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RESUMO

Introducio: As amilases sdo enzimas amiloliticas que hidrolisam as ligagdes glicosidicas do amido. O
amido ¢ um dos polissacarideos mais importantes da natureza, encontrado em quase todos os 6rgaos
vegetais como reserva energética. Muitos substratos contendo amido estdo disponiveis a partir de
fontes vegetais baratas, tornando as aplicacdes da amilase mais abundantes em termos de custo. As
amilases correspondem a 25% do mercado global de enzimas e possuem diversas aplicagdes na
industria. Os fungos filamentosos s3o os microrganismos mais promissores para a producdo de
enzimas. A Fermentacdo em Estado Solido (FES) ¢ um método de cultivo de microrganismos que
permite o aproveitamento de residuos solidos agroindustriais como substratos para a produgdo de
compostos de interesse industrial. Objetivo: Por isso, objetivou-se padronizar condi¢des ideais de
cultivo de um isolado fungico do género Aspergillus para a maior producdo de amilase. Material e
método: Foram testados diferentes substratos como fonte de carbono para o crescimento do
microrganismo, diferentes suplementagdes com fontes de nitrogénio e carbono, em diferentes
temperaturas. Inicialmente, os meios de cultivo foram mantidos durante 4 dias a 30 °C em estufa, em
seguida foi determinado a melhor temperatura de crescimento do fungo. A atividade enzimatica foi
determinada pelo método do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) a partir da liberagdo de aglcares
redutores. Resultados: Observou-se que a quirera de arroz foi a melhor fonte de carbono para a
atividade enzimatica da amilase (181,10 + 0,20 U/ mL). Além disso, a suplementacdo com 1% de torta
de 6leo de améndoa aumentou a atividade enzimatica em 40% (299,83 £ 0,5 U/ mL). A quirera de arroz
¢ um residuo gerado pela etapa de beneficiamento da industria do arroz. J4, a torta de 6leo de améndoa é
um residuo gerado pela prensagem do fruto da macatiba para a producdo de 6leo a partir da améndoa
(semente). Conclusao: Ambos os agroresiduos sdo de facil obtengao, baixo custo e podem ser usados
como substratos para a produg¢do enzimatica. Esses testes evidenciam que este novo isolado de
Aspergillus consegue em condigdes minimas de cultivo, produzir quantidades de amilase que podem
ser estudadas e avaliadas para aplicagdes biotecnologicas.
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1 INTRODUCAO

O amido ¢ um dos mais importantes polissacarideos da natureza, encontrado nas sementes,
caules, raizes e frutos de plantas como reserva energética (BOZIC et al., 2017). Sua composi¢ao
consiste em dois polimeros de glicose: amilose e amilopectina, conectados por ligagdes glicosidicas
(GOPINATH et al., 2017). As amilases sdo enzimas que hidrolisam as ligagdes glicosidicas da
molécula de amido, originando carboidratos mais simples chamados de dextrinas (CRIPWELL et al.,
2020). Muitos microrganismos como bactérias e fungos sdo capazes de produzir amilases de interesse
industrial (GOPINATH et al., 2017). Entretanto, os fungos possuem a vantagem de secretarem amilases
extracelularmente, ¢ se aderirem facilmente a substratos duros favorecendo a hidrélise, além de serem
altamente apropriados para a Fermentacao em Estado Solido (FES) (GOPINATH et al., 2017).

A Fermentacdo em Estado Sélido (FES) ¢ um método de cultivo de microrganismos que permite
a utilizacdo de residuos solidos provenientes da agroindustria como fonte de carbono para o
crescimento dos fungos. Dessa forma, esse método possui destaque no aproveitamento de residuos
agroindustrias objetivando a producdo de diversos compostos de interesse industrial (DANTAS;
AQUINO, 2010).

As amilases representam cerca de 25% do mercado global de enzimas. Isso ocorre em razao
destas enzimas apresentarem inumeras aplicagdes que vao desde a producdo de xaropes de milho com
alto teor de frutose nas industrias de cerveja e refrigerante, produgdo de etanol e detergentes ao uso na
industria de papel e celulose, farmacéutica, alimenticia, téxtil e em ra¢des para animais (GOPINATH et
al.,2017; FAR, et al., 2020).

O objetivo desse trabalho foi padronizar as condi¢des ideais de cultivo do fungo
Aspergillus sp. para uma maior producdo enzimatica de amilase.

2 MATERIAIS E METODOS

O microrganismo foi coletado no municipio de Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil, e
esta depositado no acervo da micoteca da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). O
fungo foi reconhecido por caracteristicas morfoldgicas como pertencente ao género Aspergillus e serd
identificado futuramente a nivel de espécie por analises moleculares. A metodologia one-factor-at-a-
time (OFAT) foi empregada para determinar os testes de padronizagdo para a melhor fonte de carbono
e a melhor fonte suplementar de nitrogénio e carbono na concentragdo 1% (p/p). Os substratos
testados para a fonte de carbono contendo 5 g foram: amido, casca de arroz, casca de arroz triturada,
casca de macauba, cevada, farelo de trigo, farinha de arroz, farinha de polpa, fubd, quirera de arroz,
quirera de milho, e torta de 6leo de améndoa. Para a suplementacdo com 1% (p/p) de fonte de nitrogénio
foram testados: caseina, extrato de levedura, peptona e ureia. E para a suplementacao com 1% (p/p) de
fonte de carbono foram testados: amido, cevada, farelo de trigo, ora-pro-nobis, palha de milho, sabugo
de milho, e torta de 6leo de améndoa.

As culturas foram obtidas por meio de inoculos de 2,0 mL de suspensdao de esporos. A
fermentagdo ocorreu inicialmente a 30 °C por 4 dias. A fonte de carbono que exibiu a melhor expressao
enzimatica foi escolhida para a avaliacdo dos outros parametros, sempre adotando a melhor condi¢do
de cada experimento nos ensaios seguintes. Em seguida, foram testadas diferentes temperaturas (25, 30,
35 e 40 °C) por 4 dias para avaliar a melhor condig¢do de produgao.

O meio reacional para a avaliacdo da atividade enzimatica foi feito por uma micro- reacao
adaptada em placa usando 10 pL de solug¢do enzimadtica, 40 pL de 4gua destilada e 50
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uL de tampdo acetato de soédio 100 mmol.L!, pH 5,0, contendo 1% amido (m/v). Apdés 10 min de
incubacdo em banho maria a 50 °C, a reagdo foi interrompida com a adi¢ao de 100 pL de 4cido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) (MILLER, 1959), seguida por aquecimento em banho fervente. Em seguida,
uma aliquota de 100 pL foi retirada em microplaca para leitura a 540 nm em espectrofotdometro. Uma
unidade de atividade enzimatica (U) foi determinada como a quantidade de enzima capaz de liberar 1,0
umol de actcar redutor por minuto nas condig¢des de ensaio estabelecidas.

A concentragdo de proteinas totais (mg/mL) foi estabelecida pelo método descrito por Read &
Nothcote (1981), utilizando albumina bovina como padrao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre os 12 substratos testados, a quirera de arroz (181,10 £ 0,20 U/mL) foi a melhor fonte de
carbono para a produgdo de amilase por Aspergillus sp. em Fermentacdo em Estado Sélido, seguida de
quirera de milho (25,69 £ 1,39 U/mL), farelo de trigo (21,90 £+ 0,37 U/mL), e farinha de arroz (16,66 +
0,16 U/mL). Todas as outras fontes de carbono testadas resultaram em producdo enzimatica
relativamente baixa (Tabela 1).

Tabela 1 — Determinagdo da melhor fonte de carbono.

Meio de cultivo Atividade U/mL Proteina (mg/ mL) AE (U/ mg)
Amido 3,58 £ 0,079 0,34 11,20 £ 0,06

Casca de Arroz 11,62 + 0,62 0,18 68,07 + 0,68
Casca de Arroz Triturada 12,08 + 0,77 0,26 44,72 £ 1,85

Casca de Macatba 0+0,31 0,11 0+1,13

Cevada 10,54 £ 0,22 0,88 12,65 £ 0,28

Farelo de Trigo 21,90 + 0,37 0,90 24,39 + 0,47
Farinha de Arroz 16,66 £ 0,16 0,68 24,48 +£0,23
Farinha de Polpa 12,28 + 0,89 0,52 28,48 + 1,24
Fuba 5,21 +0,94 0,22 16,84 £ 1,59
Quirera de Arroz 181,10 £ 0,20 0,63 306,13 +£0,78
Quirera de Milho 25,69 + 1,39 0,30 30,31 £ 0,40
Torta de Oleo de Améndoa 10,49 + 0,15 0,93 12,77 £ 0,30

AE: Atividade Especifica (U/mg proteina). Fonte: Autor.

A adi¢do de 1% (p/p) de diferentes fontes suplementares de nitrogénio a melhor fonte de
carbono, quirera de arroz, ndo resultou em aumento da produgdo de amilase por Aspergillus sp. (Tabela
2). Sivaramakrishnan et al. (2007) também relatou a auséncia de melhoria na atividade enzimatica com
a suplementagdo de fontes de nitrogénio para Aspergillus oryzae. Além da redugdo no rendimento
enzimatico com os suplementos de peptona e extrato de levedura devido ao excesso de nitrogénio que
acabou tendo efeito adverso na sintese da enzima (SIVARAMAKRISHNAN et al., 2007).

Tabela 2 — Determinacdo da melhor fonte suplementar de 1% (p/p) nitrogénio.

Meio de cultivo Atividade U/ mL Proteina (mg/ mL) AE (U/ mg)
Caseina 31,12+ 0,79 0,51 65,18+ 1,72
Extrato de levedura 58,18 £0,78 0,53 129,32 +£ 0,52
Peptona 30,34+ 0,19 0,60 54,05+ 0,34
Ureia 3,38 +£0,29 0,53 6,33+ 0,54

AE: Atividade Especifica (U/mg proteina). Fonte: Autor.

Na determinagdo da melhor fonte suplementar de 1% (p/p) carbono, a torta de 6leo de améndoa
(299,83 £ 0,5 U/mL) exibiu uma melhoria de 40 % na produ¢do enzimatica quando
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adicionada ao meio 5 g de quirera de arroz (Tabela 3). Outros estudos relatam a torta de dleo de

amendoim como sendo a fonte de carbono ideal para a produgdo de amilase por Aspergillus niger
(SUGANTHI et al., 2011) e Aspergillus oryzae (BALAKRISHNAN et al., 2021).

Tabela 3 — Determinacdo da melhor fonte suplementar de 1% (p/p) carbono.

Meio de cultivo Atividade U/ mL Proteina (mg/mL) AE (U/ mg)
Amido 241,27 +£0,84 0,59 408,27 £ 0,46

Cevada 176,21 £ 0,28 0,66 264,26 £ 0,42

Farelo de Trigo 247,63 £ 0,78 0,66 372,35 +2,03
Ora-pro-nobis 198,39 + 0,23 0,65 303,62 + 0,35

Palha de Milho 144,63 +£ 0,94 0,53 282,25 £ 0,95
Sabugo de Milho 117 £0,52 0,66 175,29 +£ 0,79
Torta de Oleo de Améndoa 299,83 +£ 0,5 0,72 411,08 £ 0,69

AE: Atividade Especifica (U/mg proteina). Fonte: Autor.

A atividade da amilase aumentou quando o meio de cultivo contendo 5 g de quirera de arroz e
1% (p/p) torta 6leo de améndoa foi cultivado a temperatura de 25 °C (193,37 + 0,72 U/mL). A partir de
35 °C a atividade da enzima comecgou a diminuir (Tabela 4), chegando a apenas 38% na temperatura de
40 °C (75,02 = 0,88 U/mL).

Tabela 4 — Determinacao da melhor temperatura

Temperatura (°C) Atividade U/ mL Proteina (mg/mL) AE (U/ mg)
25 193,37 £ 0,72 0,47 413,87 £0,71
30 156,57 £ 1,29 0,61 322,06 + 1,29
35 118,71 £0,28 0,57 210,69 £ 0,5
40 75,02 + 0,88 0,47 161,81 £1,23

AE: Atividade Especifica (U/mg proteina). Fonte: Autor.
4 CONCLUSAO

Pode-se concluir que a melhor condi¢ao de cultivo para Aspergillus sp. na produgdo de amilase
foi um meio de baixo custo contendo apenas 5 g de quirera de arroz e 1% (p/p) de torta de dleo de
améndoa. A temperatura de 25 °C apresentou as melhores expressdes enzimaticas.

Portanto, Aspergillus sp. pode ser considerado um bom produtor de amilase com alta atividade
extracelular. Sugerindo que esta enzima possa se um potencial fonte biotecnoldgica para aplicagdes
industriais futuras.

Os resultados deste trabalho sdo animadores para dar continuidade aos experimentos, como a
caracterizagao e aplicagdo desta enzima.
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