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RESUMO

O presente trabalho visou o estudo da producdo de amilases pelo fungo
endofitico Paecilomyces sp. SF 021, por fermentacdo submersa (FSbm) e em
estado soélido (FES), além da aplicacédo das enzimas na hidrolise do amido. Os
melhores resultados foram obtidos pelo cultivo por FES, destacando-se o farelo
de trigo como substrato e, entdo, ferramentas de planejamento experimental
foram empregadas para a otimizacdo das variaveis quantidade e umidade
inicial do substrato e quantidade de discos de indculo, levando a um aumento
de 62,53% na atividade amilolitica sacarificante da solugdo enzimatica bruta
obtida (de 300 + 18 para 497,6 + 21,92 U/g). As amilases obtidas sob
condicBes otimizadas foram caracterizadas quanto a pH e temperatura 6timos
de atividade, sendo as melhores atividades sacarificantes obtidas em pH 5,1 e
48 °C. As enzimas apresentaram estabilidade frente a uma ampla faixa de pH
(3,5-10,-5), mantendo a atividade sacarificante residual acima de 80%. Quanto
a termoestabilidade, a atividade sacarificante residual manteve-se acima de
80% em temperaturas entre 35 e 45 °C. A solucdo enzimética bruta obtida sob
as condicdes de cultivo otimizadas foi aplicada na hidrélise do amido batata e
mandioca e os rendimentos obtidos foram 51,4 e 54,1% (25,69 e 27,09 mg
glicose/mL de hidrolisado), respectivamente, em 24 horas. Estes rendimentos
correspondem a aproximadamente 57 e 67%, respectivamente, dos
rendimentos maximos obtidos com o uso de glucoamilase comercial, sob as
mesmas condi¢cdes de hidrdlise.

Palavras chave: amilases; fungo endofitico; fermentacdo submersa;

fermentacdo em estado sélido; otimizacdo; hidrélise enzimatica.



ABSTRACT

This work aimed to study the production of amylases by the endophytic fungus
Paecilomyces sp. SF 021, by submerged fermentation (SmF) and solid-state
fermentation (SSF), and the application of amylases in the hydrolysis of starch.
Better results were obtained by solid-state cultivation, highlighting the use of
wheat bran as substrate. Then, experimental design tools were used for
optimize the variables substrate amount, substrate initial moisture and amount
of inoculum discs, leading to an increase of 62.53% in the saccharifying
amylolytic activity of the crude enzyme solution (from 300 + 18 up to 497.6
21.92 Ul/g). The amylases obtained under optimized conditions were
characterized regarding optimum pH and temperature of activity, with the best
saccharifying activities obtained at pH 5.1 and 48°C. The enzymes also showed
stability over a wide pH range (3.5 — 10.5), maintaining residual saccharifying
activity above 80%. In terms of thermo stability, residual saccharifying activity
remained above 80% at temperatures between 35 and 45°C. The crude
enzymatic solution obtained under optimized conditions was applied in the
hydrolysis of potato and cassava starch leading to yields of 51.4 and 54.1%
(25.69 and 27.09 mg of glucose / mL of hydrolizate), respectively, in 24 hours.
These yields correspond to approximately 57 and 67%, respectively, of the
maximum Yyields obtained using commercial glucoamylase, under the same

conditions.

Keywords: amylases; endophytic fungus; submerged fermentation; solid-state

fermentation; optimization; enzymatic hydrolysis.
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1. Introducéo

Fungos sdo de grande interesse para a Biotecnologia especialmente pela
capacidade de crescimento em diferentes substratos, incluindo residuos
naturais como a biomassa vegetal, e consequente producdo de enzimas de
ampla aplicabilidade industrial, entre as quais amilases (TROIANO, ORSAT e
DUMMONT, 2020) . A capacidade de degradacdo de biomassa e subprodutos
agroindustriais via secrecdo de enzimas € uma caracteristica que tem auxiliado
na reducdo dos impactos gerados a partir do acumulo e descarte destes
materiais no meio ambiente, uma vez que podem ser empregados para o
cultivo dos fungos tanto por fermentacdo submersa (FSbm)(HANSEN et al.,
2015) como por fermentacdo em estado solido (FES) (GRAMINHA et al.,
2008;CARLILE, WATKINSON e GOODAY, 2001).

Os fungos endofiticos, caracterizados por habitarem o interior das plantas
conferindo-lhes protecdo contra insetos, microrganismos patogénicos e
fitofagos, s&o reconhecidamente importantes produtores de compostos
bioativos como anticancerigenos, antimicrobianos e antiinflamatérios (NISA et
al., 2015). Tais fungos sdo também potenciais produtores de enzimas de
degradacdo de material vegetal (BORGES et al.,, 2009), uma vez que
produzem hidrolases extracelulares como parte do seu mecanismo de
resisténcia para superar as defesas do hospedeiro e/ou para obter nutrientes
do solo (KUSARI, SING e JAYABASKARAN, 2014).

Vantagens como custo-beneficio, menor demanda por tempo e por espaco
para producdo e facilidade de modificacdo e otimizacdo dos processos de
obtencdo justificam a crescente aplicacdo das enzimas microbianas nos
processos industriais (SIVARAMAKRISHNAN et al.,, 2006). As amilases
destacam-se neste contexto sendo responsaveis por cerca de 30% do mercado
mundial de enzimas, sendo aplicadas em diversos processos industriais
(MOBINI-DEHKORDI, M.; JAVAN, 2012), além de ocuparem o segundo lugar
em numero de patentes, fatores que evidenciam sua relevancia e valor
comercial (KUMAR et al., 2014).
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Dada a diversa aplicabilidade industrial das amilases, sobretudo das a-
amilases e glucoamilases, a busca por novos microrganismos produtores tem
sido uma constante. Além disso, o crescente interesse pelo desenvolvimento
de processos economicamente viaveis para a obtencdo destas enzimas torna
0s subprodutos agroindustriais, de baixo valor agregado e de grande
disponibilidade no pais, importantes ferramentas para o alcance deste objetivo,
uma vez que sua utilizacdo contribui ndo apenas para a redugcdo dos custos
dos processos, mas também, para a minimizacdo de problemas ambientais
resultantes de seu acumulo (MOBINI-DEHKORDI, M.; JAVAN, 2012).

O uso de planejamentos de experimentos tem sido bastante explorado
guando se deseja otimizar a producédo de enzimas microbianas, uma vez que
esta técnica possibilita a triagem de parametros que influenciam diretamente no
processo em desenvolvimento, oferecendo vantagens como a obtencdo de
maior precisdo estatistica na resposta analisada juntamente com a estimativa
de niveis 6timos e da existéncia de interacdo entre os parametros analisados.
Desta forma, esta ferramenta contribui para a reducdo do numero de
experimentos realizados em escala laboratorial e, consequentemente, dos
custos experimentais, além de ser importante para ampliacdo de escala de
bioprocessos (TAHARA e ROZENFELD., 2019).

Neste contexto, o presente trabalho teve por objetivo geral a avaliacdo da
influéncia das condi¢cdes de cultivo sobre a producdo de amilases pelo fungo
endofitico Paecilomyces sp. SF 021, a caracterizacdo fisico-quimica das
enzimas e a aplicacdo na hidrélise do amido. A influéncia de diferentes
subprodutos lignocelulésicos na producdo das amilases foi avaliada, tanto por
FES quanto por FSbm, tendo sido selecionada a primeira opcdo de cultivo,
empregando-se farelo de trigo ndo lavado como substrato. Delineamentos
experimentais foram entdo utilizados para verificar a influéncia da quantidade e
umidade inicial do substrato, e da quantidade de discos de in6culo na produgéo
das enzimas. Foi realizada ainda a caracterizagao fisico-quimica das amilases
obtida sob condigbes otimizadas de cultivo e estas foram empregadas na

hidrélise do amido para quantificacdo da liberag&o de glicose.
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2. Objetivos

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncias das condi¢des de
cultivo sobre a producdo de amilases pelo fungo endofitico Paecilomyces sp.
SF 021 e aplicacdo das enzimas na hidrolise do amido.

Os objetivos especificos foram:

- avaliar a influéncia de diferentes subprodutos lignocelul6sicos/amiloliticos na
producdo de amilases por fermentacdo em estado soélido (FES) e fermentacao
submersa (FSbm) e selecionar o melhor modo de cultivo para a obtencao de
uma solucdo enzimatica com alta atividade amilolitica, com base na atividade
sacarificante;

- empregar delineamentos experimentais para a producdo das amilases,
avaliando-se a influéncia das varidveis quantidade e umidade inicial do
substrato e quantidade de discos de inoculo, visando a otimizacdo das
condic¢des de cultivo, tendo como resposta analisada a atividade sacarificante;

- caracterizar as amilases obtidas sob a condi¢éo de cultivo otimizada, quanto a
pH e temperaturas 6timos de atividade e de estabilidade;

- aplicar a solucdo enzimatica bruta obtida a partir do cultivo do fungo
Paecilomyces sp. SF 021 na hidrélise de diferentes tipos de amido,
guantificando-se a liberac&o de glicose no hidrolisado obtido;

- realizar a hidrolise dos diferentes tipos de amido empregando-se a
glucoamilase comercial de Aspergillus niger (A7095 — Sigma Aldrich), sob as
mesmas condi¢des utilizadas com o emprego o extrato enzimatico flungico,

para fins comparativos.
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3. Reviséo Bibliogréfica
3.1. Amido

O amido é a principal fonte de reserva energética dos vegetais, sendo
comumente encontrado nas sementes, tubérculos, frutas, caules e folhas. Por
esta razdo, desempenha um importante papel na nutricdo humana, como a
principal fonte de carboidratos de gréos, cereais, leguminosas, tubérculos e
raizes, e mais recentemente, considerado também uma interessante fonte de
fibra alimentar (BERTOFT, 2017).

Trata-se de um homopolissacarideo composto por unidades
monoméricas de glicose organizadas sob a forma de dois polimeros: amilose e
amilopectina (Al e JANE, 2018). A amilose (Figura 1a), constituinte da regiéo
amorfa de um grdo de amido, é um polimero majoritariamente linear e, em que
0os mondmeros de glicose encontram-se unidos por ligagdes glicosidicas a-1,4
e as poucas ramificacées existentes ocorrem mediante ligagcdes glicosidicas a-
1,6. Por outro lado, a amilopectina (Figura 1b), responséavel pela regiao de
lamela cristalina do grédo de amido, € um polimero altamente ramificado, com
ramificacGes a cada 25-30 residuos de glicose ao longo de sua porc¢ao linear. A
presenca de uma regido amorfa e de uma regido cristalina nos graos de amido
€ 0 que permite a classificacdo como biopolimeros semicristalinos (Al e JANE,
2018; BELLO PEREZ e AGAMA-ACEVEDO, 2017; BERTOFT, 2017).

A composicdo de um grdo de amido tende a variar de acordo com a sua
origem, porém, de modo geral, € constituido por 25-30% de amilose e 70-75%
de amilopectina (NELSON e COX, 2014). No entanto, alguns grados (amido
ceroso) apresentam um elevado teor de amilopectina (98-99%) enquanto
outros podem apresentar um alto conteddo de amilose (50-70%). Em
dispersbes aquosas, a amilose apresenta maior tendéncia de sofrer
retrogradacao, além de formar géis e filmes fortes, desenvolvendo uma cor azul
escuro ao se complexar com o0 iodo enquanto que a amilopectina é
caracterizada por sofrer retrogradacdo mais lentamente e por formar géis
fracos e peliculas quebradicas. Quando na presenca de iodo, a amilopectina
apresenta coloracao roxa avermelhada (COPELAND et al., 2009; SCHMIELE,
SAMPAIO e PEDROSA SILVA CLERICI, 2019).
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Figura 1. Férmulas estruturais do amido. a) amilose b) ponto de ramificacdo na amilopectina c)

agrupamento entre amilose e amilopectina nos granulos de amido

SCH,0H CH.OH CH,OH

Extremidade

Extremidade |
redutora

nao redutora

(a) Amilose

Ponto de
ramificagdo

Ramificagao {a1—86)

Amilopectina Amilose

Extremidades

. nio redutoras
Extremidades

redutoras

Cadeia H OH
principal

~Pontode
ramificagdo

1—6
(b} © (@19

Fonte: NELSON e COX, 2014.

3.2. Amilases

O processamento enzimético do amido proporciona uma variedade de
produtos de importancia e interesse industrial, tais como xarope de glicose,
frutose, derivados de malto e ciclodextrina, a depender do tipo de amilase
empregada (SIVARAMAKRISHNAN et al., 2006) .

As amilases sdo enzimas que realizam a catélise da clivagem das
ligagBes glicosidicas presentes entre as unidades monomeéricas de glicose que
constituem a molécula do amido. O amido, sendo uma macromolécula
complexa, possui diferentes pontos de clivagem ao longo de sua estrutura, o
que possibilita a obtencdo de diferentes produtos através da acdo destas
biomoléculas. Desta forma, as amilases podem ser classificadas, de acordo
com o local em que exercem sua acdo, em: endoamilases, exoamilases,
amilases desramificantes e transferases (Figura 2) (MOLLER e SVENSSON,
2016).

19



Figura 2. Representagdo esquematica da acdo das enzimas envolvidas na degradacao do
amido. (@) extremidade redutora; (0) extremidade ndo redutora (—) indicam o ponto de
clivagem preferido na molécula de amido.
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Fonte: Veen, 2000(adaptado).

As a-amilases (EC 3.2.1.1) sdo endoamilases que atuam
randomicamente no interior da molécula de amido, hidrolisando as ligacdes
glicosidicas a-1,4. No entanto, a especificidade das a-amilases para estas
ligacbes ndo é absoluta e algumas podem hidrolisar ligagdes a-1,6, em menor
grau. E a mais importante das amilases, pois desempenha um papel
fundamental na conversao do amido em produtos de baixo peso molecular, que
podem entdo ser utilizados por outras enzimas do mesmo grupo (PEIXOTO et
al., 2003). Os principais produtos de hidrdlise do amido pela acdo das a-
amilases sdo maltotriose, maltotetraose, maltopentaose e oligossacarideos
ramificados podendo ainda haver a liberagdo de maltose e glicose (EZEJI, T.
C.; BAHL, 2006; NAJAFI, DEOBAGKAR e DEOBAGKAR, 2005).
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As glucoamilases (1,4-a-D-glucanoglucohidrolase. EC 3.2.1.3), também
conhecidas como amiloglucosidases, sao produzidas principalmente por
fungos. Sao exoamilases que catalisam a hidrolise das ligagdes glicosidicas a-
1,4 a partir de uma extremidade néo redutora da molécula de amido, liberando
glicose. Em uma velocidade menor, também atuam hidrolisando as ligagdes a-
1,6. Sugere-se, portanto, que a agao das glucoamilases ocorra por meio de um
mecanismo multisseriado pelo qual as enzimas atuam aleatoriamente em toda
a molécula do substrato (KNIGHT e MAZZIEIRO, 2000).

As B-amilases (EC 3.2.1.2) sdo exoamilases que atuam na penultima
ligagdo glicosidica a-1,4, a partir de uma extremidade n&o redutora do amido,
liberando maltose. Neste caso ha ainda a inversao da configuracdo anomérica
da maltose, que é liberada na configuracdo B. Esta enzima € incapaz de
hidrolisar ligacdes a-1,6 de substratos ramificados (HORVATHOVA, JANECEK
e STURDIK, 2000).

O grupo das amilases desramificantes é constituido pelas isoamilases
(EC 3.2.1.68), pululanase | (EC 3.2.1.41) e pululanase Il (EC 3.2.1.1/41). As
isoamilases hidrolisam as ligagdes a-1,6 da amilopectina e de dextrinas
ramificadas produzindo maltotriose e maltooligossacarideos. A pululanase |
atua nas ligagdes a-1,6 da pululana, um polissacarideo linear que consiste de
maltotrioses unidas por ligagdes glicosidicas a-1,6 e que ndo pode ser
degradado por a- ou B-amilase. Os produtos da acdo da pululanase | séo
maltose e oligossacarideos lineares. As pululanases I, além de atuarem nas
ligagbes glicosidicas a-1,6 da pululana, também atuam nas ligagbes a-1,4 do
amido, liberando glicose, maltose, maltotriose e outros oligossacarideos
lineares (MOHANAN e SATYANARAYANA, 2018).

Por fim, no grupo das transferases encontram-se as ciclodextrinas
glicosiltransferases (EC 2.4.1.19). Sao caracterizadas pela liberacdo de
oligossacarideos ciclicos e por serem as Unicas capazes de converter o amido
e uma mistura de acucares ndo redutores (ciclodextrinas). Estas enzimas,
porém, também s&o capazes de produzir aclUcares e dextrinas lineares
(HORVATHOVA, JANECEK e STURDIK, 2000; VIHINEN e MANTSALA, 1989).
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3.3. Aplicagdes industriais das amilases

Por apresentarem elevada afinidade pelos seus substratos e também
ndo contribuirem para a formacdo de produtos indesejaveis, o0 emprego de
enzimas em processos industriais de hidrolise € mais vantajoso quando
comparado aos meétodos que utilizam acidos para a mesma finalidade
(BALLESTEROS et al., 2002). Nesse sentido, as amilases representam
excelente alternativa ao método classico de hidrélise do amido, substituindo a
utilizacdo de elevadas temperaturas e meios acidos para esta finalidade
(WANG, LIANG e LIANG, 2011) e foram as primeiras enzimas de origem
microbiana a serem aplicadas, em larga escala, na industria alimenticia
(SINGHANIA et al., 2015). As amilases sdo, portanto, enzimas de grande
importancia industrial, dada a capacidade de realizarem a conversao do amido
em diferentes produtos, estando presentes em diversos processos e setores
industriais além do alimenticeo, tais como industrias de detergentes, papéis,
téxteis, panificacdo, industria quimica, produtos farmacéuticos, hidrélise do
amido e fabricacao de etanol (CASTRO et al., 2010; GUPTA et al., 2003).

No setor de alimentos, as amilases sdo amplamente empregadas na
panificacdo, producdo de bebidas, sucos de frutas, bolos e xaropes. Na
panificacdo a acado das a-amilases auxiliam na degradacdo do amido em
dextrinas menores que serdo posteriormente fermentadas pela acdo de
leveduras. Dessa maneira, além de contribuir para uma quantidade adicional
de aclcar a massa, a adicdo de amilases resulta em uma massa mais
volumosa, de melhor textura e menos viscosa, contribuindo também para o
aumento da taxa de fermentacdo (ASTRAY et al., 2009; SINGH e KUMAR,
2018; SYNOWIECKI, 2007).

De maneira semelhante, as amilases estdo presentes também na
producdo de bebidas alcoodlicas, como a cerveja, auxiliando na degradacdo do
amido presente nos grdos a fim de aumentar liberagdo de glicose e
consequente taxa de fermentacdo pelas leveduras (GUERRA et al., 2009;
SAMMARTINO, 2015). Ainda no setor de bebidas, as amilases podem ser
utilizadas em conjunto com outras enzimas, como as pectinases, durante o

processamento de sucos de frutas, auxiliando nas etapas de maceracao,
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liquefacédo e clarificacéo, a fim de se melhorar os rendimentos e a rentabilidade
(SILVA, DA, 2013; SINGH e KUMAR, 2018).

Na industria do papel sédo aplicadas em etapas de modificagdo do amido,
empregado como cobertura do papel a fim de se criar uma barreira de protecao
contra danos mecanicos durante o processamento e contribuir para um produto
final de melhor qualidade em termos de apagabilidade e resisténcia (GUPTA et
al., 2003).

Durante a fabricagcdo de tecidos costuma-se aplicar uma camada
removivel de protecdo, constituida a partir de gomas de amido ou derivados, a
fim de se proporcionar maior resisténcia aos fios durante o processo de
tecelagem. Nesse sentido, as amilases sdo aplicadas na industria téxtil com o
objetivo de remover as gomas, em substituicdo a utilizacdo de oxidantes,
acidos ou bases, capazes de danificar a celulose presente no tecido. As
amilases atuam degradando o amido em dextrinas menores, sollveis em agua,
facilmente removiveis através da lavagem (BASTIAN e ROCCO, 2009;
CEGARRA, 2000).

As amilases sdo empregadas, juntamente outras enzimas como
proteases, celulases e lipases, na formulagcéo de detergentes visando aumentar
a eficiéncia na remocado de manchas e no cuidados com tecidos. O uso de
detergentes enzimaticos contribui para a reducdo dos impactos e danos
ambientais, uma vez que nao apresentam riscos a vida marinha, serem
biodegradaveis e as enzimas serem obtidas a partir de fontes renovaveis. Além
disso, os detergentes enzimaticos proporcionam maior eficiéncia, dada a sua
alta especificidade, contribuindo para a redu¢cdo no consumo de energia e
agua. A presenca das amilases nestes produtos contribui para a remocao de
manchas de chocolate, massas, arroz, entre outras (BON et al., 2008; GUPTA
et al., 2003; ITO et al., 1998; OLSEN e FALHOLT, 1998).

Nas Uultimas décadas, a necessidade de alternativas ao uso de
combustiveis fésseis para o atendimento da demanda energética crescente
tem impulsionado as pesquisas envolvendo as amilases para a obtencao de
glicose a partir de subprodutos amilaceos, a qual pode ser convertida a etanol
de segunda geragdo por microrganismos fermentadores, em um processo
menos prejudicial ao meio ambiente (MOHANAN e SATYANARAYANA, 2018).
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3.4. Producéo de amilases

As amilases podem ser obtidas a partir de fontes vegetais, animais e
microbianas(HORVATHOVA, JANECEK e STURDIK, 2000). Porém, as obtidas
através do cultivo de microrganismos, como fungos e bactérias, sdo as mais
empregadas industrialmente. Isso se deve a facilidade de cultivo destes
organismos em larga escala. Diversos microrganismos sdo capazes de
produzir enzimas de interesse em quantidades elevadas. Além disso, fungos e
bactérias podem ser manipulados geneticamente visando a obtencdo de
linhagens mutantes superprodutoras das enzimas. Desta forma, € crescente o
interesse na prospeccao de enzimas extracelulares, incluindo as amilases, a
partir de novas linhagens microbianas (SANCHEZ e DEMAIN, 2017; SALEEM
e EBRAHIM, 2013; GUPTA et al., 2003).

O fungos, sobretudo os filamentosos, destacam-se como excelentes
produtores de amilases industriais, por serem organismos versateis quanto a
utilizacdo de diferentes substratos, incluindo subprodutos agroindustriais, e
metabolizacdo de diferentes fontes de carbono (BHARATHIRAJA et al., 2017;
SANCHEZ e DEMAIN, 2017; SINGH, SINGH e PANDEY, 2019; TROIANO,
ORSAT e DUMMONT, 2020). Porém, apesar da grande diversidade de fungos
existentes na natureza, apenas algumas dezenas de espécies foram e sdo
exploradas para a producdo comercial de amilases e outras enzimas, de tal
maneira que os fungos do género Aspergillus, mais especificamente A. oryzae
e A. niger representam 0s maiores produtores de enzimas industriais,
atualmente (TROIANO, ORSAT e DUMMONT, 2020).

Os fungos endofiticos representam um grupo de organismos muito
diversificado, presentes na maioria das plantas ecossistemas naturais sem
provocar sintomas externos (KOGEL, FRANKEN e HUCKELHOVEN, 2006). O
termo enddfito, segundo Stone, Bacon e White (2000) e Schulz e Boyle (2005),
é utilizado para designar organismos que, durante algum periodo de seu ciclo
vital, colonizam os tecidos vivos de seus hospedeiros, sendo esta uma
definicdo suficientemente ampla para incluir qualquer organismo que resida no
interior de uma planta hospedeira, inclusive aquela aparentemente saudavel.

Fungos endofiticos sao considerados uma excelente fonte de novos
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compostos naturais bioativos e tém despertado interesse por serem potenciais
produtores de enzimas de degradagdo de material vegetal, incluindo as
amilases (CORREA et al., 2014).

A maioria dos estudos sobre a prospeccdo de enzimas de degradacao
de material vegetal entre fungos endofiticos envolve a andlise qualitativa, pelo
cultivo em meios solidificados em placas e avaliagdo dos halos de hidrdlise dos
substratos(RAVIRAJA, MARIA e SRIDHAR, 2006) ou analise quantitativa pelo
cultivo em fermentacdo submersa (FSbm) (OKUNOWO et al., 2010). Estudos
envolvendo prospeccdo pelo cultivo dos fungos por fermentacdo em estado
solido (FES) sdo menos frequentes e abordam a producéo por alguns géneros
endofiticos mais estudados (KAPOOR et al., 2010). Especificamente em
relacdo as amilases, embora as possibilidades de aplicacdo industrial sejam
amplas, o uso comercial destas enzimas restringe-se aquelas produzidas por
fungos e bactérias muito bem descritas na literatura. O exposto ressalta a
importéancia de estudos envolvendo novas linhagens microbianas,
especialmente de fungos endofiticos, incluindo andlises quantitativas, emprego
de diferentes modos de producdo como a FES e, ainda, uso de diferentes
substratos como, por exemplo, os subprodutos agroindustriais, baratos e
amplamente disponiveis, no intuito de se obter enzimas com caracteristicas
gue atendam a demanda atual do mercado, ou seja, ativas e estaveis em
ampla faixa de pH e temperatura.

O Brasil destaca-se em biodiversidade, sendo uma fonte riquissima
para a exploracédo de linhagens microbianas produtoras de enzimas, incluindo
as amilases. Além disso, o crescente interesse pelo desenvolvimento de
processos economicamente viaveis para a obtencdo destas enzimas tornam
0s subprodutos agroindustriais, de baixo valor agregado e de grande
disponibilidade no pais, importantes ferramentas para o alcance deste objetivo,
contribuindo também para resolucdo de problemas ambientais resultantes da
acumulacao destes (BHARATHIRAJA et al., 2017).
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3.5. Fermentacdo em Estado Sélido (FES), Fermentacéo

Submersa (FSbm) e producéo de enzimas

Define-se a fermentacdo em estado sdlido (FES) como o bioprocesso
realizado na auséncia ou quase auséncia de agua livre para o crescimento
microbiano. Porém, a matriz solida a ser utilizada deve possuir umidade
minima necessaria para que 0 microrganismo seja capaz de desenvolver suas
atividades metabolicas e manter seu crescimento. A matriz solida pode servir
como fonte de carbono e demais nutrientes ou ainda, caso seja constituida por
um material inerte, atuar apenas como suporte para 0 crescimento do
microrganismo havendo, neste caso, a necessidade de suplementacdo com
nutrientes, incluindo carbono (SOCCOL, C. R. et al., 2017; THOMAS,
LARROCHE e PANDEY, 2013).

A FES apresenta algumas importantes vantagens biotecnoldgicas, tais
como menor demanda de energia para esterilizagdo, menor suscetibilidade a
contaminacgdes. Do ponto de vista dos produtos obtidos, este método de cultivo
proporciona uma maior produtividade, maior concentracéo final dos produtos,
maior estabilidade do produto e menor repressao catabodlica. Além disso, a FES
possibilita a utilizacdo de substratos insollveis em agua (como o0s subprodutos
agroindustriais, de baixo custo e amplamente disponiveis), apresentando uma
importante vantagem do ponto de vista ambiental (SINGHANIA et al., 2009;
SOCCOLet al., 2017).

Ha no entanto, uma preferéncia, por parte das industrias, pela utilizacéo
da fermentacdo submersa (FSbm) para a producdo de enzimas microbianas.
Trata-se de um processo no qual os microrganismos sao cultivados em meios
liguidos, com uma grande quantidade de &gua livre. Esta preferéncia €&
atribuida & maior facilidade de desenvolvimento de reatores destinados a este
processo. Além disso, esta tecnologia apresenta diversas vantagens,
principalmente em relacdo a maior facilidade de monitoramento dos parametros
do processo como temperatura, agitacao, aeragao, pH, entre outros, 0s quais
podem ser extensivamente controlados, dependendo do tipo de reator

empregado. A FSbm também possibilita aos microrganismos uma melhor
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absorcéo de nutrientes e facilita a recuperacao dos seus metabolitos (CASTRO
e PEREIRA JR, 2010).

Neste sentido, a utilizagdo de FES para a producéo enzimas industriais,
sobretudo das amilases, representa uma interessante alternativa ao método
tradicionalmente empregado, pois além de mimetizar o habitat natural da
maioria dos microrganismos, possibilita a reutilizacdo de subprodutos
agroindustriais, de baixo valor agregado, contribuindo ndo s6 para a reducgdo
dos custos associados ao processo de producao de enzimas mas também para
a minimizacdo dos danos ambientais associados ao acumulo e descarte destes
materiais (SOCCOL, C. R. et al.,, 2017; THOMAS, LARROCHE e PANDEY,
2013).

Ambos os métodos de cultivo sédo utilizados para producdo de enzimas
microbianas de interesse industrial e amplamente descritos na literatura, como
€ 0 caso da producado de amilases por Aspergillus awamori, por FES (KARAM
et al., 2017) e por Bacillus amyloliquefaciens, por FSbm (ABD-ELHALEM et al.,
2015) assim como a producédo de celulases por Trichoderma harzanium por
ambos o0s métodos de cultivo (RAMAMOORTHY, SAMBAVI e
RENGANATHAN, 2019) entre outros estudos.
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4. Materiais e Métodos
4.1. Microrganismo

Foi utilizado o fungo endofitico Paecilomyces sp. SF 021 pertencente a
colecdo de culturas do Nucleo de Bioensaios, Biossintese e Ecofisiologia de
Produtos Naturais (NuBBE) do IQ/UNESP. As culturas foram preservadas em
frascos de vidro contendo agua deionizada estéril, segundo metodologia
descrita por Castellani (1939). Culturas estoque sdo também preservadas por
congelamento a - 80°C, em solucéo de glicerol a 20%. Para o estabelecimento
das culturas de trabalho, a fim de se evitar repiques sucessivos, o fungo foi
repicado em meio Agar Sabouraud Dextrose (Himedia) em placas de Petri
mantidas a 28 °C, por 7 dias, e entdo repicado, sob as mesmas condi¢des, em
tubos de ensaio contendo o Agar inclinado, fechados com tampa de rosca e

mantidos a 28 °C.

4.2. Producdo de enzimas
4.2.1. Préindculo

O fungo foi pré cultivado em Agar Batata Dextrose (BDA) (Kasvi), em
placas de Petri, por 7 dias, a 28 °C. Posteriormente, discos miceliais de 8,0 mm
de diametro foram tomados e utilizados como inéculo para os cultivos em

estados so6lido e submerso.

4.2.2. Fermentacdo em Estado Sdlido (FES)

Diferentes subprodutos lignocelulésicos/amiloliticos e/ou em suas
misturas (1:1 p/p) foram utilizados como substratos para o crescimento do
fungo, a saber: bagaco de cana-de-acucar, aveia, residuo de malte obtido apds
moagem em cervejaria, farelo de trigo, farelo de soja e quirera de arroz. O
bagaco de cana - de- acucar foi previamente lavado, seco a 45 °C em estufa de
circulacdo de ar, processado em triturador e peneirado em peneira de 0,59 mm
de malha. O farelo de trigo foi utilizado sem e com lavagem prévia seguida
apenas de secagem, como descrito para o bagaco. Os demais materiais nao

foram lavados nem processados. Os cultivos por fermentagdo em estado solido
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foram realizados utilizando-se frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 5g da
fonte de carbono com umidade inicial em 70 %, proporcionada pela adi¢do de
solugéo nutriente composta por (g/L): KH,PO4 (3,0), MgSO4. 7H,0 (0,5), CaCl,
(0,5) e solucdo de sais (0,1% v/v), cuja composicdo se da por (mg/L):
FeS0,4.7H,O (5,0), MnS0O4.H,O (1,6), ZnSO,4-7H,O (1,4), CoCl, (2,0). Cada
frasco, contendo o substrato ja umedecido, foi autoclavado a 121 °C, sob 1
atm, por 20 minutos, resfriado a temperatura ambiente e, entdo, inoculado com
5 discos miceliais obtidos a partir do pré cultivo em BDA. As FES foram
mantidas a 28 °C, por 7 dias e, ap0s este periodo, 50 mL de agua destilada
foram adicionados a cada frasco para a extragcdo das enzimas. A mistura foi
homogeneizada manualmente com auxilio de bastéo de vidro e, entdo, mantida
sob agitacdo de 150 rpm, por 1 hora, sob temperatura ambiente. O material foi
filtrado em tecido de nylon, a fase liquida foi centrifugada a 10.000 xg, a 5 °C,
por 20 minutos e o sobrenadante foi utilizado como solu¢do enzimética bruta
para a determinacdo das atividades amiloliticas. Todos os cultivos foram
realizados em duplicata e nesta etapa definiu-se, com base na atividade
sacarificante qual o substrato mais adequado para a producdo das amilases
por FES.

4.2.3. Fermentacdo Submersa (FSbhm)

Os cultivos por fermentacdo submersa foram realizados em frascos
Erlenmeyer de 125 mL contendo 20 mL de meio de cultivo composto por
solucéo nutriente (item 4.2.2), subproduto lignoceluldsico/amilolitico e/ou suas
misturas (item 4.2.2) a 30,0 g/L como substrato para crescimento, além de
peptona e extrato de levedura (Himedia), a 2,0 g/L cada. Os frascos foram
inoculados com 5 discos miceliais obtidos a partir do pré cultivo em BDA e
mantidos a 28 °C, por 7 dias, sob agitacdo de 150 rpm. ApGs este periodo, 0s
conteudos dos frascos foram filtrados em tecido de nylon e as fases liquidas
centrifugadas a 10.000 xg, por 20 min, a 5 °C. Os sobrenadantes foram usados
como solucbes enzimaticas para a determinacdo das atividades amiloliticas.
Todos os cultivos foram realizados em duplicata e nesta etapa definiu-se, com
base na atividade sacarificante, qual o substrato mais adequado para a

producdo das amilases por FSbm.
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4.3. Determinacgao das atividades enzimaticas

Para o desenvolvimento dos protocolos a seguir, o amido foi
previamente gelatinizado em microondas, garantindo assim a total
homogeneizacdo do substrato. Foram determinadas as atividades amiloliticas
sacarificante e dextrinizante das solu¢des enzimaticas obtidas. Em todo o texto,
U/g refere-se a Unidade de atividade enzimatica por grama da fonte de carbono
utilizada na FES.

4.3.1. Atividade amilolitica sacarificante

A mistura de reacdo utilizada para se determinar a atividade
sacarificante constituiu-se por 450 uL de solucéo de substrato (amido soluvel -
Sigma) a 5,0 g/L em solucdo tampao acetato de sddio 0,1 mol/L, pH 5,0) e 50
pL de solugdo enzimatica bruta convenientemente diluida em agua destilada. A
reacao foi mantida a 50 °C por 10 minutos e, entdo, interrompida pela adi¢ao
de 500 pL do reagente DNS para a quantificagdo dos agucares redutores
liberados, como proposto por Miller (1959), a partir da curva analitica de glicose
(Figura 3). O controle da reac¢éao foi obtido através da adicao prévia do reagente
de DNS em relacdo a adicao da solucao enzimatica bruta, a fim de se garantir
a ndo ocorréncia da reacdo. Ambas as misturas (reacdo e controle) foram
levadas ao banho de ebulicdo a 100 °C, por 5 minutos, resfriadas em banho de
gelo, adicionadas de 4,0 mL de 4gua destilada e homogeneizadas. Os valores
de absorbancia foram lidos em espectrofotometro a 540 nm. Como branco
utilizado para zerar o aparelho, foi utilizado a mistura de 500 puL de agua
destilada e 500 pL de DNS, também submetida a fervura e posterior adigao de
agua destilada como descrito acima. Uma unidade de atividade enzimética foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de

acucar redutor por minuto, nas condi¢cdes de ensaio acima citadas.
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Figura 3. Curva analitica de glicose utilizada para a determinagéo das atividades amiloliticas
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Fonte: Elaborado pelo autor

4.3.2. Atividade amilolitica dextrinizante

A atividade dextrinizante foi determinada com base na diminuicdo da
capacidade de complexacdo entre o amido e o iodo, como descrito por
Pongsawasdi e Yagisawa (1987) e Fuwa (1954), com algumas modificacdes.
Ao tubo de reagao foram adicionados 300 pL de solugdo de substrato (amido
solavel a 5,0 g/L em solugdo tampéao acetato de sodio 0,1 mol/L, pH 5,0) e 100
ML de solugdo enzimatica bruta convenientemente diluida. A mistura foi
incubada a 50 °C por 10 minutos e, entdo, a reacdo foi interrompida pela
adicao de 4,0 mL de solugcéao de HCI 0,2 mol/L. Em seguida, 500 pL da solugao
de iodo composta por Kl (3 g/L) e I, (0,3 g/L) foram adicionados. A mistura foi
homogeneizada e 10,0 mL de &gua destilada foram adicionados. Apds
homogeneizacéao, a leitura da absorbancia foi realizada a 700 nm. O controle
constituia-se dos mesmos constituintes da mistura de reacdo, porém a solucao
enzimatica bruta foi o ultimo componente adicionado. O branco, utilizado para
zerar o espectrofotdmetro, foi feito substituindo-se as solu¢des de substrato, de
HCl e enzimatica pelos volumes equivalentes de agua destilada. Definiu-se
uma unidade enzimatica como a quantidade de enzima necessaria para reduzir
em 10% a intensidade de cor azul do complexo iodo-amido por minuto,

calculada através da féormula abaixo:

31



U Abs controle — Abs reagéo] (100) (Volume de enzima
= * *

— 10 ) * Tempo de reacao x diluicao

mL Abs controle Volume de reacao

4.4. Otimizacdo das condicbes de cultivo para producdo de
amilases por FES

Delineamentos experimentais foram empregados para a avaliagdo da
influéncia das variaveis quantidade do substrato para crescimento do fungo,
quantidade de inoculo e umidade inicial do substrato, buscando-se a
otimizacdo das condigdes de cultivo. A escolha do tipo de delineamento foi feita
com base em dados de literatura, levando-se em conta o niumero de variaveis a
serem estudadas. A resposta analisada foi a atividade amilolitica sacarificante,
enquanto que as atividades dextrinizante e de glucoamilase serdo também
determinadas na solucdo enzimética bruta obtida sob a condi¢do otimizada.
Analise de variancia (ANOVA) foi realizada para estimar os efeitos das
variaveis e de suas interacfes sobre a resposta. As analises de regressao e
graficas foram realizadas utilizando-se o software Statistica 10 (StatSoft Inc,
Tulsa, Oklahoma, USA).

4.4.1. Delineamento de Composto Central Rotacional

Para a analise da influéncia das variaveis quantidade e umidade inicial
do substrato utilizado para o cultivo por FES e quantidade de discos de indculo,
foi realizado um planejamento do tipo delineamento composto central rotacional
(DCCR), onde o efeito das variaveis foi estudado em cinco niveis (Tabela 1).

Os valores minimos e maximos das variaveis estudadas foram definidos

durante a realizacao de experimentos prévios.
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Tabela 1. Delineamento de Composto Central Rotacional, valores codificados e reais de cada

variavel.
Niveis
Variaveis -1,68 -1 0 1 1,68 Unidades
X;—Quantidade de 2,96 5 8 11 13,04 g
substrato
X,- Umidade inicial 61,59 65 70 75 78,4 %
Xs- Discos de In6culo 2,96 5 8 11 13,04 discos

Fonte: Elaborado pelo autor

A resposta avaliada foi a atividade amilolitica sacarificante, modelada por

uma equacao polinomial de segunda ordem, apresentada abaixo (Equacéo 1):

Y=Bo + Bixq + 511X12+ BoXo + [322X22 + BsXs + B33X32 + B1aX1Xo + BiaXiXs + BasXoXst € (1)

Onde, Y ¢é a resposta predita; Bo € o0 termo de intercepto; B1, B2, B3 sa@o
os efeitos lineares; P11, B22, B3z sdo os efeitos quadraticos; B12, P13 € P23 SA0 0S
efeitos de interacdo; e X1, X» € X3 sd0 as variaveis independentes, e '€’ é o erro
experimental. A analise dos dados dos delineamentos experimentais foi
realizada utilizando-se o software estatistico Statistica 10 (StatSoft Inc., Tulsa,
Oklahoma, EUA). A analise de variancia (ANOVA) foi utilizada para estimar os

parametros estatisticos e o nivel de significancia adotado foi de 5%.

4.5. Caracterizacéo fisico-quimica das amilases

As amilases produzidas sob a condicdo de cultivo otimizada foram
caracterizadas quanto ao efeito do pH e da temperatura sobre a atividade e a
estabilidade enzimética.
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4.5.1. Efeito do pH e da temperatura sobra a atividade da enzima

O estudo do efeito do pH e da temperatura sobre a atividade das
amilases foi realizado através de um delineamento fatorial do tipo face centrada
2%, em dois niveis, com 12 ensaios, incluindo 4 pontos axiais e 4 pontos
centrais, sendo a atividade sacarificante a resposta analisada. A Tabela 2
apresenta os valores codificados e reais das variaveis estudadas. As solugdes
tampéao utilizadas foram acetato de sédio (pH 3,5 e pH 5,5) e Tris-HCI (pH 7,5),

ambas a 0,1 mol/L.

Tabela 2.Valores codificados e reais utilizados no planejamento fatorial do tipo face centrada 2°

para estudo do efeito do pH e temperatura sobre a atividade das amilases.

Niveis
Variavel -1 0 +1 Unidade
X (pH) 3,5 5,5 7,5 -
X, (temperatura) 40 50 60 °C

Fonte: Elaborado pelo autor

4.5.2. Estabilidade das enzimas frente a variacdes de pH e
temperatura

A fim de se avaliar o efeito do pH sobre a estabilidade das enzimas, as
mesmas foram incubadas, convenientemente diluidas, por 24h, a 25°C, em
solugcbes tampdo (0,05 mol/L) de diferentes valores de pH: tampé&o acetato de
sédio (3,5 — 5,5), Tris — NaOH (5,5 — 7,0), Tris-HCI (7,2 — 9,0), Glicina-NaOH
(9,0 — 10,5). A termoestabilidade das amilases foi avaliada incubando-se a
solucédo enzimatica bruta, adequadamente diluida em tampéao acetato de sodio
(0,05 moal/L), pH 5,0, sob temperaturas de 30 a 70 °C, por uma hora. A
atividade residual foi determinada sob as condicbes Otimas de reacdo. Foi
considerado como 100% a atividade sacarificante previamente quantificada,
sob as condi¢des 6timas de pH e temperatura.
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4.6. Ensaios de hidrélise do amido

As reacdes de hidrolise do amido foram conduzidas empregando-se 0s
valores de pH e temperatura 6timos de atividade, previamente determinados.
Como substratos foram utilizados amido de batata comercial (Sigma) e amido
extraido do subproduto obtido a partir do processamento da mandioca, ambos
gelatinizados em tampéao acetato de sodio 0,05 mol/L, pH 5,1, em concentracéo
final de 5% (m/v). Os substratos foram incubados juntamente com a solucao
enzimética bruta (1,5 U/mL de solucdo de substrato), a48°C e 100 rpm.
Amostras foram retiradas ap6s 30, 60, 120, 240, 360,480, 600, 720 e 1440
minutos de reacdo para analise dos produtos quanto ao teor de glicose. Os

ensaios foram realizados em duplicata.

Os rendimentos dos processos de hidrélise foram calculados com base na
concentracéo de glicose obtida em fungéo da quantidade de substrato ofertado,

expressos em porcentagem.

) massa de glicoseobtida
Rendimento (%) = * 100
massa de substratoofertado

4.7. Quantificacdo de glicose presente no hidrolisado

A glicose liberada durantes os ensaios de hidrélise do amido foi
quantificada pelo método enzimatico peroxidase/glicose-oxidase utilizando Kit
comercial (Glicose — Método Enzimatico-Colorimétrico/Analisa). A mistura de
reacdo foi constituida de 10uL do hidrolisado e 1000 uL do reagente de cor. A
1000 uL do reagente de cor foram adicionados 10 uL de uma solucdo padréo
de glicose (100 mg/mL), compondo a mistura padréo do ensaio. Como branco,
utilizado para zerar o espectrofotébmetro, utilizou-se 1000 uL do reagente de
cor. A mistura de reacdo e o controle foram incubados a 37 °C, por 10 minutos
e entdo as absorbancias foram lidas em 505 nm. Os célculos para
determinacdo da concentracdo de glicose presente nos hidrolisado estéo

apresentados a seguir:
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Fator de calibragao =

Concentragio de glicose (

dL

Concentragao do padrao

Absorbancia do padrao

) = Fator de calibragido x Absorbancia do hidrolisado
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5. Resultados e Discussao
5.1. Producédo de amilases por FES e FSbm

O emprego de FES para a producdo de amilases pelo fungo endofitico
Paecilomyces sp. SF 021 proporcionou 0os maiores valores de atividades
enzimaticas amiloliticas, tanto sacarificante quanto dextrinizante (Figuras 4 e
5).

Além disso, 0S cultivos por FES em substratos
lignoceluldsicos/amiloliticos destacaram a capacidade deste fungo de utilizar
tais substratos como Unica fonte de carbono para seu crescimento e producao
das enzimas.

De acordo com a Figura 4, a maior atividade sacarificante foi obtida pelo
cultivo do fungo, por FES, na mistura de farelo de trigo lavado e malte (FT.I +
M) (432,5 U/g).

As misturas contendo farelo de trigo lavado e farelo de soja (FT.| + FS)
(331,4 U/g), bagaco de cana e malte (BC + M) (331,1 U/g) e o uso isolado de
farelo de trigo lavado (FT.l) (317,2 U/g) e farelo de trigo sem lavar (FT) (300
U/g) proporcionaram atividades sacarificantes semelhantes. O mesmo pode ser
observado nas seguintes misturas: farelo de trigo sem lavar e malte (FT + M)
(251,4 U/g) farelo de trigo sem lavar e farelo de soja (FT + FS) (240,8 U/g) e
bagaco de cana e aveia (BC + AV) (254,2 U/g). Além disso, nota-se que 0 uso
de FSbm proporcionou atividades praticamente constantes para os diferentes
substratos empregados e que estas ndo ultrapassaram 5,21 U/mL (valor
correspondente ao cultivo utilizando Farelo de Trigo). Os resultados referentes
aos valores de atividade enzimatica obtidos por meio do cultivo do fungo nos
meios contendo bagaco de cana e malte (BC+M), farelo de trigo lavado e malte
(FT.I + M) e farelo de trigo lavado e farelo de soja (FT.l + FS), apresentados na
Figura 4, tiveram suas barras sobrepostas, em relagdo aos resultados obtidos
pelos dois métodos de cultivo devido ao fato de que os valores de atividade
enzimatica obtidos por FSbm e FES coincidem, uns com 0s outros, em cada
um dos eixos verticais. Sendo assim, os valores de atividade amilolitica
sacarificante obtidas por meio do cultivo do fungo em cada um deste meios, por
FSbm e FES, respectivamente, sdo: BC+M: 3,98 U/mL e 331,1 U/g; FT.Il + M:
4,72 U/mL e 432,5 U/g; FT.Il + FS: 3,67 U/mL e 331,4 U/g.
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Figura 4. Atividades amiloliticas sacarificantes obtidas pelos cultivos de Paecilomyces sp. SF
021, por FES (U/g) e FSbm (U/mL), utilizando diferentes subprodutos agroindustriais como
fontes de carbono. Os cultivos foram mantidos a 28°C, por 7 dias. FT: Farelo de trigo; FS:

Farelo de soja; Q: Quirera de arroz; BC+AV: Bagaco de cana + Aveia; BC+M: Bagaco de cana

+ Malte; BC+ FT: Bagaco de cana + Farelo de Trigo; FS + M: Farelo de soja + Malte; FT+ FS:

Farelo de trigo + Farelo de soja; FT.| + M: Farelo de trigo lavado + Malte; FT.l + FS: Farelo de

trigo lavado + Farelo de soja; FT + M: Farelo de trigo + Malte; FT.I: Farelo de trigo lavado.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Em relagdo a atividade amilolitica dextrinizante, pelos dados
apresentados na Figura 5 observa-se que os maiores valores foram obtidos
pelo cultivo por FES nos meios contendo Farelo de trigo sem lavar (FT) (416,99
U/mL; 4169,9 U/g), Bagaco de cana e aveia (BC + AV) (649,53 U/mL; 6495,3
U/g), Bagaco de cana e Malte (BC + M) (624,55 U/mL; 6245,5 U/g), Farelo de
trigo lavado e Malte (FT.Il + M) (848,40 U/mL; 8484 U/g), Farelo de trigo sem
lavar e Malte (FT + M) (512,77 U/mL; 5127,7 U/g). As atividades dextrinizantes
obtidas pelo cultivo do fungo por FSbm também ndo foram expressivas,
mantendo-se praticamente constantes nos diferentes substratos analisados
(em torno de 37,62 U/mL).
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Figura 5. Atividades amiloliticas dextrinizantes obtidas pelos cultivos de Paecilomyces sp.
SF021, por FES (U/g) e FSbm (U/mL), utilizando diferentes subprodutos agroindustriais como
fontes de carbono. Os cultivos foram mantidos a 28°C, por 7 dias. FT: Farelo de trigo; FS:
Farelo de soja; Q: Quirera de arroz; BC+AV: Bagaco de cana + Aveia; BC+M: Bagaco de cana
+ Malte; BC+ FT: Bagaco de cana + Farelo de Trigo; FS + M: Farelo de soja + Malte; FT+ FS:
Farelo de trigo + Farelo de soja; FT.| + M: Farelo de trigo lavado + Malte; FT.l + FS: Farelo de

trigo lavado + Farelo de soja; FT + M: Farelo de trigo + Malte; FT.I: Farelo de trigo lavado.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Dado o exposto, o método escolhido para obtencdo das amilases pelo
fungo endofitico Paecilomyces sp. SF 021 foi a FES, utilizando-se farelo de
trigo néo lavado (FT) como substrato. Embora a combinacéo de farelo de trigo
lavado e malte (FT.I + M), tenham proporcionado maiores valores de atividades
sacarificante e dextrinizante maior, a utilizacdo de farelo de trigo lavado
implicaria na adigcdo de mais uma etapa ao processo, tornando-o mais oneroso.

Ha na literatura diversos trabalhos comparando os niveis de producao
de enzimas e metabdlitos secundarios entre FES e FSbm e, no caso das
enzimas microbianas, as maiores atividades sdo geralmente obtidas pelos
cultivos por FES. As enzimas produzidas por um mesmo microrganismo, por
FES e FSbm, podem apresentar diferentes caracteristicas fisico quimicas como
temperatura e pH O6timos, estabilidade, além de parametros cinéticos.
(BARRIOS-GONZALEZ, 2012).
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As diferencas de producédo proporcionadas pelos dois métodos de
cultivo em questdo podem ser explicadas pelo fato da FES proporcionar ao
microrganismo um ambiente mimetizado das condi¢cdes encontradas em seu
habitat natural, caracterizadas principalmente pela baixa atividade de agua e
pelo contato direto do fungo com o substrato (HOLKER e LENZ, 2005),
favorecendo assim o desenvolvimento e o prolongamento de suas hifas de tal
forma a auxiliar na colonizacdo e penetragdo do material para acessar e
degradar, por meio de enzimas extracelulares, 0os nutrientes necessarios para
seu crescimento (SOCCOL, C. R. . et al., 2017).

Além disso, alguns trabalhos desenvolvidos na area da genética
mostram que 0s genes envolvidos na producdo e secrecdo enzimatica sao
expressos diferentemente dependendo das condi¢cfes de cultivo empregadas.
Em seu trabalho, Hata et al (1997) relatam a existéncia de dois genes
envolvidos na producédo de glucoamilase (glaA e glaB) por Aspergillus oryzaee
como as condi¢des de cultivo influenciam em suas expressdes, de tal forma
que o gene glaB é altamente expresso em FES enquanto o gene glaA se
expressa mais ativamente quando em FSbm. Ja Ishida et al (1998) destacam
gue ambos os genes podem e sao induzidos pela presenca de amido e malto-
oligossacarideos, e que somente 0 gene glaB é induzido por outros fatores,
como a baixa atividade de agua, as altas temperaturas e as barreiras fisicas
para o crescimento e extensao de hifas, fatores estes caracteristicos do cultivo
por FES.

5.2.  Otimizacédo da producao de amilases pelo cultivo por FES
5.2.1. Delineamento de Composto Central Rotacional
A influéncia das variaveis quantidade, umidade inicial do substrato
utilizado para o crescimento do fungo e quantidade de discos de in6culo sobre
a producdo de amilases foi avaliada empregando-se um delineamento
composto central rotacional (DCCR) 22 incluindo 6 ensaios com as condi¢cbes
axiais e 4 repeticbes no ponto central, tendo como resposta a atividade

sacarificante (Tabela 3).
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Tabela 3. Ensaios do delineamento composto central rotacional (DCCR), em niveis codificados
e reais, empregado para o cultivo do fungo endofitico Paecilomyces sp. SF021, obtendo-se

como resposta a atividade de amilolitica sacarificante.

Atividade
Ensaios X, X, X3 Enzimatica (U/g)
1 (-1) 5 (-1) 65 (-1) 5 474,06
2 (+1) 11 (-1) 65 (-1)5 450,00
3 (-1)5 (+1) 75 (-1) 5 250,47
4 (+1) 11 (+1) 75 (-1) 5 223,58
5 (-1) 5 (-1) 65 (+1) 11 309,91
6 (+1) 11 (-1) 65 (+1) 11 397,64
7 (-1)5 (+1) 75 (+1) 11 237,74
8 (+1) 11 (+1) 75 (+1) 11 222,17
9 (-1,68) 2,96 (0) 70 (0) 8 308,49
10 (+1,68) 13,04 (0) 70 (0) 8 280,19
11 (0) 8 (-1,68) 61,59 (0) 8 493,87
12 (0) 8 (+1,68) 78,4 (0) 8 141,51
13 (0) 8 (0) 70 (-1,68) 3 290,09
14 (0) 8 (0) 70 (+1,68) 13 200,94
15 (0) 8 (0) 70 (0) 8 410,38
16 (0) 8 (0) 70 (0) 8 527,83
17 (0) 8 (0) 70 (0) 8 457,08
18 (0) 8 (0) 70 (0) 8 474,06

*X, .quantidade de substrato (g); X,. Umidade inicial (%); Xs. Quantidade de discos de in6culo

Fonte: Elaborado pelo autor
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Observou-se que a atividade enzimatica variou de 200,94 a 527,83 U/qg,
sendo a maxima aproximadamente 76% superior & maxima inicialmente obtida
pelo cultivo por FES em farelo de trigo, sem o uso de planejamento
experimental (300 U/g) (Figura 4).

Pode-se observar a influéncia que cada uma das variaveis exerce sobre
a producao das amilases analisando-se os ensaios 9 a 14. Nos ensaios 9 e 10
as variaveis umidade inicial da fonte de carbono e quantidade de discos de
in6culos foram mantidas em seus niveis centrais, enquanto que a quantidade
de substrato variou do menor para o maior nivel empregado (niveis axiais), o
que resultou na diminuicdo de 9,17% (28,3 U/g) na atividade sacarificante,
indicando que menores niveis desta varidvel favorecem a resposta analisada.
O teor de umidade inicial exerceu uma influéncia muito mais expressiva sobre a
resposta analisada, dado que, ao manter as outras variaveis em seus niveis
centrais variando-se apenas umidade do menor para o maior nivel empregado
(niveis axiais) (ensaios 11 e 12), houve uma reducdo de cerca de 71,3% na
resposta avaliada (352,37 U/g), indicando também que o aumento do nivel
desta variavel desfavorece a resposta analisada. Por fim, pela anéalise dos
ensaios 13 e 14, evidencia-se uma influéncia da quantidade de discos de
indculo na produgéo das amilases. Quando a quantidade de inoculo variou do
menor para 0 maior nivel empregado (niveis axiais), mantendo-se as demais
variaveis em seus niveis centrais, observou-se uma reducdo de cerca de
30,7% na atividade sacarificante (89,15 U/g). Os resultados apontam para a
importancia da otimizacdo das condi¢cbes de cultivo, visto que a utilizacdo das
variaveis em seus niveis inferiores favorece a obtencdo de maiores atividades
da enzima de interesse pelo fungo utilizado, 0 que representa uma economia
NO processo.

A quantidade e o tipo de substrato utilizado representam importantes
parametros a serem considerados nos processos de FES, uma vez que o
substrato é responsavel ndo apenas por fornecer nutrientes aos
microrganismos e possibilitar a induc&o da producgéo de enzimas que auxiliardo
na obtencdo de nutrientes mais prontamente assimilaveis, mas também por
atuar como suporte fisico para o crescimento fungico (PANDEY, 2003).

O teor de umidade inicial do substrato € também um parametro que

deve ser considerado nos processos de FES. Ainda que se caracterize por ser
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um meétodo de cultivo em que ha pouca quantidade de agua disponivel, durante
as FES a presenca de agua é essencial para que o microrganismo seja capaz
de desenvolver seu metabolismo (GERVAIS e MOLIN, 2003). Um teor de
umidade elevado pode acarretar na diminuicdo da porosidade do substrato,
contribuindo para uma baixa transferéncia de oxigénio, enquanto que um teor
de umidade abaixo do necessério dificulta a solubilidade dos nutrientes
presentes no substrato, afetando diretamente o crescimento microbiano
(MARTINS et al., 2011).

Os efeitos que cada variavel e suas interacdes exerceram sobre a
atividade enzimética de amilase sacarificante sdo apresentados pelo Diagrama
de Pareto (Figura 6). A analise de variancia (ANOVA) apresentada na Tabela 6
mostra os valores calculados para a regressédo e residuos do modelo, bem
como o calculo da falta de ajuste (lack of fit), baseado no valor de erro puro,
ambos calculados pelo software STATISTICA 10.Como pode ser observado
pelo diagrama de Pareto e confirmado pela tabela de efeitos estimados, para a
enzima em questdo a umidade exerceu efeito linear significativo enquanto que
as quantidades de substrato e de discos de in6culo foram significativas apenas

em seus efeitos quadraticos.
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Figura 6. Diagrama de Pareto dos efeitos estimados das variaveis na atividade de amilase

sacarificante obtida pelo cultivo do fungo endofitico Paecilomyces sp. SF 021.

(2)Umidade (%)(L) 7,199

In6culo (discos)(Q) -5,02372

Substrato (g)(Q) -3,75774
Umidade (%)(Q) -3,15228
(3)In6culo (discos)(L) -2,12383
2Lby3L
1Lby3L ,897623
1Lby2L -, 773813

(1)Substrato (g)(L) -,147161

p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Fonte: Elaborado pelo autor, Software Statistica.

O coeficiente de determinacdo do modelo (R? foi 0,93, o que,
juntamente com a andlise da variancia do modelo obtido (Tabela 4), permite
concluir que este se ajusta bem aos dados experimentais, confirmado pela
insignificancia estatistica da falta de ajuste juntamente com o valor de p<0,05

para o modelo de regressao.
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Tabela 4. Analise de variancia (ANOVA) para a atividade de amilases obtidas pelo cultivo do

fungo endofitico Paecilomyces sp. SF021.

Soma Graus de Média F F
Fator - _ - . p-value
Quadrética Liberdade Quadratica calculado critico

Regresséao 499387,6 9 55487,5 26,95 3,39 0,0000477
Residuos 16469,8 8 2058,7
Falta de ajuste 94155 5 1883,1 0,80 9,01 0,6147407
Erro Puro 7054,3 3 2351,4
Total 17

*valores em negrito sdo estatisticamente significantes ao nivel de 95% de confian¢a (p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os dados foram analisados por andlise de regressdo multipla da qual
originou-se a equacgado polinomial de segunda ordem para representar a
atividade prevista de amilase (Eq. 2) em funcdo das varidveis independentes

avaliadas. A equacao esta apresentada abaixo, em seus niveis codificados:

Y= 465,0216 — 1,93 x; — 51,2337 x,° — 94,5133 x, — 42,9606 x,” — 27,8804 x; — 68,5328
X3® — 13,2662 X;*X, + 15,3887 X1*X3 + 25,2962 Xo*Xs,

As superficies de respostas geradas pelo modelo, considerando-se os
efeitos das variaveis estudadas, sdo apresentadas na Figura 7 a fim de se
demonstrar os efeitos de interacao das variaveis e identificar os niveis ideais de
cada uma, buscando-se a otimizacdo das condicbes para a obtencédo de

atividades maximas da enzima.
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Figura 7.Superficies de resposta obtidas para os efeitos do teor de umidade e quantidade de

substrato (A); quantidade de discos de inéculo e quantidade de substrato (B); quantidade de
discos de in6culo e teor de umidade (C).
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Fonte: Elaborado pelo autor, Software Statistica.

Analisando-se as superficies, pode-se verificar a existéncia de uma
regido 6tima para a atividade da enzima em questdo, a qual corresponde a
combinacéo das faixas de teor inicial de umidade do farelo de trigo entre 62 e
64%, quantidade de farelo de trigo proximo aos 8g e quantidade de discos de
indculo entre 6 e 8 discos

Utilizando-se a funcdo de desejabilidade do software Statistica, foi
possivel prever o valor 6timo da atividade de amilase sacarificante. Pela funcao
de desejabilidade, empregando-se 8g de farelo de trigo com 63,27% de teor de

umidade inicial e 6,99 discos de in6culo, a maxima atividade sacarificante
(52,75 U/mL; 527,50 U/g) seria obtida (Figura 8).
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Figura 8. Perfis dos valores previstos/otimizados e de desejabilidade das variaveis quantidade

e teor de umidade inicial do substrato e quantidade de discos de in6culo para a maxima

atividade amilolitica sacarificante obtida pelo cultivo do fungo endofitico Paecilomyces sp. SF

021.
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Para a validacdo experimental dos resultados, foram utilizados 7 discos
de in6culo, ao invés de 6,99, dada impossibilidade de se obter tal quantidade. A
validacéo foi realizada com ensaios em triplicata, sob as condi¢cdes otimizadas
previstas. O resultado obtido foi 497,6 U/g £ 21,92 para a atividade amilolitica
sacarificante, indicando a reprodutibilidade dos dados e confirmando a
validacéo do modelo. Este valor corresponde a um aumento de 62,53% quando
comparado com a atividade da solucdo enziméatica bruta obtida inicialmente.

Diversos trabalhos relatam a producdo de amilases por fungos filamentosos
cultivados por FES utilizando-se farelo de trigo como substrato. Moreira et
al.(2001) reportam a producdo de amilases com atividade amilolitica
sacarificante durante o cultivo de trés diferentes espécies de Aspergillus por
FES (30°C, 75% de umidade inicial), usando farelo de trigo como substrato,
alcancando 350, 240 e 210 U/g de substrato seco para as espécies A. flavus,
A. fumigatus e A. tamari, respectivamente. Kunamneni et al. (2005) cultivaram
Thermomyces lanuginosus por FES, durante 5 dias, em farelo de trigo (90% de
umidade inicial, 50°C), suplementado com 1% de solucdo de amido e 1% de
peptona e reportaram a atividade amilolitica sacarificante de 534 U/g de
substrato. Oliveira et al.(2016), apos otimizacdo das condi¢cbes de cultivo de
Lichtheimia ramosa por FES (60% de umidade inicial, 4 dias de -cultivo),
utilizando farelo de trigo como substrato, relatam aumento na producdo de
amilases de 320,4 para 417,2 U/g de substrato.

Os mesmos autores cultivaram Thermoascus aurantiacus por FES (65% de
umidade inicial, 4 dias de cultivo), empregando o0 mesmo substrato, e citam
aumento de 200% (44,2 para 144,5 U/g de substrato) na atividade amilolitica
sacarificante. As atividades amiloliticas sacarificantes obtidas no presente
trabalho sdo promissoras, uma vez que valores préximos a 500 U/g de
substrato foram obtidos sem necessidade de suplementacdo com amido

soluvel, em 7 dias de cultivo.
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5.3. Caracterizagao fisico quimica das amilases
5.3.1. Efeito do pH e da temperatura sobre a atividade das

enzimas

Para avaliacdo do pH e temperatura 6timos das enzimas foi utilizado um
planejamento fatorial do tipo face centrada 22, incluindo 4 pontos e axiais e 4
pontos centrais, totalizando 12 ensaios. Os valores codificados e reais bem
como a resposta obtida encontram-se apresentados na Tabela 5. Considerou-

se como 100% a maior atividade enziméatica encontrada.

Tabela 5. Planejamento fatorial do tipo face centrada 27 valores codificados e reais das
variaveis pH e temperatura e atividade sacarificante relativa das amilases presentes na solugéo

enzimatica bruta obtida pelo cultivo de Paecilomycessp. SF 021 sob condi¢des otimizadas

Atividade
relativa (%)

Ensaios oH Temperatura v
°C)

1 (-1) 3,5 (-1) 40 70,28
2 (+1) 7,5 (-1) 40 5,94
3 (-1) 3,5 (+1) 60 35,24
4 (+1) 7,5 (+1) 60 5,73
5 (-1) 35 (0) 50 70,91
6 (+1) 7,5 (0) 50 4,88
7 (0) 5,5 (-1) 40 72,82
8 (0) 5,5 (+1) 60 69,21
9 (0)5,5 (0) 50 94,27
10 (0) 5,5 (0) 50 95,97
11 (0) 5,5 (0) 50 100

12 (0)5,5 (0) 50 94,9

Y: Atividade amilolitica sacarificante *100%: 444,3 U/g

Fonte: Elaborado pelo autor

Os ensaios 5 a 8 destacam a importancia e a influéncia do pH e da
temperatura para a atividade sacarificante das amilases produzidas. As

atividades relativas variaram de 4,88% a 100%, porém, analisando-se apenas
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0s ensaios 5 e 6, onde variou-se apenas os valores de pH (do menor para o
maior nivel empregado), nota-se uma queda expressiva (93,12%) na atividade
relativa quando a reacao € conduzida sob o pH 7,5. Os ensaios 7 e 8 mostram
gue, mantendo-se o pH no nivel central e variando-se a temperatura do menor
para 0 maior nivel, a atividade relativa ndo é muito afetada, havendo uma
queda de cerca de 4,96%. Pelos resultados obtidos pode-se inferir que a
varidvel temperatura, quando nos niveis empregados neste planejamento, teve
menos influéncia sobre a resposta analisada, podendo ser constatada pelos

ensaios 3,5, 7 e 8.

A atividade de enzimas € influenciada pelo pH e pela temperatura do meio
em que se encontram, sendo os valores Otimos destes dois parametros
aqueles que proporcionam a maxima atividade catalitica (NELSON e COX,
2014). Desta forma, variacdes além das faixas 6timas de pH e temperatura
resultam na diminuicdo da atividade catalitica ou ainda na perda desta
atividade. A variacdo da atividade em funcdo do pH do meio é explicada pela
relacdo existente entre esta variavel e os diferentes graus de ionizacdo dos
aminodacidos, 0s quais por sua vez determinam as interacdes eletrostaticas que
tais aminoacidos podem estabelecer na enzima, responsaveis pela estabilidade
conformacional de sua estrutura tridimensional (ANFINSEN, 1973). Ja em
relacdo a temperatura, esta variavel influencia as interagbes fracas
responsaveis por manter a estabilidade da estrutura tridimensional de uma
proteina. Desta forma, a maioria das proteinas pode sofrer desnaturacdo pelo
calor, devido ao rompimento destas interacdes e consequente alteracdo da
conformacao nativa da proteina, com perda de estrutura e funcdo (NELSON e
COX, 2014).

Os efeitos que cada uma das variaveis e suas interacdes exerceram sobre
a atividade enziméatica sdo apresentados pelo Diagrama de Pareto (Figura 9) e
podem ser confirmados pela analise de variancia (ANOVA) apresentada na
tabela 6.
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Figura 9. Diagrama de Pareto dos efeitos estimados das variaveis na atividade amilolitica
sacarificante das amilases presentes na solugdo enzimatica bruta obtida pelo cultivo do fungo

endofitico Paecilomyces sp. SF 021 sob condi¢g8es otimizadas.

PH(Q) --10. 10{
(L)PH(L) -8.07247
Temperatura (°C)(Q) -3.41981
1Lby 2L 2/153281
(2)Temperatura (°C)(L) -1.96183

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Fonte: Elaborado pelo autor, Software Statistica 10.

O coeficiente de determinacdo do modelo (R?) foi 0,97, indicando bom
ajuste aos dados experimentais. Através da analise da ANOVA (Tabela 5)
verifica-se que os efeitos quadraticos de ambas as variaveis foram
significativos juntamente com o efeito linear do pH. Os efeitos lineares da
temperatura e da interacdo entre pH e temperatura ndo foram significativos

para a atividade da enzima estudada.
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Tabela 6. Analise de variancia (ANOVA) para a atividade amilolitica sacarificante das amilases

presentes na solugdo enzimatica bruta obtida pelo cultivo do fungo Paecilomyces sp. SF 021 sob

condicdes otimizadas.

Eator Soma Graus de Média E -
Quadratica Liberdade Quadratica
(1)pH (L) 4259,88 1 4259,875 65,1647  0,000194
pH (Q) 6680,83 1 6680,828  102,1988  0,000054
(2)Temperatura (°C)(L) 251,60 1 251,599 3,8488 0,097447
Temperatura (°C) (Q) 764,52 1 764,519 11,6951 0,014145
1L*2L 303,10 1 303,100 4,6366 0,074767
Erro 392,23 6 65,371
Total SQ 15277,82 11

*Valores em negrito sdo estatisticamente significativos ao nivel de 95% de confian¢a (p<0,05).

Fonte: Elaborado pelo autor, Software Statistica 10.

Os resultados experimentais foram analisados por analise de regressao

multipla e uma equacdo polinomial de segunda ordem foi derivada para

representar a atividade amilolitica sacarificante em funcdo das variaveis

independentes analisadas. A equacao do modelo utilizado para a andlise das

duas variaveis esta representada abaixo:

Y= 93,5067 — 26,6454*x; -50,0531*X,° -6,4756*X, -16,9321*X,” -8,7049*X;*X,

A superficie de resposta gerada pelo modelo para a atividade amilolitica

sacarificante esta apresentada na Figura 10. E possivel observar que as

maiores atividades enzimaticas sdo obtidas quando as duas variaveis

encontram-se proximas de seus pontos centrais (na faixa de combinacdo de pH

e temperatura de 4,0 a 6,0 e 42°C a 50°C, respectivamente).
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Figura 10. Superficie de resposta obtida para os efeitos do pH e temperatura sobre a atividade
amilolitica sacarificante das amilases presentes na solugdo enzimatica bruta obtida pelo cultivo do

fungo endofitico Paecilomyces sp. SF 021 sob condi¢des otimizadas.

Il > 50
B <20
[1<-30
[ <-80
B <-130
Bl < -180

Fonte: Elaborado pelo autor, Software Statistica.

A funcdo de desejabilidade do software Statistica 10 foi utilizada para
prever os valores 6timos das condicbes de pH e temperatura. A Figura 11
apresenta os perfis dos valores otimizados, a funcdo de desabilidade e a

atividade enzimética relativa prevista (97,8%) sob as condicdes 6timas.
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Figura 11. Perfis dos valores previstos/otimizados e de desejabilidade das variaveis pH e

temperatura no planejamento fatorial do tipo face centrada 2°, para a maxima atividade

amilolitica sacarificante presente no extrato enzimatico obtido pelo cultivo do fungo endofitico

Paecilomyces sp. SF 021 sob condi¢8es otimizadas.
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Fonte: Elaborado pelo autor, Software Statistica.
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' 1 100,00

52,440

4,8800

De acordo com a Figura 11, o pH 5,1 e a temperatura de 48°C foram

apontados como os valores 6Otimos que levariam a uma maxima atividade

amilolitica sacarificante. A validacdo experimental dos resultados foi realizada

com ensaios de reacdo enzimatica em triplicata, sob tais condicfes. Obteve-se

como resultado 95,4+0,35 % para a atividade amilolitica sacarificante residual,

indicando reprodutibilidade dos dados e confirmando a valida¢cdo do modelo.

As amilases obtidas pelos cultivos isolados de Lichtheimia ramosa e

Thermoascus auranticus em farelo de trigo apresentaram atividade amilolitica
sacarificante 6tima sob pH 6 e temperatura de 60°C(OLIVEIRA et al., 2016). As

amilases produzidas a partir do cultivo de AspergillusflavusTF-8 em “Sal

(Shorea robusta) deoiled cake” apresentaram maxima atividade sacarificante
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em pH 5,5 e temperatura entre 50 e 60°C (SINGH e GUPTA, 2014). O cultivo
de Aspergillus sp.GP-21 em farelo de trigo proporcionou a producdo de
amilases com méxima atividade sacarificante em pH entre 50 e 5,5, sob
temperatura de 65°C (MAMO e GESSESSE, 1999). As amilases produzidas
por Rhizopus microsporus var. rhizopodiformis usando farelo de trigo e espiga
de milho apresentaram maxima atividade sob temperatura 65°C, e pH entre 4 e
5. (PEIXOTO-NOGUEIRA et al., 2008).

Dessa maneira, verifica-se que as amilases obtidas pelo cultivo de
Paecilomyces sp SF 021 possuem caracteristicas semelhantes as amilases ja
descritas na literatura, em relacdo as condicbes Otimas de atividade, com
destaque para a capacidade de manter sua atividade residual préxima de 70%
quando incubada em temperaturas na faixa de 40°C - 60°, possibilitando a
aplicacdo da solucdo enzimatica bruta em processos que utilizem tais

temperaturas.

5.3.2. Estabilidade das enzimas frente a variacbes de pH e

temperatura

A fim de se avaliar o efeito do pH e da temperatura sobre a estabilidade
das amilases produzidas sob as condi¢cGes otimizadas de cultivo, estas foram
incubadas, durante 24h, a temperatura de 25°C, em solu¢des tampédo na faixa
de pH de 3,5-10,5 e, apos este periodo, a atividade sacarificante residual foi

determinada, sob as condicfes 6timas de reacao.
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Atividade Residual (%)
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Figura 12. Efeito do pH (A) e da temperatura (B) sobre a estabilidade de amilases produzidas

pelo cultivo de Paecilomyces sp. SF 021.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As amilases mantiveram-se estaveis em uma ampla faixa de pH (Figura
12a), mantendo acima de 80% de atividade sacarificante quando incubadas

entre os valores de pH 3,5 e 10.

Para a avaliacdo da estabilidade das enzimas frente a variacbes de
temperatura, a solu¢do enzimética bruta foi incubada por 1 hora, em solucao
tampao acetato de sdédio 0,05 mol/L, em pH 5, sob temperaturas de 35 a 70 °C.
As atividades sacarificantes residuais, determinadas sob as condi¢cdes 6timas,
sdo apresentadas na Figura 11b. As amilases mantiveram-se estaveis quando
incubadas por 1 hora entre 35 e 45°C, mantendo acima de 80% de atividade
residual. Quando incubadas a 50°C e 55°C, a atividade residual esteve entre
80 e 30%. A incubacdo em temperaturas superiores levou a perda expressiva

da estabilidade enzimatica (atividades residuais abaixo de 20%).

SINGH e GUPTA (2014) relatam a producdo de amilases estaveis na

faixade pH 5,0 —-9,0 por A. flavus TF-8. Relatam ainda a estabilidade destas
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por 3 horas em temperatura de 45°C e por 1 hora em 50°C, com atividade
residual superior a 80%. As amilases produzidas por L. ramosa e T.
aurantiascus apresentaram estabilidade nas faixas de 3,5 - 10,5 e 4,5 - 9,5,
respectivamente (OLIVEIRA et al.,, 2016), apresentando um padrédo de
estabilidade ao pH muito semelhante ao apresentado no presente trabalho.
Com relacdo a estabilidade a temperatura, as amilases produzidas por L.
ramosa mantiveram-se estaveis por 1 hora sob a temperatura de 55°C e, sob
60°C, apresentaram 75% de sua atividade amilolitica sacarificante inicial. Ja as
amilases produzidas por T. aurantiascus mantiveram-se estaveis por 1 hora
sob 50°C e, sob 60°C, apresentaram 25% de sua atividade inicial,
apresentando um padrédo de estabilidade a temperatura semelhante ao

apresentado no presente trabalho.

As amilases obtidas a partir do cultivo de Rhizopus microsporus var.
rhizopodiformis apresentaram total estabilidade, por 1 hora, a temperatura
dentro da faixa de 25-75°C e ao pH na faixa de 2,5 — 6,5(PEIXOTO-
NOGUEIRA et al., 2008).

A busca por fungos produtores de amilases capazes de manter suas
atividades frente a amplas variacées de pH é importante do ponto de vista da
aplicacao industrial destas enzimas, uma vez que a necessidade de ajustes do
pH do meio durante os tratamentos para liquefacdo e sacarificacdo do amido
se torna minima (MICHELIN et al., 2008). Enzimas com tal caracteristica
podem ser aplicadas em processos acidos para producao de xarope de glicose
e em processos alcalinos na industria de detergentes (EL-FALLAL et al., 2012).

5.4. Hidrélise enziméatica do amido

A solucdo enzimatica bruta obtida a partir do cultivo do fungo endofitico
Paecilomyces sp. SF 021 sob condi¢des otimizadas foi utilizado nas reacfes de
hidrolise do amido de batata (Sigma Aldrich®) e amido de mandioca. Para
efeitos comparativos foram realizados ensaios de hidrélise utilizando-se uma
glucoamilase comercial de origem fangica (Sigma Aldrich — A7095). A Figura
13 apresenta os rendimentos obtidos, com base na liberacdo de glicose, ao

longo de 24 horas de hidrdlise.
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Figura 13. Hidrolise de amidos de diferentes fontes, a 48 °C, utilizando a solug&o enzimatica
bruta (simbolos abertos) obtida através do cultivo do fungo endofitico Paecilomyces sp. SF 021

ou glucoamilase comercial de Aspergillus niger (simbolos fechados).
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Fonte: Elaborado pelo autor

Os perfis de hidrélise dos amidos de batata e mandioca foram
semelhantes quando se empregou a solucdo enziméatica bruta de Paecilomyces
sp. SF 021. Em 12 horas de hidrélise os rendimentos alcancados foram de 40 e
33,97% (19,78 e 16,99 mg de glicose/mL de hidrolisado), respectivamente.
Prolongando-se a hidrdlise até 24 horas, houve um aumento de 11,4 e 20,13 %
nos rendimentos, obtendo-se, respectivamente 51,4 e 54,1 % (25,69 e 27,09
mg glicose/mL de hidrolisado).

Os ensaios de hidrélise empregando-se a glucoamilase comercial
proporcionaram valores elevados de rendimento logo nos primeiro 30 minutos
(77,58% utilizando amido de batata e 80% utilizando amido de mandioca). Com
relacdo a massa de glicose liberada, os valores maximos obtidos foram 44,8
mg de glicose/mL de hidrolisado quando utilizado amido de batata como
substrato, em 4 horas de hidrolise, e 40,3 mg de glicose/mL de hidrolisado

guando utilizado amido de mandioca como substrato, em 1 hora de hidrolise.
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A guantidade maxima de glicose liberada pela acdo da solucéo
enzimatica bruta durante a hidrélise do amido de batata (25,69 mg/mL),
corresponde a 57,3% da quantidade maxima liberada pela agcdo da
glucoamilase comercial sobre o mesmo amido (44,8 mg/mL). Ja em relacdo ao
amido de mandioca, a quantidade maxima de glicose liberada pela acdo da
solugcdo enzimatica bruta (27,09 mg/mL) corresponde a cerca de 67,7% da
quantidade méaxima de glicose liberada pela acdo da glucoamilase comercial.

Escaramboniet al (2018) relatam a utilizacdo da solugdo enzimatica
produzida por Rhizopus oligosporus (CCT 3762) para a hidrélise de amido
solavel (Sigma), em duas temperaturas diferentes (55°C e 60°C). Os perfis de
hidrélise para as duas temperaturas testadas foram semelhantes, atingindo-se
rendimentos maximos, apés 11 horas de reacdo, de 81,1 e 78,8% para 0s
ensaios conduzidos sob 55 e 60 °C, respectivamente. Barros (2015) relata a
utilizacdo da solucdo enzimatica de Rhizopus oligosporus na hidrolise de
quirera de arroz e po6 de brunigdo, alcangando rendimentos méaximos de 56,5 e
23,1%, respectivamente, em 24 horas.

Os resultados da hidrélise de diferentes tipos de amido obtidos no
presente trabalho apontam o potencial de aplicacdo da solugdo enzimatica
bruta de Paecilomyces sp. SF 021 para a obtencdo de glicose e estimulam
estudos futuros envolvendo otimizacdo do processo, visando, além do aumento
da eficiéncia hidrolitica, uma competitividade com as amilases disponiveis

comercialmente.
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6. Conclusdes

O fungo endofitico Paecilomyces sp. SF 021 mostrou-se versétil quanto
a utilizacdo de diferentes subprodutos lignocelulésicos/amiloliticos como
substrato para seu crescimento, sendo uma interessante fonte de amilases
especialmente quando cultivado por fermentacdo em estado solido. Como um
género de fungo endofitico pouco explorado no contexto da producao/aplicacéo
de amilases, os resultados obtidos no presente trabalho contribuem com a

prospeccao de novas fontes microbianas destas enzimas.

Os planejamentos experimentais foram ferramentas importantes para a
obtencdo das amilases pelo cultivo do microrganismo por fermentacdo em
estado solido, contribuindo para um aumento de aproximadamente 62,5% na
atividade amilolitica sacarificante da solugcdo enzimatica bruta obtida

inicialmente.

A caracterizacdo fisico-quimica das amilases produzidas por
Paecilomyces sp. SF021 indicou a estabilidade sob ampla faixa de pH e ainda
sob temperaturas entre 35 e 45°C o que indica um bom potencial para

aplicacao industrial.

Por fim, o resultados obtidos pelos experimentos de sacarificacdo do
amido reportados no presente trabalho apontam para o potencial de aplicacéo
das amilases de Paecilomyces sp. SF021 na obtencéo de glicose e estimulam
estudos futuros envolvendo a otimizacdo das condicbes do processo, visando

uma competitividade com as amilases comerciais atualmente empregadas.
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