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RESUMO

As amilases fazem parte do grupo de enzimas mais utilizadas nas industrias de alimento,
farmacia, bioetanol, téxtil e outros. Esses biocatalisadores sdo produzidos por vegetais,
animais e microrganismos, especialmente por fungos. O objetivo deste trabalho foi
bioprospectar linhagens fungicas produtoras de amilase e caracterizar suas atividades
enzimaéticas. Para isso, 10 linhagens isoladas de amostras de solo foram disponibilizadas
pela micoteca do IFMT Campus Avancado Lucas do Rio Verde foram selecionadas e
reativadas. Dessas, 09 apresentaram viabilidade e foram submetidas ao teste atividade
amilolitica (meio BDA a 2% de amido), onde foi determinado o indice Enzimatico (IE),
obtido pela relagdo entre o didmetro do halo de hidrélise e o didmetro da col6nia. As
linhagens com maior IE (A25, A12, SO1 e D12) foram selecionadas para a avaliacéo das
condicGes ideais de temperatura e pH dos extratos enzimaticos. As linhagens
selecionadas pertencem ao género Aspergillus e os melhores resultados obtidos foram
observados em temperatura de 50° C e com pH 5,0. Nessas condi¢fes, 0s extratos
enzimaticos amiloliticos apresentaram maior desempenho de hidrolise do amido, sendo
capazes de degradar o substrato em 42,3% (D12), 44,7% (A12), 47,8% (A25) e 60,1%
(S01), enquanto amostras de alfa-amilase comercial promoverams atividade relativas de
até 86%. Considerando os resultados observados, pode-se concluir que entre as
linhagens estudadas, quatro apresentaram consideravel potencial para producdo de
amilases (S01, A25, A12 e D12), com destaque para a linhagem S01, que apresentou
maior capacidade em produzir enzimas amiloliticas com potencial para exploracédo
biotecnoldgica.

Palavras-chave: atividade amilolitica, extrato enzimatico, aspergillus, fungos
filamentosos, biotecnologia.

ABSTRACT

Amylases are part of the group of enzymes most used in the food, pharmacy, bioethanol,
textile and other industries. These biocatalysts are found in plants, animals and
microorganisms, especially fungi. The objective of this work was to bioprospect amylase-
producing fungal strains and characterize their enzymatic activities. For this, 10 strains
detained in soil were made available by the library of the IFMT Campus Avanc¢ado Lucas
do Rio Verde were selected and reactivated. Of these, 09 dissipated and were subjected
to the amylolytic activity test (BDA medium at 2% starch), where the Enzyme Index (IE)
was determined, related by the relationship between the diameter of the hydrolysis halo
and the diameter of the colony. The strains with the highest EI (A25, A12, S01 and D12)
were selected to evaluate the ideal temperature and pH conditions of the enzymatic
extracts. The strains selected for the Aspergillus genus and the best results were observed
at a temperature of 50° C and pH 5.0. Under these conditions, amylolytic enzyme extracts
provide greater starch hydrolysis performance, being able to degrade the substrate by
42.3% (D12), 44.7% (Al12), 47.8% (A25) and 60.1% (S01), the commercial alpha-
amylase controller promoted relative activity of up to 86%. Considering the observed
results, it can be concluded that among the strains studied, four showed considerable
potential for the production of amylases (S01, A25, A12 and D12), with emphasis on the
S01 strain, which showed greater capacity to produce amylolytic enzymes with potential
for biotechnological exploration.

Keywords: amylolytic activity, enzymatic extract, aspergillus, filamentous fungi,
biotechnology.
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1 INTRODUCAO

As enzimas sdo moléculas proteicas que atuam na catalise de reagGes quimicas
como a hidrdlise e aceleracao de processos bioldgicos, sendo imprescindiveis para a vida
de qualquer organismo vivo. A fungdo da enzima é reduzir a energia de ativacéo,
acelerando a velocidade da reacdo quimica (LOPES, 2019). As enzimas possuem uma
vantagem frente aos catalizadores quimicos, pois sdo biodegradaveis e ecologicamente
corretas (FERREIRA et al., 2009), muitas sdo oriundas de microrganismos que séo a
principal fonte geradora de catalizadores biologicos de interesse industrial (NIGAN,
2013; FERREIRA et al., 2009).

A grande abrangéncia se deve aos fatores positivos apresentados como a
especificidade das moléculas, a possibilidade de cultivo em grande escala em tempo
relativamente curto, ao uso de substratos de facil acesso e baixo valor de mercado. O
grande aumento na utilizacdo das enzimas nos ultimos anos, chamou a atencdo de
pesquisadores do mundo todo, que passaram a desenvolver pesquisas para descobrir
novas moléculas, em especial as amilases que sdo amplamente utilizadas por diversos
segmentos industriais (FERREIRA et al., 2009).

As pesquisas voltadas para a producdo de amilases, tomaram impulso no inicio do
século XX, quando a industria passou a evidenciar o interesse em produzir glicose através
da hidrolise de polimeros maiores (BASTOS-NETO et al., 2012; JOHN, 2017). As
amilases podem ter origem de fontes diversas como plantas, animais e microrganismos
diversos (OLIVEIRA et al., 2007). A busca por novas linhagens de microrganismos, em
especial os fungos filamentosos € sustentada pela capacidade que estes possuem em
adaptar-se a ambientes distintos (BELO, 2013). As amilases sdo usadas na industria téxtil
para determinar a distancia entre as fibras téxteis e na inddstria farmacéutica elas séo
usadas como um auxiliar na digestdo (NIGAN, 2013). O amplo uso dessas moléculas tem
transformado o mercado enzimatico mundial.

Acredita-se que, em 2020 tenham sido movimentados no mercado global de
enzimas, cerca de US$ 5,4 bilhdes, sendo as industrias de detergentes as que mais
consomem esta matéria-prima, na sequéncia, vem as industrias de alimentos, bebidas,
agroenergia, farmacéutica, ragdes, entre outras aplicaces (EMBRAPA, 2018; FRANCA
E SILVA, 2021). Pesquisas indicam que até 2024 o mercado global de enzimas chegue a
gerar US$10,52 bilhdes, o que implica em uma taxa de crescimento de 5,7% ao ano.
Outras pesquisas apontam para um aumento no mercado enzimatico de UR$ de 7,10 até
2027, a partir de alimentos processados, clarificacdo de sucos, producdo de cervejas,
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fabricacdo de queijos, amaciamento de carne, bem como no processamento de papel e
biocombustiveis (GRAND VIEW RESEARCH, 2020), sendo que este ultimo estd em
ascensdo especialmente no norte do Mato Grosso, abrangendo enzimas de diversas
especificidades.

Sendo assim, as amilases, xilanases e invertases sao consideradas algumas das
principais enzimas comercializadas. Dentre as enzimas amiloliticas fungicas, o maior
interesse industrial estd voltado para as o-amilase, P-amilase; amiloglucosidase e
dextrinase limite, por serem responsaveis pela eliminacdo da turbidez, reducdo de
viscosidade e transformacéo em dextrinas (SPIER, 2005).

A atividade enzimatica é dependente do contato com o substrato com o qual ela
deve hidrolisar, bem como, devem haver condi¢fes que favorecam sua atividade, tais
como pH e temperatura ideais. Em paises que se encontram em desenvolvimento, 0s
géneros de Aspergillus e Rhizopus sdo os mais estudados em busca da produgio de a-
amilase, lipase, pectinase e proteases fungicas, devido suas necessidades nutricionais
menos exigentes. Para o cultivo de fungos filamentosos, residuos vegetais sdo fontes
alternativas baratas e de facil acesso, e podem ser utilizados para fermentacéo e producéo
de enzimas de interesse comercial (SETHI et al., 2016).

Levando em conta as riquezas naturais da regido do estado do Mato Grosso que é
coberto por trés biomas diferentes (Embrapa/IBGE, 2010), e a grande diversidade de
residuos da agroindistria, acredita-se que o solo local seja extremamente rico em
biodiversidade, o que instiga o interesse em explorar e prospectar em busca de fungos
filamentos de interesse industrial.

Assim, este trabalho teve como objetivo principal prospectar fungos com
capacidade de produzir enzimas amiloliticas, e caracterizar suas atividades enzimaticas,

com potencial para serem aplicadas em bioprocessos.

2 MATERIAIS E METODOS

As atividades de pesquisa experimental foram realizadas nos laboratdrios de
Microbiologia, Biologia Molecular e Quimica de Produtos Naturais do Instituto Federal
de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia de Mato Grosso, Campus Avancado Lucas do Rio
Verde (IFMT-CALRV).

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.8, n.5, p.33314-33330, may., 2022.



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

33318

2.1 OBTENCAO DAS LINHAGENS DE FUNGOS FILAMENTOSOS

As linhagens de fungos filamentosos foram gentilmente cedidas pelos professores
Dr. Reginaldo Vicente Ribeiro e Dr. William Pietro de Souza. Foram reativadas 10 (dez)
linhagens que estavam preservadas na micoteca do laboratério de microbiologia do
Campus, sendo que dessas, 04 (quatro) foram isoladas de amostras de solo do cerrado
(Al2, D12, A14, A25 e SO1) e 06 (seis) foram isoladas da rizosfera de amostra de solo
(R5A, R3A, T2E, T3E, T1D e T5L), pelos respectivos professores.

As linhagens (Al12, D12, Al4, A25 e S) foram inoculadas para reativacdo em
tubos de ensaio em meio BDA inclinado e incubados na BOD a 28°C por 5 dias. As
linhagens (R5A, R3A, T2E, T3E, T1D e T5L) foram inoculadas em triplicatas em placas

de Petri contendo meio BDA e incubadas na BOD & 28° para reativagao.

2.2 AUTENTICACAO MORFOLOGICA DAS LINHAGENS FUNGICAS

A confirmacdo das caracteristicas macro e micro morfoldgicas das linhagens
foram realizadas em placas contendo meio BDA (Agar Batata + dextrose). Os cultivos
foram mantidos a 28 °C, durante cinco dias. Na macro morfologia foram analisadas as
caracteristicas como, cor da coldnia, textura do micélio, cor do reverso, presenca ou
auséncia de pigmentacao, relevo, bodas, conforme Klich & Pitt (1988).

Na micromorfologia foram analisadas a microestrutura das hifas para visualizagcéo
de fungos filamentosos e formas de reproducgdo. Apos o preparo das laminas utilizando
corante azul de algodédo foram observadas caracteristicas como estrutura das hifas, forma
e textura dos conidios e conidioforos (KLICK; PITT, 1988; FAIA, 2011).

2.3 BIOPROSPEC(}AO PARA IDENTIFICAR FUNGOS COM ATIVIDADE
AMILOLITICA

Para selecionar os fungos com maior atividade amilolitica, foram realizados
recortes circulares de 5 mm nas bordas das col6nias e inoculadas com o auxilio de uma
alca tipo agulha em placas de Petri contendo o meio composto por Agar Nutriente e amido
soltvel 2%. As linhagens foram incubadas em triplicata na BOD a 28°C, durante 5 dias.
Apos esse periodo, as placas foram tratadas com vapor de iodo (solucdo de iodo/iodeto
1% iodo em etanol absoluto, 10% iodeto de potassio e agua destilada na proporcao de
1v:1v:3v). Os halos de hidrdlise do amido e das col6nias foram mensurados com
paquimetro digital e a atividade enzimatica foi expressa como indice enzimatico (IE), que
é dado pela relacdo entre o didmetro médio dos halos de hidrélise e o didmetro médio das
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colénias (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975). As linhagens que apresentaram maiores
valores de IE foram submetidas aos testes para producdo de amilase em fermentagéo

submersa.

2.4 PRODUCAO DE AMILASE EM FERMENTACAO SUBMERSA

A fermentacdo submersa foi realizada com meio Kahanna modificado. Para isso,
primeiramente foram preparados os Sais de Khanna (20X) contendo 2 g de NHsNO3 /1,3
g de KH2P0O4/0,362g de MgS04.7H.0 /0,098g de KCI /0,007g de ZnSO4.H20 /0,0138g
de MnS0O4.H20 /0,00669 de Fe2(SO4)3.6H20 /0,0062g de CuSO4.5H20 e 100 mL de
Agua destilada (CAVALCANTI, 2017). Os sais foram pesados e diluidos. Para preparo
do meio foram adicionados 37 mL de solucéo de sais Khanna (20X), 0,75¢g de Extrato de
levedura, 75g de Amido soltvel e 750 mL de agua destilada (CAVALCANTI, 2017). O
meio foi autoclavado em elenmeyers contendo 25 mL cada um. As linhagens selecionadas
na triagem enzimatica foram inoculadas nos frascos de erlenmeyers contendo o meio
Kahanna e incubadas em Shaker, sob agitagdo de 300 RPM em temperatura de 30° C (x1),
por 72 horas.

Apds esse periodo, a obtencdo do Extrato Enzimatico bruto foi obtida através da
filtracdo utilizando bomba de véacuo Prismatec Modelo 131, com papel filtro da Quimica
Moderna de 0,19mm 80g/m?.

25 AVALIACAO DA ATIVIDADE AMILOLITICA DOS EXTRATOS
ENZIMATICOS

A atividade enzimética dos extratos brutos foi avaliada frente a variacdo de pH e
temperatura. Cada extrato foi adicionado em tubo de ensaio de 10 mL, onde adicionou-
se 30 pL de extrato enzimético, 50 pL de solugdo de amido a 2% e 50 pL de solugédo
tampdo Fosfato de Potassio, repetidos para os valores de pH 5, 6 e 7. Os preparados foram
incubados por 10 minutos em banho-maria nas temperaturas 30°, 40° e 50°C. Para inativar
a enzima, foram acrescidos 100 pL de &cido acético (1,0 mol. L) e para leitura de
absorbancia foram utilizados 50 pL de reagente FUWA (solucédo de iodo/iodeto 1% em
etanol absoluto, 10% iodeto de potassio e agua destilada na proporcdo de 1v:1v:3v),
adicionado 4,5 mL de agua destilada (BRITO, 2017). A leitura foi realizada a 650 nm.
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2.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram tratados estatisticamente através da Analise de Variancia

(ANOVA) e da aplicacdo do teste de Tukey entre as médias da atividade enzimatica em

condicdes de pH e temperatura com uma probabilidade de 5% com o auxilio do programa

computacional Graphpad Prisma 8.

3 RESULTADOS

As linhagens fungicas prospectadas no presente estudo, apresentaram bom

desenvolvimento ao serem reativadas, exceto a linhagem denominada T3E, que ndo

demonstrou viabilidade e por isso, foi eliminada do estudo. Em seguida, os exemplares

foram reativados e submetidos a analises macroscdpicas e microscopicas para

autenticacdo morfoldgica das linhagens flngicas, como pode ser observado na Tabela 01.

Tabela 1: Descrigdo macroscépica das estruturas vegetativas dos fungos reativados e identificacdo de

géneros.
Linhagem Género Frente Textura Cor Relevo Bordas Verso
Al2 Aspergillus  Filamentoso Algodonosa Branco Crateriforme  Irregulares  Fendas/
Pigmentos
A25 Aspergillus  Filamentoso Algodonosa  Marfim  Rugosa Regulares  Fendas
S01 Aspergillus  Filamentoso Camurga Cinza/  Plano Irregular Pigmentos
Verde
D12 Aspergillus  Filamentoso Algodonosa Branco Apiculado Irregulares  Pigmentos
/ Cinza
T2E Fusarium Filamentoso Algodonosa Branco Crateriforme  Liso Pigmentos
/ Rosa
Ald Inconclusiv.  Filamentoso Algodonosa Marro  Crateriforme  Irregulares  Sem
0 m pigmentos
R3A Inconclusiv.  Filamentoso Algodonosa Branca Crateriforme  Irregulares Sem
0 pigmento
T5L Inconclusiv.  Filamentoso Aveludada Branca/ Apiculado Regulares  Pigmentos
0 Cinza
R5A Inconclusiv.  Filamentoso Algodonosa Branca Crateriforme  Irregulares  Pigmentos
0
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T1D Inconclusiv.  Filamentoso Aveludada Branca/ Crateriforme  Irregulares  Pigmentos
0 Rosa

*As linhagens que apresentaram viabilidade na reativagdo foram submetidas a bioprospeccdo para
identificar fungos com maior potencial para hidrélise de amido em meio s6lido. Neste teste os melhores
resultados de Indice Enzimatico (IE) foram obtidos pelas linhagens A25, S01, D12 e A12, sendo por isso,
selecionadas para os testes de avaliacdo da atividade amilolitica de seus extratos enzimaticos. (Tabela 02).

DIAMETRO MEDIO DO HALO DE DEGRADACAQ
DIAMETRO MEDIC DO CRESCIMENTO MICROBIANO

Tabela 2: Didmetros médios e valores obtidos para os indices Enzimaticos (IE) da amilase para os fungos

isolados.

Linhagem Halo de crescimento da Halo de hidrolise do IE

colénia (mm) amido (mm)

Al2 20,6 22,5 1,1
A25 25,1 32,1 1,3
S01 55 68 1,2
D12 17,6 21 1,2
T5L 38,5 37,5 1,0
T2E 39,8 30,5 0,8
R5A 42,7 26 0,6
R3A 40,1 25,5 0,6
T1iD 14 11 0,8

Na Figura 01 mostra-se os resultados obtidos na avaliagdo da atividade amilolitica
dos extratos enzimaticos. Em temperatura constante de 30 °C o melhor desempenho foi
alcancado pelo extrato da linhagem SO1 em pH 6.0, atingindo uma média de degradacédo
do amido de 51,3%. O resultado obtido pela linhagem S01 ¢é proximo do resultado da a-
amilase comercial, enzima usada como controle, que degradou em média 75,9% do amido

presente, nas mesmas condi¢des. Outros extratos que apresentaram bons resultados foram
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produzidos pelas linhagens A25 que degradou em média 44,4% do amido em pH 5.0 e

Al12 que atingiu 42,9% de degradagdo também em pH 5.0.

Figura 01. Atividade relativa (%) de degradacdo de amido por extratos enzimaticos de linhagens fungicas
e pela alfa-amilase quanto a variacdo de pH (7.0, 6.0 e 5.0) e temperatura de 30°C.

100 =
302C

’-‘80_ e e
§ be bce p= r’
g be ’ ’
£ e - 7 ’ Y/
E ab L ’ ’ ’
W a ; A ¥/ ’
s 40 - =2 _ 2 g a . ’ ’ /
= z0z07 o 11207
= 11U 211
ZRZRZ A V1L

o Z0Z017 ANV

pH?Y pH6 pHS5 pH7 pH6 pHS pH7 pH6 pHS5 pH7 pH6 pHS pH7 pH6 pHS5
Al2 A25 so1 D12 a-amilase

Legenda: Barras representam médias e desvio padrdo com um intervalo de confianga de 95%. Letras
diferentes acima das barras indicam as diferencas significativas entre as médias pelo teste de Tukey
(p<0,05).

No segundo teste de avaliacdo da atividade amilolitica, observa-se que todos 0s
extratos enzimaticos produzidos pelas linhagens fangicas, bem como o controle positivo
demonstraram que em temperatura de 40°C o melhor desempenho na hidrélise de amido
foi com o pH 5.0 (Figura 05). Nessas condi¢fes, 0 extrato enzimatico da linhagem S01
atingiu uma média de atividade relativa de 55,6%, enquanto a alfa-amilase chegou a
degradar 80% do amido presente no meio. Também é possivel evidenciar que a linhagem
A12 melhorou sua performance, atingiu 43,6%, mostrando melhor resultado com 40°C e
pH 5.0.
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Figura 02. Atividade relativa (%) de degradacdo de amido por extratos enziméticos de linhagens fungicas
e pela alfa-amilase quanto a variacdo de pH (7.0, 6.0 e 5.0) e temperatura de 40°C.

100 40°C
= ™ 17
E AHE
T 60— 1
o 1 A
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< AU AL
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o 1l 1A E
AU 717
o AL A E
pH7” pH6 pHS pH7 pH6 pHS pH7 pH6 pHS pH7 pH6 pHS pH7 DH_6 pHS
Al2 A25 So1 D12 a-amilase

Legenda: Barras representam médias e desvio padrdo com um intervalo de confian¢a de 95%. Letras
diferentes acima das barras indicam as diferencas significativas entre as médias pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Na figura 3, pode-se observar que em temperatura de 50°C e pH 5.0. propiciaram
as melhores condicdes de atividade amilolitica para os extratos enzimaticos testados. Em
tais condi¢es, as amilases obtidas da linhagem SO1 chegou a degradar em média 60,1%
do amido, enquanto os extratos brutos da linhagem A12 alcangou uma média de 44,7%,
A25 47,8% e D12 hidrolisou cerca de 42,3% do amido presente nas amostras. A enzima
comercial alfa-amilase também demonstrou aumento de sua atividade catalitica em
temperatura de 50°C e pH 5.0, alcangando atividade relativa de degradagdo do amido de
86%.
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Figura 03. Atividade relativa (%) das amilases extracelulares de extratos enzimaticos produzidos pelas
linhagens fungicas quanto a variacdo de pH e temperatura de 50°C.
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Legenda: arras representam médias e desvio padrdo com um intervalo de confianca de 95%. Letras
diferentes acima das barras indicam as diferengas significativas entre as médias pelo teste de Tukey
(p<0,05).

4 DISCUSSAO

Os isolados utilizados neste trabalho estavam conservados em meio LB em
geladeira a 4° C (+-2). As linhagens foram reativadas utilizando meio BDA, onde tiveram
excelente desenvolvimento, exceto a linhagem denominada T3E que ndo apresentou
células viaveis para seu desenvolvimento. Isolados conservados por longos periodos
necessitam de repiques periodicos, para manter a viabilidade celular, a técnica € simples
e 0s custos sdo baixos, porém ha alguns riscos ao serem executadas por muito tempo
como a variabilidade genética, perda de caracteristicas, entre outros. Por isso, €
imprescindivel verificar periodicamente as caracteristicas dos isolados e se possivel,
adotar metodos mais eficazes (DELLARETTI, 2014).

Dentre as linhagens selecionadas, foram identificadas quatro delas sendo de
Aspergillus: A25, S01, A12 e D12. Esta linhagem se destacou nas etapas de avaliacdo de
pH e temperatura, apresentando varia¢cdes em cada uma delas, porém a atividade foi mais
intensa em temperatura de 50° C e pH 5.0. Pelo menos duas espécies de Aspergillus (A.
niger e A. awamori) sdo utilizadas para producdo de enzimas amiloliticas de uso
comercial (CRABB; MITCHISON, 1997).

A escolha pelos fungos filamentosos para serem testados quanto a producédo de

amilases correspondeu ao fato destes estarem diretamente ligados com a decomposi¢édo
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de matéria organica, pois geralmente, secretam uma diversidade de enzimas
extracelulares, como resultado de incentivos ambientais, que ocasionam a expressao de
genes relacionados. Essa peculiaridade permite aos fungos habitar um imenso espaco de
tecidos vivos, seja em plantas, animais, insetos, madeira, papel ou solos, desde que haja
material em decomposi¢cdo (COLEN, 2006).

Apo6s o primeiro cultivo para reativagdo, os fungos foram repicados em placas
contendo meio BDA modificado com amido 2% para verificacdo da atividade enzimatica,
e revelado com solucéo de lodo. As amilases podem ser reveladas nas placas de cultivo
com agar-amido utilizando uma solucédo de iodo 1 N, tintura de iodo ou vapor de cristais
de iodo. Quando o iodo entra em contato com as cadeias lineares de amilose presente no
amido, forma um complexo de cor azul escuro, enquanto a area degradada pelas amilases
apresenta halos translicidos (SOUZA et al, 2008).

Conforme se observa nos resultados de bioprospeccédo por analise de IE, pode-se
notar que todas as linhagens fungicas testadas foram capazes de produzir algum halo de
degradacéo do amido, com destaque para as linhagens A25, S01, D12 e A12, indicando
que s&o microrganismos produtores de amilases extracelulares. No entanto, nenhuma das
linhagens testadas apresentaram IE > 2,0, valor que é considerado por Lealem & Gashe
(1994) como um bom indicador para considerar um microrganismo como produtor
potencial de enzimas amiloliticas em meio s6lido.

Por se tratar de fungos filamentosos isolados do solo, as condic¢des de cultivo em
placas de petri com meio Agar Nutriente e amido podem ndo ter sido as ideais,
considerando que fungos isolados do solo em camadas mais superficiais, podem sofrer
influéncias, devido variacGes climaticas (PINOTTI et al., 2011), porém a identificacdo
das condicBes 6timas para cada microrganismo possibilita melhorar o desempenho da
producdo enzimatica e consequentemente, aumentar a area de degradacdo. Baseando-se
nessa premissa, Pereira (2015), conseguiu otimizar o processo de producdo de amilase
por Aspergillus a partir da identificacdo das condi¢Bes 6timas, aumentando 4,62 vezes a
producéo.

Assim, o presente trabalho também buscou identificar as melhores condicGes de
crescimento do fungo, bem como de pH e temperatura para a atividade catalitica das
amilases produzidas pelas linhagens que apresentaram melhores resultados de IE.

Para isso, a fermentacdo submersa foi utilizada, pois apresenta véarias vantagens
para o desenvolvimento de microrganismos, tais como a agilidade de crescimento por ser

realizada em meio rico em nutrientes liquidos e sollveis, com disponibilidade de agua
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livre e sob condicdes controladas de pH e temperatura, (ANBU, 2008; SILVA et al.,
2017).

Quando as enzimas se encontram em um meio onde o pH é o ideal, a catalise é
impulsiona. Se o pH é aumentado ou reduzido fugindo do padréo ideal para ela, a
atividade enzimatica ¢é afetada. As variacdes podem ocasionar desnaturacdo ou rupturas
nas estruturas das enzimas, inativando-as (BAILEY’; OLLIS, 1977).

Para determinacgdo da temperatura 6tima, foram testadas as temperaturas de 30°,
40° e 50° C. A determinacéo do pH 6timo foi realizada utilizando tamp&es com pH de 5,0
/0,6 e 7,0. A concentracdo de amido testada foi de 2% e a maior atividade foi registrada
em pH 5.0 sendo este considerado o pH 6timo para o extrato enziméatico de maior
eficiéncia produzido pelo fungo S. As enzimas de S01 se mostraram bastante estaveis nas
temperaturas de 30 e 40°C, e a temperatura 6tima registada para a catalise enzimatica foi
de 50°C.

Figueira et al. (2000) ja& havia identificado o pH 6timo de 5.5 para amilases de
Asperillus flavus, resultado este, bastante proximo do encontrado no atual trabalho,
Guimaraes et al., (2006) também relataram boa atividade das amilases em pH 5.0 por
culturas de Aspergillus phoenicis , enquanto Esam et al., (2017) também observaram
melhor resultado em pH 5.5 em trabalho desenvolvido com Aspergillus.

De acordo com Gongalves (2006), as a-amilases sdo divididas da seguinte forma:
as a-amilases sacarificantes, que hidrolisam 50 a 60% do substrato e as liqueficantes, que
realizam a quebra de cerca de 30 a 40% do amido. As a-amilases sdo mais faceis de serem
encontradas em extratos fungicos, porém nos extratos do género Aspergillus é comum
encontrar glucoamilases atuando. Sendo que, as glucoamilases produzidas por
Aspergillus atuam em uma faixa de pH em torno de 4,5 e temperatura entre 50 e 55 °C,
enquanto outras linhagens produzem a-amilases atuantes em uma faixa de pH entre 4,5 e
6,0 (GONGALVES, 2006), muito proximo dos resultados encontrados neste trabalho,
assim como a diferenca entre os resultados entre S01 e a-amilase foi relativamente baixa,
visto que, a enzima é purificada e o extrato utilizado era bruto, de acordo com Barbosa
(2011) a purificagdo da enzima aumenta consideravelmente seu rendimento.
Recentemente, foi identificado uma linhagem de Aspergillus carbonarius coletado em
iscas de batata na Mata Atlantica, o qual apresentou a maior produtividade de enzimas
amiloliticas em temperatura de 30 °C e pH 6.0, conforme descrito por Pasin et al., (2019).

As enzimas produzidas pelo fungo A25 apresentaram degradacdo do amido em
30°C e pH 5.0 A literatura relata diversos trabalhos de pesquisa de amilases com as mais
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variadas espécies, porém o fungo Aspergillus da espécie A. flavus aparece como um forte
potencial produtor de amilases (BRITO, 2017).

5 CONCLUSAO

Entre as linhagens fangicas estudadas, quatro apresentaram consideravel potencial
para producdo de amilases (A25, SO1 e A12 e D12), com destaque para a linhagem SO1
(Aspergillus sp.). que € capaz de sintetizar enzimas com elevada atividade amilolitica em
pH 5.0 e temperatura de 50 °C. No entanto, estudos adicionais ainda devem ser realizados,
buscando identificar por biologia molecular as linhagens avaliadas, bem como otimizar a

producéo desses biocatalisadores em escala de bancada, piloto e industrial.
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