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RESUMO

Amilases sdo enzimas utilizadas em diversos processos industriais, como por
exemplo na producdo de alimentos, bebidas, tecidos, biocombustiveis, dentre outros. O
presente trabalho teve a finalidade de caracterizar bioquimicamente a amilase produzida
pelo fungo Fusarium verticillioides. A enzima apresentou maior atividade catalitica em
pH 5,0 e a temperatura 6tima foi obtida a 50°C. A amilase manteve sua atividade por
24 horas em pH 5,0-7,0. Com relacdo a termoestabilidade, a enzima foi estavel por 1
hora a 45°C, quando a temperatura foi elevada para 50°C, cerca de 80% da atividade
original foi recuperada. O extrato enzimatico produzido por F. verticillioides apresentou
potencial para hidrolisar amidos provenientes de diferentes fontes botanicas, o que

favorece sua aplicacdo em processos industriais distintos.

PALAVRAS CHAVE: Enzimas amiloliticas; Enzimas Industriais; Cultivo em
Estado Sélido.



ABSTRACT

Amylase is an enzyme use in a several industrials processes, your catalitcs
propertys contribute for manufacturing food, drinks, fabrics, biofuel, among others. The
present work have the finality to characterize biochemically the amylase produced by
Fusarium verticillioides fungus. The enzyme presented great catalytic activity in pH 5,0
and the great temperature was obtained to 50°C. The amylaze mantained its activity for
24 hours in pH 5,0-7,0. In relation to thermostability,the enzyme was stable for 1 hour
to 45°C, when the temperature was raised up to 50°C, about 80% of your original
activity was recovered. Te enzimatic extrat produced by F. verticillioides presented
potential to hidrolyze starches from different botanical sources, what favors your

application in different industrials processes.

KEY WORDS: Amylolytic enzymes; Industrial enzymes; Solid State

Cultivation.
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INTRODUCAO

Diversas especies vegetais produzem amido com a funcdo de armazenamento
energético, de tal forma que esta molécula se faz abundante na natureza (ZEEMAN et
al., 2004; SANDHU; SINGH; KAUR, 2004). O amido é basicamente formado por
mondmeros de glicose, compondo polimeros lineares e ramificados. A denominagao das
cadeias lineares ¢ amilose, e seus mondmeros sdo conectados por ligacdes a (1—4),
enquanto os pontos de ramificacBes (amilopectinas) sdo unidos por ligagdes a (1—06)
(WANG; WHITE, 1994; VANDEPUTTE et al., 2003).

A utilizagdo do amido na industria pode ocorrer em sua forma natural, ou sendo
processado por catalisadores quimicos ou enzimaticos. O método quimico de hidrolise
do amido apresenta desvantagens como: falta de especificidade, necessidade de
temperatura e pressdo elevadas. Esses problemas podem ser contornados pelo emprego
de tecnologia enzimatica, uma vez que as enzimas dispensam tais condi¢Ges de
temperatura e pressdo, apresentam alta especificidade ao substrato e maior velocidade
catalitica (KRISHNA, 2011 apud SUNDARAM; MURTHY, 2014, p. 166). A hidrolise
do amido possibilita a producdo de por exemplo: xaropes de glicose e maltose,
maltodextrinas e ciclodextrinas (DE BAERE, 1999; SUNDARRAM; MURTHY, 2014).

As amilases sdo classificadas de acordo com o sitio ativo da molécula de amido
que ela se ligara, desta forma sdo classificadas em trés principais grupos com base em
sua atividade catalitica. O primeiro grupo é denominado endoamilases, sendo estas as
enzimas que clivam as ligacdes o (1—4), presentes na estrutura interna da molécula do
amido, isto é, nos componentes lineares da amilopectina e da amilose, sua atividade
gera principalmente oligossacarideos de tamanhos distintos. A a-amilase é a principal
representante deste grupo. O segundo grupo é o das exoamilases, enzimas com atividade
catalitica dirigida pela extremidade ndo redutora do polimero, catalisando de forma
sequencial as ligacOes glicosidicas da molécula. Seus principais produtos sdo a glicose e
a maltose. Exemplos de exoamilases séo as B-amilases, a-glucosidases e glucoamilases.
O terceiro grupo é formado pelas amilases desramificantes, que se distinguem das
demais pois clivam ligagdes o (1—6), presentes nas conexdes das ramificacdes com a
molécula linear do amido. As pululanases e isoamilases sdo enzimas que possuem
atividade enziméatica com essa caracteristica (VAN DER MAAREL et al., 2002).

As enzimas com atividade amilolitica se tornaram altamente relevantes no

processamento industrial de amido, estando presentes em processos alimenticios,
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fermentativos, téxtil e na inddstria de papel (PANDEY et al., 2000). Enzimas que
podem trabalhar em condigdes de temperaturas elevadas sdo desejaveis na inddstria,
considerando que muitos processos industrias demandam uso de temperaturas elevadas
(RAY; NANDA, 1996). Temperaturas altas sdo requeridas pela industria pois
geralmente melhoram a solubilidade das substancias organicas, as taxas de reatividade e
causam a reducdo da viscosidade do substrato, além de diminuir o risco de
contamina¢do por microrganismos mesofilos (MCCARTHY et al., 2005; HAKI;
RAKSHIT, 2003).

Algo impactante no custo da producdo enzimatica é a formulacdo dos meios de
cultivo microbioldgico, considerando que 30 a 40% do custo da produgdo enzimatica se
deve a composicdo do meio de cultura (JOO; CHANG, 2005). Quando comparada a
técnica de cultivo submerso, o cultivo em estado sélido apresenta dentre outras
caracteristicas, custo baixo (MITCHELL et al., 2006). O principal fator que impacta em
seu custo é a possibilidade de utilizar subprodutos e rejeitos agroindustriais no processo
(LEAL et al., 2002; PANDEY, 2003).

Os fungos filamentosos sdo microrganismos mais adaptados para o cultivo em
estado solido, pois possuem hifas em sua estrutura que facilitam a colonizacdo do
substrato, apresentam tolerancia a baixa atividade de &gua e a alta pressdao osmotica,
produzem maior quantidade de enzimas comparados a outros organismos e secretam
enzimas para 0 meio extracelular, tais caracteristicas tendem reduzir o custo de
producdo (DURAND, 2003; KRISHNA, 2008). Além de que algumas espécies fangicas
sdo capazes de produzir enzimas termoestaveis, fugindo da tendéncia dos demais
organismos eucarioticos (GOMES et al., 2007).

Diante das informacdes citadas sobre as vantagens do uso de fungos
filamentosos em processos de cultivo em estado sélido, visando a producédo de enzimas
industriais, o presente trabalho teve como objetivo determinar as caracteristicas

bioquimicas das enzimas amiloliticas produzidas pelo fungo Fusarium verticillioides.
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MATERIAL E METODOS

Microrganismo

O fungo filamentoso mesofilico Fusarium verticillioides foi isolado de amostras
de solo provenientes do Pantanal Sul-Mato-Grossense, municipio Miranda-MS (S
20°12°09,1” WO 56°28°46,6”). A identificacdo taxondmica da cepa fangica utilizada no
presente trabalho foi realizada pela Micoteca URM da Universidade Federal de
Pernambuco — UFPE.

In6culo

O fungo filamentoso F. verticillioides foi cultivado por 96 horas a 28°C em
frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 40 mL do meio Agar Sabourad Dextrose. A
suspensdo do microrganismo foi obtida pela raspagem suave da superficie do meio de
cultura empregando 25 mL de solugdo nutriente (0,1% de sulfato de amonio, 0,1% de
sulfato de magnésio hepta-hidratado e 0,1% de nitrato de am6nio m/v). A inoculagéo do
microrganismo em farelo de trigo se deu pela transferéncia de 5mL dessa suspensao
(OLIVEIRA et al., 2016).

Cultivo em estado sélido para producdo de amilase

Para producdo de enzimas amiloliticas o fungo F. verticillioides foi cultivado em
frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 5g de farelo de trigo umedecido com solugéo
nutriente (descrita no item anterior), mantido por 72 horas a 30°C com umidade inicial
de 70% (OLIVEIRA et al., 2016).

Extracdo das enzimas

Para a extracdo das enzimas produzidas no processo, adicionou-se 50mL de dgua
destilada aos frascos Erlenmeyers contendo o substrato cultivado. Os frascos foram
colocados em agitacdo por 1 hora a 150 rpm. O conteudo dos frascos passou por uma
filtracdo simples utilizando tecido sintético de nylon, em seguida a solucdo filtrada foi
centrifugada por 5 minutos a 1.500 xg. Para 0s passos seguintes utilizou-se o
sobrenadante, definido como extrato enzimatico (CAVALHEIRO et al., 2017).
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Determinacéo da atividade enzimatica

A atividade de amilase foi mensurada pela adicdo de 0,1 mL do extrato
enzimético em 0,9 mL de tampéo de acetato de sodio 0,1 M, pH 4,5, contendo 1% de
amido de milho. A reacdo ocorreu por 10 minutos a temperatura de 50°C.
Posteriormente os acUcares redutores foram quantificados em espectrofotometria a 540
nm, pelo do método DNS &cido-3,5-dinitrosalicilico (MILLER, 1959). Uma unidade de
atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para gerar

1umol de produto por minuto de reacao.

Efeito do pH e temperatura sobre a atividade amilolitica

O pH 6timo foi determinado mensurando a atividade enzimatica em diferentes
valores de pH variando de 3,0 até pH 8,0. A temperatura 6tima foi obtida pela dosagem
da atividade enzimética em diferentes temperaturas em uma faixa entre 30 e 80°C, no
respectivo valor de pH 6timo da enzima. A estabilidade da enzima ao pH foi avaliada
incubando-a por 24 horas a 25°C em diferentes valores de pH. Os tampdes utilizados
foram Mcllvaine 0,1M de pH 3,0 a 8,0, e Glicina — NaOH de 85 a pH 11. A
termoestabilidade foi avaliada incubando a enzima por 1 hora em diferentes condicdes
de temperatura, que foram variadas de 30 a 80°C. A atividade residual foi determinada
nas respectivas condi¢cdes 6timas de pH e temperatura da enzima (CAVALHEIRO et al.,
2017).

Potencial catalitico para amidos de diferentes fontes vegetais

O extrato enzimético foi avaliado quanto ao potencial de hidrolisar amidos
proveniente de diferentes fontes vegetais. Os ensaios enzimaticos foram realizados
utilizando separadamente como substratos: amido de batata, amido de arroz, amido de
mandioca, amido de aveia, amido de trigo, e amido de milho. As reacGes foram
realizadas em tampdo acetato de sédio 0,1M contendo 1% do amido no pH e
temperatura 6tima da enzima por 10 minutos. A quantidade de acUcar redutor liberada
foi quantificada através de espectrofotometria a 540 nm, pelo método DNS (MILLER,
1959).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito do pH e temperatura sobre a atividade amilolitica

A amilase produzida apresentou maior atividade em pH 5,0, entretanto até o pH

7,0 foram encontrados valores muito préximos ao 6timo (Figura 1 A). A temperatura

Otima foi alcangada a 50°C (Figura 1 B).
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Figura 1. A) pH dtimo da amilase produzida por F. verticillioides; B) Temperatura
6tima da amilase produzida por F. verticillioides.

A amilase avaliada no presente trabalho foi estavel em a uma faixa de pH que

variou de 4,5 a 7,0, mantida por 24 horas nos valores descritos (Figura 2 A). Com

relacdo a termoestabilidade, a amilase produzida por F. verticillioides manteve sua

atividade catalitica por 1 hora a 50° C, porém quando incubada por igual periodo na

temperatura de 55°C, manteve cerca de 75% de sua atividade enzimatica inicial (Figura

2 B).
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Figura 2. A) Estabilidade ao pH da amilase produzida por F. verticillioides; B)
Estabilidade a temperatura da amilase produzida por F. verticillioides.
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As caracteristicas descritas para amilases produzida por outras linhagens
fangicas mesofilas ndo diferem das descritas no presente trabalho. Cavalheiro et al.,
(2017) descreveram a maior atividade da amilase produzida pelo fungo Gongronella
butleri em pH 5,0 a 55°C, sendo estavel por 1 hora a 40°C. A amilase produzida pelo
fungo Paecilomyces variotii, demonstrou maior atividade catalitica em pH 4,0 e 60°C,
mantendo-se estavel por 1 hora a 55°C (MICHELIN et al., 2010). J& as amilases
produzidas por Aspergillus terreus foi estavel em pH 5,0 a 60°C, e manteve-se ativa por
40 minutos a 70°C (SETHI et al., 2016). Almeida et al., (2017) registraram duas
espéecies de fungos como bons produtores de amilases: Aspergillus brasiliensis e
Rhizopus oryzae, onde as enzimas de A. brasiliensis possuem maiores atividades dentro
de uma faixa de 60 a 75°C em uma faixa de pH com inicio em 3,5 até pH 5,0, enquanto
as de R. oryzae mostraram melhores resultados quando em pH4,0 até pH5,5 e
temperatura de 50 a 60°C. As enzimas produzidas por Monascus sanguineus
apresentaram condic¢des 6timas em 50°C e pH 5,0 (TALLAPRAGADA et al., 2017)
Dessa forma, é possivel corroborar que os dados descritos na literatura, confirmam os

resultados obtidos no presente trabalho.

Potencial de hidrolise de amidos obtidos de diferentes fontes botanicas

O extrato enzimético produzido pelo fungo F. verticillioides apresentou
potencial para hidrolisar amidos provenientes de diferentes fontes vegetais, sendo
possivel destacar a hidrélise dos amidos extraidos de aveia, batata e milho (Figura 3).

A estrutura da molécula de amido pode variar de acordo com sua origem
botanica. De forma geral, moléculas de amido com elevado teor de ramificacdo sdo
menos susceptiveis a acdo de enzimas amiloliticas (OLIVEIRA et al., 2016).
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Figura 3. Potencial de hidrdlise do extrato enzimatico produzido pelo fungo F.

verticillioides para amidos provenientes de diferentes fontes vegetais.

No entanto, ndo foi observado diferengas acentuadas nas hidrdlises realizadas
com diferentes amidos no presente trabalho. Esses resultados sustentam a possibilidade
de acdo sinergica de diversas enzimas amiloliticas, principalmente se considerado que
as hidrdlises foram realizadas com extrato enzimatico bruto, proveniente de cultivos em
meios complexos (farelo de trigo). Dessa forma, é possivel assumir que o fungo F.
verticillioides apresenta material genético para sintetizar diferentes enzimas
amiloliticas. Trabalhos anteriores confirmam que seja comum a producéo de diferentes
enzimas amiloliticas por uma Unica espécie quando cultivada em meios complexos
como residuos agroindustriais (OLIVEIRA et al., 2016; CAVALHEIRO et al., 2017).

CONCLUSAO

A amilase produzida por F. verticillioides apresenta caracteristicas compativeis
com amilases produzidas por outros fungos mesofilos, o que habilita sua utilizacdo em
processos pré-estabelecidos para enzimas comerciais, sendo possivel destacar essa
espécie como fonte alternativa para producdo de enzimas amiloliticas em meios de

baixo valor agregado (residuos agroindustriais).
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