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RESUMO

As amilases sdo enzimas que hidrolisam moléculas de amido gerando agucares menores € se
dividem em endoamilases, exoamilases e amilases desramificadoras. Estas enzimas possuem
diversas aplicagdes industriais, entre elas a produg¢do de xaropes, detergentes, alcool, na
alimentagdo animal e na industria téxtil. O Cultivo em Estado Sélido (CES) ¢ uma técnica de
baixo custo de cultivo de micro-organismos utilizando residuos agroindustriais para a
producdo de enzimas industriais. O objetivo deste estudo foi comparar a producdo e
propriedades cataliticas de amilases produzidas por espécies fungicas distintas cultivadas em
CES, isoladas em diferentes ambientes do Estado do Mato Grosso do Sul — MS. O substrato
agroindustrial com maior produgdo amilolitica para todos os fungos testados foi o farelo de
trigo, devido as suas caracteristicas que favorecem o crescimento microbiano. As umidades
iniciais otimas do meio de cultivo variaram entre 55—65% dentre as espécies. O fungo R.
microsporus apresentou melhor tempo de cultivo de 24h, C. echinulata 72h e G. butleri, L.
ramosa ¢ T. aurantiacus 96h. O pH 6timo se encontrou entre 4,5—6,0 ¢ a temperatura 6tima
entre 55—65 °C. Os resultados demonstram que as espécies fungicas isoladas do estado do
Mato Grosso do Sul possuem potencial para producdo de amilase em meios de custo reduzido

e com caracteristicas desejaveis.

Palavras chave: Producdao de amilase; Cultivo em estado solido; Residuos agroindustriais;

Biodiversidade.



ABSTRACT

Amylases are enzymes that hydrolyze starch signals generating smaller sugars and are divided
into endoamylases, exoamylases and debranching amylases. These enzymes have several
industrial applications, including the production of syrups, detergents, alcohol, animal feed
and the textile industry. Solid State Cultivation (CES) is a low-cost technique for cultivating
microorganisms using agro-industrial residues for the production of industrial enzymes. The
aim of this study was to compare the production and catalytic properties of amylases
produced by different fungal species cultivated in ESC, obtained in different environments in
the State of Mato Grosso do Sul - MS. The agroindustrial substrate with the highest
amylolytic production for all fungi tested was wheat bran, due to its characteristics that favor
microbial growth. Optimum initial moisture content of the culture medium varied between
55-65% among species. The fungus R. microsporus showed the best cultivation time of 24h,
C. echinulata 72h and G. butleri, L. ramosa and T. aurantiacus 96h. The optimum pH was
found between 4.5—6.0 and an optimum temperature between 55—65 °C. The results showed
that fungal species from the state of Mato Grosso do Sul have potential for amylase

production in low-cost media with desirable characteristics.

Keywords: Amylase production; Solid state cultivation; Agro-industrial waste; Biodiversity.
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1. INTRODUCAO

O cultivo em estado solido (CES) ¢ uma técnica de cultivo de micro-organismos
utilizada para a produgdo de enzimas industriais, transformando residuos agroindustriais em
produtos com valor agregado. O CES apresenta elevada aplicabilidade em paises com
abundancia de biomassa e residuos agroindustriais, que podem ser utilizados como
matérias-primas de baixo custo (LIMA et al., 2021). A técnica CES pode ser considerada uma
Otima solucdo para o cultivo de fungos filamentosos, pois além da atratividade econdmica, a
quantidade de dgua requerida ¢ muito inferior a do cultivo submerso, e a produgdo enzimatica
pode ser ainda maior, devido ao substrato solido ser mais semelhante ao habitat natural de
fungos filamentosos (CAROCA et al., 2021).

Dentre as enzimas de interesse industrial produzidas por cultivo em estado sélido
destaca-se a amilase, utilizada nos mais diversos setores com especificagdes e caracteristicas
desejadas diferentes para cada um deles. As amilases utilizadas na sacarificagdo do amido por
exemplo, devem ser termoestaveis devido a elevada temperatura em que estes processos
ocorrem; uma temperatura Otima de atividade entre 50—55 °C também ¢ desejavel na
panificacdo, onde ¢ responsavel por melhorar a maciez e qualidade da massa.

As o-amilases sdo utilizadas na clarificacdo de sucos de fruta de acordo com
preferéncias do consumidor final, com temperatura 6tima de 60 °C e pH de trabalho entre
5,0-5,5. Por outro lado, na industria de detergentes € interessante que as a-amilases utilizadas
tenham uma temperatura 6tima de trabalho de cerca de 25 °C, seja estavel em ambientes
alcalinos e sejam tolerantes aos componentes dos detergentes, como agentes oxidantes e
surfactantes (LIM; OSLAN, 2021).

Na industria téxtil, assim como na maioria dos casos, enzimas amiloliticas com
estabilidade em temperaturas mais altas (60 °C) sdo desejaveis para a desengomagem
(remog¢ao do amido) biotecnoldgica para permitir a absor¢ao de 4gua e agentes de acabamento
de forma mais eficiente do que a desengomagem quimica, onde ha danificacdo das fibras do
tecido.

A equipe do Laboratorio de Enzimologia e Processos Fermentativos -—
LEPFER/UFGD (Universidade Federal da Grande Dourados) realiza desde 2010, trabalhos de
isolamento e selecdo de linhagens fungicas isoladas em ambientes industriais e nativos do
estado do Mato Grosso do Sul (cerrado, pantanal e resquicio de mata atlantica), em busca de
micro-organismos produtores de enzimas com caracteristicas interessantes economicamente,

com alta eficiéncia, elevada producdo e baixo custo. Nesse contexto, o presente trabalho retne



informagdes sobre a produgdo e caracterizagdo das enzimas amiloliticas de 5 espécies

fingicas isoladas no estado do Mato Grosso do Sul e estudadas pela equipe do LEPFER.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Amido

O amido ¢ o principal carboidrato de reserva vegetal, presente em grande escala na
alimentacio humana. E produzido pelas plantas verdes e encontrado em grande quantidade
em alimentos como batata, milho, arroz e trigo. E um carboidrato que pode ser hidrolisado
pela a¢do de micro-organismos produtores de enzimas amiloliticas e convertido em dioxido
de carbono, 4gua, minerais e agucares menores sem impacto ambiental (SOYKEABKAEW;
THANOMSILP; SUWANTONG, 2015; FU et al., 2014).

Este carboidrato ¢ composto essencialmente por numerosas unidades de glicose
interligadas, formando dois tipos de moléculas: a amilose ¢ a amilopectina. A primeira delas
forma uma cadeia de glicose relativamente linear, e a segunda possui uma estrutura com
muitas ramificagdes (Fu et al., 2014; LI et al., 2020). A amilose ¢ formada por unidades de
glicose ligadas entre si por ligacdes a-1,4 e possui uma excelente habilidade de formacdo de
filmes, enquanto a amilopectina ¢ formada por cadeias curtas a-1,4 ligadas por ligacdes
glicosidicas a-1,6 que ocorrem a cada 25 a 30 unidades de glicose (JIMENEZ et al., 2012).

Os granulos de amido podem ser classificados em trés categorias, sendo elas o amido
de digestdo rdpida, amido de digestdo lenta e amido resistente, € podem assumir variados
formatos como esferas, elipsoides, poligonos, plaquetas ou tibulos irregulares. O formato e
tamanho variam de acordo com a fonte vegetal (LI er al, 2020; SOYKEABKAEW;
THANOMSILP; SUWANTONG 2015).

Jimenez et al. (2012) afirma que filmes e revestimentos comestiveis feitos de amido
sdo usados na protecdo de alimentos para aumentar a sua vida util. Ainda segundo o mesmo
autor, amidos nativos e modificados desempenham um importante papel na industria
alimenticia devido a possibilidade da sua utilizacdo para alterar as propriedades fisicas de
produtos como sopas, molhos e produtos carneos, principalmente na modificacdo da textura,

viscosidade, adesdo, formacao de gel e filme, e retengdo de umidade.

2.2. Amilase



Considerando a importancia do amido e sua abundancia na natureza, inclusive na
alimentagcdo humana, as enzimas que hidrolisam este carboidrato consequentemente também
apresentam grande relevancia. Chamadas de amilases, estas enzimas hidrolisam as ligacdes
glicosidicas a-1,4 e a-1,6. As a-amilases também chamadas endoamilases, por hidrolisarem
apenas as ligacdes glicosidicas internas, geram oligossacarideos de cadeia curta (como as
amilopectinas), e as P-amilases, também chamadas exoamilases por clivarem as ligagdes
glicosidicas das extremidades, liberam carboidratos fermentesciveis de cadeias menores
(maltose, glicose e maltotriose) (YANG et al., 2019). A glucoamilase ¢ uma enzima que
também integra o grupo das exoamilases, ¢ encontrada em fungos, leveduras e bactérias e
possui a glicose como produto final (LAGO et al., 2021). As isoamilases sdo enzimas
desramificadoras que clivam as ligagdes glicosidicas a-1,6 da amilopectina e dextrinas
ramificadas para produzir dextrinas lineares (GOUS; FOX, 2017; GUI et al., 2021).

O principal produto gerado pela acdo das enzimas amiloliticas ¢ a glicose, mas
também ocorre a formacdao de maltose, maltotriose e dextrinas (LAGE, 2018). 30% do
mercado mundial de enzimas ¢ ocupado pelas aplicacdes biotecnologicas das amilases em
diversos segmentos industriais, substituindo quase por completo a utilizagdo de hidrolise
quimica do amido (ERTAN; BARKAN; YARKIN, 2014).

Alguns dos setores que mais utilizam amilases sdo os setores alimenticio,
farmaceéutico, téxtil, de detergentes, de papel, de alimentagdo animal e da indistria de agucar,
entre outros. Além disso, as preocupacdes ambientais levaram ao aumento de pesquisas e
desenvolvimento de produtos relacionados ao uso de amilases nas ultimas décadas, fazendo
com que novos produtos e aplicacdes estejam em forte emergéncia (AKASSOU; GROLEAU,
2018; SOYKEABKAEW; THANOMSILP; SUWANTONG, 2015).

De acordo com Akassou e Groleau (2018), as enzimas utilizadas industrialmente
devem idealmente manter a atividade e estabilidade em altas temperaturas, uma vez que o
amido passa a ser soluvel a partir dos 100 °C, e em condig¢des acidas (com pH variando entre
4,5-5,5), que sdo as condi¢des utilizadas na industria que possibilitam, entre outras coisas,
evitar a contaminag¢ao do meio por micro-organismos.

As enzimas amiloliticas sdo encontradas na maior parte dos seres vivos, sendo
produzidas por bactérias, fungos, plantas e animais, devido a sua importancia na hidrdlise do
amido para a utilizagdo na propria nutricdo. No entanto, as caracteristicas das amilases

encontradas nas variadas fontes diferem muito entre si, gerando uma grande diversidade e



abrindo espago para a sua exploracdo na pesquisa e desenvolvimento de novos processos, de
acordo com as suas vantagens para a industria e o ambiente (LAGE, 2018).

Entre as fontes de amilases utilizadas industrialmente, prevalecem os fungos e as
bactérias devido a maior facilidade da extragdo da enzima. Contudo, destacam-se os fungos
filamentosos, cuja capacidade de secretar amilases e outras enzimas produzidas por eles
naturalmente e em quantidade suficientemente atrativa, recentemente os tornou importantes
para a producdo enzimatica industrial. As espécies mais comumente utilizadas sdo Penicillium

sp, Aspergillus niger, Themomyces lanuginosus e Trichoderma sp (ABDULLAH et al., 2017).

2.3 Cultivo em estado solido — CES

De acordo com Manan e Webb (2018), o cultivo em estado sélido (CES) tem sido
definido de diversas formas, mas que resumidamente refere-se a fermentacdo microbiana, na
auséncia ou proximo da auséncia de dgua livre entre as particulas do substrato, estando assim
préximo do ambiente natural ao qual os micro-organismos selecionados, especialmente
fungos filamentosos sdo naturalmente adaptados. Outra defini¢dao pertinente ¢ a de Rahardjo
et al. (2005), que estabelece o CES como o crescimento de micro-organismos em substrato
solido e tmido, no qual uma quantidade suficiente de 4dgua estd presente para manter o
crescimento ¢ metabolismo do micro-organismo, permitindo a circulagdo de ar entre as
particulas.

O processo de cultivo em estado so6lido possui diversas diferengas em comparagao
com o método tradicional de cultivo submerso, uma vez que simula de forma mais proxima o
ambiente natural do micro-organismo, o que permite maior produgdo enzimatica, maior
estabilidade das enzimas em relacdo as variagdes de pH e temperatura, e menor
susceptibilidade a inibigdo. Possui também vantagens ambientais, pois requer um consumo
energético menor e propde uma nova finalidade para os residuos agroindustriais, que
normalmente seriam descartados. Além disso, ¢ uma técnica mais simples, o que gera
economia financeira e de tempo (WANG et al., 2019; MANAN; WEBB, 2018; SANTOS et
al., 2018).

No entanto, ndo se deve negligenciar o controle de alguns fatores como o tempo de
cultivo, temperatura, pH, atividade de &4gua, substratos e atendimento das necessidades
nutricionais do micro-organismo, que afetam diretamente a produgao enzimatica e a qualidade

geral dos resultados obtidos com o processo (SANTOS et al., 2018).



Os substratos utilizados no cultivo em estado sélido sdo de modo geral, residuos
agroindustriais lignocelulosicos, que funcionam como uma excelente fonte de carbono e
nitrogénio, além dos outros elementos minerais necessarios ao metabolismo do
micro-organismo, principalmente das espécies fungicas, desde o seu crescimento até a sua
produgdo enzimatica e de metabdlitos (WANG et al., 2019).

De acordo com pesquisas de Ertan, Balkan e Yarkin (2014), o cultivo submerso
enfrenta problemas com a inibi¢ao enzimatica por concentragdo de metabolitos, especialmente
glicose. Na literatura, encontram-se relatos que demonstram que o cultivo em estado solido
tem a capacidade de minimizar este efeito inibitorio, podendo manter uma alta producao
mesmo em meio contendo 15% de glicose, em contraste com uma inibi¢do enzimatica
completa em meio de cultivo submerso contendo apenas 1% de concentracdo de glicose.

A industria de alimentos e bebidas lidera os setores industriais que mais produzem
residuos agroindustriais, sendo esses, uma excelente fonte de biomassa nutritiva, que podem
ser aplicados em cultivos microbioldgicos. O cultivo em estado sélido ¢ um processo
biotecnoldgico que emergiu para agregar valor a estes materiais, evitando o seu descarte na
natureza e substituindo o cultivo submerso por um método simples e econdmico (MURTHY;

NAIDU; SRINIVAS, 2009; FRANCIS et al., 2002).

3. OBJETIVO
Comparar a produgdo e as propriedades cataliticas de amilases produzidas por espécies

fungicas distintas, isoladas em diferentes locais do estado do Mato Grosso do Sul - MS.

4. METODOLOGIA

4.1 Micro-organismos

No presente trabalho foram avaliados 5 espécies de fungos filamentosos, sendo:
Gongronella butleri (mesoéfilo) isolado de amostras de solo do cerrado, Lichtheimia ramosa
(mesofilo) isolado de bagaco de cana processado em uma industria de etanol de
cana-de-agucar ¢ Cunninghamella echinulata (meso6filo) isolado de amostras de solo da Mata
Atlantica coletado na Serra da Bodoquena (Bodoquena — MS), Thermoascus aurantiacus

(termofilo) isolado de serapilheira da Mata Atlantica na cidade de Dourados- MS (Mata do



Azuldo) e Rhizopus microsporus (terméfilo) isolado de frutos em decomposi¢ao no Cerrado

(tabela 1).

Tabela 1: Micro-organismos isolados e selecionados e seus respectivos identificadores

Espécie Local de isolamento =~ Temperatura Identificacdo Taxondmica

de cultivo

G. butleri Amostra de solo do 30°C Colegao Brasileira de Microrganismos
Cerrado (Dourados-MS) de Industria e Meio Ambiente -
CBMAI/ UNICAMP - Campinas - SP

L. ramosa Bagaco de cana 30°C Laboratorio de Ecologia e Sistematica
processado em industria de fungos, IB/UNESP Rio Claro - SP
de etanol
(Dourados-MS)
C. echinulata Amostra de solo da Serra 30°C Micoteca URM -Universidade Federal
da Bodoquena do Pernambuco, Recife - PE
(Bodoquena/MS)
T. aurantiacus Serrapilheira de mata 45°C Laboratorio de Ecologia e Sistematica
atlantica (Dourados/MS) de fungos, IB/JUNESP Rio Claro - SP
R. microsporus Frutas do Cerrado 45 °C Micoteca URM -Universidade Federal
(Dourados/MS) do Pernambuco, Recife - PE

4.2 Inéculo

Os fungos foram cultivados em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 40 mL de
agar Sabouraud Dextrose e incubados por 48h a 30 °C (mesoéfilos) e 45 °C (termofilos). As
suspensOes fungicas foram obtidas pela adicdo de 25 mL de solugdo nutriente e raspagem
suave da superficie. A solu¢do nutriente foi composta de 0,1% de sulfato de amoénio, 0,1% de
sulfato de magnésio heptahidratado e 0,1% de nitrato de amonio. Os fungos foram inoculados

nos residuos agroindustriais pela transferéncia de 5 mL da suspens@o microbiana.

4.3 Cultivo em estado solido (CES)

Os fungos foram cultivados em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 5 g de
diferentes residuos agroindustriais (farelo de trigo, palha de milho, sabugo de milho, casca de
arroz, farelo de soja e bagaco de cana-de-agucar), que foram lavados com 4agua destilada e
secos em estufa a 50 °C por 48h. O substrato que apresentou maior producdo amilolitica foi
utilizado para avaliar outros parametros de cultivo, como: umidade, e tempo de cultivo. As

condigdes Otimas de cada experimento foram utilizadas nos ensaios subsequentes. Foram
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feitas repeticdes em todos os experimentos, € os resultados apresentados sdo suas respectivas

médias. Todo o material utilizado foi autoclavado a 121 °C por 20 min.

4.4 Extracio das enzimas

A extra¢do das enzimas foi feita por meio de adicdo de 50 mL de 4gua destilada nos
substratos miceliados e agitagdo a 100 rpm por 1 h. As amostras foram filtradas em tecido de
nylon e centrifugadas (3.000 x g por 10 min). O sobrenadante foi considerado extrato

enzimatico e utilizado nos ensaios subsequentes.

4.5 Determinacao da atividade amilolitica

A atividade amilolitica foi determinada pela adi¢cdo de 0,1 mL de extrato enzimatico
em 0,9 mL de solugdo tampao acetato de sodio (0,1M) contendo 1% de amido de milho. Apds
10 minutos de reacdo, o agucar redutor resultante foi quantificado pelo método DNS (4cido
dinitrosalicilico) descrito por Miller (1959). A unidade de atividade enzimatica foi
considerada como sendo a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 pmol de produto

por minuto de reagao.

4.6 Caracterizacao bioquimica das amilases produzidas por CES
O pH o6timo foi determinado por quantificagdo de atividade enzimatica a 50 °C em

diferentes valores de pH, utilizando o tampao Mcllvaine (3,0-8,0). A temperatura 6tima foi
determinada pela dosagem da atividade enzimatica em diferentes temperaturas nos
respectivos valores de pH 6timos. A estabilidade de pH foi avaliada pela incubagao da enzima
em diferentes valores de pH por 24h a 25 °C. Os tampoes usados foram Mcllvane (3,0—8,0),
Tris HC1 0,1M (8,0-8,5) e glicina NaOH 0,1M (8,5-10,0). A termoestabilidade enzimatica foi
determinada pela incubacdo das enzimas em diferentes temperaturas durante 1h. A atividade

residual foi determinada sob condi¢des 6timas de pH e temperatura.

4.7 Potencial catalitico para amidos de diferentes fontes

O potencial de hidrolise de amidos de diferentes fontes foi avaliado por meio de ensaios
contendo como substrato: amido de batata, milho, mandioca e trigo em tampdo Mcllvaine e
acetato de sodio nas respectivas condigdes O0timas de pH e temperatura. Os produtos liberados

foram quantificados pelo método DNS.

4.8 Analises estatisticas



Todos os experimentos foram feitos em repeti¢cdes, e os resultados relatados sdo a média
destas repetigdes. Os testes estatisticos incluem um teste ANOVA seguido por um teste de

Tuckey.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Producao de amilase em CES

Os micro-organismos foram cultivados em diferentes substratos agroindustriais x e
tiveram suas respectivas produgdes de amilase avaliadas. Em todas as avalia¢des, os cultivos
em farelo de trigo foram os que apresentaram a maior produ¢ao de enzimas amiloliticas, com
valores muito acima da producao obtida com os demais substratos (Tabela 2).

H4 relatos da boa atuacdo do farelo de trigo como substrato para crescimento de
fungos filamentosos na literatura, inclusive na producdo de outras enzimas de sacarificacao,
podendo ser explicado pelas caracteristicas do farelo de trigo que favorecem o crescimento
microbiano, devido sua reduzida compactacdo, nutrientes acessiveis no meio € penetracao
eficiente dos micélios (EL-SHISHTAWY et al., 2014). Além disso, ¢ um dos residuos
agroindustriais utilizados para producdo de enzimas, com melhor custo e beneficio, quando
comparado com outros bioprodutos, como: soja, arroz ¢ milho (GONCALVES; JORGE;
GUIMARAES, 2016). Almanaa et al. (2020) realizaram estudos avaliando a produgdo de
amilases em diferentes residuos agroindustriais como substrato por meio do CES, e o que
apresentou maior produgdo enzimatica foi o farelo de trigo, se destacando com significativa
diferenca da producdo dos demais substratos.

Tabela 2: Producao de amilase (U/g) por fungos filamentosos cultivados em estado s6lido em

diferentes residuos agroindustriais

Substrato Farelo de Palha de Sabugo de Casca de Farelo de Bagaco de cana de
trigo milho milho arroz soja acucar

C. echinulata 157,66 7,78 5,62 5,84 15,88 2,14

R. microsporus 1448 8,55 5,36 6,10 3,46 3,31

L. ramosa 3204 8,8 9,2 3,9 10,5 -

T. aurantiacus 44,2 6,2 5,2 4,7 7,6 3,7

G. butleri 35,57 6,03 2,29 2,71 9,56 -

Quanto a umidade inicial de cultivo, C. echinulata e G. bluteri apresentaram maior
producdo de amilases em cultivos contendo 55% de umidade, com alta producdo enzimatica

entre 50-55% e 50-60%, respectivamente. As maiores producdes de amilase pelos fungos R.
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microsporus € T. aurantiacus foram obtidas com 65% de umidade inicial. O fungo L. ramosa
apresentou maior produgdo com umidade inicial de cultivo de 60%, com produgdo elevada
também aos 55 e 65% de umidade inicial (Tabela 3).

Tanto o aumento quanto a diminui¢do da umidade inicial do meio de cultivo
influenciam diretamente na producdo de enzimas. Como descrito por Abdullah et al. (2017), a
provavel razdo para que essa variagdo na producdo enzimatica ocorra ¢ a redugdo da
solubilidade dos nutrientes ao diminuir a umidade. Por outro lado, umidade em excesso
prejudica o crescimento do micro-organismo, principalmente pela interferéncia na difusdo de

oxigeénio.

Tabela 3: Atividade enzimatica (U/g) de amilases produzidas por fungos filamentosos em

farelo de trigo em diferentes umidades iniciais

Umidade inicial

Micro-organismo 50% 55% 60% 65% 70% 75%

G. butleri 45,1 51,26 46,2 28,9 26,7 9,8
L. ramosa 300,0 349,0 369,8 328,5 273,44 245,5
T. aurantiacus - 50,8 56,2 65,1 51,2 459
C. echinulata 160,2 179,61 132,1 118,2 88,4 73,1
R. microsporus - 104,3 148,9 175,28 80,1 74,6

Um dos parametros mais importantes a ser avaliado em uma enzima com potencial
aplicagdo industrial ¢ o tempo de cultivo. Dentre os micro-organismos estudados, R.
microsporus apresentou maior producdo enzimatica em apenas 24h de cultivo, seguido por C.
echinulata que atingiu sua maior producdo em 48h. Os demais micro-organismos avaliados
apresentaram maior producdo de amilase com 96h de cultivo. De forma geral, apos atingir o
pico de producao enzimatica foi evidenciado uma tendéncia de queda na atividade amilolitica
dos extratos enzimaticos (Tabela 4). A provavel causa dessa queda € o alcance do final da fase
log do micro-organismo e inicio da fase estaciondria, onde ndo ha disponibilidade de agticares
e outros nutrientes em abundancia, resultando na redu¢do da atividade metabolica do
micro-organismo. Outro fator que pode diminuir a atividade catalitica dos extratos
enzimdticos ¢ o acumulo de inibidores provenientes do crescimento fungico e produtos
resultantes da propria atividade enzimatica, como glicose por exemplo (ABDULLAH et al.,
2017).

Os tempos de cultivos obtidos no presente trabalho sdo consideravelmente menores

que os descritos na literatura, para producdo de amilases por cultivo em estado solido.
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Melnichuk et al. (2020) realizou o cultivo em estado sélido de Aspergillus oryzae e obteve
melhor tempo de cultivo para extragdo de alfa-amilase em 14h. Em estudo feito por
Balakrishnan ef al. (2021), a producao de amilase pelo micro-organismo Apergillus oryzae
alcangou seu maximo de produgdo com 108h de cultivo.

Conhecer o melhor tempo de cultivo dos micro-organismos possibilita planejar os
processos fermentativos de forma eficaz, extraindo deles o melhor custo-beneficio. Quanto

menor o tempo de cultivo, mais ciclos de fermentagao podem ser realizados.

Tabela 4: Produ¢do de amilases (U/g) de acordo com o tempo de cultivo em estado sé6lido de

fungos filamentosos

Micro-organism  24h 48h 72h 96h 120h
0

G. butleri 12,7 42,2 52,0 63,25 42,1
L. ramosa 150,0 269,1 312,8 417,2 321,3
T. aurantiacus 38,9 31,6 82,4 1445 39,7
C. echinulata 102,0 229.,5 2349 210,1 -

R. microsporus 224.8 208,2 159,9 171,3 -

5.2 Caracteriza¢ao bioquimica das amilases

Em relacdo a temperatura 6tima e a termoestabilidade, todas as enzimas amiloliticas
apresentaram perfis semelhantes, com temperatura 6tima entre 55-65 °C e termoestabilidade
em valores proximos a 60 °C. As enzimas produzidas pelos fungos mesoéfilos G. butleri e C.
echinulata apresentaram estabilidade térmica apds 1 hora a 40 e 45 °C, respectivamente. No
entanto, surpreendentemente a amilase produzida pelo fungo mesoéfilo L. ramosa manteve-se
estavel até 55 °C, apresentando maior termoestabilidade, mesmo quando comparada com as
enzimas produzidos pelos fungos termofilos 7. aurantiacus e R. microsporus, que foram
estaveis até 50 °C (Tabela 5).

Temperaturas Otimas elevadas e termoestabilidade sdo caracteristicas desejaveis
industrialmente. Processos realizados em altas temperaturas evitam contaminagdo
microbioldgica e consequentemente dispensam a manutencdo constante das condigdes
assépticas, mas principalmente porque a maioria dos processos industriais que necessitam da
acdo de amilases ocorrem em altas temperaturas (RASPOPOVA; KRASNOSHTANOVA,
2016).
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O pH otimo encontrado para as enzimas variaram entre 4,5-6,0. As enzimas
apresentaram estabilidade em ampla faixa de pH, com destaque para as amilases produzidas
por L. ramosa, que se mantiveram estaveis em pH 3,5-11,0 apos 24h (Tabela 5).

A estabilidade estrutural destas enzimas € essencial para manter sua atividade durante
as variacdes dos pardmetros dos processos industriais. Como relatado por Oliveira et al.
(2016), pequenas alteracdes moleculares como o nimero de ligacdes de hidrogénio, grau de
hidrofobicidade da molécula e a quantidade de ligagdes i0nicas podem produzir grandes

modificacdes na estabilidade de uma proteina.

Tabela 5: Temperatura 6tima, pH 6timo, estabilidade ao pH e termoestabilidade de amilases

produzidas por fungos filamentosos cultivados em estado solido em farelo de trigo

Micro-organismos pH 6timo  Temperatura pH de Temperatura de
otima (°C) estabilidade estabilidade
(O
G. butleri 5,0 55 3,5-9,5 30-40
L. ramosa 6,0 60 35-11 30 - 55
T. aurantiacus 6,0 60 4,5-9,5 30-50
C. echinulata 5,0 60 4,0-8,0 30-45
R. microsporus 4.5 65 3,5-95 30-50

6. CONSIDERACOES FINAIS
Os resultados obtidos no presente trabalho permitem inferir que a biodiversidade
fungica presente nos diferentes biomas do Centro—oeste brasileiro apresenta potencial para
producao de amilases em meios de reduzido valor agregado.
As caracteristicas bioquimicas das enzimas amiloliticas relatadas justificam a
continuidade de trabalhos com o presente escopo, de forma que contribuem com a construcao
de conhecimento cientifico sobre a biodiversidade desses biomas atualmente ameagados e

ainda pouco explorados cientificamente.
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