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RESUMO

Dentre as enzimas industriais, as amilases apresentam destague no mercado
mundial, podendo ser utilizadas em diferentes processos: obtencdo de xaropes de
glicose ou maltose, processamento de alimentos e bebidas, elaboragédo de racédo animal e
producado de etanol a partir de fontes amilaceas. O presente trabalho teve como objetivo
delinear as condi¢cbes Otimas de cultivo para producdo de amilases pelo fungo
filamentoso Gongronella sp., linhagem recentemente isolada do solo do cerrado e
selecionada para producdo de amilases pelo nosso grupo de pesquisa. Dentre os
parametros fermentativos avaliados, o fungo apresentou maior producdo enzimética,
cerca de 63,25 U/g, quando cultivado por 96 horas em farelo de trigo com 55% de
umidade inicial a 25°C. Com isso, observamos que essa espécie doG@mgmanella
apresenta um potencial de producdo de amilase em meio de cultivo com reduzido valor
industrial. Por ser uma cepa isolada em uma regido de cerrado, acreditamos que tenha
caracteristicas especificas interessantes e assim, em seu potencial para a continuidade
em pesquisas futuras visando outras biomoléculas, outa informacdo importante € a
escassez de trabalhos cientificos com esse género microbiano, visando em etapas
futuras, a descricAo das caracteristicas bioquimica deste novo biocatalizador
prospectado pela nossa equipe.

Palavras-chave: Gongronella sp; fermentagdo em estado sélido; residuos
agroindustriais.



1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 ENZIMAS

1.1.1 DEFINICAO E DENOMINACAO DE ENZIMAS

Enzimas séo catalisadores biolégicos que aumentam a velocidade das reacfes
quimicas, reduzindo a energia livre necessaria para iniciar a reacdo, mas possuem uma
grande especificidade pelos substratos, isso significa que sua atividade enzimatica é
controlavel e seletiva (ARANTES, 2008). As enzimas sdo compostas por aminoacidos
interligados por ligagbes peptidicas. Os aminoacidos apresentam em sua formula
quimica um grupo amino (-NH2), um grupo carboxilico (-COOH) e um radical R, pelo
qual se diferenciam (KIELING, 2002). Conforme citado em BON et al. (2008), as
proteinas podem apresentar estrutura primaria, secundaria, terciaria e quaternaria, sendo
que a sua funcionalidade decorre de sua conformagéo tridimensional (figura 1).

Figura 1. Representagdo dos quatro niveis de organizagdo estrutural das proteinas.

Estrutura Estrutura Estrutura Estrutura
primaria secundaria terciaria quaternaria

Fonte: (MORAES et al., 2013).

Na estrutura primaria da molécula protéica, os aminoacidos estédo ligados uns
aos outros através da ligacao peptidica, estabelecida entre o grupo a-carboxila de um
aminoacido ¢ o grupo a-amino do aminoacido subseqiiente, formando uma longa
cadeia. Na estrutura secundaria, a cadeia peptidica pode ter segmentos em a-hélice ou
folha pB-pregueada, sendo formadas e estabilizadas por pontes de hidrogénio. J& na

estrutura terciaria, as ligacdes quimicas que a estabelecem e a mantém sdo formadas
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entre os grupos R dos aminoacidos. Grupos R com carga elétrica positiva fazem
ligacBes eletrostaticas com grupos R com carga negativa. Existe também uma ligacéo
covalente que mantém a estrutura terciaria: sdo as pontes dissulfeto formadas pela
oxidacdo de dois gruposSH, cada um dos quais presente na cadeia lateral de um
residuo de cisteina, o Unico aminoacido a apreseBtdrno grupo R. As forcas que
mantém a estrutura quaternaria sdo as mesmas da estrutura terciaria como: interagdes
hidrofébicas, pontes de hidrogénio e ligacdes salinas, com excecdo das pontes
dissulfeto, entre grupos R de aminoacidos pertencentes a cadeias polipeptidicas
diferentes (MARIOTTO, 2006).

Figura 2. Representacdo dos mecanismos de estabilizacdo da estrutura da proteina.

Pontes de
dissullsin

Ponles de
hidroginio

Salinas

Interagbes
Hidrofbbicas

Fonte: (GOMES et al., 2007).

As enzimas podem ser de origem animal, vegetal e microbiolégica, sendo esta
Gltima de maior interesse para aplicacdo industrial por apresentarem menor custos na
sua obtencdo, além da possibilidade de producédo em larga escala (BARATTO, 2011).
Embora a maioria das enzimas sejam endocelulares, algumas sdo exocelulares, as quais
sdo secretadas para fora da célula viva, como por exemplo, as amilases fungicas
(SPIER, 2005).

As enzimas séo classificadas por sua especificidade de reacédo e pelos substratos
com que reagem (tabela 1). As enzimas se denominam adicionando a terminagédo ase ao
nome do substrato com o qual realizam rea¢bes (LAIDLER, 1954). Por exemplo, as
enzimas que controlam a hidrélise da proteina sdo denominadas proteasese as qu

hidrolisam o amido sao as amilases.
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Tabela 1.Representacado da classificacdo das enzimas e seus tipos de reacdes.

Classes de enzima Reacdes catalisadas pelas enzimas

Oxidorredutases Reacdes de oxido-reducdo ou transferénci
elétrons (ions hidretos ou atomos de hidrogé
atuando em CH-OH, C=0, C=0-, ONH-, NADH
e NADPH.

Transferases Reacdes de transferéncia de grupos funcic
entre moléculas. Grupos com 1C, aldeido ou ce
acil, glicosil, fosfatos e enxofre.

Hidrolases ReacbBes de hidrolise (ésteres, ligag
glicosidicas, peptidicas, outras ligagbes C-I

anidridos acidos).

Liases Reacgbes de quebra de ligagbes covalente
remocdo de moléculas de agua, amobnia e
carbbnico (=C=C=, =C=0, =C=N\-

Isomerases Reac0bes de transferéncia de grupos denti

mesma molécula para formar isémeros.

Ligases Reacbes de formacao de novas molécul
partir da ligacdo entre duas pré-existentes a cus
energia (C-0O, C-S, C-N, C-C).

Fonte: (ARAUJO, 2009).

1.1.2 ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade enzimética é a capacidade que as enzimas apresentam em reagir com
determinados constituintes das células ou substratos, formando complexos ou até
mesmo compostos, e sua medicao se da atraves de sua velocidade de reagdo (KIELING,
2002). A concentragao de produto formado aumenta linearmente num dado intervalo, e

a partir de certo tempo, a velocidade decresce, podendo esse fenébmeno ser explicado,
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por exemplo, quando a adicdo de mais reagente ndo aumenta a velocidade, entdo esta
passa a ser constante porque ndao depende mais da concentracdo dos reagentes, mas de
outros fatores, como aumento da temperatura que provoca desnaturacdo das proteinas,
fazendo com que as enzimas percam sua atividade catalitica ou ainda a presenca de
substancias que alteram a sua atividade, como inibidores que influenciam a ligacdo do
substrato. (LIMA et al., 2001; BAUMER et a2008)

Segundo Lima et al. (2001), a escolha do método de determinacgdo da atividade de
uma enzima é muito importante e requer conhecimento prévio de alguns parametros
como concentragcdo enzimatica, a qual permite obter uma variacdo linear da
concentragdo de produto. So utilizados métodos como espectrofotometria, titulometria,
fluorimetria entre outros. Uma unidade de atividade é considerada como a quantidade
de enzima necessaria para formacdo de um pmol do produto por minuto de reacdo em

condicOes pré-estabelecidas.

1.1.3 FATORES QUE CONTROLAM A ATIVIDADE ENZIMATICA

Alguns fatores sdo capazes de controlar ou afetar a atividade catalitica de uma
enzima, como o pH, a concentracédo de substrato ou enzima e a temperatura do meio,
podendo os mesmos ser ajustados para diminuir ou aumentar a velocidade da reacéo
(ARAUJO, 2009).

O pH por exemplo, pode influenciar na velocidade das reacdes enzimaticas, pois
as enzimas apresentam grupos quimicos ionizaveis nas cadeias laterais de seus
aminoacidos e de acordo com o pH do meio, estes grupos podem ter carga elétrica
positiva, negativa ou neutra. Como a conformacao das proteinas depende em parte das
cargas elétricas presentes, cada enzima apresenta um pH 6timo mais adequado para sua
atividade catalitica. Além disso, o0 substrato e o sitio ativo das enzimas podem ser
afetados com as variacdes de pH (KIELING, 2002).

Outro fator que pode alterar a velocidade de reacdo é a temperatura, quanto maior,
maior também sera a velocidade até atingir a temperatura 6tima, quando ocorre a
atividade enzimética maxima. A partir dela, a velocidade comeca a diminuir por
desnaturacdo da molécula, pois em temperaturas elevadas ha alteracdo nas
conformacdes da estrutura da enzima, e isso influencia na ligagdo enzima-substrato,

impedindo que a enzima exerga sua funcao catalitica (ARAUJO, 2009).
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A velocidade de reacdo normalmente é diretamente proporcional a concentracéo
de enzimas presentes e a presenca de substancias téxicas, inibidores ou ativadores da

enzima também podem acarretar em desvios na reagao (lbidem).

1.1.4 ENZIMAS AMILOLITICAS E PRINCIPAIS APLICACOES
INDUSTRIAIS

As amilases hidrolisam moléculas de amido liberando diversos produtos, como
dextrinas, ciclodextrinas, maltose e glicose. As amilases podem ser divididas em quatro
grupos (figura 3) as a-amilases que rompem as ligacdes no interior do substrato
(endoamilases) liberando dextrinas lineares e ramificadas, as isoamilases que atuam nas
ramificacbes do amido (desramificantesy;p-amilases que hidrolisam unidades das
extremidades ndo redutoras do substrato (exoamilases) tendo como principal produto
maltose e as glucoamilases (amiloglucosidases) que também atuam nas extremidades
ndo-redutoras da molécula de amido, liberando unidades de glicose (SPIER, 2005).

Figura 3. Representagéo esqueméatica do modo de acdo de algumas amilases.
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Fonte: (SILVA; POLIZELI, 2009).

Amido e amilaceos sdo descritos como 0s substratos mais adequados para o

cultivo microbiano visando a producdo de amilases, podendo ser aproveitado residuos
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agricolas ou de processamento de amido, os quais contém quantidades residuais
suficientes para este fim. Véarios residuos agroindustriais tém sido utilizados para a

producdo de enzimas como uma fonte alternativa, por conta da sua disponibilidade e
baixo custo comercial, principalmente quando se visa a producédo em larga escala destas
enzimas. (CARVALHO et al.2008)

A utilizacdo de enzimas em processos industriais é indispenséavel, pois através
dela pode-se melhorar a qualidade de produtos ou tornar mais facil a obtencdo dos
mesmos. As amilases sdo enzimas responsaveis pela degradacdo de moléculas de
amido, carboidrato formado por dois polissacarideos: amilose e amilopectina
(BARATTO et al.,, 2011). A amilose € formada por unidades de glicose unidas por
ligagdes glicosidicas a-1,4, originando uma cadeia linear. J4 a amilopectina é formada
por unidades de glicose unidas em a-1,4 ¢ a-1,6, formando uma estrutura ramificada
(DENARDIN; SILVA, 2009). O amido é um carboidrato encontrado em abundancia na
natureza e utilizado como ingrediente de varios produtos alimenticios. Devido as suas
propriedades fisico-quimicas e funcionais exclusivas, este carboidrato tem grande

importancia nos mais variados setores industriais (ROCHA et al. , 2008).

Figura 4. Esquema representativo da estrutura da amilose e amilopectina.

CHOH H.OH CH:OH CH-OH

OH
Fonte: (MOURA, 2008).

As enzimas amiloliticas sdo amplamente aplicadas em processos biotecnolégicos,
tais como nas industrias téxteis, papel e celulose, couro, detergentes, bebidas destiladas,

cervejas, panificacdo, cereais para alimentacao infantil, liguefacdo e sacarificacdo do
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amido (producdo de xaropes), racdo animal, industria quimica e farmacéutica
(BARATTO et al. , 2011).

1.2 CULTIVO EM ESTADO SOLIDO (CES)

Atualmente, a bioconversao de residuos agroindustriais tem despertado interesse
uma vez que essas mateérias residuais representam recursos disponiveis e utilizaveis para
a sintese de produtos de valor agregado. Nesse contexto, o cultivo em estado solido
desempenha um papel de destaque no aproveitamento de residuos. sélidos
Posteriormente ao crescimento microbiano, geralmente ocorre a sintese de diversos
compostos com interesse comercial, como: enzimas, antibidticos, biofertilizantes, dentre
outros (PINTO et al. , 2005).

O cultivoemestado sélido pode ser  definido como o crescimento  de
microrganismos em substratos sdlidos, na auséncia de agua livre. O CES é vantajoso,
pois além de simular o habitat natural de microrganismos (principalmente fungos
filamentosos), apresenta maior produtividade, menor susceptibilidade a inibicdo e maior
estabilidade das enzimas a variagOes de temperatura e pH. Parametros como fonte de
carbono, nitrogénio e fosforo, pH, umidade e temperatura representam variaveis
operacionais determinantes neste tipo de processo (RODRIGUES-ZUNIGA et al.,
2011).
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2. OBJETIVO

Delinear as condi¢cdes Otimas de cultivo, em residuos agroindustriais, para
producdo de amilases pelo fungo filamentGamgronellasp., linhagem recentemente
isolada do solo do cerrado e selecionada para producéo de amilases pelo nosso grupo de

pesquisa.
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3. METODOLOGIA

3.1 Microrganismo: Neste trabalho foi utilizado um fungo filamentoso mesdfilo
recentemente isolado do solo do cerrado, identificado éeamgronellasp. O isolado

foi mantido emagar Sabouraud Dextose5°C.

3.2 Ino6culo: O microrganismo foi cultivado em frascos erlenmeyer de 250 mL
contendo 40 mL do meiagar Sabouraud Dextosaclinado, mantido por 48 horas a

28°C. A suspensao do microrganismo foi obtida pela raspagem suave da superficie do
meio de cultura empregando 25 mL de solucdo nutriente (0,1% de sulfato de amonio,
0,1% sulfato de magnésio hepta-hidratado e 0,1% nitrato de calcio). A inoculagéo do
fungo nos substratos (residuos agroindustriais) se deu pela transferéncia de 5 mL desta

suspensao.

3.3 Producdo de amilases por Cultivo em Estado Solido (CESP -cultivo
microbiano ocorreu em frascos erlenmeyer de 250 mL com 5 g de substratos
umedecidos com solucdo nutriente (descrita anteriormente). Todos os substratos foram
devidamente lavados com agua destilada e posteriormente secos em estGfgpar 50

48 horas. O material foi esterilizado a 121durante 20 minutos. Apos a inoculacao do
microrganismo, os frascos erlenmeyer foram mantidos a 28°C. Alguns parametros
fermentativos foram avaliados visando otimizar a producdo de amilase pelo
microrganismo, dentre eles: utilizacao de diferentes residuos como substratos (farelo de
soja, sabugo de milho, palha de milho, casca de arroz, farelo de trigo), umidade inicial
do meio (50, 55, 60, 65, 70 e 75 %), temperatura (20, 25, 30, 35 e 40 °C) e tempo de
cultivo (24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 h).

3.4 Extracdo da enzimaPara extracdo da enzima foram adicionados 50 mL de agua
destilada nos meios fermentados e mantidos em agitacdo por 1 hora. Posteriormente o

material foi filtrado para a separacéo meio solido do extrato enzimatico.

3.5 Determinacdo da atividade de amilaseA atividade enziméatica foi determinada
pela adicdo de 0,1 mL de enzima em 0,9 mL de tamp&at@ackt sodio 0,1M, pH 5,0
contendo 1% de amido de milho (Maizena®). Apds 10 roswte reacdo, o acucar
redutor liberado foi quantificado pelo método de DNS &RjBlo dinitrosalisilico)
20



descrito por Miller em 1959. Uma unidade de atividade erimanfoi definida como a

quantidade de enzima necessaria para liberar 1pumol de@pmiuninuto de reacao.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a determinacdo das condi¢Bes 6timas de producdo de amilase pelo fungo
Gongronellasp. foram utilizados os seguintes substratos: palha de milho, sabugo de
milho, casca de arroz, farelo de soja e farelo de milho. As atividades enzimaticas
obtidas pelo cultivo do microrganismo em cada um desses diferentes substratos podem

ser observados na tabela 2.

Tabela 2 -Producéo de amilase pelo fungongronellasp. em diferentes residuos
agroindustriais a 30°C com 65% de umidade no meio e 120 h de tempo de cultivo.

Substratos U/g U/ml
Palha de Milho 6,03 0,60
Sabugo de Milho 2,29 0,22
Casca de Arroz 2,71 0,27
Farelo de Soja 9,56 0,95
Farelo de Trigo 35,57 3,55

O substrato que apresentou maior potencial para producdo de amilase pelo
microrganismo foi o farelo de trigo, com uma atividade enzimética de 35,57 U/g.
Segundo Pandey (1992) a maioria dos fungos quando submetidos a FES apresenta uma
maior producédo com farelo de trigo devido suas propriedades nutricionais e sua textura.
Castro et. al (2013) descrevem que quatro linhagens fangicas isoladas do cerrado
produziram maior quantidade de enzima em farelo de trigo, quando comparado com a
producdo em sabugo de milho. Kunamneni et al. (2005) obtiveram uma atividade
enzimatica de 534 U/g quando utilizaram farelo de trigo, na producéo de amilase por
FES, a partir do fungarhermomyces lanuginosuapds um periodo de 120h de
fermentacdo, com 90% de umidade inicial a 50°C.

Outros parametros de cultivo também foram avaliados para otimizacdo da
producdo de amilase pe@ongronellasp., como: umidade, temperatura e o tempo de
cultivo (figura 5).

A umidade 6tima para producdo de amilase pelo fungo em farelo de trigo foi a
55% apresentando cerca de 51,26 U/g (figura 6A), apos 120 horas de cultivo a 30°C. O
nivel de umidade do substrato é um dos fatores que mais influenciam o cultivo
microbiano em estado soélido, podendo variar de acordo com a natureza do substrato,

21



tipo de produto final e necessidade do microrganismo. Um nivel de umidade muito alto
resulta na diminuicdo da porosidade, aumento no risco de contamengegficcdo das

trocas gasosas. Reduzidos niveis de umidade levam a um menor grau de crescimento
em relacdo ao 6timo e baixo grau de substrato realmente utilizado (LONSANE et al.,

1985).

Figura 5. Producéo de amilase pelo cultivo em estado sélido do f@oggronellasp.
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Diferentes temperaturas foram avaliadas para o cultivo do microrganismo em
farelo de trigo contendo 55% de umidade por 120 horas. A temperatura 6tima de
cultivo para producdo de amilase foi 25°C com 52,54 U/g (figura 2B), isso pode ser
explicado por se tratar de um microrganismo mesofilo. Sato e Sudo (1999) relatam que
a temperatura afeta tanto o crescimento quanto a producdo das enzimas, sendo
necessario eficiéncia na remocdo de calor. Bianchi et al. (2001) complementam que
devido as atividades metabdlicas dos microrganismos e dependendo da altura da
camada de substrato, uma grande quantidade de calor pode ser produzida durante o
processo fermentativo em estado soélido. Como a temperatura afeta diretamente a
germinagao dos esporos, o crescimento dos microrganismos e a formacéao de produto, o
calor produzido devera ser imediatamente dissipado para que o0 aumento da temperatura
nao prejudique o processo fermentativo e o produto de interesse (SANTANA, 2012).
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Para determinacédo do tempo 6timo de cultivo, amostras foram retiradas a cada
24 horas perfazendo um total de 168 horas. A maior producao da enzima foi obtida com
96 horas de cultivo, cerca de 63,25 U/g, utilizando os demais parametros obtidos como
O0timos nos ensaios anteriores (figuras. 2C). O tempo de cultivo obtido (96 h) foi
proximo ou menor que o descrito para producdo de amilases por outras linhagens
fungicas. Kunamneni et al. (2005) relatam maior producado de amilase apés 120 horas de
cultivo em estado sélido do fungdermomyces lanuginosam farelo de trigoEllaiah
et al. (2002) descrevem uma maior producdo de amilase pelo Aspgogillussp. A3
também em 120 horas de cultivo em estado solido.

A tabela 3 representa a sintese das condi¢cdes Otimas de cultivo obtidas no
presente trabalho, visando a produgcdo de amilase pelo fdnggronellasp. em

residuos agroindustriais por cultivo em estado sélido.

Tabela 3- Condi¢des 6timas de todos os parametros avaliados e atividade enziméatica final da
otimizagao.

Parametros | Substrato Umidade | Temperatura | Tempo de | Atividade
Cultivo Enzimatica

Condicao Farelo de

- 0, o
Atima Trigo 55% 25°C 96h 63,25 Ulg
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos permitem inferir que o fungo filamer@Bxswoyronellasp.
apresenta potencial para producdo de amilases em meios de cultivo com reduzido valor
comercial (residuos agroindustriais) e com tempo de producdo relativamente baixo.
Estas caracteristicas sdo muito aprecidveis para reducdo do custo final destas enzimas,
favorecendo sua aplicagdo em processos industriais. Outro aspecto importante que deve
ser ressaltado € o reduzido numero de trabalhos utilizando fungos pertencentes a este

género para producao de amilases, 0 que incentiva a continuidade do trabalho.
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