Deste modo, o substrato pouco
influenciou nos primeiros dias de emergéncia da espécie M. pubescens,
assim como observado por Santos Junior, et al, (2023) testondo a
influéncia da luminosidade e do corte do tegumento desta espécie,
onde constatou que os maiores valores de velocidade germinativa séo
com a presenca de luz, condicdo importante para a germinagdo da
semente.

Para isso, foi avaliado o desenvolvimento inicial das mudas nos
diferentes tipos de substratos. A avaliagdo por meio da andlise de
varidncia revelou que os substratos empregados e suas respectivas
combinagdes exercem um impacto significativo nos pardmetros
morfoldgicos estudados (figura 4). Os dados obtidos demonstram
diferengas significativas em relagdo & altura (ALT), diGmetro do coleto
(DC) e nimero de folhas (NF).

Figura 4: Varidveis morfolégicas
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Fonte: autoria prépria (2024)

Letras minuUsculas diferentes indicam diferenga estatistica pelo teste Tukey
(P<0,05); Letras iguais ndo diferem entre si significativamente.

Para as varidveis morfoldgicas de ALT e NF, observou-se que entre
os 30 e 60 dias, ndo houve diferenca significativa para a andlise de
varidncia, os tratomentos sdo estatisticomente iguais, somente a partir
dos 75 dias é perceptivel a diferenga entre os tratamentos. No entanto,
para o DC somente nos 90 dias as mudas apresentaram diferengas nos
diversos tratamentos.

Os resultados apresentados, demonstram a eficiéncia do TS (40%
Plintossolo + 30% Cama de Frango + 30% Residuo Frigorifico) com médias
significativamente maiores para ALT (26,1 cm) e DC (4,44 cm). J& para NF,
observamos que o Té6 (50% Latossolo Vermelho + 50% Residuo
Frigorifico), resultado semelhante obteve Silva (2019) com mudas de
cajueiro e a utilizagdo de substrato de residuo frigorifico. Contudo, a
combinag¢do de residuos do T3 (70% Latossolo Vermelho + 15% Cama de
Frango + 15% Residuo Frigorifico), apresentou menores valores, em todas
os pardmetros morfolégicos, em relagdo aos demais trotamentos
analisados.
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Figura 5: Biomassas
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Fonte: autoria prépria (2024)

Letras minusculas diferentes indicam diferenga estatistica pelo teste Tukey
(P<0,05); Letras iguais ndo diferem entre si significativamente.

Conforme a andlise de varidncia (p < 0,05), todos os tratamentos
influenciarom a massa fresca da parte aérea (MFPA), o massa fresca da
raiz (MFR), o massa seca da parte aérea (MSPA), a massa seca de raiz
(MSR) e daos mudas de M. pubescens (figura 5).

E perceptivel a eficdcia do Té para as varidveis de MFPA e MSPA,
obtendo as maiores médias, (13.616 e 5.787). Isso indica que a
combinag¢do de 50% Latossolo Vermelho e 50% Residuo Frigorifico, foi a
mais eficaz para estas varidveis, e assim como nas andlises
morfoldgicas a mistura do T3 foi o menos eficaz, indicando que ndo foi
ideal para o crescimento das mudas.
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Enquanto para a MFR e MSR, observou-se uma alteragdo, onde o
T1 (100% substrato comercial florestal) se destacou com valores maiores
(6135 e 2911 Isso sugere que o substrato florestal comercial possui
caracteristicas que favorecem o absorgdo de nutrientes e Aguaq,
promovendo um crescimento radicular mais robusto e sauddvel de
mudas de M. pubescens em comparagdo com 0s outros tratamentos.
A clorofilo € um componente celular essencial, desempenhando um
papel crucial ndo apenas na fotossintese, mas também influenciando
diretamente a respiragdo das plantas (Sousao, et al, 2015). Por isso foi
realizado o medi¢cdo de clorofila A e B nas mudas de M. pubescens

(figura 6).

Figura 6: Varidveis Fisiologicas
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Fonte: autoria prépria (2024)

Letras minusculas diferentes indicam diferenga estatistica pelo teste Tukey
(P<0,05); Letras iguais ndo diferem entre si significativamente.

Os valores encontrados para os pardGmetros de clorofila A e B
apresentam algumas diferengas. Para a clorofila A andlise de varidncia
as medidas ndo podem ser consideradas diferentes, indicondo que,
independentemente da composi¢do do substrato, os niveis de clorofila
A nas mudas ndo variaram significativamente. Para a varidvel clorofila B,
a andlise indicou um comportamento de maior valor nos teores de
clorofila foliar (9.37) para o Té, assim como nos parémetros anteriores.
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Estes resultados se assemelham aos de Souza (2019), quando
avaliou os teores de clorofilas em plantas de Dipteryx alaota,
Enterolobium gummiferum e Magonia pusbecens sob diferentes niveis
de sombreamento, onde obteve a percepcdo que a clorofila A é
extremamente sensivel  diminui¢do da intensidade luminosa, quando a
quantidade de luz disponivel é reduzida, a eficiéncia da clorofila A em
capturar e converter energia solar em energia quimica diminui
significativamente.

Em contraste, a clorofila B consegue captar a energia solar
mesmo com sombreamento. Isso explica o motivo dos tratamentos da
clorofila A corresponderem a médias iguais para todos os tratamentos,
enquanto a clorofila B indicou resultados diferentes para os substratos
avaliados, uma vez que, o experimento foi conduzido em casa de
vegetagdo com sombreamento.

O indice de Qualidade de Dickson é um par@metro muito
importante para a averiguagdo da qualidade das mudas, € uma medida
utilizada para avalior o relagdo entre a robustez (ALT e DC) e a
biomassa (MFPA, MFR, MSPA e MSR) (figura 7)

Figura 7: Indice de Qualidade de Dickson
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Fonte: autoria prépria (2024)
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Letras minusculas diferentes indicom diferenga estatistica pelo teste Tukey
(P<0,05); Letras iguais ndo diferem entre si significativamente.

Assim como nas demais andlises realizadas para a M. pubescens,
o Té indicou ser a mistura de substrato alternativo mais eficiente entre
os demais tratamentos, propiciando mudas com qualidade superiores.
E importante observar que o T3 e o T1, se mostraram inferiores dentre
todas as misturas orgdnicas. N&o foi encontrado na literatura
resultados do indice de qualidade de dickson para esta espécie,
demonstrando a relevancia deste estudo.

CONSIDERACOES FINAIS

A combinagdo do insumo alternativos de residuo frigorifico e o
plintossolo se mostrou uma alternativa eficaz para a produgdo de
mudas de qualidade da M. pubescens, quimicomente este substrato
apresenta caracteristicas comuns a dreas naturais de ocorréncia do
tingui (oH &cido, niveis baixos de P, K, Ca e outros nutrientes). Deste
modo a utilizagdo de fontes alternativas para a produgdo de um
substrato orgdnico se torna sustentdvel e economicamente vidvel,
sendo um ponto positivo para o redugdo de custos em viveiros
florestais. Isto sugere que o espécie possui boa aptiddo silvicultural,
podendo ser implementoda em  projetos de restauragdo,
reflorestamento, dentre outros.
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Capitulo 14

Producdo de enzimas fibroliticas, aglcares
fermentesciveis utilizando cogumelos comestiveis
produzidos com residuos agroindustriais

Pedro Petterson Ferreira Santana'’
Gessiel Newton Scheidt 2

Augustus Caeser Franke Portella®

RESUMO

Estudou-se o produgdo das enzimas lacase e celulase, produzidas pelo Pleurotus sp
em diferentes fontes de carbono (bagago de cana de agucar e feno de capim coast
cross) em fungdo do tempo de cultivo (0 a 10 dias). O isolado de Pleurotus sp foi
propagado em placas de Petri contendo meio batato-dextrose-dgar (BDA). A
atividade de locase foi determinada através da oxidagdo de 2,2-azino-bis
(3-etilbenzotiazolina-46-sulfonato) - ABTS em solugdo tampdo Mcllvaine. A atividade
da celulase foi determinada através da produgdo de aglcar redutor oxidado pela
utilizagdo de &cido dinitrosalicilico (DNS). O valor médio para atividade especifica
da lacase foi 19,33 U mL-" de proteina durante os 10 dias de incubagdo. Para celulase
o valor médio de atividade enzimdtica foi 61,6 U mL™" de proteina nos 10 dias de
cultivo. Ambas as atividades enzimaticas se estabilizaram apds atingir o melhor
valor de produgdo.

Palavras-chave: Residuos enzimdticos e lignoceluloliticos, lipases;
enzimas do complexo fibrolitico; sacarificagdo Pleurotus spp.
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INTRODUCAO

O uso de residuos agroindustriais € comumente utilizado na
alimentag¢do dos ruminantes ou servindo de adubag¢do do solo para as
culturas. Entretanto, barreiras fisicas aos processos fibroliticos podem
limitar a extensdo da digestdo no rumen (Martins et al, 2006) e até
mesmo causar um desiquilibrio no ambiente. A utilizagdo de enzimas
fibroliticas promove um aumento da digestibilidade da matéria seca e
da fibra mostrando bons resultados na alimentagdo de ruminantes
(HUNT et al,, 19995).

METODO E MATERIAIS

O desenvolvimento da pesquisa até o momento, se deu por
conta da replicagdo das cepas dos fungos das espécies Pleurotus
ostreatus e Pleurotus pulmonarius provenientes da colegdo de cepas
do Laboratério de Compostos Bioativos, LACOMB, da Universidade
Federal do Tocantins, Campus de Gurupi, as cepas a serem reativadas
forom inoculodas em placas de Petri, contendo meio de cultivo BDA
(batato, dextrose e Agar) previomente esterilizado em autoclave a 121
°C por 20 minutos. Posteriormente as placas forom incubadas em
ambiente axénico a 28°C com fotoperiodo de doze horas, para o
crescimento dos fungos e a cada sete dias foram realizadas
repicagens destes fungos para novas placas contendo meio BDA para
utilizagdo nos experimentos.

As enzimas lacase por suas caracteristicas possuem diversas
aplicagbes biotecnolégicas sendo muito promissoras na degradagdo
de corantes de industrias téxtil em conjunto com polissacarideos,
onde alcangarom 53% de degradagdo (VALADARES et al, 2013). Kumar
et al. (2016) realizou o degradagdo de alguns importantes fdrmacos,
como anti-inflamatdérios e hormdnios estrogénios, utilizando a enzima
lacase do fungo Myceliophthora thermophila, onde possibilitou
remocgdes entre 80 e 100%. Assim como, outros autores (CHEN, J. et al,
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2018) que também alcangaram eficientes degradagdes de fdrmacos
utilizando esta enzima

As lacases corroborom para a degradagdo de lignina e sdo
comumente encontradas em fungos, principalmente em Pleurotus sp.
As celulases sGo enzimas responsdveis pela degradagdo de celulose,
principal composto presente nas células vegetais. A procura dessas
enzimas com o objetivo de quebrar as fibras dos alimentos é cada vez
maior, e elas podem ser utilizadas de varias formas. Diante do exposto,
objetiva-se avaliar e quantificar a atividade das enzimas lacase e
celulase produzidas pelo Pleurotus sp cultivados em diferentes fontes
de carbono em fung¢do do tempo de cultivo.

Materiais e Métodos
Origem e manutengdo do fungo

O fungo utilizado no presente trabalho foi do filo Basidiomycota
causador de podriddo branca do género R ostreatus, mantido na
colegdo de cultura existente no Laboratério de Compostos Bioativo da
Universidade Federal do Tocantins, Compus de Gurupi. O fungo foi
mantido em meio BDA (Batata Dextrose Agor), no escuro, a 28 °C,
armazenados a 4 °C e repicados mensalmente para a manutengdo das
culturas.

O meio de cultura utilizado é composto de 50 g de dextrose,
3,750 g de &gar, S0 mL do caldo batata e dgua destilada completando
250 mL. O coldo da batata foi obtido a partir do cozimento de 1 kg de
batata em 1litro de dgua mineral.

Procedeu-se a autoclavagem do meio a 1 atm 120 °C por 20 min e
em seguida distribuido cerca de 20 mL nas placas de Petri (10 cm de
didmetro). Depois da solidificagdo do meio, foi adicionado 5 mm de
didmetro do fungo. A placa com o fungo foi incubada e em estufa BOD
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a 28 °C em torno de 8° dias até a completa colonizagdo do meio
(Figura1).

Figura 1- Pleurotus ostreatus apds o 4 dia de crescimento

Fonte: O autor.

Os cultivos forom em triplicota e realizados em frascos
erlenmeyer de 125 mL, contendo 50 mL de meio de cultivo e 0,5 g das
fontes de carbonos, em seguida, foram inoculados com um disco de 10
mm de fungo PL crescidos em BDA. Os meios de cultivo inoculados
foram incubados sem iluminagdo, em agitagdo orbital a 120 rpom min-,
em estufa agitadora com temperatura controlada em 28°C nos tempos
0,2, 4,6,8¢e10 dias.

Determinagdo da atividade enzimatica

A determinagdo da atividade enzimdtica foi efetuada junto ao
Laboratério de Quimica analitica da Universidade Federal do Parand.
Uma Unidade Internacional (Ul) é definida como sendo: pmol de
produto produzido por minuto de reagdo e pode ser determinada com
o utilizagdo de um espectrofotdmetro. A atividode da lacase foi
avalioda a cada 24 horas. Utilizou-se a siringaldazina como substrato.
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A metodologia utilizada para determina¢gdo da enzima lacase foi a
descrita por Brijwani et al. (2010 - modificado). Foram utilizados 10 pL de
extrato bruto, 890 uL de tampdo acetato de sédio S0 molL-1 (pH 5,0) e
100 pL de siringaldazina.

Apds o adigdo da siringaldazina deu-se inicio a reagdo e foi
acompanhada a cada minuto por S minutos a 525 nm em
espectrofotdmetro o temperatura ambiente como mostra a Tabela 1. O
branco constitui-se de 10 yL do extrato bruto e 990 pyL do tampdo
acetato de sédio 50 mollL-1 pH 5,0, sem adigdo de siringaldazina. A
atividade enzimatica foi determinada em triplicata.

Tabela 1- Solugdo para andlise de atividade da lacase

Solugdo Volume (ulL)
Tampdo de fosfato 50 850

mmL-1

Solugdo siringaldazina 100

Caldo enzimdtico 50

Para determinagdo do cdlculo de atividade enzimatica foi
utilizada a equagdo representada logo abaixo descrita por Leonowicz
e Grzywnowicz (1981) com modificagdes:

u=10%« + 14bs |
ExRxt

Onde:

Abs = Absorbdncia no comprimento de onda especifico (nm);
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E = Coeficiente de extingdo molar para cada
substrato (Lmol'cm™); R = Quamtidade de

extrato bruto (mL);

T = Tempo de reagdo (min).

Sendo o Coeficiente de extingdo molar em 525 nm = 65000
molL'cm™. Uma unidade U é definida como a quantidade de enzima
necessdria para oxidar 1 umolL" de substrato por minuto. O resultado
é expresso em UmL".

A atividade Celulose foi determinada através da quantidade de
oxidagdo do aguUcar redutor produzido a partir do d&cido
dinitrosalicilico (DNS). Para cada 0,250 mL de amostra foi utilizado 0,250
mL de carboximetilcelulose (0,5% em solugdo tampdo acetato de sddio
S0mM, pH 5,8) em S0°C por 30 minutos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Além da lacase, os fungos de podriddo branca podem produzir
outras enzimas extracelulares, como o grupo das peroxidases (lignina
peroxidase, manganés peroxidase e peroxidase versatil). As peroxidades
necessitam do peréxido de hidrogénio (H202) para catalisar a oxidagdo,
sendo necessdario como substrato na reagdo enzimatica (DATTA et al,
2017).
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Os resultados obtidos para a produgdo de lacases, demonstram
que a produgdo de enzima é eficiente mesmo em caldo pobre de
nutrientes, sendo que o microrganismo ainda possui reservas da
biomassa residual adicionada ao meio de cultura.

A produgdo de lacase pelo microrgonismo P ostreatus,
demonstrou capacidade  adsortiva, significando  que  existe
possibilidade de desenvolver um novo insumo para ser utilizado na
purificagdo de efluentes residuais, j& que se apresentou como sendo
um material adsortivo de baixo custo e de fdcil aplicabilidade, ndo
necessitando de m&o de obra especializada.

O comportamento da lacase e da celulase foram similares sendo
que o crescimento linear ocorreu até atingir o ponto mdximo de
atividade enzimdtica mantendo-se estdvel posteriormente. Este fato
pode estar associado com a escassez nutricional e a produgdo de
biomassa fungica.

As variagdes na atividade lignolitica e de biossintese de lacase
pelos fungos, durante o cultivo em estado sdlido, dependem do tipo de
substrato utilizado. A restricdo nutricional do bagago pode explicar o
comportamento da atividade enzimdtica da celulase e da lacase serem
menores nesta fonte.
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Uma alternativa poderia ser consorciar outros nutrientes, de
forma a favorecer o desenvolvimento micelial fungico. Soden & Dobson
(2001), sugerem que o nitrogénio também pode regular a expressdo de
genes de lacase por meio de proteinas do tipo NIT2.

CONSIDERACOES FINAIS

Dado a dificuldade para obter métodos mais eficazes para
identificagdo destas enzimas presentes na biomassa do fungo, € na
contaminagdo das cepas nas placas de Petri, nGo obtive resultados
suficientes e efetivos para complementagdo do fim deste estudo
cientifico.
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Capitulo 15
Substratos na produgdo de cogumelos
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RESUMO

O presente estudo investigou a eficiéncia bioldgica e a composi¢gdo nutricional de
cogumelos Pleurotus ostreatus cultivados em substratos diversos, compreendendo
bagago de cana de aglcar (BCA) sabugo de milho triturado (SMT) e serapilheira (SPR),
todos enriquecidos com gesso agricola (GA). Os resultados demonstraram que o
substrato contendo uma mistura de bagago de cana e outros residuos agricolas
(TO2) apresentou maior eficiéncia bioldgica (34,5%) e produtividade (10,2%). Os
cogumelos cultivados mostraram-se fontes significativas de micronutrientes,
especialmente ferro e zinco, e apresentarom teores baixos de lipidios e carboidratos,
com alto teor de fibra bruta. O teor de proteina encontrado (1,18%) foi inferior ao
reportado na literaturo, o que pode estar relacionado & composicdo do substrato
utilizado. Este trabalho destaca o potencial dos cogumelos analisados para a
formulagdo de suplementos alimentares ricos em ferro, zinco e fibras, além de
reforcar o importdncia do cultivo de cogumelos para a promogdo de praticas
agricolas sustentdveis e para a melhoria da nutrigdo humana.

Palavras-chave: Aproveitamento de residuos agroindustriais, Cogumelo
comestivel, Eficiéncia bioldgica.
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INTRODUCAO

Os cogumelos sdo consumidos por vdarios povos em diferentes
culturas desde os primdérdios da humanidade (ALEXOPOULOS; MIMS,
1979). A China, Alemanha, Franga e Itdlio sGo otualmente os maiores
consumidores, cujo consumo anual tem valores de 8, 4, 2 e 1,3 kg/ano,
respectivamente (URBEN, 2017). Primeiromente os seres humanos
coletavam na natureza o cogumelo em troncos de arvores, bosques,
cavernas e ambientes naturalmente propicios para o seu
desenvolvimento, com o passar dos anos e através da observagdo dos
processos naturais comegarom a cultivar de forma parcialmente
artificial (URBEN, 2017). Os primeiros cultivos de cogumelo forom feitos
na China no século VI, com as espécies Auricularia auricula, Flamulina
velutipes, e Lentinula edodes, ou Shiitake, eles utilizavom troncos de
drvores caidas e deixavam préximos a troncos de dArvores com
cogumelos frutificados, esta técnica para o cultivo de Shiitake foi
mantida até o ano de 1930 (URBEN, 2004).

Nos Estados Unidos, no ano de 1894 foi desenvolvida a primeira
estufa feita especificomente para o cultivo de cogumelos (BEYER, 2017),
no ano de 1970 o desenvolvimento de substrato a base de compostos
advindos da exploragdo agricola, como farelo de trigo, farelo de arroz
e serragem e utilizando sacos pldsticos como embalogem foi
fundamental para aumentar a produg¢do, diminuir o tempo do cultivo,
aumentar a sanidade do substrato, modernizar o cultivo, e diminuir o
impacto ambiental causado pela retirada de drvores das florestas. O
cultivo de cogumelos em substrato feito a partir de mix com gramineas
e outros materiais ricos em nutrientes veio através da técnica Jun-Cao,
desenvolvida na China em 1980 e trouxe beneficios para os agricultores
da época, pois além dos beneficios citados acima, as gramineas eram
diversas e diminuiu os custos de produgdo da época.

A técnica foi trazida e adaptada para o Brasil pela EMBRAPA
Recursos Genéticos e Biotecnoldgicos em 1995, e é utilizada até hoje

para o cultivo de vdrias espécies de cogumelos como Agaricus
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bisporus, Hericium erinaceus, Ganoderma lucidum, Lentinula edodes,
Auricularia auricula, Flammulina velutioes, e varias espécies do género
Pleurotus spp.. (URBEN, 2017).

Os fungos, em particular os do filo Basidiomycota, em nivel
macroscopicos, sdo diferenciados pelos seu tamanho, forma, cor,
texturo, habitats, substratos, e tipos de agrupaomento;, a nivel
microscépico sdo observadas as estruturas reprodutivas e estruturais
como o0s basidios e tromas das lomelas, hifos e conidios. Essas
informagdes sdo usadas para a identificagdo imediata e classificagdo
das espécies de cogumelos, posteriormente é feita a andlise genética.

Os cogumelos pertencentes & ordem Agaricales sGo os de maior
importdncia no filo, pois nesta ordem encontromos géneros
alimenticios, medicinais, alucindgenos, venenosos, habitando
substratos a base de folhas, humos, madeira, ou até fezes de animais.
Os cogumelos do género Pleurotus spp sGo macrofungos que possuem
estipe com crescimento lateral e cilindrico e formam grandes grupos
de cogumelos que se sobrepdem; o chapéu ou pileo tem cores
variadas como cinza, rosao, verde ou marrom, a textura é lisa e brilhosao,
o formaoto é de concha ou espdtulo; na parte inferior do pileo
encontramos lamelas altas, juntas e desuniformes (HONRUBIA, et.al,
2010).

A reprodugdo sexuada ocorre quando os basididsporos
liberados do basidio encontrom outro geneticamente compativel,
formaondo hifas septadas e posteriormente o micélio primdrio, em
condi¢des ideais para o desenvolvimento ocorre a fusdo dos zigotos,
formagdo do micélio secunddrio e o crescimento de um novo cogumelo
(URBEN, 2017).

A reprodugdo assexuado, ou vegetativa, é usada para a
multiplicagdo de micélio com o mesmo material genético, ideal para a
produgdo comercial, entretanto quando repetido vdrias vezes perde-se
o vigor micelial, e a produgdo pode cair (URBEN, 2017). Este micélio
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proveniente da colonizagdo do cogumelo maduro em meio de cultura é
colocado em grdos ou cereais como trigo, milho e arroz, expande-se
pelo gréo e ganha o nome de ‘semente’ ou ‘spawn’ e sdo usados
posteriormente para a inoculagdo do substrato rico em lignina,
celulose e hemicelulose, normalmente serragem, bagago de cana de
agucar, sabugo de milho, capim andropogon, brachiaria entre outros
(ALCALDE; SALGADQO,2002). Dado visto que os basidiomicetos séo
conhecidos como ‘fungo de podriddo branca, decompositores
primarios de moléculas orgdnicas recalcitrantes, como a lignina, ve-se
a necessidade de buscar substratos ricos em carbono, entretanto,
segundo Pedra e Marino (2006) a relagdo entre a velocidade do
crescimento micelial e produgdo de cogumelos é inversamente
proporcional, e denuncia um desbalango na relagdo C/N do substrato,
sendo necessario a suplementagdo dos substratos com fonte de N.

Os cogumelos do género Pleurotus sGo amplamente consumidos no
mundo, ficando atrds dos cogumelos paris (Agaricus blazei), e Shiitake
(Lentinula edodes). Sua facilidade no cultivo, baixa demanda
tecnoldgica, seu sabor e textura juntamente com suas propriedades
medicinais e nutricionais fozem deste um alimento muito rico e
promissor. Os cogumelos desse género sdo ricos em vitominas do
complexo B, em proteinas e fibras, possuem alto teor de carboidratos e
lipideos, como O&megas; seus constituintes celulares sdo fontes
importantes de moléculas bioactivas, como as

p-olucanas, proteinas, lectinas, compostos fendlicos e triterpenos, que
contribuem com as atividades antioxidante, anticoagulante,
antibacteriana, antifungica e antiviral, antiinflamatoria, antitumoral,
diurética, e normalizadora da pressdo sanguinea.

A composi¢cdo nutricional e o teor de micro e macronutrientes
nos cogumelos podem variar em fungdo da espécie do cogumelo,
fatores genéticos, substratos e condi¢cdo quimica do mesmo, fatores
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ambientais, condi¢gdes do cultivo, armazenaomento e processamento
pds-colheita (EMBRAPA, 2009). Os fungos tém uma notdvel capacidade
de assimilar moléculas e converté-las em massa micelial, o que ressalta
a importdncia da escolha de um substrato nutricionalmente rico e livre
de contaminantes tdéxicos, pois isso culminard na produgdo de
cogumelos sauddveis e nutritivos (SCHEID, et al., 2020).

P ostreatus é considerdvel (EFFIONG; UMEOKWOCHI, 2023), e
demonstra a capacidade desses fungos de assimilar uma ampla goma
de nutrientes a partir dos substratos em que crescem,

incorporando-os ao seu corpo frutifero e biomassa micelial (UMEOQO, et
al,, 2020).

Segundo a APTA (Agéncia Paulista de Tecnologia dos
Agronegdcios), o consumo de cogumelos no Brasil é de 160
g/pessoa/ano, este valor em 1996 era de 30 g/pessoa/ano, e subiu
devido a influéncia da culindria oriental no sudeste do Brasil,
principalmente em S&o Paulo, onde se concentra 80% da produgdo
nacional de cogumelos. O mercado estd crescendo com produgdo em
pequena escalo, destinada & venda em feiras e para consumidores
primdrios da regido, assim como para restaurantes locais (ZAMPIERI,
2023), (TABA, et. al,, 2018). O mercado emprega mais de 3 mil pessoas,
produz 12 mil tonelodas e conta com 300 produtores de cogumelos
reconhecidos pela ABPC (Associagdo Brasileira de Produtores de
Cogumelos).

A composigdo nutricional do substrato exaurido (sms) é varidvel
em fungdo do material lignoceluldsico e da espécie de cogumelo
cultivado (WEI, GELADI ; XIONG, 2017) e é resultado da extragdo dos
nutrientes pela degradagdo enzimdtica dos fungos, juntamente com
lignina, celulose e hemicelulose, carboidratos e proteinas e alguns
minerais n&o pertencentes a parede celular
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(MARTfN, et al, 2023).A utilizagdo do substrato gasto de cogumelo,
resultoante do cultivo em residuos agroindustriais, apresenta um
imenso potencial na melhoria da qualidade nutricional desses
residuos. Além de produzir alimento de alto valor, a fermentag¢do sélida
dos fungos enriquece o substrato com uma variedade de nutrientes e
compostos benéficos, tornando-o uma rica fonte de alimento para
humanos e animais. Essa pratica ndo sé otimiza a gestdo de residuos,
mas também promove a sustentabilidade e a economia circular, ao

transformar o que seria descartado em um recurso valioso.

Dado sua importdncia ambiental, na utilizagdo de material
orgdnico potencializado em alimento sem a necessidade de grandes
dreas, ou energiq; sua fungdo nutricional, disponibilizando nutrientes e
metabdlitos importantes para a sadde humana; e na geragdo de
empregos e renda a micro e pequenos produtores, buscaomos neste
trabalho avaliar a eficiéncia bioldgica (%), produtividade (g/dia) e o
teor de micronutrientes, fibras, proteinas, lipidios e carboidratos no
cogumelo e no substrato exaurido (SMS).

METODO E MATERIAIS
Fungo

Os experimentos foram desenvolvidos em casa de cultivo no
Laboratdério de Compostos Bioativos da Universidade Federal do
Tocantins, na cidade de Gurupi. O fungo Pleurotus ostreatus faz parte
da micoteca do laboratério, e era mantido em meio BDA (batotq,
dextrose e dgar) em placas de Petri devidamente esterilizadas.

Spawn

Foi utilizado gréos de milho cozidos por 1h e deixados de molho
por 24h, depois foram transferidos para potes de vidro com tampas
modificadas previamente esterilizados, os grdos preencheram até 70%

251



HORIZONTES CIENTIFICOS DA UFT: REFLEXOES DO XX SEMINARIO DE
INICIACAO CIENTIFICA (PIBIC)

do volume do pote, e foram autoclavados por Th a 121°C. No outro diq,
em temperatura ambiente, forom inoculodos com discos de até 2cm de
micélio e placas de petri e meio BDA. Os potes foram mantidos na
auséncia de luz, com temperatura e umidade ambiente oté a completa
micelizagdo do fungo, que durou em média 12 dias.

Substrato

Os substrotos utilizados foram selecionados através da
disponibilidade dos mesmos na cidade e no campus. Os residuos
utilizados foram bagago de cana de agucar (BCA), sabugo de milho
triturado (SMT) e serapilheira (SPR), todos forom suplementados com
gesso agricola (GA)

Tratamento térmico

O material foi pesado e sofreu tratamento térmico, onde na
literatura sugere imersdo do material em dgua e gesso agricola por 10
min, entretanto deixamos por 3h, tal como a pasteurizagdo (URBEN,
2017).Depois escorremos a dgua até que o substrato ficasse apenas
dmido, e ndo encharcado; o material foi ensacado em sacos de
polipropileno de 1 kg, e autoclavados.

Inoculagdo

No outro dia e em temperatura ambiente foram inoculados com
s do pote de spawn para cada substrato, e sequencialmente
colocados em sala de cultivo para a incubagdo do fungo, os
substratos estdo descritos na Quadro 1.

Quadro 1 - Descricdo dos substratos, sua composi¢cdo, peso seco e
peso Umido, e quantidades de repeticdes de cada tratamento.

Substra| Composig| Peso Peso Peso Repeticd
tos ao seco total | umid amido es
(9) o por
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total substrat
(9) o (9)
TO1 BCA 100% | 2000 + 40 6092 468 12
+ =2
2% GA 040
T02 BCA 701+701+181| S 917 S591,7 12
43%+SMT| +31,6=
43%+ 1614,6
SPR
14%+ 2%
GA
Incubagdo

Na etopa de incubagdo os substratos foram mantidos na
auséncia de luz, com temperatura em 27°C, e umidade em 70%, até que
ficassem totalmente brancos e frutificagdo,

prontos para o

aproximadamente 20 dias.

Frutificagdo

Para a frutificagdo dos cogumelos a temperatura inicial foi
diminuida 5°C, a umidade foi aumentada chegando em 80%, presencga
de luz artificial por 12h/dio, e abertura dos sacos expondo- 0s Qo ar
fresco. A data de frutificagdo e o peso dos cogumelos colhidos séo
detalhados na figura 1 abaixo:
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Figura 1. Datas e peso de cogumelos colhidos nos tratamentos
T01 e TO2.

Parémetros analisados

Segundo Urben (2017) o produtividade depende das
propriedades genéticas do fungo, da qualidade e composigdo do
substrato e das condigdes de cultivo, e é expressa em eficiéncia
bioldgica (EB %) pela equagdo abaixo.

eso fresco de cogumelos
pesof gumelos _ . 100
peso seco do substrato inicial

EB =

Royse e Chalupa (2009) e Costa et al (2022) descreveram
produtividade (Pr) como sendo o peso fresco de cogumelos (g) pelo
tempo total do cultivo (dia), da data da inoculagdo até a ultima

frutificagdo, totalizando 59 dios.
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peso fresco de cogumelos
tempo total do cultivo

Pr(g/dia) =

As andlises quimicas foram realizadas em triplicatas verdadeiras,
pesando 0,100g cada, seguindo o mesmo procedimento utilizado para
andlise de solos e plantas descrito por Malavolta, Vitti e Oliveira (1989)
e Malavolta (1992).

As andlises quimicas para a determinagdo de micronutrientes
bem como a quantificagdo do teor de proteina bruta foram realizadas
tanto nos cogumelos quanto em seus respectivos substratos,
utilizando o metodologia de digestdo de Kjeldahl. Por outro lado, as
andlises de fibras e lipidios (A.O.A.C, 2011), e carboidratos (DUBOIS et al,
1951) foram conduzidas exclusivamente nos cogumelos, uma vez que o
foco do estudo é a avaliogdo da qualidade nutricional dos cogumelos

em Ssi.

DADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para EB dos tratomentos T01 e T02 forom
de 13,2% e 34,5%. A produtividade (g/dia) foi de 4,47 e 10,2,

respectivamente.

De acordo com Urben (2017), o EB minima encontrada em
substratos com bagago de cana de aglUcar é de 30%, sendo o
tratamento TO1 majoritariomente deste material, o resultado de 13,2%
foi inferior ao reportado na literatura e demonstra que outros fatores
podem ter afetado a produgdo, tais como temperatura e umidade na

fase de frutificagdo.

Os micronutrientes analisados nos cogumelos e em seus
respectivos substratos forom o cobre, zinco, ferro e manganés. Nos
cogumelos, o tratomento T01 obteve um aporte significativo deFe e Zn,
65,51 mg/100 e 20,20 mg/1009g, respectivamente. Em seus sms o teor para
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os mesmos nutrientes foraom de 16,21 mg/100g e 5,47 mg/100q,
demonstrando que os cogumelos foraom capazes de armazenar em sua
biomassa um teor elevado dos micronutrientes em comparagdo com o
substrato exaurido (sms).

Os resultados de Fe e Zn encontrado nos cogumelos do
tratamento T02 forom inferiores ao de TO01, com 26,04 mg/100g e 17,65
mg/1009, respectivamente. A composi¢cdo do substrato T02, acrescido
de outros materiais como SBT e SRP podem ter diminuido o aporte dos
nutrientes, evidenciondo que em substratos majoritariomente
compostos por BCA sGo mais eficientes no aporte de Fe e Zn.

Nos sms do tratomento T02 observomos que o teor dos
nutrientes Fe e Zn foi superior ao encontrado nos sms do tratamento
T01, com 68,29 mg/1009 e 6,81 mg/1009g, respectivamente.

Estes resultados corroboraom para que a composi¢cdo do substrato
possa afetar na copacidade de armazenar nutrientes no corpo de
frutificagdo dos cogumelos, ou sejao sua capacidade de bioacumular
nutrientes advindos do substrato de crescimento do fungo.

Para os micronutrientes Cu e Mn, nos cogumelos do tratamento
TO1 os resultados forom 1,94 mg/100g e 1,69 mg/100g9, em seus sms 0s
resultados foram de 1,30 mg/100g e 2,17 mg/100g.

Nos cogumelos do tratamento T02 os resultados obtidos para Cu
e Mn sd@o 3,15 mg/100g e 194 mg/100g, enquanto que nos sms o
resultado foi de 3,48 e 1,29 mg/100g.

Entre os cogumelos e seus respectivos sms do tratoamento T01 e
T02, para o teor de Cu, o tratamento T02 foi mais eficiente no aporte
do nutriente tanto nos cogumelos quanto nos sms; para o Mn, os
cogumelos e os sms dos tratamentos T01 e T02 e ndo demonstraram
diferenca no aporte. Sendo o maior teor encontrado no sms do
tratamento do tratamento TO1.

256



HORIZONTES CIENTIFICOS DA UFT: REFLEXOES DO XX SEMINARIO DE
INICIACAO CIENTIFICA (PIBIC)

O teor de fibra bruta nos cogumelos ndo diferiu entre os
tratamentos, com 8,24% e 8,28%, em T01 e T02. O teor de fibra bruta nos
cogumelos estd relacionado a fatores como falta de umidade e
composi¢do quimica do substrato.

O teor de proteina bruta (PB) encontrado nos cogumelos dos
dois tratamentos foi de 1,18%. Os resultados reportados na literatura
indicom que o teor de proteina em cogumelos P ostreatus é elevado, e
pode variar de 3,8 a 39 mg/100g ; Os dados reportados na literatura
explicitam a relagcdo entre o teor de nitrogénio e o aumento na
proteina acumulada no cogumelo (ELKANAH et al, 2022; OFODILE et
al,, 2020, EFFIONG et al,, 2024).

O teor de lipidios nos cogumelos do presente estudo foi de 0,79%
e 047%, para T01 e T02, respectivamente. Os teores de lipidios em
cogumelos sdo baixo, e foi reportado por revisdo literdria, com varias
espécies do género Pleurotus spp. em diversos substratos, comerciais e
experimentais (SANDE et al, 2019 e IRSHAD, 2023); os estudos
demonstram que a composicdo dos d&cidos graxos ndo é
significativamente afetada pelas espécies de cogumelos ou seus
substratos, sendo entdo os cogumelos caracterizados como alimentos
com baixo teor de gordura.

A concentragdo de carboidratos diferiu estatisticaomente entre os
cogumelos dos tratamentos T01 e T02, com 1521% e 10,08%
respectivamente, Effiong et al (2024) obtiveram 43,42% de carboidratos
totais, e concluiram que estes resultados sdo alterados principalmente
em fungdo do teor de nutrientes encontrados nos substratos e
condi¢des ambientais de cultivo.

CONSIDERACOES FINAIS

Os cogumelos forom caracterizados como fontes de
micronutrientes, principalmente Fe e Z e demonstrou teores de
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proteinas abaixo dos resultados encontrados na literatura; Os
resultados para o teor de lipidos corroboram com os resultados da
literatura que afirmam que os cogumelos sdo alimentos com baixo
teor de gorduro; Os teores de carboidratos encontrados classificam
os cogumelos do presente estudo como alimentos com baixo teor de
carboidratos;, e o teor de fibras classificam os cogumelos como
alimentos rico em fibras.

Assim, os cogumelos do presente estudo possuem potencial para
produgdo de suplementos de Fe e Zn e fibras alimentares.
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Capitulo 16

Melhoramento genético de Pleurotus ostreatus por
cruzamento multispéricos visando a obtengdo de
isolados resistentes ao calor

Enzo de Almeida Sbroglia’

Augustus Caeser Franke Portella ?

RESUMO

O cultivo de cogumelos do género Pleurotus ostreatus surge como uma opgdo vidvel
para a transformagdo de residuos agroindustriais em alimentos, sendo
economicamente benéfico e ambientalmente sustentdvel. Este trabalho objetiva o
melhoramento genético de P ostreatus por meio de cruzamentos multispdricos, com
foco na obtengdo de isolados resistentes ao calor, que apresentem pileo na coloragdo
cinza a cinza-chumbo, preferida comercialmente, e que possom frutificar em
temperaturas superiores a 25°C. O estudo foi realizado no Laboratério de Compostos
Bioativos da Universidade Federal do Tocantins, onde foram adquiridos isolados
parentais de diferentes produtores. A produgdo de basidiomas ocorreu em condigdes
controladas, seguida pela coleta de esporos para o desenvolvimento de culturas
monospoéricas. Os cruzamentos foram efetuados através da mistura de suspensdes de
esporos dos isolados selecionados, e os setores resultantes forom avaliados em
condicbes de laboratério e em cdmaras climatizadas de produgdo quanto ao
crescimento e capacidade de frutificagdo. Os isolados que apresentarom melhor
desempenho em condi¢gdes de calor foraom selecionados para avaliogdo em um
ambiente de produgdo simulado. A metodologia empregada incluiu a técnica de
matriz Spawn e a indugdo de frutificagdo em caixas organizadoras esterilizadas,
mantidas a uma temperatura controlada de aproximadamente 30°C e umidade
relativa de 75%. Os resultados deste estudo podem impulsionar a produgdo de
cogumelos em regides mais quentes do Brasil, reduzir custos com climatizagdo e
aumentar a oferta de um alimento rico em proteinas, beneficiando pequenos
produtores e contribuindo para a seguranga alimentar nacional.

Palavras-chave: Cogumelos comestiveis, melhoramento genético,
Pleurotus ostreatus, resisténcia ao calor, produgdo sustentavel.
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INTRODUCAO

O cultivo de cogumelos do género Pleurotus sp, € uma alternativa
economicamente vidvel para conversdo de residuos agroindustriais em
alimento, sdo cultivados no mundo inteiro e representom 27% da
produgdo global de cogumelos comestiveis (ROYSE, 2014). Anualmente,
cerca de 998 toneladas de residuos agrondmicos s&o produzidos,
principalmente substéncias de origem vegetal, os Pleurotus utilizam-se
desse tipo de residuo, que pode ser remanejodo, para seu
desenvolvimento e produg¢do, ajudando a reaproveitar esses residuos,
produzindo alimento e aliviondo a caréncia nutricional de populagdes
em paises como a Ching, india e Africa qQue possuem O consumo desse
tipo de alimento arraigado culturalmente, além disso, os residuos
resultantes dessa produgdo podem ser utilizados como fertilizante,
alimento animal e para produgdo de biogds (KAKON; CHOUDHURY,
SAHA, 2012). Por causa disso, o cultivo desse fungo, tem sido uma das
principais fontes de renda para pequenos produtores no sudeste da
Asia (ADEBAYO; MARTINEZ, 2015).

No Brasil, o consumo e a produgdo desse produto ndo se
comparam com o dos outros paises citados acima, o pais produz cerca
de 22000 toneladas ao ano, sendo a maior parte dessa produgdo
advinda de pequenos produtores da regido sudeste/sul, o que ndo
supre a demanda nacional, de cerca de 42 mil tonelodas (Embropa
Balango Social, 2017), havendo entdo a importagdo de cerca de 20 mil
toneladas para suprir a demanda nacional. A importagdo advém
principalmente da China, que produz 5.008.850 toneladas ao ano (ANPC,
2013). No entanto, a procura por esses alimentos no Brasil tem
aumentado no decorrer dos anos, sendo que 0 cCoNsuMo per capita em
1990 era de 30g/habitante (Embrapa Balango Social, 2017) e em 2017 era
de 288g/habitante, com projegdo de crescimento de até 9% até o ano de
2021 (URBEN; ARAILDES FONTES URBEN, 2017).
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Um dos maiores motivadores desse aumento no consumo se deve
ao fato deste alimento possuir altas concentragdes de proteinas que
variom de 28.6-15.4%, 84.1-61.3% carboidratos e 33.3% de fibra (VALVERDE;
HERNANDEZ-PEREZ; PAREDES-LOPEZ, 2015). Eles possuem mais proteina
do que muitos vegetais, mas em menor quantidade se comparado ao
leite e carne. Além disso, sGo uma fonte de minerais (Nao, Ca, P, Fe e K) e
vitaminas (vitamina C e complexo B) (BANO; RAJARATHNAM; STEINKRAUS,
1988) e (Lee et al, 2018) sendo considerados fontes alternativas oo
consumo de peixe, carnes e vegetais (KAKON; CHOUDHURY; SAHA, 2012)
e (RAMAN et al., 2020).

Tendo em vista as problemadticas apresentadas e levando-se em
consideragdo o tempo de prateleira relativamente curto desse alimento
(SINGH. et al, 2011) objetiva-se o melhoramento genético através do
cruzamento multispdérico de uma variedade de P. ostreatus resistente ao
calor, a var. Flérida, capaz de frutificar em temperaturas acima de 25°C
(EGER; EDEN; WISSIG, 1976) que apresenta pileo branco, com variedades
comercialmente aceitas pelos principais consumidores deste produto
no Brasil, que apresentam pileo cinza a cinza chumbo e que ndo
frutificom em temperaturas de 15+-5 °C.

Dessa forma, o melhoramento genético visa a obtengdo de
isolodos de P ostreatus resistentes ao calor, com pileo cinza a
cinza-chumbo, podendo viabilizar o cultivo em regides mais quentes oo
norte do pais, diminuindo custos onerosos com a climatizagdo das
casas de cultivo e possibilitondo o cultivo para pequenos produtores,
aos consumidores, uma maior oferta desse alimento rico em proteinas,
com maior acessibilidade logistica, representondo um avango na
produgdo e comercializagdo desse tipo de cogumelo.

METODO E MATERIAIS

O estudo foi realizado no Laboratdério de Compostos Bioativos -
LABCOMBI da Universidade Federal do Tocantins - UFT, no Campus
Universitdrio de Gurupi (11°43 S e 49°04' O 284 m de altitude) e os
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experimentos foram realizados no Delineamento Inteiromente
Casualizado (DIC).

Origem dos isolados parentais - Os isolados usados neste estudo
forom adquiridos de diferentes produtores, o isolado da variante florida
(branco) foi adquirido de um cultivador em MG, e o isolado da
variedade comercial (preto) foi adquirido de um produtor comercial em
SP.

Tabela 1 - Caracterizagdo dos isolados de Pleurotus ostreatus usados
nos cruzamentos conforme temperatura de frutificagdo.

Temperatura de frutificacio

Codigo 2044 °C 2544 °C
A Pileo cinza chumbo, encorpado n.f
B Pileo branco, denso f

Legenda: n.f ndo frutificou

Produgdo de basidiomas dos isolados parentais - Os isolados
forom multiplicados em meio BDA (marca do fabricante), e incubados a
25 £1°C por uma semana. Em seguida, foram cultivados em substrato
lignificado baseado na técnica JunCoo (40% bagoago de cana, 38%
Brachiaria decumbens, 20% farelo de arroz, 2% gesso agricola) segundo
as metodologias da Embropa Recursos Genéticos e Biotecnologia. A
produgdo foi realizada em cédmara climatizada, & temperatura de 20 +- 1
°C, fotoperiodo de 12 h e umidade relativa de 85-90%. A indugdo de
primodrdios foi realizada apds a completa colonizagdo do substrato (45
dias), pela retirada da tampa e acréscimo de uma ldmina d'dgua de 2 a
3 cm de espessura durante 4 horas. Em seguida, foi retirado o excesso
de dgua e os frascos transferidos para cdmaras de frutificagdo, apds a
formagdo dos basidiomas, e maturagdo dos mesmos, foi realizada a
colheita para a condugdo de extragdo dos esporos.

Desenvolvimento de culturas monospéricas - Para o
desenvolvimento de  culturas monospdricas, os basidiomas
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desenvolvidos foram transferidos individualmente para placas de Petri
previomente autoclavadas. Posteriormente, em condigdes assépticas, os
esporos foram coletados segundo a metodologia de Urben (2004), para
isso foi utilizado um apoio tripé feito de arame liso, onde o basidioma
ficou apoiado sobre uma placa de petri previamente esterilizada,
coberto por um erlenmeyer, e deixado em repouso por 24 horas para
formagdo do carimbo de esporos, resultado da precipitagdo dos
esporos. A partir dos esporos obtidos, forom feitas suspensdes,
utilizando-se 2 ml de Agua destiloda autoclavada onde se diluiu os
esporos, foi realizada uma segunda dilui¢gdo para reduzira densidade
esporica para uma média de 10 esporos por campo microscépico no
aumento de 10x, e, em seguida, foraom realizados os cruzaomentos
(URBEN, 2004).

Cruzamentos multispdricos - Na reprodug¢do sexual dos fungos do
filo Basidiomycota, a fusdo de hifas monospdricas (n) geneticamente
compativeis, origindrias de esporos com diversidade genética, culmina
na geragdo de um zigoto. Este zigoto, sob condigdes ambientais
apropriadas, desenvolve-se em um micélio secunddrio, o qual possui
nUcleos derivados de dois esporos com variagdo genética (2n). Esse
micélio, ao expandir-se e ramificar-se, resulta na formagdo de um novo
corpo de frutificagdo, conhecido como cogumelo (LIN; LIN, 1995; URBEN,
2004). Em etapas subsequentes, quando o ambiente favorece, formao-se
o micélio tercidrio, que é essencial para a produgdo das basidias, onde
acontecem a unido dos nucleos e a meiose, levando o formagdo dos
basididésporos e completando o ciclo de vida do fungo.

Os cruzamentos foram realizados através da mistura de Tml da
suspensdo de esporos do isolado F com Tml da suspensdo de esporos
do isolado que frutifica em baixas temperaturas a ser cruzado e, com
um auxilio de uma seringo, foi transferida uma gota dessa suspensdo
mista para o centro de uma placa de Petri com meio de cultura BDA e
incubados por uma semana a 28+ 1°C, no escuro. Durante o periodo de
colonizagdo forom feitas avaliogdes quanto ao crescimento da coldnia
(diGmetro médio), velocidade de desenvolvimento e a formagdo de
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setores, estes setores foram isolados em novas placas e identificados
por um numero que identificava o cruzamento e outro sequencial que
representava o numero do isolado, separados por duas barras.

Avaliagdo dos cruzamentos em condigdes de laboratdrio - Os
cruzamentos foram avaliados quanto a velocidade de colonizagdo, tipo
de crescimento (tomentoso ou rizomérfico), estabilidade, e indugdo de
primdérdios, em cdmaras de crescimento com temperatura de 28+ 1 °C,
durante até 7 dias, com trés repetigdes. Para tanto, as coldnias foram
fotografadas com a cdmera do iPhone 11, com 12 megapixels e resolugdo
de 1280x960 pixels.

Avaliagdo dos setores selecionados em condi¢gdes de produgdo -
Os isolados que apresentaram colénias de crescimento acelerado em
condigbes de calor, forom selecionados e avaliodos em cdmaras
climatizadas de produg¢do. Primeiramente, foi realizada a multiplicagdo
micelial através da técnica de matriz, ou Spawn, para isso, os grdos
forom lavados em dgua corrente até a remogdo completa da goma
resultoante do cozimento e foram bem escorridos. Aos gréos de milho
cozidos, foi adicionado 20 g de gesso agricola (2%) para cada quilo de
grdos secos, com o propdsito de ajustar o pH e evitar a aderéncia entre
0s grdos.

Os grdéos de milho forom entdo agitados e acondicionados em
sacos de polipropileno de alta densidade, resistentes o altas
temperaturas. Por fim, o material foi submetido & esterilizagdo em
autoclave a 121 °C por 20 minutos. Os sacos de polipropileno forom
preenchidos com 120 gramas de milho e inoculados com 1/3 de meio de
cultura colonizado em placas de petri de 10cm de didmetro, em seguida
foram vedados com fita microporosa para permitir as trocas gasosas
(URBEN et al.,, 2004) foram feitas trés repeti¢cdes de cada isolado.

Os sacos inoculados e lacrados eram conservados em prateleiras,
em um ambiente limpo, com temperatura controlada em torno de 28 °C
e livre de luz, permitindo que a colonizagdo pelo fungo ocorresse apds
aproximadamente 15 dias, conferindo aos grdos uma aparéncia
cotonosa. Em seguidaq, foi misturado aos gréos colonizados 230 gramas
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de serragem suplementada nas mesmas proporgdes descritas para o
meio de cultivo dos parentais (40% bagag¢o de cana, 38% Brachiaria
decumbens, 20% farelo de arroz, 2% gesso agricola). O cultivo foi
realizado Q temperatura de 28+5°C, fotoperiodo de 12 h e umidade
relativa de 85-90%, com 3 repetigdes.

Apds a completa colonizagdo do substrato, foi realizado a
indugdo a frutificagdo, adaptando-se caixas organizadoras de pldstico,
esterilizadas e devidoamente seladas, forom feitas entradas de ar para
trocas gasosas onde foi instalado fitas microporosa para prevenir
contaminagdes externas, nessa caixa, foi adicionado uma garrafa
d'agua onde foi instalado um termostato de aqudrio de S0V que ficou
submerso em dgua e configurado para manter a temperatura interna
em 30%1 °C, de modo a manter altas umidades e uma temperatura no ar
ligeiramente menor que da aguaq, além disso, um termo higrometro foi
instalodo para o monitoramento dos parémetros no interior da cdmarao,
foi mantido uma média de 28+2°C e umidade relativa média de 85%.

DADOS E DISCUSSAO

Os parentais frutificaram, foram colhidas as amostras de esporos
e os basidiomas secos na estufa para andlise genética posteriormente.
Apds a realizagdo dos cruzamentos foram selecionados 50 isolados que
apresentavam as caracteristicas fenotipicas desejadas e conduzidos
para avaliagdo, desses, 12 apresentarom contaminag¢do, restando 38
isolados com caracteristicas desejdveis para uma boa produgdo.

Tabela 2 - Uniformidade das coldnias repicadas por cruzomento

multispdricos de Pleurotus ostreatus em cdmara de crescimento.

Isolados Estavel e Estavel e Instavel e Instavel e
Cruzamento Circular [rregular Circular Irregular
(%) (%) (%) (%)
AxB 38 55,26 28,95 8,52 7,89
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Dentre os isolados que apresentovam os aspectos mais desejdveis
(coldnia circular e estabilidade) os isolados: 3/1, 4/1, 8/1, 20/3, 21/4, 28/2,
3172 e 32/1 apresentaram melhor desenvolvimento micelial em
temperaturas altas, completando o sua colonizagdo o frente dos
demais, no entanto, apenas apds os 7 dias de avaliagdo. Dentro do
periodo de 7 dias, o isolado que apresentou crescimento micelial
recorde foi o isolado 16/2 na terceira repeticdo com 9 mm de didmetro,
sendo que este isolado foi considerado instdvel devido ao alto valor de
desvio padrdo entre as repetigdes.

Tabela 3 - Crescimento micelial dentro das caracteristicas desejdveis.

Tabela 3 — Crescimento micelial dentro das caracteristicas desejaveis.

Isolados Crescimento micelial médio
(Placa/Setor) (mm + dp)
3/1 8,47+0,12
4/1 6,63+0,82
8/1 8,00+0,51
20/3 7,37+0,90
21/4 7,17+0,74
28/2 7,47+0,76
3172 6,63+0,82
32/1 6,33+0,85

Figura 01: Exemplo de coldnias circulares e estaveis (7 dias).
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Figura 03: Exemplo de coldnia Irregular.
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Rojorathnom e Bano (1987) observarom que, em cruzamentos
monospdricos, apenas cerca de 25% sdo sexualmente compativeis e
tém o capacidade de induzir a formagdo de primdrdios. Isso se aplica a
espécies de basidiomicetos que possuem heranga sexual tetrapolar,
como é o caso de P ostreatus. Com relagdo aos isolados analisados,
apenas o isolado 32/1 apresentou capacidade de produgdo de
primdérdios na temperatura de cultivo utilizado, tendo feito isso em 2
das 3 tentativas, sendo que este ndo foi copoz de se desenvolver
completomente e abortou. Outro aspecto relevante a ser avaliado € a
influéncia da temperatura sobre a génese e crescimento dos
primdrdios, j& que cepas ndo aclimatadas ao cultivo em condigdes de
alta temperaotura podem sofrer interrupgdo ou estagnagdo em seu
processo de desenvolvimento, conforme observado neste estudo e
relotado por Chang et al. (1995) em suas investigagdes com Lentinula

edodes.

Figura 04: Formagdo de primérdio do isolado 32/1.
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Elliott e Langton (1981) destacarom que o comercializagdo de
novos isolados ndo deve ser feita de forma precipitada com base
apenas em resultados obtidos em placas de Petri, uma vez que o
crescimento micelial nessa etapa ndo ¢é indicativo do potencial
produtivo. Entretanto, monitorar o desenvolvimento micelial em placas
de Petri é essencial para selecionar isolados que ndo exibam setores, o
qQue poderia comprometer a produtividode e a morfologia dos
cogumelos devido a processos como recombinagdo somatica (Li et al,
1994), heranga extracromossdmica (Matsumoto & Nakai, 1996), perda de
alelos ou polimorfismo genético (Labarere et al, 1991; Chen et al,, 1996).

CONSIDERACOES FINAIS

272



HORIZONTES CIENTIFICOS DA UFT: REFLEXOES DO XX SEMINARIO DE
INICIACAO CIENTIFICA (PIBIC)

O presente estudo visou o melhoromento genético de Pleurotus
ostreatus por meio de cruzamentos multispdricos, com o objetivo de
obter isolados resistentes ao calor que apresentassem caracteristicas
comerciais desejdveis, como a coloragdo do pileo entre cinza e
cinzao-chumbo, e que fossem capazes de frutificar em temperaturas
superiores a 25°C.

Os resultados obtidos permitirom a selegdo de 38 isolados com
potencial para o cultivo em temperaturas elevadas, dos quais apenas o
isolado 32/1 demonstrou capacidade de produgdo de primdérdios na
temperatura de cultivo utilizada. No entanto, este isolado ndéo
conseguiu completar o desenvolvimento dos basidiomas, o que indica a
necessidade de mais estudos para a obtengdo de isolados que
atendam plenamente aos critérios estabelecidos.

As andlises realizadas destacarom a importdncia de considerar
ndo apenas o crescimento micelial em placas de Petri, mas também a
estabilidade dos setores e a capacidade de frutificagdo sob condigdes
de alta temperatura. A metodologia empregada, incluindo a técnica de
matriz Spown e a indugdo de frutificagdo em caixas organizadoras
esterilizadas, mostrou-se promissora para a avaliogdo do potencial de
produgdo dos isolados selecionados.

Este trabalho contribui para o avango no cultivo de cogumelos em
regides mais quentes do Brasil, com possiveis impactos positivos na
redu¢cdo de custos com climatizagdo e no aumento da oferta de
alimentos ricos em proteinas. Contudo, sGo necessdarias pesquisas
adicionais para otimizar as técnicas de cultivo e garantir a viabilidade
comercial dos isolados selecionados, com foco na produgdo sustentdvel
e na seguranc¢a alimentar nacional.
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Capitulo 17
Bacillus Subtilis no biocontrole de nematdides

na cultura de alface

Bruna Marques de Souza''

Aloisio Freitas Chagas Junior ?

RESUMO

A bactéria do género Bacillus, da espécie Bacillus subtilis, se tornou nos ultimos anos
um organismo modelo para o estudo de processos das bactérias gram positivas, por
caracteristicas como esporulagdo, competéncias genéticas e formagdo de biofilmes. A
mesma, possui um alto potencial comercial na drea da agricultura devido a sua
eficiéncia como promotora de crescimento (RCPC), controle de patdgenos e
nematdides, pois age interferindo na aderéncia do patégeno nas folhas e no seu
desenvolvimento posterior, inibe a germinagdo dos conidios, destruindo assim o
crescimento dos patdgenos, perfurando as membranas do tubo germinativo e micélio,
além da formagdo de biofilmes nas raizes das plantas, as defendendo assim, de
atoques de nematdides. O presente trabalho, tem como finalidade verificar a
eficiéncia do Bacillus subtilis no controle bioldgico de nematdides na cultura da alface
bem como seus beneficios como promotora de crescimento. O experimento foi
conduzido em delineamento experimental casualizado, com trés tratamentos, sendo
eles Bsl0, Panta (produto comercial) e testemunhaq, dispostos em tubetes com
substrato, areia e solo nas proporgdes 111, com inoculagdo de 1T mL de nematdides,
posteriormente, a inoculagdo dos tratamentos bacterionos com 1 mL por tubete aos 11
dias apds semeadura. As avaliagdes foram realizadas com 39 e 52 dias, apresentando
resultados positivos quanto ao NMG (NUmero médio de galhas) e incremento de
biomassa, demonstrando assim, a eficiéncia do Bacillus subtilis quanto oo biocontrole
de nematdides do género Meloidogyne spp. e as suas capacidades como promotora
de crescimento. A utilizagdo do isolado de Bacillus subtilis, Bs10 e isolado comercial
Panta avaliados, se mostraram promissores para o controle de Meloidogyne spp. na
cultivar de alface Lucy Brown, bem como eficiente nas varidveis de biomassa oérea e
radicular, onde ficou explicito a capacidade que as bactérias tém, na conversdo de
substancias minerais em orgdnicas que ndo estovam disponiveis, fator benéfico para
a planta, no qual além de inibir o atividade de patdgenos, contribuiu diretamente
para o aumento da produgdo, incrementando o desenvolvimento vegetativo de
interesse comercial da cultura, esses resultados, revelam um alto potencial para serem
utilizados no controle bioldgico.
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INTRODUCAO

As bactérias do género Bacillus, além de serem componentes de
populagdes microbianas do solo, superficies radiculares e superficies
foliares, apresentam caracteristicas atrativas para o estudo do controle
biolédgico de doengas e promotores de crescimento vegetal. E uma das
principais bactérias da rizosfera que é importante na promog¢&o do
crescimento das plantas, afetando positivamente o germinagdo, o
desenvolvimento e o rendimento das culturas, e também por produzir
substdncias que promovem o crescimento, melhoraram a nutricdo das
plantas e inibem patégenos (CHAGAS JUNIOR et al,, 2022).

A espécie Bacillus subtilis possui efeitos benéficos na nodulagdo e
na supress@o de doengas, atuando diretamente na produgdo ou
olteragcdo das concentragdes de hormdnios vegetais, na fixagcdo de
nitrogénio, fosfatos minerais ou na dissolugdo de outros nutrientes no
solo, aumentando a permeabilidade das raizes e a produgdo de
sideréforos, além de promover a melhoria da produtividade das
culturas; especialmente quando combinado com outras medidas de
gestdo, como a fertilizagdo (SAXENA et al, 2019).

Dentre as principais causas de perdas nas maiores culturas de
importdncia econdmica ou de subsisténcia em todos os continentes, a
incidéncia de nematoides tem ganhado notoriedade, bem como
estudos e atualizagdes de tecnologias, pois em escala global, estima-se
que os prejuizos decorrentes da agdo desses organismos parasitas de
plantas sejom calculados entre 78 bilhdes e 125 bilhdes de ddlares
(LOPES; FERRAZ, 2016).

Muitos géneros de nematoides ocorrem em dreas de produgdo de
hortaligas folhosas, dentre os principais nematoides que tém causado
prejuizos, é possivel encontrar alta incidéncia de nematoide-das-galhas
(Meloidogyne spp.) (EMBRAPA, 2010).

No Braosil, os maiores problemas em hortalicas folhosas
geralmente  ocorrem em  decorréncia da infestagdo pelo
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nematoide-das-galhas, principalmente as espécies M. incognita e M.
javanicao, que possuem maior distribuicdo nas regides produtoras. A
aolta incidéncia destas espécies é atribuida O alta capacidade de
reprodugdo de ambas, em regides com grande variagdo de temperatura
do solo. Outras espécies, como Meloidogyne hapla e M. arenaria
possuem maior incidéncia em regides isoladas do pais e causam
maiores problemas em regides tropicais e subtropicais (FERRAZ e
BROWN; OLIVEIRA, 2016).

Com o uso de nematicidas caro, de disponibilidade limitada e
propensos a causar sérios danos oo meio ambiente e aos seres
humanos, o controle quimico tem prevalecido hd algum tempo. Os
produtos mais utilizados para fins de controle, pertencem & classe dos
carbamatos, que estdo entre as formulagdes mais tdxicas j& registradas
no pais (MACHADO et al, 2012). Desta forma, o controle bioldgico
torna-se uma opgdo sustentdvel diante do controle tradicional de
nematoides (FERNANDES et al,, 2014).

Neste contexto, as bactérias da rizosferq, especialmente Bacillus
subtilis, tém se tornado objeto de pesquisas, principalmente devido as
suas capacidades nematicidas e como promotoras de crescimento de
plantas, o que estimula a utilizagdo de novas estratégias que facilitem a
implementa¢gdo de abordagens mais sustentdveis para a agricultura
(ICHIWAKI, 2012). Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
eficiéncia de Bacillus subtilis no biocontrole de nematoides na cultura
de alface.

METODO E MATERIAIS

Os experimentos forom conduzidos em condi¢des de cultivo
protegido, no Viveiro Florestal da Universidade Federal do Tocantins,
Campus Universitario de Gurupi, localizado a 11°43 de latitude Sul e
49°04' de longitude Oeste e altitude de 280 m.

Foi utilizada a cultivar comercial de alface Lucy Brown, avaliada
em duas etopas. As parcelas consistiram em duas sementes em
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delineomento experimental inteiraomente casualizodo com trés
tratomentos e cinco repetigdes. Os tratamentos implantados foram:
Bs10, Panta (produto comercial) e a testemunha absoluta sem
inoculagdo, dispostos em tubetes contendo substrato, areia e solo, na
propor¢éo de 1T1. A inoculogdo dos nematoides foi realizada no
momento da semeadura, contendo 1 mL por tubete. Posteriormente,
com onze dias apds a semeadurq, realizou-se a inoculagdo com os
tratamentos bacterionos na proporgdo de 1 mL por tubete (Figura 1A).

Na formagdo de mudas de alface, forom semeadas duas sementes
em 50 tubetes. Aos nove dias apds a semeadura, quando as pléntulas
apresentarom a primeira folha definitiva expandida, foi realizado o
desbaste, mantendo-se uma pldntula por célula (Figura 1B).

Figura 1. A, desbaste das mudas nove dias pds semeadura. B,
Inoculagdo dos tratamentos Bs10 e PANTA, 11 dias apds a semeadura.

O isolado de nematoide foi obtido na UFT, j& caracterizado, por

meio de parceria com grupo de pesquisa em Olericultura. Eles forom
mantidos em jardineira com plantas de alface para a preservagdo de
viabilidade.

Aos 39 dias apds semeadura, as plaontas forom retiradas
cuidadosamente dos vasos e suas raizes forom lavadas em dgua
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corrente para remogdo do substrato. Em seguida, forom levadas oo
Laborotdério de Microbiologia Agricola para a determinagdo das
seguintes caracteristicas: Comprimento da raiz (CR) e comprimento
folna (CF): com auxilio de uma régua graduada em cm, onde foi
mensurada a disténcia da base do corte no caule até a parte apical da
raiz, bem como a base do corte no caule até a parte apical da folhqg;
Quantidade de folhas (QF); Massa seca da parte aérea (MAS), massa
seca raiz (MSR) e massa seca total (MST), ombos obtidos através de
pesagem em balanga analitica, apds a secagem por estufa. Em todos os
tratamentos, forom avaliadas: Niumero médio de galhas (NMG), onde
otravés do microscédpio, forom identificadas e contabilizada a
quantidade de galhas nas raizes (Figura 2).

Figura 2. Identificagdo de galhas via microscépio apds lavagem
das raizes.

Os dados foram submetidos o andlise de varidncia

empregando-se o programa de andlise estatistica SISVAR.

DADOS E DISCUSSAO
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Na primeira avaliagdo, realizada com 39 dias apds a semeadurq,
os tratamentos Panta e Bsl10, apresentarom pouca diferenciagdo entre
si, no entanto superiores a testemunha, para as varidveis analisadas
(Tabela 1. Ambos os tratomentos mostrarom-se superiores a
testemunhao, possuindo grande expressividade positiva no comprimento
de raiz (CR), vantagem obtida através das propriedades de promogdo
de crescimento do Bacillus subtilis, onde foi observado um maior
desenvolvimento das raizes nos tratamentos, tornondo as plantos
tratadas mais aptas a explorar maiores dreas do solo e
consequentemente absorverem mais dgua e nutrientes, tornando-as
mais resilientes e aptas a condigdes adversas, da mesma forma que foi
relatado nos estudos realizados por Jain et al. (2016) na cultura da sojq,
0s quais mostrarom que isolados de Bacillus podem incrementar, o peso
fresco da parte drea e aumentar o tomanho e nimero de raizes laterais.

Os tratomentos Panta e Bsl0 apresentarom bons resultados
quanto as caracteristicas de produtividade, sendo a quantidade de
folhas (QF) apresentando minima variagdo entre si, no entanto
significantes quanto a testemunha, bem como para o comprimento de
folha (CF), onde os tratomentos se diferenciarom da testemunha.
Domingues et al. (2022), também notaram um significativo aumento de
folhas em alface e Clemente et al. (2016) que notarom um expressivo
aumento na produtividade, apds a aplicagdo de composto fermentado
com linhagens de Bacillus em cenouras.

Os niveis de massa seca da raiz (MSR), massa seca aérea (MAS) e
massa seca total (MST) se apresentaraom superiores a testemunhao, onde
a MSA, apresentou variogdo quanto ao tratomento da cepa Bsl0, se
mostrando pouco mais eficiente na promogdo de crescimento foliar,
revelondo maior capacidade de retengdo de nutrientes nas plantas.
Segundo Braga (2022), esse incremento na biomassa, pode estar ligado
aos vdrios mecanismos pelos quais essa bactéria atua, como na
producdo de fitohormodnios, disponibilizagdo de nutrientes, enzimas e
produgdo de Gcido cianidrico.
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Tabela 1. Biomassa de plantas de alface inoculadas com Bacillus subtilis
aos 39 dias apds semeadura.

TRAT CR QF CF MSR MSA MST NMG
PANTA 228a 8,60 a 1166a 033a 048b 08la 775a
BS10 228a 8.54a 12,16a 029a 060a 08%9a 738a
Testemunha 1784b 680b 100b 021b 038c¢c 059b 1590b
CV (%) 4,49 10,75 8,12 6,74 1,46 9,72 8.04

CR (Comprimento de Roaiz); QF (Quantidade de Folhas); CF (Comprimento de Folhas),
MSR (Massa Seca Raiz); MSA (Massa Seca Aérea), MST (Massa Seca Total); NMG (Ndmero
Médio de Galhas).

Foi notado também, grande significGncia no ndmero médio de
galhas (NMG), onde os tratomentos pouco se diferiram entre si, porém
apresentou excelente resultado em relagdo a testemunhaq, revelando
uma significante redugdo na incidéncia de numero de galhas nas raizes.
Domingues et al. (2022), também relatou um destaque de Bacillus subtilis
no controle de Meloidogyne spp. em alface. Segundo Aradjo e Marchesi
(2009), a redugdo dos nematoides através da utilizagdo de rizobactérias
pode ser justificada devido aos mecanismos de ag¢do delas, tais como:
aumento da imobilidade, mortabilidade e inibigdo da eclosdo.

Na segunda avaliagdo, realizada aos 52 dias apds a semeaduraq,
todos os tratomentos se mantiveram superiores a testemunha. A cepa
Bs10 apresentou varidncia quanto a QF, apresentando desempenho
significante na promog¢do de crescimento foliar, ao contrdrio do
resultado obtido na primeira etapa do experimento. Esse aumento de
eficdcia pode estar relacionado com o fato de a cepa ser obtida em
solo do cerrado, que segundo Chagas et al. (2023) esse fator pode
favorecer a constante viabilidoade da cepa na reqgido. Braga (2022),
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também constatou maior eficiéncia do Bsl0 quanto as varidveis de
biomassa em estudos voltados para a cultura da sojo.

Tabela 2. Biomassa de plantas de alface inoculadas com Bacillus subtilis
aos 52 dias apds semeadura.

TRAT CR QF CF MSR MSA MST NMG
PANTA 22,77 a 7.50b 1230a 034a 053a 0,88 a 13,90 a
BS10 2232a 853a 1228a 032b 0,52 a 0,84 a 10,20 b
Testemunha 22,17 a 725b 11,78a 027¢ 043b 071b 19,00 ¢
CV (%) 2,83 535 591 434 6,36 7,74 7,62

CR (Comprimento de Raiz), QF (Quantidade de Folhas); CF (Comprimento de Folhas);
MSR (Massa Seca Raiz); MSA (Massa Seca Aérea), MST (Massa Seca Total); NMG (Ndmero
Médio de Galhas).

Para as varidveis MSR, MSA e MST o tratamento Panta se mostrou
superior quanto oo incremento de biomassa nas partes aéreas e
radicular, Chagas et al, (2022), também relatou incremento de biomassa
por Bacillus subtilis na cultura da soja, qual estd relacionada com as
propriedades bioldgicas da bactéria, que possui facilidade para manter
sua viabilidade, tendo assim, potencial para promover o crescimento
vegetal.

Para o NMG o tratamento Bs10 se manteve superior, apresentando
uma significativa redugdo da incidéncia de galhas nas raizes da culturo.
Domingues et al. (2022), oo realizar um trabalho voltado para agdo de
agentes bioldgicos no controle de fitonematdides em alface, analisou
que a utilizagdo de B. subtilis desempenhou resultodos promissores no
controle de nematoides das espécies de Meloidogyne. O autor também
relata que a patogenicidade do nematoide na cultura pode depender
dao cultivar utilizado, pois as cultivares podem desempenhar
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sensibilidade distintas, entretanto a utilizagdo de controles alternativos
se faz necessdria, pois pode contribuir com a redugdo dos prejuizos
causados por nematoides. Costa (2023) também constatou a eficiéncia
de B. subtilis ao pulverizar sobre plantas de cafezeiro um produto
contendo o bactéria como principio ativo. Segundo o autor, o
nematicida bioldgico desempenhou capacidade de reduzir a
populagdo de Meloidogyne exigua no solo a partir de 180 dias apds
aplicagdo.

CONSIDERACOES FINAIS

A utilizagdo do isolado de Bacillus subtilis, Bsl0 e isolado
comercial Panta avaliodos se mostrarom promissores para o controle de
Meloidogyne spp. na cultivar de alface Lucy Brown, bem como eficiente
nas varidveis de biomassa aérea e radicular, onde ficou explicito a
capacidade que as bactérias tém, na conversGo de substdncias
minerais em orgdnicas que ndo estavam disponiveis, fator benéfico
para a planta, no qual além de inibir o atividade de patdgenos,
contribuiu diretamente para o aumento da produg¢do, incrementando o
desenvolvimento vegetativo de interesse comercial da cultura. Esses
resultados revelam um alto potencial para serem utilizados no controle
bioldgico.
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Capitulo 18
Efeito do tempo de armazenamento da amostra
no DNA total do solo

Milenna Oliveira Santiago!

Elainy Cristina Alves Martins Oliveira ?

RESUMO

Caracterizado por ser um ecossistema rico em diversidade microbiana, o solo possui
grande potencial biotecnoldgico, visto que os microrganismos desempenham
importantes papéis ecoldgicos no meio ambiente, agindo como eximios indicadores
biolégicos, especialmente para o agricultura. O processo de extragdo de DNA é
fundamental para essa avaliagdo, entretanto, enfrenta considerdveis desafios, como a
disponibilidade de técnicas moleculares e armazenamento eficaz das amostras. O
objetivo deste trabalho foi avaliar se procedimentos de extragcdo de DNA
convencionais eram capazes de extrair material genético em quantidades e
qualidades pertinentes, bem como, o procedimento por kit para extragdo e
purificagdo de DNA de solo com colunas de silica - RUO (Nova Biotecnologia ®),
enquanto analisavo-se a estabilidade do material genético presente nas amostras
armazenadas a -20°C durante determinado periodo de tempo. O solo foi coletado na
fazenda COBRAPE, no Tocantins, em duas dreas (Grea com monocultivo de arroz e drea
de preservagdo permanente com cerrado nativo) na profundidade 0-10 cm. O material
coletado manteve-se armazenado em freezer a -20°C durante todo o periodo do
estudo, sendo retiradas sub-amostras apenas no momento da extragdo. Os resultados
encontrados demonstrom uma necessidade de implementagdo de técnicas de
purificagdo refinadas em protocolos tradicionais, entretanto observou-se que o kit
obteve éxito em extrair DNA livre de contaminantes. O resultado obtido sugere que o
método de armazenamento escolhido se mostrou satisfatério, uma vez que
proporcionou que significativa quantidade de DNA fosse obtida, mesmo apds oito
meses.

Palavras-chave: Estabilidade de DNA; Extragcdo de DNA; Diversidade
Microbiana.
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INTRODUCAO

O solo representa um dos ecossistemas microbianos mais ricos
em diversidade no mundo, abrigondo uma variedade de organismos,
tais como bactérias, fungos, arqueias, virus e protistas. Estudos
estimam a presenga de 2000 a 8,5 milhdes de bactérias em apenas um
graoma de solo, entre os quais, pode-se destacar géneros e espécies
fundaomentais para a manutengdo da fertilidode do ambiente
(STRELETSKII et al, 2024; CLUTTER, 2021. Essas comunidades
microbionas desempenham um papel crucial na promogdo da saude
das plantas e na sua resisténcia a fatores de estresse, como secas,
poluicdo por metais pesados e parasitismo (GREEN; BOHANNAN, 200¢;
GANS et al, 2005).

E importante ressaltar que as taxas de atividade, biomassa,
estrutura da comunidade e diversidade dos microrganismos podem
sofrer alteragdes rdpidas, antecipando mudangas nas propriedades
fisico-quimicas do solo, mesmo antes de serem detectadas (SHARMA et
al,, 2010). Para avaliar os tipos e os niveis de degradagdo das dreas de
cultivo agricola, é possivel realizar compara¢des da drea atual com o
estado natural do solo, ou sejo, locais que ndo passarom por algum tipo
de modificagdo antrépica, consequentemente, na sua fertilidade. As
matas virgens servem como um cendario ideal, j& que ndo passaram por
exposigdo O adubos, agrotdxicos e danos mecdnicos, principalmente
quando se considera os indicadores bioldgicos como pardmetro de
qualidade (SILVA, et al,, 2015).

Como o0s microrganismos tendem a ser bons indicadores
bioldgicos da saude do solo, a aplicagdo de técnicas biotecnoldgicas
permite extrair o material genético presente em determinado local e
avaliar o presenga ou auséncia de algum ser vivo, 0O Que,
consequentemente, fornece um panoroma de como se encontra o
ambiente analisado. Apesar do recomendado ser realizar as andlises
moleculares imediatamente apds a coleta do solo, o mais comum é que
as amostras sejom armazenadas, refrigeradas, transportadas e, de fato,
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analisadas, apds algum periodo de tempo. Os motivos que levam isso a
acontecer sGo os mais diversos, como o tempo de transito, a distdncia
entre os locais de coleta e o laboratério, grande volume de amostras e a
disponibilidade de mdo de obra especializada (LANE, et al,, 2022).

Entretaonto, estudos voltados para a varidvel “empo de
armazenamento” de amostras bioldgicas do solo sdo escassos,
principalmente se for considerado apenas o0s empregados no bioma
Cerrado (ARAGAQ, et al,, 2020). Dessa forma, este estudo objetiva avaliar
a interferéncia do tempo de armazenamento na quantidade e
qualidade do DNA total extraido de amostras de solo de dreas de
cultivo de arroz e de Cerrado nativo submetidas & congelomento em
-20°C por diferentes periodos de tempo.

METODO E MATERIAIS

Coleta das amostras

A coleta das amostras de solo foi realizada na Fazenda COBRAPE
(Companhia Brasileira de Agropecudria), localizada no municipio de
Formoso do Araguaia - TO, reconhecida por plantio de grandes
latifundios hd mais de S0 anos. No momento da amostragem (dia
25/11/2023), a drea estava com plantio de arroz (Oryza sativa). Areas de
Cerrado, paralelas ao plantio, que ndo foram sujeitas a nenhum tipo de
atividade humana, denominadas como “dreas de preservagdo
permanente de Cerrado nativo®, também forom amostradas.

Inicialmente, foi selecionado um ponto aleatédrio, a partir dele,
outros dois pontos foram marcados a uma distdncia de 50 m, formando
um triéngulo (figura 01). Em cada ponto forom marcados 5 subpontos
(um central e os demais seguindo os pontos cardeais), ambos distantes
a 2 m do ponto central, (figura 01). O procedimento foi realizado tanto na
drea de monocultivo, quanto na drea de Cerrado nativo. No total, cada
drea foi representada por 3 amostras compostas de solo.
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Figura 01: Representag¢do gréfica dos pontos de coleta de ambas

as dreas analisadas.

50 m

Fonte: Autor, 2024

O solo foi coletado na profundidade 0-10 cm em cada um dos
pontos marcados. Na coleta, forom utilizados tubos de PVC de 15 cm,
previomente esterilizados e sinalizados na marca de 10 cm. Apds a
coleta, as extremidades dos tubos forom vedadas com fita adesiva, e
estes foraom colocados em sacos plasticos zip lock esterilizados, para
qQue as amostras ndo se misturassem durante o processo. As amostras
forom imediatamente colocadas em caixas de isopor com gelo e forom
transportadas para a Universidade Federal do Tocantins (UFT), compus

Gurupi.

Armazenamento e conservagdo das amostras

Com as amostras no Laboratério de Genética e Bioquimica da
UFT, foi realizada a homogeneizagdo das amostras de cada ponto,
formando amostras compostas. Apds o mistura das cinco amostras
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coletadas em cada um dos pontos, obteve-se 3 amostras compostas de
solo de cultivo de arroz (AC) e 3 amostras compostas de solo da drea de
preservagdo permanente de Cerrado nativo (APP).

Uma parte do solo coletado foi usado nas andlises fisico-quimicas
e o restante foi previamente separado em distintos sacos pldsticos zip
lock, que foram destinados para cada uma dos extragdes de DNA
previstas. As amostras separadas e pesadas forom guardadas em
freezer (-20°C). Durante todo o processo de armazenamento ndo foi
observado quedas de energiaos ou outros fatores que pudessem
interferir na integridade do ambiente utilizado. As sub-amostras sé
forom descongelaodas quando da extragdo de DNA total.

Andlise fisico-quimica do solo

As amostras foram destinadas para andlises fisico-quimicas do
solo na empresa privada Sellar, no municipio de Gurupi, Tocantins, em
23 de janeiro de 2024. O estabelecimento é um laboratdrio especializado
em andlises agricolas, conveniado ao Programa de Andlises de
Quoalidade de Laboratérios de Fertilidade (PAQLF) da EMBRAPA e ao
Instituto Agrondémico.

Extracdo de DNA total do solo

Na extragdo de DNA foi utilizado o protocolo proposto por Cullen
e Hirsch (1998) e modificado por Santos (2002). Consiste em extrair o DNA
a partir de 0,3 g de solo. Utilizando esse protocolo como referéncia,
otimizagdes foram implementadas, a fim de se obter uma quantidade e
qualidade razodvel de material genético extraido.

A partir das amostras previomente pesadas e alocadas em
microtubos, adicionou-se 750 pl de tompdo fosfato de sédio pH 8,0 (120
mM), 75 ul de SDS 10% e 0,5 ml de pérolas de vidro de 0,1 mm de didmetro.
Ao término dessa etapaq, deve-se submeté-las por 30 segundos o etapa
de bead beater utilizando-se agitador vortex, seguida centrifugado a
15000 rom por cinco minutos. Ao sobrenadante que foi coletado,
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adicionou-se EDTA pH 8,0 (0,5 M) até a concentragdo final de 100 mM e
acetato de potdassio pH 8,0 (5,0 M), para se obter a concentragdo final de
500 mM. Ao término dessa etapo, o material foi deixado em gelo por 20
minutos foi submetido a uma centrifugagdo a 15000 rom por cinco
minutos.

Realizou-se uma nova coleta do sobrenadante e adicionou-se um
volume de tampdo fosfato de sdédio pH 8,0 (120 mM) contendo 4% de
CTAB, o material foi submetido a uma agitagdo em shaker de 30 minutos
para precipitar d&cidos humicos e fdlvicos, seguida de uma
centrifugagdo de 15000 rpm por cinco minutos. Coletou-se o
sobrenadante e adicionou-se um volume de isopropanol, seguido,
imediatomente, de uma nova centrifugagdo. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado lovado com etanol 80%, com posterior
secagem. O DNA foi ressuspendido em 100 pl de tampdo TE e estocado
a-20°C.

A partir deste protocolo, foram realizadas 3 modificagdes,
objetivando uma melhoria nos resultados. Os protocolos modificados
encontram-se descritos no material em anexo. Para as modificagdes, foi
consultada a literatura disponivel quanto a este tipo de andlise,
levando-se também em considera¢do as caracteristicas fisico-quimicas
e geomorfoldgicas do solo utilizado.

Houve, ainda, uma extragdo utilizando-se o kit para extragdo e
purificagdo de DNA de solo com colunas de silica - RUO (Nova
Biotecnologia ®). A partir de 0,59 de cada amostra de solo, decorreu a
extragcdo, conforme as recomendagdes do fabricante. Todos os
procedimentos utilizados encontram-se esquematizados nas figuras 095,
06, 07,08 e 09, presentes no anexo.

Qualificagdo do DNA

Como forma de avaliar a qualidade do DNA extraido, optou-se por
realizar o procedimento de eletroforese em gel de agarose a 0,8% (p/V)
contendo 5 pL brometo de etidio. O tampdo para eletroforese foi
adicionado na cuba g, por fim, com 5 pL das amostras, conjunto a 2 pL
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de load (KASVI Supplied in é6x Loading Buffer), de modo que nos
primeiros pogos fossem colocados o marcador, para que nos seguintes
fossem adicionados o DNA a ser analisado. As imagens do gel foram
visualizadas sob luz ultravioleta, com o auxilio de fotodocumentador.

Quantificagdo do DNA

Para avalior o quantidade de DNA obtido da extragdo, foi
empregado o espectrofotdmetro para microvolumes BioDrop para
realizar a leitura das absorbdncias a 230 nm (A230), a 260 nm (A260), a
280 nm (A280), da razdo A260/A280, para avaliar a pureza do material
genético em relagdo a proteinas e, por fim, da razdo A260/230, para
avalior a pureza do DNA em relogdo as substdncios humicas. A
concentragdo (em ng/pl) de material genético em cada uma dos
amostras também foi quantificado.

DADOS E DISCUSSAO
Andlise fisico-quimica do solo
Os resultados obtidos da andlise fisico-quimica encontram-se

disponiveis na tabela 1.

Tabela 01: Andlise quimica dos solos
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Tabela 01: Analise quimica dos solos

Determinacio Unidade AC APP
pH CaClz - 4.8 4.5
P meh ) 25,2 5.9
i mg.dm™ )

8-804 35 9

K 105 82
K 0,27 0.21
Ca cmole.dm™ 3.7 1.8
Mg 1.5 1.0
Al 0,50 0,80
H+Al 340 380
MLO dag kg 2.8 .7
.0, L6 L0
B 0,30 0,38
Cu mg.dm* 2,5 1.2
Fe 198 137
Mn 9.9 1.1
Zn 2,5 1.1
5B cmole.dm™ 547 3,01
CTC, B.R7 081
v o 62 44

m b 21

%

Cal'T 42 26
Mg/T 17 15
KT 3 3
Ca/Mg - 25 1B
Ca'K - 13.7 8.0
Mg/ K - 5.6 48
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AC: Solo de cultivo de arroz; APP: Solo da drea de preservagdo permanente de Cerrado
nativo; Observagdes: CTCt: Capacidade de troca catidnica total; SB: Soma de bases
trocdveis; M.O.: Matéria Organica; C.O.: Carbono Organico total; V% = Saturagbes por
Bases; m% = Saturagdes por Aluminio. Fonte: Laboratério Sellar, 2024.

Observa-se que certos ions estdo em maiores quantidades nos
locais de lavoura, como o cdlcio, magnésio e o potdssio (Tabela 01), o
que pode ser explicado pelas aplicagdes de minerais em solos do
Cerrado, visando corregdo dos caracteristicos solos dcidos e uma
melhora na nutricdo das plantas (LOPES; GUIMARAES, 2016; FAGEIRA;
ORLANDO, 1987).

Os dados para matéria organica (M.O) e carbono orgdnico (C.O)
também demonstraram valores relativamente maiores para a AC do que
para APP, isso porque hd reposi¢des artificiais de material organico,
além de restos culturais da vegetagdo e do sistema radicular de plantas
(AGNE; KLEIN, 2014).

Conforme especificado na Instru¢cdo Normativa SPA/MAPA N° 2 de
09 de novembro de 2021, os solos obtidos podem ser classificados por
meio de andlises granulométricas avaliando as quantidades de argilo,
areia e de silte em amostras representativas de uma darea. Para a drea
de cultivo, classificou-se as amostras como tipo 3, o que significa que a
textura é argilosa e o teor de argila estava maior ou igual a 35% (Tabela
02). As amostras da darea de Cerrado nativo possuem textura médiq, o
que significa que possuiom um teor de argila entre 15 e 35% e por isso,
classifica-se como solo do tipo 2.

Tabela 02: Andlise Granulométrica (fisica) dos solos
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Determinagao Unidade AC APP
Argila | 550 275

_ (gKg?)
Silte 75 50
Areia Total 375 675
Classificagdo Argilosa Média
Tipo de Solo 3 2
(MAPA)

Fonte: Laboratdrio Sellar, 2024

Extragcdo de DNA total do solo

No presente trabalho, forom efetuadas 4 extragcdes de DNA de
solo, em quatro momentos diferentes, justomente para avaliar a
influencia do tempo de armazenamento na qualidade do DNA extraido.
Todas as amostras seguiom armazenadas a -20°C e sé eram
descongeladas no momento da extragdo. A primeira extragdo foi
realizada no més de janeiro/24 e a segunda em abril/24, ombas em
triplicatas e com o protocolo proposto. A terceira extragdo ocorreu em
junho/24, igualmente em triplicatas, porém, com adaptagdes inclusas,
enquanto a ultima foi realizada em julho/24, com o uso de kit comercial
e amostras em duplicatas.

A partir das amostras de DNA obtidas, foi possivel realizar a
quantificagdo e a qualificagdo do material genético. Entretanto, todos
os procedimentos que fizerom o uso do protocolo de bancada foram
insatisfatérios, pois ndo foi possivel visualizar bandas de DNA nas
eletroforeses realizadas (Figura 2), sendo possivel visualizar apenas um
arraosto. As imagens dos demais géis de agarose encontram-se
disponiveis no material em anexo.

Figura 02: Eletroforese realizada com DNA das amostras de AC e APP.
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M1 2345 67 8 9101112131415

Tl i S B W, A...\,,,_‘\_'__Jn.___,.l'\.._,.-- -...,—\.._,._,J_‘.-'-..__-.‘_r-...-n-r—u-"

]\l |6 |7 Iﬂ

M: marcador; 1-9: amostras de AC; 10-18: amostras de APP. Fonte: Autor, 2024

Como esse comportamento foi igual para as amostras de areas de
monocultivo (AC) e dreas de preservagcdo permanente (APP), a principal
hipdtese proposta foi de que essa deficiéncia poderia estar relacionada
as etapas de purificagdo do material genético obtido, visto que ambos
os locais contavam com um alto teor de matéria orgdnica (M.O) e
carbono organico (C.O), os quais sdo os principais contaminantes deste
tipo de andlise, pois configuram as chamadas “substdncias humicas”
(SH). Em muitos casos, é visto que parte de SH sdo co-extraidas com
DNA, que, por sua vez, interfere na detec¢do, medigdo e purificagdo do
material genético (ISLAM et al,, 2012; ROOSE-AMSALEG et al,, 2001; GU et
al,, 20095).

Quando n&o se obtém uma quantidade e qualidade significativas
e visiveis, as amostras devem ser descartadas, pois, de toda forma, ndo
se encontrom adequadas para serem empregadas em etapas
posteriores, como a amplificagdo por PCR (GLICK; PASTERNAK, 1994;
SAMBROOK; RUSSEL, 2001, SARTORETTO; FARIAS, 2010). Para mais,
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conforme mencionado por He, (2005), as substéncias humicas
costumam absorver luz na faixa de A230, entretanto, podem, também,
absorver luz na faixa de A260, portanto, para evitar possiveis
mascaramento de resultados, é recomendado que a eletroforese seja
realizada de forma rigorosa e apresente bandas Unicas e com alto teor
de pureza (sem solugdo de arraste).

Em seu estudo Islam et al, (2012) realizarom extragdes diretas de
DNA de solos com cultivos de arroz. Forom utilizados variados
protocolos divergentes entre si, entretanto, independentemente do
método escolhido, os autores observaram a necessidode de realizor,
posteriormente, processos de purificagdo do material genético,
especialmente com o auxilio de kits comerciais. Porém, ressaltom que
cada solo possui um perfil genético Unico e que cada pesquisador
possui seus préprios objetivos e, por isso, é necessdrio que
combinag¢des e modificagdes sejam realizadas, a fim de conquistar um
resultado confidvel e alinhado com as expectativas do projeto.

Por outro lado, o protocolo realizado com kit comercial
apresentou éxito, ainda que as amostras estivessem armazenadas a
-20°C por cerca de 8 meses. Na eletroforese (Figura 03) foi possivel
visualizar bandas uniformes, integras, consideravelmente espessas e
com um bom grau de purezq, j& que ndo foi observado o arraste da
solugdo. Aliado aos dados obtidos na quantificagdo, conclui-se que as
amostras possuem uma quantidade relativamente baixa de
contaminantes. A extragdo usando o kit foi feita em duplicata.

Figura 03: Eletroforese realizada com DNA bruto extraido pelo kit para

extragdo e purificagdo de DNA de solo com colunas de silica - RUO
(Nova Biotecnologia ®) das amostras de AC e de APP.
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S 6 7 8 9 10 11 12

RNl

M: marcador; 1-6: amostras de APP; 7-12: amostras de AC. Fonte: Autor, 2024

Conforme Cullen e Hirsch (1998), autores do protocolo selecionado,
para avaliar a pureza do DNA obtido e mensurar a contaminagdo por
dcidos humicos e proteinas do solo utilizado, é possivel aplicar a
relogdo A260/A230 >1,7, para as substdncias hdmicas e a relagdo
A260/A280 >2,0, para as substdncias proteicas.

Em conformidade oos dados apresentados na tabela 03,
majoritariomente, as amostras obtiveram volores préoximos ao
recomendado pela literatura, quanto a relagdo A260/A230, indicando
que o kit obteve éxito em extrair DNA, consideravelmente, livre de
substdncios humicas. J& para proteinas, observa-se que apesar da
maior parte das amostras possuirem valores préximos a 2, esse
pardmetro n&o é ultrapassado, indicando que, por mais que o kit seja
eficiente para eliminar substdncias humicas, a eficiéncia para proteinas
é parcialmente menor. Para o kit, optou-se por realizar o procedimento
em duplicataos.
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Tabela 03: Medidas de pureza (relagdes A260/A280 e A260/A230) por
espectrofotdmetro para microvolumes BioDrop do DNA extraido pelo kit
para extragdo e purificagdo de DNA de solo com colunas de silica - RUO
(Nova Biotecnologia ®) das amostras de AC e de APP.

i

Amostra Aosoin Aasor2so
o1 ' 1.640 ' 1.640 '
02! 2,106 1.831
03! -8.000 1.846
04! -1.701 1.955
05! 12.141 1.792
06! 1.252 2.060
07 6.016 1.801
082 2677 1.913
09” 2705 1.854
102 1.563 1.747
1 0.805 1.860
124 1.810 1.810

I:Area de preservagio permanente; *: Area com cultivo. Fonte: Autor, 2024

A principal vantagem de utilizar o kit para extragdo e purificagdo
de DNA de solo com colunas de silica consiste no fato das préprias
colunas de silica serem eficientes meios de purificagdo de material
genético. Portanto, é possivel afirmar que apesar de terem sido
utilizadas as mesmas amostras de solo (tanto AC, quanto APP), pelo kit
possuir uma técnica de purificagdo otimizada, apresentou grande éxito
ao eliminar, consideravelmente, as substéncias humicas presentes nas
amostras, oo passo que os protocolos de extragdo de DNA
convencionais ndo possuiom a mesma eficiéncio. Logo, o material
obtido através do kit encontro-se apto para ser utilizado em etaopas
posteriores, como a amplificagdo por PCR.

Comparativamente a outros estudos que realizarom extragdes de
DNA de solo (SOLIMAN et al, 2017; ZIELINSKA et al, 2017; ROSA, 2006;
CHAUHAN et al, 2024), o quantidade de material genético obtida no
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presente estudo (tabela 04), mostra-se equivalente, ainda que as
amostras de solo utilizadas encontravam-se armazenadas a -20°C pelo
periodo aproximado de 8 meses. Portanto, demonstra-se que o método
selecionado para armazenar o material coletado é eficiente e ndo
possui grandes impactos na qualidade e na quantidade de DNA que
pode ser obtido.

Tabela 04: Quantificagdo por espectrofotdmetro para microvolumes
BioDrop do DNA extraido pelo kit para extragdo e purificagdo de DNA
de solo com colunas de silica - RUO (Nova

Biotecnologia ®) das amostras de AC e de APP.

Amostra Concentragio de DNA (ug/ml)
01 30.75
02! 17.63
03! 24.00
04' 16.37
05" 29.42
06' 44.70
072 35.98
08* 33.52
09+ 41.24
10? 44.43
11 45.41
122 42.45

': Area de preservagio permanente; >: Area com cultivo. Fonte: Autor, 2024
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Stieven et al,, (2015) avaliou a estabilidade do DNA presente em
suas amostras de solo armazenadas a -20°C durante o periodo de 2
(dois) anos e 6 (seis) meses. E demonstrado que ao final do experimento,
o material genético encontrava-se altamente degradado e seu uso ndo
era indicado para posteriores andlises moleculares. Entretanto, as
amostras armazenadas por um periodo de tempo menor a 2 anos,
como as de de 1 (um) ano possuiom maior quantidade de amostra de
DNA e eram claramente visualizadas em gel de eletroforese.

Para o periodo de 50 (cinquenta) dias de armazenamento a -20°C,
Brock et al,, (2024) concluirom que ao manter o solo peneirado a -20°C,
ndo houveraom altera¢gdes na riqueza de espécies presentes na amostra,
quando comparado a outros métodos de controle. Logo, realizar esse
tipo de armazenamento proporciona a possibilidoade @ de
experimentagdo repetida a longo prazo, de forma que as comunidades
microbianas se mantenham fisiologicamente ativas preservadas.

Entretanto, apesar de ser uma &tima opgdo para armazenar
amostras, o mais recomendado € que as andlises moleculares sejam
feitas imediatamente apds a coleta ou em um curto periodo posterior a
amostraogem. Isso porque algumas comunidades de microrganismos
sdo mais sensiveis e podem ser degradadas mais rapidomente, ou
ainda, tdxons especificos podem se desenvolver, enquanto inibem o
crescimento de outras espécies, 0 que, por sua vez, pode mascarar os
resultados obtidos em sequenciamentos genéticos (AMIR et al, 2017).

CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos é possivel perceber a necessidade
de técnicas refinadas para purificagdo de DNA de solo, especialmente
quanto a substdncias humicas e proteinas, qQue possam ser
implementadas em protocolos de extragdo de DNA tradicionais. Em
contrapartida, percebe-se que os kits comerciais tém ganhado elevado
destaque, principalmente por serem capazes de solucionar a
adversidade de co-extragdo de substdncias humicas e material
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genético, ofertando um DNA purificado e qualificado para etapas
posteriores de andlises moleculares.

O kit selecionado para o presente estudo foi capaz de extrair
considerdvel quantidade de material genético, em qualidade pertinente,
de uma amostra de solo armazenada a -20°C durante sete meses, tanto
para o solo de dreas com monocultivo de arroz (Oryza sativa), quanto
para o solo de preservagdo permanente de Cerrado nativo. O tipo de
armoazenamento selecionado mostrou-se eficiente, visto que foi capaz
de manter estdvel as comunidades microbianas presentes no solo, sem
causar elevada degradagdo de seu DNA, mantendo, também, as
principais caracteristicas visuais do solo, como textura e cor. Além disso,
o método para armazenamento selecionado é relativamente simples e
pode ser empregado em grande parte dos laboratérios que realizam
procedimentos moleculares. Contudo, seria interessante avaliar a
estabilidade do material genético de amostras do solo de Cerrado
durante um intervalo de tempo maior, uma vez que as quantidades de
estudos referentes a esse tépico sdo escassas.
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Figura 08: Fluxograma geral do protocolo do kit para extragao e purificagdo de DNA de solo com colunas de silica
RUO (Nova Biotecnologia ®)
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Fonte: Autor, 2024

Tabelas dos resultados

Tabela 05: Localizacdo geografica dos pontos de coleta

Pontos AC* L.G.*

Ponto 1 -11,429794, -49.93161
Ponto 2 -11,430229, -49,937129
Ponto 3 -11,429855, -49,936863
Pontos APP” L.G.

Ponto 1 -11,42819, -49,932636
Ponto 2 -11,428162, -49,933071
Ponto 3 -11,42794, -49,932587

I:Area com cultivo; *:Localiza¢io geografica dos pontos; *:Area de Preservacio Permanente.
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Tabela 06: Medida das absorbancias obtidas a A230, A260 e A280. por espectrofotometro para microvolumes
BioDrop do DNA extraido pelo kit para extragio e purificagio de DNA de solo com colunas de silica — RUO (Nova
Biotecnologia ®) das amostras de AC e de APP.

Amostra Az Azao Azso
T T T T 1
01! 0.123 0.135 0.123
02! 0.025 0.051 0.043
03! 0.025 0.052 0.041
04! 0.004 0.030 0.022
0s! 0.037 0.064 0.051
06! 0.130 0.139 0.116
07° 0.054 0.084 0.068
08? 0.063 0.084 0.068
09° 0.086 0.112 0.093
10 0.086 0.102 0.083
112 0.116 0.105 0.084
122 0,080 0,099 0,080

) Fonte: Autor, 2024
!:Area de preservacio permanente: :Area com cultivo:

Fonte: Google Earth, 2024

Figura 11: Amostra de solo AC.  Figura 12: Armazenamento das amostras.

r
0

Fonte: Autor, 2023
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Figura 13: Eletroforese realizada com DNA
bruto extraido pelo protocolo de CUL
(Adaptado por Santos, 2002)

das amostras de AC e de APP.

o e i e e (R e b R S

ML 16.17.18.M

M:marcador; I-E:'ﬁ: amoslra Eie A;
10-18: amostras de APP. Fonte: Autor, 2024

Figura 15: Eletroforese realizada com DNA

bruto extraido pelo protocolo de CUL

(Adaptado por Autor, 2024)
das amostras de AC e de APP.

G 7 8 9 10 11 12 13 14 15

et

M:marcador; 1-9: amostras de APP;

10-18: amostras de AC.Fonte: Autor, 2024
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Figura 14: Eletroforese realizada com DNA
bruto extraido pelo protocolo de CUL
(Adaptado por Autor, 2024)

das amostras de AC e de APP.

M12 3456789101112 1314 15

16 17 18

M:marcador; 1-9: amostras de AC;
10-18: amostras de APP. Fonte: Autor, 2024

Figura 16: Resumo grafico das

principais etapas do
trabalho realizado.
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Fonte: Autor, 2024
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