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RESUMO

Os microrganismos possuem elevado potencial para a manipulagao de matéria organica ¢ a
producao de enzimas, sendo amplamente explorados comercialmente por sua eficiéncia e
diversidade. As enzimas desempenham papel fundamental em processos industriais limpos,
contribuindo positivamente para a economia, sociedade e meio ambiente e, no Brasil, tém-se as
amilases, amplamente utilizadas no setor alimenticio e em processos biotecnologicos. A
otimizacdo das condi¢des de cultivo pode maximizar a produ¢do enzimatica e confirmar a
melhoria industrial dessas amilases, contribuindo para o avango de biotecnologias aplicadas a
processos industriais. Este estudo avaliou a produ¢ao de enzimas amiloliticas por quatro fungos
isolados em cultivo em estado solido. Os isolados 5.2 e 22.1 demonstraram maior potencial,
com o isolado 5.2 apresentando 380 U g™' de substrato e 19,1 U mg™" de proteina apds 72 horas
de cultivo. Em comparagdo com estudos anteriores, os resultados obtidos indicam uma

atividade enzimatica superior, especialmente em relagdo ao isolado 5.2.

Palavras-chave: Cultivo em estado solido; Producdo de enzimas, Biotecnologia; Farelo de

trigo.
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ABSTRACT

Microorganisms have a high potential for the manipulation of organic matter and the production
of enzymes and are widely exploited commercially due to their efficiency and diversity.
Enzymes play a fundamental role in clean industrial processes, contributing positively to the
economy, society and the environment. In Brazil, amylases are widely used in the food sector
and in biotechnological processes. Optimizing cultivation conditions can maximize enzyme
production and confirm the industrial improvement of these amylases, contributing to the
advancement of biotechnologies applied to industrial processes. This study evaluated the
production of amylolytic enzymes by four fungi isolated in solid state cultivation. Isolates 5.2
and 22.1 demonstrated greater potential, with isolate 5.2 presenting 380 U g of substrate and
19.1 U mg™! of protein after 72 hours of cultivation. Compared to previous studies, the results
obtained indicate a higher enzymatic activity, especially in relation to isolate 5.2. In comparison
with previous studies, the results obtained indicate a higher enzymatic activity, especially in

relation to isolate 5.2.

Keywords: Solid state cultivation; Enzyme production, Biotechnology; Wheat bran.
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1. INTRODUCAO

O Cerrado representa um dos cinco principais biomas do Brasil, abrangendo
aproximadamente 25% do territorio nacional e ocupando uma extensdo de 1,8 a 2 milhdes de
km? nos estados de Goias, Tocantins, Mato Grosso do Sul, sul do Mato Grosso, oeste de Minas
Gerais, Distrito Federal, oeste da Bahia, sul do Maranhao, oeste do Piaui e partes do Estado de
Sao Paulo. A presenga de por¢des de cerrado em outros estados da federagdao, como o Parana,
ou em areas desconectadas dentro de outros biomas, como a Floresta Amazonica, também ¢
observada. Classificado como o segundo maior tipo de vegetagao do pais, logo apds a Floresta
Amazodnica, o Cerrado estd predominantemente concentrado no Planalto Central Brasileiro,
conforme descrito por Coutinho (1990), Eiten (1994) e Ribeiro; Walter (1998).

Até poucas décadas atrés, o cerrado era frequentemente considerado como terra
improdutiva, sendo predominantemente explorado para a extracao de lenha e carvao, além da
pratica da pecuaria extensiva. Essas atividades, embora limitadas em termos de impactos
diretos, causavam relativamente poucos danos ao ecossistema. Contudo, ao longo do tempo,
essa perspectiva evoluiu, revelando-se que o cerrado desempenha um papel crucial na
biodiversidade e na prestacdo de servicos ecossistémicos (Durigan et al., 2011).

Dentre os microrganismos presentes no solo, os fungos tém despertado um interesse
cada vez maior devido a sua capacidade de secretar uma ampla diversidade de enzimas. As
enzimas possuem um potencial significativo em diversas aplicacdes biotecnoldgicas. A
crescente necessidade de enzimas para uso industrial tem impulsionado a busca por novas
linhagens de fungos capazes de produzir essas moléculas, destacando a importancia da
investigacao nesse campo (Silva et al., 2018).

Atualmente, a utilizagcdo de enzimas industriais compreende aproximadamente 60% do
mercado global de enzimas. As principais impulsionadoras dessa demanda sdo as industrias de
alimentos, ragdes e detergentes, que contribuiram com cerca de 5 bilhdes de dolares para a
economia global em 2020 (EMBRAPA, 2017). A utilizagao de fungos filamentosos como fontes
geradoras de enzimas apresenta promissoras oportunidades, pois esses microrganismos
representam um dos mais vastos reservatorios de recursos genéticos disponiveis no planeta.
Essa abordagem nao apenas destaca o potencial significativo desses fungos em aplicagdes
biotecnoldgicas, mas também contribui para a expansao do conhecimento sobre a diversidade
genética e funcional desses microrganismos (Oyeleke; Egwin; Auta, 2010).

Inseridos no reino Fungi, os fungos filamentosos, mais comumente conhecidos como
mofos, desempenham funcdes vitais em diversos ecossistemas. Compostos por estruturas

filamentosas denominadas hifas, esses fungos formam intricadas redes chamadas micélios,
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essenciais para a absor¢ao de nutrientes do ambiente circundante. Sua reproducgdo ocorre tanto
de maneira assexuada, através da liberacdo de esporos em estruturas especializadas, quanto de
maneira sexual, envolvendo a formagao de esporangios. Presentes em habitats diversos, desde
o solo até alimentos em decomposicao e ambientes aquaticos, esses organismos desempenham
um papel crucial na decomposi¢cdo de matéria organica e na reciclagem de nutrientes (Takahashi
etal., 2017).

As amilases constituem um conjunto de hidrolases que catalisam as ligacdes o-
glicosidicas presentes no amido e s3o categorizadas como a-amilase, P-amilase e
amiloglucosidase. A a-amilase atua na quebra das ligagdes a (1,4) dos polissacarideos que
contém trés ou mais unidades de D-glicose em unido por liga¢des a-1,4. Por sua vez, a f-amilase
hidrolisa as ligagdes glicosidicas a-1,4 em polissacarideos a partir da extremidade ndo redutora
em direcdo a penultima liga¢do oxido, separando duas unidades de glicose na forma de B-
maltose por meio de uma inversdo. Finalmente, a amiloglucosidase ¢ uma enzima extracelular
que quebra as ligagdes a-1,4 ¢ a-1,6 do amido da extremidade ndo redutora até a glicose. Essas
amilases desempenham um papel crucial na biotecnologia e estdo cada vez mais em demanda
na industria, destacando-se especialmente por suas aplicagcdes na industria de alimentos
(Santana et al., 2012; Selvan et al., 2016).

Dada a rica diversidade microbiana nos variados biomas brasileiros, este estudo propoe
a produc¢do da enzima amilase. Essa enzima foi obtida a partir de fungos filamentosos isolados
do solo do Bioma Cerrado, fazendo parte de uma cole¢do de fungos mantida na UNESP, no
Departamento de Fitotecnia, Tecnologia de Alimentos e Socio Economia (DFTASE), Campus

de Ilha Solteira.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Fungos Filamentosos

Os fungos sdo um grupo grande, diverso e amplamente disseminado de organismos,
consistindo de fungos filamentosos, cogumelos e leveduras. Aproximadamente 155.700
espécies de fungos foram descritas (Catalogue of life, 2024), com cerca de 1.200 novas espécies
descobertas a cada ano. Estimativas conservadoras sobre o numero total de espécies
ultrapassam 1,5 milhdo, colocando o reino Fungi como segundo maior grupo, somente
suplantado pelos insetos (Evert; Eichhorn, 2014). Esses organismos pertencem ao reino Fungi,
sendo quimio-heterotréficos e adquirindo alimentos por absorgdo. Com excecao das leveduras,
a maioria dos fungos é multicelular e se reproduz por esporos sexuados e assexuados.

A maior parte dos fungos é microscopica e terrestre. Eles desempenham papéis cruciais
nos ecossistemas, ocupando o solo ou detritos vegetais em decomposicdo e contribuindo para
a mineralizagdo do carbono organico. Além disso, muitos fungos séo parasitas de plantas ou
causam enfermidades em animais, incluindo seres humanos. Outros, em contrapartida,
estabelecem relagGes simbidticas com plantas, auxiliando-as na absor¢do de minerais do solo.
Também sdo amplamente utilizados em processos fermentativos e na producéo de antibidticos,
destacando sua relevancia ecoldgica e econémica (Deacon, 2013; Evert; Eichhorn, 2014).

Os fungos tém efeitos positivos significativos na cadeia alimentar, principalmente pela
decomposicdo de matéria vegetal resistente e pela reciclagem de nutrientes essenciais. As
micorrizas, associacdes simbidticas entre fungos e raizes de plantas, sdo exemplos dessa relacao
benéfica, promovendo a absorcdo de dgua e minerais do solo (Evert; Eichhorn, 2014).

Além disso, os fungos tém aplicacdes importantes na biotecnologia. Sao utilizados na
producdo de enzimas industriais, como amilases e proteases, e em processos fermentativos na
industria alimenticia, como a producédo de queijos, cervejas e vinhos. A engenharia genética de
fungos tem possibilitado a sintese de proteinas recombinantes para aplicacdes médicas e
cientificas, reforcando sua relevancia na inovacdo tecnoldgica (Esposito; Azevedo, 2010;
Pereira et al., 2017).

As colbnias de fungos sdo formadas por estruturas vegetativas compostas por células
envolvidas em processos catabélicos e de crescimento. O talo de fungos filamentosos ou
carnosos é constituido por hifas, longos filamentos de células interligadas, que podem crescer
significativamente. As hifas podem ser septadas, com divis@es celulares, ou cenociticas, onde
ha continuidade do citoplasma ao longo da estrutura (Deacon, 2013; Evert; Eichhorn, 2014;
Tortora; Funke; Case, 2017).



17

O crescimento das hifas ocorre pelas extremidades, e cada fragmento delas pode originar
novas estruturas. Esse processo é essencial para o desenvolvimento do micélio, uma massa
filamentosa visivel a olho nu formada por hifas interligadas. As hifas podem ser vegetativas,
obtendo nutrientes, ou reprodutivas, projetando-se acima do substrato para sustentar os esporos
(Benassi; Almeida, 2019).

As hifas crescem por alongamento das extremidades. Cada parte de uma hifa é capaz de
crescer e, quando um fragmento é quebrado, ele pode alongar-se para formar uma nova hifa
(Figura 1). Na figura 1a, € representada uma hifa septada, caracterizada pela presenca de septos
que dividem a hifa em compartimentos semelhantes a células. Cada septo possui poros que
permitem a passagem de nutrientes, organelas e citoplasma entre os compartimentos. A figura
1b, ilustra uma hifa cenocitica, que, ao contrario da septada, ndo possui divisdes internas.
Assim, toda a hifa forma um unico tubo continuo com varios ndcleos compartilhando o mesmo
citoplasma, o que facilita a rapida distribuicdo de nutrientes e organelas ao longo de sua
extensdo. Ja a figura 1c, apresenta um esporo e 0 processo de crescimento de uma nova hifa a
partir dele. Quando as condi¢fes sao favoraveis, o esporo germina, originando uma hifa inicial

que se desenvolve e forma novas estruturas fungicas (Tortora; Funke; Case, 2017).

Figura 1 - Caracteristicas das hifas dos fungos.

— Parede __
celular
| =—Poro

Nucleo——

Esporo | | |

= — Septo ’ j

- @0 @
(a) Hifa septada (b) Hifa cenocitica (c) Crescimento de uma hifa a partir de um esporo

Fonte: TORTORA,; FUNKE; CASE, 2017.

A porcdo de uma hifa que obtém nutrientes € chamada de hifa vegetativa, enquanto a
porc¢éo envolvida com a reproducao é denominada hifa reprodutiva ou aérea (Figura 2), assim
chamada porque se projeta acima da superficie do meio sobre a qual o fungo esta crescendo.

Frequentemente, as hifas aéreas sustentam o0s esporos reprodutivos. Quando as condi¢des
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ambientais se tornam favoraveis, as hifas crescem e formam uma massa filamentosa visivel a

olho nu, chamada de micélio (Tortora; Funke; Case, 2017).

Figura 2 - Hifas aéreas e vegetativas.

Hifa aérea Hifa vegetativa
\ y

\

!

B

(a) Aspergillus niger v ol (b) A. niger em agar
pm

Fonte: TORTORA; FUNKE; CASE, 2017.

2.2 Amido

O amido desempenha um papel fundamental na vida dos organismos, sendo um
homopolissacarideo de reserva composto por mondmeros de D-glicose unidos por ligagdes
glicosidicas a-1,4. Este acglicar ¢ armazenado em células de plantas, especialmente em tecidos
fotossintetizantes, como folhas, onde forma granulos no interior dos plastidios, incluindo
cloroplastos, além de 6rgaos heterotroficos, como tubérculos e sementes (Guimaraes, 2016;
Srinivasan; Parkin, 2019).

O amido existe em duas formas estruturais principais: amilose e amilopectina (Voet;
Voet, 2013). A propor¢do média de amilose para amilopectina nos granulos de amido ¢ de
aproximadamente 25 % e 75 %, respectivamente (Tester et al., 2004; Guimaraes, 2016).

O amido, uma fonte energética amplamente utilizada pelo homem, estd presente em
diversos produtos derivados de tubérculos, leguminosas e cereais (Aguilera, 2011). Nos
processos industriais, a hidrélise desse polimero ¢ comum, resultando nos conhecidos
"hidrolisados de amido", independentemente do catalisador utilizado ou do grau de
fracionamento. Uma parcela significativa da produ¢do de amido ¢ destinada a industria de
alimentos, contribuindo para aprimorar as propriedades funcionais desses produtos (Silva,
2019).

A maior parte do amido em uso ¢ submetida a modificacdes quimicas, ampliando suas
aplicagcdes em diversos setores, como téxtil, farmacéutico, industrias de adesivos, explosivos,

papel, construcado civil, metais, cosméticos e mineracao (Guimaraes, 2016). Do ponto de vista
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ecoldgico, essa utilizagdo ¢ altamente vantajosa para a preservacdo ambiental, pois o material
¢ degradado mais rapidamente pela agdo microbiana (Corradini et al., 2005). Destaca-se
também como uma fonte significativa de energia renovavel, sendo empregado na producao de
bioetanol, uma alternativa crucial diante das limitacdes das reservas de combustiveis fosseis
(Fettke et al., 2009).

A amilose consiste em unidades de D-glicose (a-D-glucopiranosil) conectadas por
ligagdes glicosidicas a-1,4, formando uma estrutura mais simples e ndo ramificada (Figura 3).
As cadeias de amilose assumem uma configuracao helicoidal, onde cada volta espiral ¢
composta por seis unidades de glicose (Polizeli; Carvalho; Polizeli, 2016), as imagens ilustradas
na Figura 3 representam a ligagdo glicosidica entre o C1 de unidade de glicose e o C4 da outra

unidade de glicose, bem como a sua configuracdo de helicoidal da cadeia de amilose.

Figura 3. Formulas estruturais do amido: amilose.

CH,0H CH,0OH
H O_H H O_ H
H H
| ! 0
g OH H S OH H o 2
3,
H OH H OH 5
L Glicose Glicose _In 2
. /O
a-amilose

Fonte: Voet; Voet (2013); Srinivasan; Parkin (2019)

A amilopectina ¢ a molécula mais complexa do amido, e ¢ formada por unidades de
glicose conectadas por ligacdes a-1,4, com ramificagdes nos pontos de ligacao a-1,6 (Figura
4). Essas ramificagdes conferem a amilopectina uma estrutura altamente organizada, essencial
para a formagao do granulo de amido, que serve como uma forma eficiente de armazenamento
de energia nos vegetais (Polizeli; Carvalho; Polizeli, 2016).

A Figura 4, ilustra aspectos estruturais importantes da amilopectina, incluindo sua
formula estrutural, destacando um dos pontos de ramificacdo a-1,6 (Figura 4a, indicados em
vermelho), onde ocorre a ligacdo entre os C1 e C6 das cadeias lineares de glicose. A Figura 4b,
exibe a conformagao do arranjo entre as cadeias de glicose, lembrando o carboidrato de reserva
animal, o glicogénio. Os residuos de glicose marcados em vermelho, representas os pontos da

ligacdo glicosidica a-1,6 (Srinivasan; Parkin, 2019).
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Essa organizagdo estrutural, com ramificagdes frequentes, torna a amilopectina
altamente solivel em agua e acessivel para a acdo enzimadtica, facilitando o fornecimento de
glicose quando necessario para o metabolismo celular.

Figura 4 - Férmula estrutural do amido: amilopectina. (a) Sua estrutura primaria proxima de
um de seus pontos de ramificagdo a-1,6 (em vermelho). (b) Sua estrutura em forma de arbusto,
com os residuos de glicose indicados em vermelho.

a) b)
CH,0H CH,0H
H O.H H 0. H ® 9 9
Ramificacao H
—0/\0H H /A J\OH H 9 °
0] Ponto de ramificacdao a(1—>
H OH H OH (9]
o 9
CH,0H CH,OH CH, CH,O0H
o e 9
Cadeia H O_H H OH H O.H H O_H
principal H H H H
——0 OH H o OH H o OH H o OH H 0 ° F
H OH H OH H OH H OH 9

Amilopectina

Fonte: Srinivasan; Parkin (2019). A distancia efetiva entre os pontos de ramificagdo varia de 24 a 30 residuos de

glicose.

Conforme mencionado por (Jobling, 2004) a amilopectina desempenha um papel crucial
na cristalinidade do granulo de amido, e as diferencas na estrutura cristalina levam a
classificagdo do amido em trés tipos distintos: amidos de cereais (tipo A), amidos de tubérculos

(tipo B) e amidos de vagens (tipo C). Essas caracteristicas sao detalhadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas do amido encontrado em diferentes fontes vegetais.

Caracteristicas Batata Mandioca Milho Trigo

Morfologia do Oval, Circular, Circular,
A - Oval, truncada . .

grénulo esferica poligonal bimodal

Dimensdo do 5-100 4-35 2-30 1-45

granulo

Fosfato (%, m/v) 0,08 0,01 0,02 0,06

Proteina (%, m/v) 0,06 0,10 0,35 0,40

Lipidio (%, m/v) 0,05 0,10 0,70 0,80

Fonte: Modificada de Jobling (2004).

2.3 Enzimas

Enzimas representam conjuntos de substincias organicas compostas por
macromoléculas resultantes da combinacdo de aminoécidos. Elas desempenham fungdes
cruciais tanto no interior quanto no exterior das células, catalisando reagdes quimicas vitais para

o metabolismo. Além disso, as enzimas desempenham um papel fundamental na decomposi¢ao
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da matéria-prima e na deterioracdo de alimentos. Muitas delas foram nomeadas com o sufixo
"ase" ao final de seus nomes, indicando seus substratos ou atividade enzimatica especifica. Esse
método de nomenclatura diferencia essas enzimas das que foram nomeadas antes mesmo da
compreensdo completa da reagdo que catalisam, recebendo entdo o nome de seus descobridores
(Lehninger; Nelson; Cox, 2014).

A estrutura das enzimas ¢ multifacetada, sendo sua configuragdo primaria definida pela
sequéncia especifica de aminoacidos que a compdem. A estrutura secundaria emerge das
interacdes entre aminoacidos adjacentes, formando arranjos notaveis, como a a-hélice e a folha
B. A estrutura terciaria, por sua vez, ¢ moldada pelas interagdes entre aminodcidos proximos,
conferindo complexidade tridimensional a enzima. Finalmente, a estrutura quaternaria ¢
resultante das interagdes entre diferentes cadeias polipeptidicas, culminando na configuracao

tridimensional definitiva da enzima (Voet; Voet, 2013).

2.4 Amilases
As amilases sd3o enzimas com a capacidade de hidrolisar as liga¢des glicosidicas na

molécula de amido, que, por sua vez, ¢ o segundo polimero mais abundante na natureza e o
principal carboidrato de reserva sintetizado pelas plantas. Para a hidrolise desses polimeros de
grande peso molecular, ¢ essencial a atuacdo coordenada de um complexo enzimatico que
trabalhe em conjunto para hidrolisar tanto a amilose quanto a amilopectina. As amilases podem
ser categorizadas em duas classes, dependendo do seu modelo de agdo: endoamilases e
exoamilases (Silva, 2019). Essa diferenciacdo destaca a diversidade funcional dessas enzimas
na degradacdo eficiente do amido.

As endoamilases, também denominadas enzimas de liquefacdo ou despolimerizacao,
incluem as a-amilases (EC 3.2.1.1), que focalizam a quebra das liga¢des internas a-1,4 na
molécula de amido.

J& as exoamilases, ou enzimas de sacarifica¢do, abrangem glicoamilases (EC 3.2.1.3),
sendo a glicose o principal produto resultante da clivagem terminal das ligagdes a-1,4 no amido.
Enzimas desramificadoras, como a pululanase (EC 3.2.1.41), atuam predominantemente nas
ligacdes a-1,6 da molécula de amilopectina (Castro et al., 2010; Castro; Castilho; Freire, 2011).
Essa classificacdo destaca a diversidade funcional dessas enzimas no processo de degradagao
especifica das diferentes ligagdes presentes na estrutura do amido.

Alguns pesquisadores propuseram critérios para a classificagdo das amilases devido a
sua consideravel diversidade. Uma das abordagens classificatérias foi sugerida por (Reddy et

al. 2003; Castro; Castilho; Freire, 2011), baseada no modo de agdo dessas enzimas. A figura 5
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ilustra os grupos de amilases classificadas como endoamilases, exoamilases, desramificadoras
e transferases.

e Endoamilases (EnA): Hidrolisam ligagdes glicosidicas a-1,4 ao longo da molécula de
amido, produzindo cadeias de oligossacarideos com tamanhos variados, essenciais para
a liquefag¢do do amido. Este grupo inclui as a-amilases.

e Exoamilases (ExA): Hidrolisam sucessivamente as ligacdes glicosidicas a partir da
extremidade nao redutora da molécula, gerando agticares de menor massa molar, como
glicose ou maltose. Exemplos incluem B-amilases, glicoamilases (GA) e a-glicosidases.

e Amilases desramificadoras (DA): Enzimas como a isoamilase e a pululanase atuam
especificamente nas ligagdes glicosidicas a-1,6 do pululano, amido, amilopectina e
oligossacarideos relacionados, resultando na formacdo de maltotriose. Isoamilases
também sdo consideradas enzimas desramificadoras, distinguindo-se das pululanases
por sua incapacidade de hidrolisar o pululano e sua a¢ao restrita sobre a dextrina-limite.

e Transferases: Hidrolisam as ligagdes glicosidicas a-1,4 da molécula doadora e
transferem parte do doador para um aceptor glicosidico, formando uma nova ligagdo
glicosidica.

Figura 5. Modificacdao comercial do amido por processamento enzimatico.

Solucao de amido

2 2+
30-40%, pH 4-5 A_|  CGT termoestavel, Ca™,
Acao L T REA S 30% solidos; B
limitada |~ &--b-d-b-& pH 5-6, 80-90 °C
da amilase R e -
; Z
a-Amilase termoestavel, pH 6,0-6,5, 7 Ciclodextrina 7

Ca™, 90-105°C, 1-3 h CGT, 30% solidos,
pH 5-6, 50-60 °C

< 10 DE (dextrinas)

(mistura)

hidrélise do
mido 3-8 DE

Acao continuada

b_brb‘h 6‘6‘6 da amilase
Liquefagao 6&% %

.............................................................. dmtoeeeeeeeeennnanaeeeeaeee e nnnnneeeeeaeeeaannn
Sacarificacao / a-AmiIalse ou
Glicoamilase, 27-30% s6lidos; mg]f(g%ansfa
H4,5,60°C, 12-96 h
P59 ' 30-40% solidos,
H 4
i (+ pululanase) 55p_65’08€’5£'1% h
» e SN
» ib 4.4
AT P ie e K R E
‘g 44— Refino, < Glicose isomerase, - Xaropes de maltose -

=~ 45% solidos| Mg*, pH 7,5-8,0, 55-65 °C | |- (30-88% maltose) :

Fonte: SRINIVASAN; PARKIN (2019). As unidades preenchidas de glicose sdo extremidades redutoras, e as
unidades de glicose pontilhadas sdo extremidades ndo redutoras existentes no amido original que evoluiram
durante o estagio de liquefagao.
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Com a continua expansao das fronteiras da biotecnologia, prevé-se que a aplicagao dessa
classe de enzimas se estenda para outros campos, como a quimica clinica, a medicina e a analise,

ampliando ainda mais seu impacto e relevancia (Soares et al., 2010).

2.5 Aplicagdo das amilases

As enzimas possuem diversas aplicacdes em diferentes industrias, com o mercado
distribuido da seguinte maneira: alimentos, bebidas e nutricdo animal correspondem a 34 %,
detergentes e produtos de higiene pessoal a 27 %, industrias de celulose e papel a 11 % e
industrias do couro, téxteis e outras a 17 % (Freire; Sant’Anna Jr., 2019). Enzimas
desempenham um papel fundamental em diversas industrias, como na produgdo de detergentes,
produtos de higiene pessoal, alimentos e bebidas. Elas sdo utilizadas em diferentes categorias,
como processamento de alimentos, técnicas e nutricdo animal. Os usos técnicos incluem sua
aplicagdo em processos industriais, como na produgao de celulose e papel, processamento de
couro, biocombustiveis, téxteis, além de detergentes e produtos de higiene pessoal (Freire;
Sant’ Anna Jr., 2019).

As amilases encontram aplicacdo em diversas industrias, incluindo as téxteis,
alimenticias, de fermentagdo de bebidas e panificacdo, de racdo animal, nos processos de
liquefagdo e sacarificagdo do amido, além da industria de papel (Soares et al., 2010).

O uso de enzimas ¢ preferido ao uso de compostos quimicos, devido ao alto rendimento
e pelos inimeros produtos que podem ser obtidos. Xaropes de frutose, um adocante de baixa
caloria e alto poder adogante, feitos através da isomerizacdo de xarope de glicose se tornou o
principal uso de hidrolisados de amido (Crabb; Shetty, 1999; Srinivasan; Parkin, 2019).

Na panificagdo, a a-amilase € adicionada a massa para degradar o amido danificado da
farinha a pequenas dextrinas. A adi¢do de a-amilase de malte ou fingica resulta no aumento do
volume do pao e uma melhor textura do produto final. Para atrasar o envelhecimento, melhorar
a textura, volume e sabor dos produtos tornando-os mais atrativos ao consumidor. Na industria
de bebidas fermentadas a matéria prima na producao das mesmas normalmente ¢ a cevada, mas
o objetivo ¢ hidrolisar o amido em glicose através de leveduras para a fermentagdo alcodlica
(Peixoto-Nogueira; Benassi, 2016).

Na industria de detergentes, a adicdo de amilases substitui a inser¢do de componentes
toxicos para o meio ambiente, uma vez que sao biodegradaveis. Na industria papeleira ¢ usada
para diminuir a viscosidade da goma de amido empregada durante o processamento do papel.
As amilases comercializadas para esse fim sdo produzidas por Bacillus licheniformis e Bacillus

amyloliquefaciens (Gupta et al., 2003).



24

A industria téxtil tem utilizado as amilases para remog¢ao da pasta de amido aplicada ao
fio com a finalidade de aumentar a resisténcia do mesmo a frisdo durante o processamento. Essa
pasta, quando nao totalmente removida, dificulta o processamento final das roupas como
tingimento, clareamento ou outro tipo de acabamento (Peixoto-Nogueira; Benassi, 2016).

As aplicacdes industriais dessas enzimas sdo inumeras, mas talvez a de maior
importancia seja no processo de liquefacdo do amido nas industrias de xaropes, alcool e bebidas

fermentadas.

2.6 Cultivo microbiano

As caracteristicas fisico-quimicas do meio de cultivo desempenham um papel crucial na
eficacia da produgdo do produto final, influenciando nao apenas o desenvolvimento celular. Em
processos industriais que envolvem microrganismos, ¢ viavel utilizar meios com composi¢ao
quimicamente definida. Nesse cenario, os elementos constituintes do meio sdo identificados
tanto qualitativa quanto quantitativamente (Bon et al., 2008).

A sele¢ao da matéria-prima para a produgdo de enzimas ¢ uma etapa fundamental, pois
influencia diretamente os custos de produgdo e a qualidade do produto final. De acordo com
Bon et al. (2008), a matéria-prima deve apresentar as seguintes caracteristicas:

° Composicao adequada: a matéria-prima deve conter os nutrientes necessarios
para o crescimento ¢ a atividade do microrganismo produtor da enzima.

° Custo reduzido: a matéria-prima deve ter um custo de obten¢do baixo, a fim de
reduzir os custos de produgao.

° Disponibilidade elevada: a matéria-prima deve ser abundante, a fim de garantir
a continuidade da producgao.

Os residuos provenientes de atividades agroindustriais ou florestais apresentam grande
potencial para a producdo de enzimas, pois atendem a esses critérios. Esses residuos sdo
abundantes, de baixo custo e podem ser facilmente obtidos. Além disso, eles geralmente
apresentam uma composicdo rica em nutrientes, o que favorece o crescimento do
microrganismo produtor da enzima.

No contexto do processo de producdo, existem duas formas comuns de cultivo: o
cultivo submerso, no qual os microrganismos se desenvolvem em meio liquido, e o cultivo em
estado solido, no qual o crescimento ocorre em substrato solido, como graos, farelos ou residuos
solidos (Bon et al., 2008; Freire; Sant’ Anna Jr., 2019)

Atualmente, a producdo de enzimas na industria ¢ baseada em duas técnicas principais

de cultivo: o cultivo submerso (CS) e o cultivo em estado sélido (CES). O CS ¢ a técnica mais
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comum para a producido de enzimas, especialmente aquelas de microrganismos modificados
geneticamente, cuja demanda tem aumentado consideravelmente. Além disso, o CS ¢
amplamente empregado na producao de enzimas intracelulares. Por outro lado, o CES ¢
frequentemente utilizado para a produgdo de enzimas extracelulares, que possuem mercados
especificos bem estabelecidos (Moraes, et al., 2021). A decisdo entre a utilizacdo de CS e CES

¢ influenciada por varios fatores.

2.6.1 Cultivo Submerso (CS)

O cultivo submerso (CS) € um processo amplamente utilizado na produgdo industrial de
microrganismos devido ao seu alto rendimento de biomassa e produto. Realizado em tanques
ou reatores, o CS requer um meio de cultivo contendo nutrientes essenciais, com condig¢des
controladas de temperatura, pH e oxigénio. O fornecimento de oxigénio € critico, sendo
essencial para os microrganismos respiratorios. Existem dois tipos principais de CS: cultivo
batch, onde o meio é adicionado no inicio e nio reabastecido, e cultivo continuo, onde o meio
¢ adicionado e o produto ¢ removido continuamente. Esse processo complexo envolve etapas
como a preparacao do meio, inoculagdo, crescimento, producao do produto e separagdo do
produto. Essa tecnologia € crucial para a fabricacdo de diversos produtos, como antibioticos,
enzimas, vitaminas € biocombustiveis (Bon et al., 2008; Freire; Sant’ Anna Jr., 2019).

O CS, realizado em meio liquido, possibilita o controle preciso de varidveis como
temperatura, pH, oxigenacdo e nutrientes, criando um ambiente favoravel ao crescimento
microbiano e a produ¢do enzimatica. Isso resulta em um processo altamente confidvel e
reproduzivel, adequado para produgdo em larga escala. No entanto, o CS pode ser dispendioso
devido a necessidade de equipamentos sofisticados e controle rigoroso, além de gerar grandes
quantidades de efluentes que requerem tratamento adequado antes do descarte (Freire;
Sant’Anna Jr., 2019). Uma pesquisa realizada pela Associag¢do de Fabricantes e Formuladores
de Produtos Enzimaticos (Amfep) em 2014 constatou que a maioria das enzimas comerciais,
cerca de 92%, sdo de origem microbiana. Dentre elas, Aspergillus representa 27%, Bacillus
17%, Trichoderma 12%, Penicillium 4,5% e Rhizopus 4%.

2.6.2 Cultivo em Estado sélido (CES)

O cultivo em estado solido (CES) representa um método inovador em que
microrganismos sdo cultivados em substrato solido, como graos, farelos ou residuos solidos.
Em contraposi¢do ao cultivo submerso, que ¢ amplamente adotado na producdo industrial de

microrganismos, o CES oferece vantagens notdveis, tais como a reducdo dos custos de
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producdo, minimizag¢do do impacto ambiental e potencial aprimoramento na produtividade de
algumas enzimas (Moraes et al., 2021).

Esse método de cultivo apresenta beneficios em comparagao com o CS, especialmente
ao lidar com fungos filamentosos. Essa abordagem resulta em maior eficiéncia, produtividade
aprimorada e menor consumo de energia (Melnichuk et al., 2020). A simplicidade desse meio
de cultivo, dispensando a necessidade de equipamentos avangados, proporciona um baixo teor
de umidade, reduzindo problemas de contaminagao, e demanda um consumo energético mais
baixo. No entanto, os desafios persistem, incluindo dificuldades na amplia¢ao de escala e no
controle de variaveis fisico-quimicas, como pH, temperatura, oxigénio e grau de mistura (Bon
et al., 2008).

Destacar que o CES também apresenta desafios, como a obtencdo de um menor
rendimento de biomassa e produto, além de ser um processo mais complexo quando comparado
ao cultivo submerso. Este método é empregado na producdo diversificada de produtos,
incluindo enzimas, biopesticidas e biofungicidas. Detalhes especificos sobre o CES, como o
tipo de substrato, tamanho das particulas, umidade, temperatura e pH, influenciam diretamente

o sucesso do cultivo (Moraes et al., 2021).

2.6.3 Vantagens e Desvantagens do Cultivo em Estado so6lido (CES)

O processo de cultivo em estado sélido, apresenta varias vantagens operacionais em
comparagdo com o processo submerso. Primeiramente, ele permite o uso de matérias-primas
insoluveis, como subprodutos agroindustriais, que muitas vezes s6 ocorrem comentarios de
corregoes de umidade e balanco de nutrientes (Moraes et al., 2021). As condi¢des de assepsia
sao mais amenas devido a baixa atividade de dgua, ou que simplificam o pré-tratamento do
substrato e a conducdo do processo. A necessidade de melhoria continua € rara, sendo usada
apenas ocasionalmente para homogeneizar o substrato com os microrganismos. Além disso, a
aeragdo, seja natural ou forcada, ¢ facilmente fornecida ao sistema devido aos intersticios
existentes entre o substrato € 0 microrganismo.

Outra vantagem significativa ¢ a menor area necessaria para a estocagem do produto
semi processado ou final, que pode dispensar refrigeragdo. O processo também gera uma
quantidade menor de residuos liquidos a serem tratados ou investidos, o que reduz os custos de
capital investido e de operacdo da planta de tratamento, além de diminuir os impactos
ambientais (Moraes et al., 2021). Para a produgdo com fungos filamentosos, que crescem
naturalmente em baixa atividade de dgua, o processo em estado solido oferece ainda mais

beneficios. O volume do reator € menor devido a baixa quantidade de agua, o que reduz os
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custos de operacdo e de capital investido. Dependendo do produto desejado, essa baixa
quantidade de 4gua também diminui os custos de capital e de energia consumida na
recuperagdo. Além disso, ha maiores rendimentos na obtengao de produtos industriais.

Moraes et al. (2021) também destacam que o processo em estado s6lido permite o estudo
de casos especificos, como a producao de toxinas por fungos filamentosos em graos. O produto
final tende a ser mais concentrado, facilitando a secagem e embalagem direta ou a utilizagdo
imediata, como no caso de bioinseticidas ou ra¢cdes animais. No entanto, existem competéncias
associadas ao processo em estado solido. A dissipacao de calor e gases pode ser problematica,
causando elevacdes de temperatura em pontos localizados e quedas no rendimento geral. A
ampliagdo de escala ¢ desafiadora devido a heterogeneidade do substrato, a dissipagao de calor
e gases, a manipulacdo do meio e do produto final, e a0 monitoramento e controle do processo.
O acompanhamento e controle de pardmetros operacionais como pH, temperatura, umidade,
aeragdo e crescimento de microrganismos sao mais complexos. Além disso, pode ser necessario

um controle ambiental mais rigoroso.

1.1 Fungos protudores de amilase

Quanto a produgdo, as enzimas extracelulares podem ser geradas tanto em meios de
cultivo sélidos quanto liquidos. Entretanto, a utilizacdo de meios solidos possibilita uma rapida
sele¢dao de populagdes de fungos, permitindo a identificacdo de enzimas especificas, como no
caso da amilase. Um método classico para rastrear linhagens fingicas em busca de atividade
amilolitica em meio sélido envolve a adicdo de amido soltivel ao meio de cultivo. A produgdo
enzimatica se torna evidente pela formagdo de um halo claro ao redor da zona de crescimento
da colonia, revelado por meio da aplicagdo de uma solugdo de iodo (Pongsawasdi; Yagisawa,
1987).

Espécies de Aspergillus produzem muitas enzimas extracelulares, muitas das quais sdo
aplicadas na biotecnologia. Existem cerca de 200 espécies de Aspergillus, comumente isolados
do solo, de plantas em decomposicao e do ar. Dentre as espécies mais conhecidas, encontram-
se 0 A. flavus, A. niger, A. oryzae, A. nidulans, A. fumigatus, A. clavatus, A. glaucus, A. ustus e
A. versicolor. Aspergillus spp. pertencem ao reino Fungi, filo Ascomycota, classe Euromicetos,
ordem dos Eurotiales, familia Aspergilaceae e género Aspergillus. (The Catalogue of Life,
2024). Suas colonias podem apresentar coloragdo branca, rosada, amarela, amarelo-esverdeada,
amarronzada ou verde. A taxa de crescimento destes fungos € rapida a moderadamente rapida
(SOARES et al., 2010). Além da espécie Aspergillus existem diversas outras espécies que

produzem amilase.
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Frequentemente, enzimas amiloliticas, especialmente do tipo a-amilase, sdo geradas por
fungos filamentosos, sendo que os géneros Aspergillus e Rhizopus sao amplamente preferidos
para esse fim. Além desses, outros géneros como Mucor, Humicola € Thermomyces também

sao reconhecidos como potenciais produtores desta enzima (PANDEY et al., 1999).
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3. OBJETIVOS
Avaliar o potencial de producdo de amilase em fungos filamentosos isolados do solo do

Bioma Cerrado.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismos
Foram selecionados alguns isolados da colecdo de microrganismos da UNESP, no
Departamento de Fitotecnia, Tecnologia de Alimentos e Socio Economia (DFTASE), Campus
de Ilha Solteira, sob responsabilidade da Prof*. Dr*. Heloiza Ferreira Alves do Prado. Essa

selecdo se deu com base em estudos anteriores realizados com esses isolados.

4.2 Meio para reativagdo € manutengao
Os isolados foram transferidos para placas de Petri, contendo Agar Dextrosado de Batata
(PDA — Potatoe Dextrose Agar). Parte do disco micelial, mantido em criotubos foi transferido
para as placas, de forma asséptica com o auxilio de uma alca de platina. Essas placas foram
incubadas na estufa tipo BOD a 30 °C por até 96 horas. Ap6s o crescimento das coldnias tipicas,
essas, foram transferidas para tubos contendo meio PDA inclinado para manuten¢ao da cultura

€ USO NOoS ensaios.

4.3 Cultivo em Estado Solido (CES)

Para obtengdo do extrato enzimatico bruto, foi adotado o cultivo em estado solido
(CES). Para o CES foi usado farelo de trigo como substrato, o qual foi disponibilizado em
frascos Erlenmeyers de 250 mL, contendo 5,0 g do substrato. Em seguida, esses frascos foram
esterilizados na autoclave a 121 °C, a 1 atm por 20 minutos. Ap0s esterilizacao o substrato foi
umedecido com 10 mL de solucdo salina composta por 0,14% de (NH4)2SO4 (Sulfato de
Ambnia); 0,20% de K:HPO. (fosfato de potassio); 0,02% de MgSO..7H>O (sulfato de
Magnésio hepta-hidratado) e 0,03% de uréia. O indculo dos isolados foi realizado com 5 discos
de 5 mm, os quais foram homogeneizados com o auxilio da al¢a de platina. Os frascos foram
incubados em incubadora tipo BOD a 35 °C por 72 horas. Para obter a solugdo enzimatica bruta,
adicionou-se 45 mL de agua deionizada em cada frasco, os mesmos foram homogeneizados a
fim de liberar os micélios e substrato, em seguida foram submetidos a agitagao a 100 ciclos por
minuto em temperatura ambiente por 1 hora. Apos esse periodo, o material foi filtrado, usando
tecido sintético (voal) e em seguida centrifugado a 10.000 rcf por 10 minutos a 5 °C, resultando
em uma solucdo limpida, que foi utilizada para fins de determinac¢do enzimatica (SILVA, 2019).

O cultivo foi realizado em triplicata.
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4.4 Determinacdo de atividade enzimatica

Para determinagao da atividade amilolitica foi adotado o método de acticar redutor DNS
(acido 3,5-dinitrossalicilico), seguindo o protocolo estabelecido por Miller (1959) e a acao
hidrolitica do amido pelo método Dextrinizante, refletindo a interagao amido-iodo.

Para o método dextrinizante, adotou-se nesse estudo as diretrizes propostas por Fuwa
(1954) e Pongsawasdi; Yagisawa (1987), com algumas modificagdes especificas. A mistura de
reacao foi composta por 0,1 mL da solucdo enzimatica convenientemente diluida, combinada a
0,3 mL de solugdo de amido soluvel a 0,5%, em tampao acetato 0,1 M, com pH ajustado para
5,5. Apds a incubagdo a 50 °C, durante 10 minutos, a reagdo foi interrompida pela adi¢do de
4,0 mL de solucao de HCI 0,2 M. Posteriormente, 0,5 mL de reativo de iodo (contendo 0,30%
de KI e 0,03% de 1) foi introduzido na reagdo. A mistura resultante foi diluida com 10 mL de
agua destilada. O grupo controle foi preparado conforme o procedimento descrito, substituindo-
se a enzima pelo volume equivalente de enzima inativa. A absorbancia foi determinada a
700 nm por meio de espectrofotometria. Uma unidade de atividade foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para reduzir em 10% a intensidade da colora¢do azul do
complexo Iodo-Amido por minuto.

Para a determinagdo da atividade de a-amilase foi avaliada pelo método de agucar
redutor, proposto por Miller (1959), no qual 450 pl de amido soluvel a 0,5%, preparada em
tampao acetato a 0,1 M em pH 5,5 foi incubada junto com 50 pL do extrato enzimatico bruto
por 10 minutos em banho a 50 °C. Em seguida, foi adicionado 500 pL do reagente acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) a mistura da reagdo, para parar a reacdo. A mistura foi incubada em
banho de ebuli¢do durante 10 minutos, em seguida foi resfriada em banho de gelo e adicionado
4 mL de 4gua destilada. Apds a homogeneizacao, foi realizada a leitura em espectrofotometro
a 540 nm. A atividade de exoglucanase foi definida como a quantidade de enzima capaz de
liberar 1 umol de glicose por minuto, nas condi¢des de reacdo, comparado a um diagrama de

calibracao para o padrdo de glicose (0,5 a 4,4 umoL), previamente preparada.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Reativagao dos isolados
Foram reativados quatro isolados, apds reativagdo apresentaram bom crescimento em
meio PDA. O crescimento em placas de Petri com meio PDA esta ilustrado na figura 6, no qual

pode-se visualizar o aspecto da colonia e o crescimento micelial.

Figura 6 - Aspecto da colonia dos fungos filamentosos reativados. a) P2D19, b) 14.3, ¢) 22.1,
d) 5.1

a) P2D19 b) 14.3

Fonte: Proprio autor

5.2 Determinag¢do da atividade amilolitica
Para a indicagdo de Unidade Internacional (UI) da determinagdo enzimatica, foi realizado

para o método dextrinizante, relativo a interacdo do complexo iodo-amido, o seguinte calculo:

Abs.controle — Abs.reagdo 100
ui = [
Abs. controle

70 ) X (vol.Enz.x t) X Fd

Onde:
UI: Unidade internacionais
Abs. Controle: leitura da absorbancia do tubo controle
Abs. reagdo: leitura da absorbancia do tubo de reagdo
Vol. Enz.: volume de solucdo enzimatica utilizada para reagao
T: tempo de reacao

Fd: fator de dilui¢do da enzima, quando necessario realizar dilui¢ao



33

Para o método DNS, para o acucar redutor, foi gerado um diagrama de calibrac¢do, usando
variagdes na concentracdo de glicose a 0,1%, no eixo x e leitura da absorbancia no eixo y

(Figura 7), gerando assim, uma regressao linear.

Figura 7. Diagrama de calibragdo para padrao de glicose.
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Fonte: Proprio autor

O célculo das unidades enzimaticas foi realizado usando a seguinte equacao:

Ul = (Abs.corrigida — 0,0012)J - (vol. Enz.x D)xFd
0,0801
Onde:
UI: Unidade internacionais
Abs. corrigida: leitura da absorbancia do de reagdo - leitura da absorbancia do tubo
controle

Vol. Enz.: volume de solucao enzimatica utilizada para reagao
T: tempo de reacao

Fd: fator de dilui¢do da enzima, quando necessario realizar dilui¢ao

5.3 Cultivo em Estado So6lido
Os isolados fungicos foram cultivados em estado sélido (CES) utilizando farelo de trigo
como substrato. Apds 72 horas de cultivo, a massa micelial do fungo tomou todo o substrato,
demonstrando que o farelo de trigo foi um bom substrato para o crescimento dos isolados. Na
figura 8, estdo ilustrados os frascos com o crescimento fungico no CES, para cada um dos

isolados fingicos em estudo.
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Figura 8 - Isolados fungicos, sob cultivo em estado so6lido, utilizando farelo de trigo como
substrato, ap6s 72 horas de cultivo. a)P2D19, b)14.3,¢) 22.1 e d) 5.2

Fonte: proprio autor

Apos o cultivo, foi realizada a extracdo das enzimas brutas secretadas pelos fungos e,
em seguida, avaliou-se a atividade amilolitica, conforme descrito na Tabela 2, evidenciando o

potencial biotecnologico dos isolados
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Tabela 2 - Atividade amilolitica para os isolados reativados, apds 72 horas de cultivo em estado

solido, usando farelo de trigo.

Atividade amilolitica

Isolados
(UmL?) (U g substrato)
P2D19 4,41 £0,89 44,1 £8,9
14.3 3,45+041 345+41
5.2 7,95+0,81 79,5+8,1
22.1 8,61 +0,85 86,1 +8,5

Fonte: proprio autor

5.3.1 Perfil da producdo de amilase fungica

Os isolados 5.2 e 22.1 foram selecionados para dar continuidade aos estudos por

apresentarem os melhores resultados de atividade amilolitica, em comparagdo com os demais

isolados estudados. O CES foi realizado utilizando farelo de trigo como substrato, e o

crescimento dos fungos foi analisado em intervalos regulares de 24 horas, ao longo de 120 horas

de cultivo. Apos cada intervalo, procedeu-se a extragao da solugdo enzimatica bruta, secretadas

pelos isolados, conforme ilustrado na Figura 9. Observa-se que a produgdo de amilase ¢ menor

no inicio do ensaio e vai aumentando ao longo do tempo, sendo dosada as maiores atividades

entre 48h e 96h de cultivo, em 120h de cultivo ha um decréscimo da atividade amilolitica. Esse

decréscimo na atividade pode ser relativa a presenca de outras proteases no meio.

Figura 9. Perfil de producio de amilase (U mL"), produzida pelos isolados 5.2 e 22.1, apds
cultivo em estado so6lido, usando farelo de triga do substrato.

30

—=—izolado 5.2
25 —&—jzolado 22.1

Atividade Amilolitica (U mL™)
v

T T T
24 48 T2

Tempo (horas)

Fonte: proprio autor
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Ambos os isolados apresentaram pico de atividade apds 72 horas de cultivo. Foi
avaliado o perfil de proteina nos extratos enzimaticos, pelo método Harteee-Lowry. Com os
dados de proteina total (mg mL™), foi calculado a atividade especifica (U mg™' proteina) para
os dados dos extratos enzimaticos, secretados pelos isolados 5.2 (Figura 10) e 22.1 (Figura 11),
estudados

O isolado 5.2, apresentou pico para atividade especifica de 19,2 U mg™! de proteina em
72 h de cultivo, inferior aos demais tempos de cultivo analisados. Essa caracteristica foi

acompanhada pela atividade amilolitica (Figura 10).

Figura 10. Perfil de producdo de amilase (U g substrato) e atividade especifica (U mg!
proteina), produzida pelo isolado 5.2, apds cultivo em estado solido, usando farelo de trigo do
substrato.
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Fonte: proprio autor

Para o isolado 22.1, o tempo de 24 h, representou a menor atividade especifica. A maior
atividade especifica foi determinada em 48 h, no entanto, ndo diferiu significativamente dos
demais tempos de cultivo analisados. A atividade amilolitica foi maior nos tempos de cultivo
de 72 h e 96 h com 238,0 U g'! substrato e 230,2 U g! substrato, respectivamente. (Figura 11).

Pandey et al. (1999) relatam que enzimas amiloliticas sdo produzidas por fungos
filamentosos,de diferentes espécies, sendo as mais notificadas as espécies de Aspergillus e
Rhizopus. Os isolados 5.2 e 22.1 serdo submetidos a processos de identificagdo, em estudos

posteriores.
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Figura 11. Perfil de producio de amilase (U g!' substrato) e atividade especifica (U mg!
proteina), produzida pelo isolado 22.1, apos cultivo em estado sélido, usando farelo de trigo do

substrato.
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Fonte: proprio autor

Peixoto et al., (2003) conduziram uma avaliagdo da producdo de amilases por R.
microsporus var. rhizopodiformis em cultivo submerso (CS), utilizando diversas fontes de
carbono, tais como glicose, maltose, amido soluvel, farelo de trigo e bagago de cana de agtcar.
Os resultados revelaram uma notédvel capacidade dessas fontes para induzir a sintese de amilase,
sendo que o amido soluvel foi o melhor indutor, apresentando os mais elevados rendimentos,
com uma atividade especifica de 26,0 U mg! proteina. Esse resultado foi um pouco superior
19,2 U mg! proteina ao apresentado pelo isolado 5.2, em cultivo em estado soélido, usando
farelo de trigo (Figura 10).

Oliveira et al., 2016 estudaram as enzimas amiloliticas produzidas por Lichtheimia
ramosa € Thermoascus aurantiacus obtiveram atividade enzimatica significativa de 417,2
U g'! substrato e 144,5 U g! substrato, respectivamente. O cultivo também foi realizado em
substrato de farelo de trigo, com destaque de perfil de atividade amilolitica em 96 h no tempo
de cultivo, para ambas espécies. Sendo assim, foram obtidos resultados semelhantes de
atividade enzimética quando comparado-se isolado 5.2 a Lichtheimia ramosa e o isolado 22.3
superior a Thermoascus aurantiacus.

O farelo de trigo, utilizado como substrato no cultivo em estado sélido, ¢ um substrato

muito rico em proteina, fibras e amido e devido a isso, muito utilizado nos ensaios de produgao
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enzimdtica. Muitas vezes a mistura de outros substratos com o farelo de trigo, podem
potencializar os processos de produ¢do enzimatica.

Os estudos realizados por Pereira (2015), na otimizagao da produgdo de amilase por
Aspergillus sp, foi eficiente alcancando um aumento de 4,62 vezes em relacdo a atividade
enzimatica inicial. Nesse estudo, houve a varia¢do da concentracao de amido soluvel utilizado
no meio de cultivo.

Dessa forma, estudos de busquem a otimizagao, no meio de cultivo, poderao ampliar o
potencial biotecnolédgico e a eficiéncia da sintese enzimatica para os isolados 5.2 € 0 22.1. Isso
podera ser realizado com a variagdo do tipo de substrato, bem como de sua concentracao, além
disso, poderdo ser ajustados fatores como a umidade e pH do meio de cultivo, bem como a

temperatura de cultivo.
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CONSIDERACOES FINAIS

De maneira resumida, este trabalho aprofunda compreensdo da producdo de enzimas
que degradam amido, por isolados fangicos, evidenciando a complexidade das interacfes entre
fungos, substratos e fatores ambientais durante o cultivo em estado solido.

Forma estudados quatro isolados fangicos e desses, dois isolados, isolado 5.2 e 22.1
demonstraram melhor potencial na producéo de amilase, com atividade amilolitica em 72 h de
cultivo usando farelo de trigo como substrato. O isolado 5.2 apresentou, em 72h de cultivo,
maiores atividades amilolitica e especifica, 350 U g substrato e 19,2 U mg? proteina,
respectivamente. Enquanto, o isolado 22.1 apresentou atividade amilolitica 238 U g substrato
em 72 h de cultivo e atividade especifico 9,5 U mg* proteina em 48 h de cultivo.

As conclusdes deste estudo ndo apenas contribuem significativamente para o avango do
conhecimento nessa area, mas também apontam para potenciais aplicacbes praticas na

otimizacdo de processos industriais associados a producao de enzimas.
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