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RESUMO

Amilases ou enzimas complexo amilolitico fazem parte uma classe de
enzimas responsaveis por hidrolisar ligagdes glicosidicas do amido, e podem ser
classificadas como: a-amilase, p-amilase e glucoamilase. Estas enzimas sao
utilizadas em diversos setores industriais, com destaque na industria alimenticia. Os
fungos filamentosos se destacam na producao de amilases, utilizando substratos
agroindustriais como fonte de carbono. Este trabalho teve como objetivo otimizar a
producgao, purificacdo e caracterizacdo bioquimica de uma amilase produzida pelo
fungo termofilico Rasamsonia composticola. Para a produgdo de amilase, foi
realizado o cultivo em fermentacdo em estado semi-solido (FES) utilizando residuos
agroindustriais de baixo custo. Também foram avaliados parametros como fontes de
carbono, misturas das fontes de carbono, nitrogénio e efeito da temperatura no
crescimento, na produgao enzimatica e tempo de cultivo. A purificagdo da amilase
foi realizada em duas etapas cromatograficas: troca ibnica (DEAE- Fractogel)
seguida de cromatografia hidrofébica (Phenyl-Sepharose). A enzima foi
caracterizada bioquimicamente, quanto ao efeito do pH, temperatura, ions e
substratos. Dentre os residuos utilizados, a mistura de casca de maracuja e casca
extrusada de laranja em FES (1:1) foi melhor (3,87 U/mL para a produgdo da
amilase). A melhor fonte de nitrogénio para a producdo de amilase foi a peptona
(1%). A temperatura e tempo de cultivo mais adequado para a produgédo de
amilases foram de 40°C e 96 horas. A amilase foi purificada 18 vezes com um
rendimento de 69%. O pH e temperatura 6timos foram 4,6 e 55°C, respectivamente.
A enzima hidrolisou amido (100%) e xilana (59%). Foi ativada na presenga de CacCl,
(264%) e inibida por HgCl,, CuSO, e EDTA. Sugerimos que se trata de uma
glucoamilase (E.C. 3.2.1.3.) com as caracteristicas obtidas. O fungo termofilico
Rasamsonia composticola produziu amilase a partir de residuos agroindustriais de
baixo custo, e a purificagdo e caracterizacao demonstram potencial da enzima para
um futuro uso biotecnoldgico.

Palavras-chaves: Amilase, Rasamsonia composticola, fungo termofilico,
caracterizagao bioquimica .
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1. INTRODUGAO

Os fungos filamentosos sdo microrganismos heterotréficos que apresentam
notavel diversidade no que se refere a morfologia, bioquimica e fisiologia, cuja
importancia para processos biotecnoldgicos é atualmente indiscutivel. Possuem
células relativamente simples e de facil manipulagao laboratorial, se comparadas
com culturas de células vegetais ou animais (Dumont, et al. 2020). Estes
microrganismos podem possuir habilidades para adaptagdo a ambientes extremos,
nos quais fatores como pH, temperatura e pressao atmosférica ultrapassam valores

considerados como padr&o para a maioria dos seres vivos (Wikandari, et al. 2022).

Os fungos termofilicos s&o aqueles que conseguem sobreviver e se
desenvolver em temperaturas elevadas, e a maioria apresenta maximo de
crescimento entre 50 a 60°C (Berikten, 2021). Muitas espécies de fungos
termofilicos conhecidas atualmente, foram isoladas de diferentes ambientes
naturais, como solo, matéria organica em decomposi¢ao, compostagens, de plantas
ou animais. O predominio destes organismos nesses materiais deve-se
principalmente as temperaturas elevadas, bem como a umidade, condi¢cdes
aerObias e suplemento de carboidratos e nitrogénio presentes nessa massa
organica (Wikandari, 2022). Estes diferentes “habitats” e a competigdo com outros
microrganismos, € devido a diversidade metabdlica dos fungos filamentosos. Tal
diversidade faz com que esses microrganismos tenham grande potencial para
producdo de uma extensa faixa de metabdlitos primarios e secundarios de pesos
moleculares baixos, e também enzimas hidroliticas intra e extracelulares (Xu, 2022;
Mur, et al. 2021).

Os fungos sao capazes de produzir enzimas utilizando residuos
agroindustriais como farelo de trigo, casca de maracuja e laranja, palha de milho, o
que é vantajoso devido ao baixo custo, um menor gasto de energia e uma alta
produtividade de enzimas (Guimaraes, 2022; Paul e Gupta, 2021). As enzimas
fungicas sao utilizadas em diversos setores industriais, como a degradacado de

poluentes, recuperagdo de bioprodutos, na industria farmacéutica, de alimentos e
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producao de biocombustiveis (Barakat, et al. 2022). Ademais, ha vantagens de
serem usadas enzimas fungicas pela redugdo no uso de agua e por ser um
bioproduto n&o toxico (Malik, et al. 2021).

Os fungos termofilicos sao importantes no setor industrial por serem capazes
de produzir enzimas termoestaveis que podem ser utilizadas nas industrias por
exemplo na hidrélise de amido e na bioconversdo da matéria organica (Yurdugul,
2022). Entre os fungos termofilicos, os que se destacam na produgédo de enzimas
termoestaveis, pode-se citar, Humicola brevis var. thermoidea, Scytalidium
thermophium, Thermomyces lanuginosa, Talaromyces emersonii e Rhizopus oryzae
(Mesbah, 2022; Masui et al., 2012; Norouzian et al., 2006; Zanoelo, et al. , 2004;
Nguyen et al., 2002).

O fungo Rasamsonia composticola foi recentemente descrito na literatura e
apresenta caracteristicas promissoras a serem exploradas. O género Rasamsonia é
composto por seis espécies, na qual cinco destas foram transferidas do género
Talaromyces ou Geosmithia (Houbraken, et al. 2012), e também foi definido como
um organismo GRAS (Generally Recognized as Safe) pela FDA (Food and Drug
Administration) em 2014. O fungo tem sido estudado pelo nosso grupo de pesquisa
e se mostrado promissor na producdo de enzimas, como as xilanases (Franco,
2018), beta-glucosidases (Vargas, 2019) e amilases, portanto foi o escolhido para a

realizagao deste trabalho.
1.1 Amido e Enzimas do Complexo Amilolitico

O amido é produzido por espécies vegetais como um carboidrato de reserva,
e assim sendo uma importante fonte de carboidrato para outras espécies
heterotréficas (Busi, et al. 2021). Em sua estrutura o amido possui cadeias de
amilose e amilopectina sendo assim um homopolissacarideo (Figura 1). A amilose
€ uma cadeia linear formada por unidades de D-glicose unidas por ligagbes
glicosidicas a-1,4. J& a amilopectina é um polimero ramificado formado por
unidades de D-glicose unidas em a-1,4 e a-1,6 (Paul e Gupta, 2021). O amido é
encontrado em cereais (como trigo e milho), em folhas e tubérculos (como bananas)

e alguns legumes (Chi, et al. 2022).
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Figura 1. Estrutura dos polimeros de amido, amilose e amilopectina.

aH ] o
-W;%lﬁ% :%jﬂ%-ﬂ _
i
Polimero de amilose

t‘%gﬂ—gf‘%@{dw

Polimero de amilopectina

ﬂH

Fonte modificada: Robyt, 1998.

A degradacédo do amido ocorre pela agdo das enzimas do complexo
amilolitico, também conhecidas como amilases. As amilases sao classificadas como
hidrolases pela comisséo de enzimas (E.C 3.2.1.-),

(https://liubmb.gmul.ac.uk/enzyme/), pertencentes, a familia de hidrolases de

glicosideos (GH) (http://www.cazy.org). As amilases podem ser encontradas
geralmente nas familias GH13, GH14 e GH15 (Paul e Gupta, 2021). Sua agao
consiste na transferéncia de protons de um aminoacido acido para o oxigénio
glicosidico, seguido por um ataque da molécula de agua desprotonada, e recebendo
assisténcia de outro aminoacido (Polaina, et al. 2011). Essas enzimas podem ser
divididas em quatro grupos principais, conforme sua agao: endoamilases (como as
a-amilases) , exoamilase (B-amilases e glucoamilases), desramificadoras e

transferases (Figura 2) (Castro, et al. 2011; Gangadharan, et al. 2020).

Uma das mais conhecidas é o grupo das a-amilase (1,4-a-D-glucano
glucanohidrolase, EC 3.2.1.1), um exemplo de endoamilase, pertencente a familia
GH13. Elas catalisa a hidrdlise de maneira aleatdria dentro de uma molécula de
amido, clivando as ligagdes a-1,4 glicosidicas internas do amido liberando glicose,
maltose e oligossacarideos de cadeia curta, como maltotriose, maltotetraose e malto

pentose (Paul e Gupta, et al. 2021).
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As B-amilases (1,4-a-D glucano maltohidrolase, EC 3.2.1.2) sdo exoamilases
que atuam na extremidade ndo redutora do amido, hidrolisando as ligagbes

glicosidicas a-1,4, liberando maltose como produto (Paul e Gupta, 2021).

As glucoamilases (1,4-a-D glucano glucohidrolase, EC 3.2.1.3), pertencem a
familia GH15 com dominios cataliticos em forma de barris (3/a)

(http://www.cazy.org). Sdo exoenzimas que clivam as ligagdes a-1,4 e a-1,6 das

extremidades nao redutoras de polimeros de amilose e amilopectinas da molécula
de amido, liberando produtos de B-D-glucose, por essas caracteristicas promovem

a hidrélise quase completa do amido (Li, et al. 2021).

As amilases desramificadoras, conhecidas como pululanases, promovem a
hidrolise da ligagédo a-1,6 desramificando a cadeia da amilopectina (Liu, Zheng e
Song, 2019). Por fim, as transferases sao responsaveis pela conversao do amido
em ciclodextrinas, o qual transfere um grupo glicosil do amido para um aceptor que
contém hidroxila da mesma dextrina formando glicoconjugados. Uma das
transferases mais conhecidas € a ciclodextrina glucanotransferase (CGTase) (Rasti,
2021).

Além disso, a maioria das amilases sdo metaloproteinas, pois requerem a
presenca de cations como o Célcio (Ca*™®) e Manganés (Mn*?) para sua atividade,
estabilidade e manutengao da conformacgao estrutural (Janecek, et al. 2020; Polizeli,
et al. 2017).
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Figura 2. Esquema com diferentes tipos de amilases e suas a¢des na degradagao

do polimero de amido
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Fonte modificada: Bertoldo e Antranikian, 2002.

1.2 Amilases e aplicagoes biotecnolégicas

As amilases estdo entre as enzimas mais importantes para a industria,
representando 25 a 30% do mercado global de enzimas (Cripwell, et al. 2021). O
interesse por essas enzimas nas industrias vem aumentando consideravelmente
devido a enorme variedade de aplicagdes nos diversos setores (Dumont, et al.
2020). Pode-se citar alguns exemplos, como o0 uso de amilases para diminuir a
turbidez e clarificar sucos de frutas, produgao de edulcorantes para refrigerantes a
partir do amido, produgéo de biocombustiveis (bioetanol), na lavagem téxtil (Mondal,
et al. 2022; Rossel, et al. 2022; Busi, et al. 2021).

Usualmente, a glucoamilase é produzida em fermentacao de estado sélido
(FES), um processo com baixo custo com menor uso de agua, reduzindo o uso de
energia, baixa contaminagdo por bactérias e com uma alta produtividade (Karim,

2018). Ademais, a suplementacdo com uma fonte de nitrogénio a fermentagao, pode
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influenciar a produgcdo da enzima, aumentando mais ainda sua produtividade
(Karim, et al. 2018).

Além disso, na aplicagcdo € necessario um grau de pureza para alguns
processos biotecnolégicos, como na panificagdo com o uso de a-amilase, na
produgédo de xarope com o uso de glucoamilase, para uma agao mais especifica da
enzima (Mondal, et al. 2022; Paul, et al. 2022). A cromatografia empregada segue
as caracteristicas fisico-quimicas das enzimas, a fonte de carbono que a enzima foi
produzida, e a tecnologia da coluna de purificagdo. Esse processo € uma das

etapas de maior custo nos processos biotecnolégicos (Pavezzi, 2006).

Portanto, sabe-se que as enzimas podem ser produzidas utilizando
diferentes residuos agroindustriais como fonte de carbono, logo surge uma maneira
de realizar um pré-tratamento desses residuos, pois o descarte inadequado desses
substratos colaboram para poluicdo ambiental com a emissdo de gases poluentes
que acarretam inumeras preocupag¢des ambientais. Esses residuos podem ser
pré-tratados por hidrélises quimicas, fisicas e biolégicas. Destacando-se a hidrélise
bioldgica, pois € um das alternativas mais sustentaveis para o meio-ambiente com a
producado de enzimas do tipo hidrolases (Paul, 2022; Pamidipati, 2017). A amilase,
responsavel por clivar o polissacarideo de amido na presencga de agua, esta incluida
no grupo de hidrolases, tendo como agao refinar inumeros produtos, e por isso
possui grande importancia industrial. Por conseguinte, sua producéo se torna viavel
com o pré-tratamento dessas fontes de carbono alternativas e possivel aplicagao da

enzima num futuro biotecnoldgico (Busic, 2018).
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2. OBJETIVOS

2. 1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho consistiu em otimizar a produgdo de uma amilase
produzida pelo fungo termofilico Rasamsonia composticola utilizando residuos
agroindustriais. Além disto, realizar a purificacdo e caracterizagdo bioquimica da

enzima.

2.2 Objetivo Especifico

e Producdo do complexo amilolitico do fungo Rasamsonia comosticola em
Fermentagdo em Estados Sélida (FES) e Fermentagao em Submersa (FSm);

e Efeito da mistura de fonte de carbono na produgdo de amilase em
Fermentagdo em Estado-Semi-Sélido (FES);

e Efeito de divers fontes de carbono, nitrogénio na producao de amilase;

e Efeito da temperatura e tempo no crescimento e produgado da amilase;

e Purificagcdo da Amilase de Rasamsonia composticola;

e Caracterizacao bioquimica da amilase semi-purificada.
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3. METODOLOGIA

3.1 Manutengao do Microrganismo

O fungo Rasamsonia composticola foi mantido através de repiques peridédicos
em tubos de ensaio contendo meio solido de Batata-Dextrose-Agar (BDA), e
incubados em estufa a 50 °C por um periodo de 7 a 10 dias. Apds o crescimento, 0s
fungos foram armazenados em geladeira a 4 °C, podendo ser utilizados por um
periodo de até 30 dias.

O preparo do meio BDA se deu com 200 g de batata sem casca e em cubos,
13g de Agar Agar, 20g de dextrose e 1000 mL de agua destilada. A batata foi
cozida, depois filtrada e amassada em gaze, e com o sumo resultante foi adicionado
a dextrose, agar e completado o volume até 1000 mL. O material foi autoclavado

por 20 minutos a 1,5 kgf/cm?2.

3.2 Produgao do Complexo Amilolitico do fungo Rasamsonia composticola em
Fermentagao em Estados Sélida (FES)

Foram testadas sete fontes de carbono em FES como: farelo de trigo, palha
de milho, casca de maracuja, casca extrusada de laranja, farelo de arroz, bagacgo de
cana e bagaco de cana explodido.

A produgédo da amilase seguiu a metodologia one-factor-at-a-time (OFAT), a
qual foi empregada para determinar um teste por vez a fim da padronizagéo para a
melhor fonte de carbono, misturas de fonte de carbono e nitrogénio, tempo e
temperatura para producido da amilase.

Em um erlenmeyer de 125 mL foram colocados 2,5 g do substrato
esterilizado e 10 ml de agua destilada para manutengdo da umidade. O material foi
devidamente autoclavado por 20-30 min a 127 °C. Os conidios foram obtidos a partir
de uma suspensdo aquosa, acrescentando-se 10 mL de agua destilada estéril no
tubo de ensaio raspando-se a superficie da cultura com uma pipeta. O volume de 5
mL dessa suspensdo contendo aproximadamente 108 conidios foram utilizados para
in6culo. Os frascos foram mantidos em estufa bacteriolégica a 50 °C, com controle

de umidade, por um periodo de 96 horas.

Para extracdo da solugcdo enzimatica bruta foram acrescentados 20 mL de

agua destilada gelada ao substrato fermentado e mantidos por 30 minutos, sob
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agitagdo moderada aproximadamente 100 rpm. O meio foi filtrado em papel filtro,
com auxilio de uma bomba a vacuo, seguido de centrifugagdo a 10000 x g, por 20
minutos a 4°C. O pellet foi descartado e sobrenadante utilizado como solugao

enzimatica bruta para dosagens enzimaticas.

3.3 Efeito da mistura de fonte de carbono na producdo de amilase em
Fermentagao em Estado-Semi-Sélido (FES)

Foi avaliado a influéncia das misturas de fontes de carbono (1:1) em FES. As
fontes de carbono utilizadas foram: casca extrusada de laranja, farelo de trigo e
palha de milho, tendo um controle apenas com casca de maracuja pois foi o melhor
para producao de amilase. O material foi incubado por 96 horas a 50 °C. Apds esse
periodo o material filtrado para a obteng¢ao do extrato bruto extracelular, conforme

descrito no item 3.2.

3.4 Efeito da fonte de nitrogénio na producao de amilase
Uma vez definido a melhor fonte de Carbono e tipo de fermentagao, variaveis
como fonte de Nitrogénio, temperatura e tempo de crescimento foram avaliadas.
Foram testadas fontes inorganicas de nitrogénio como uréia e sulfato de
amonio, e organicas, como peptona e extrato de levedura em FES, utilizando casca
de maracuja e casca extrusada de laranja (1:1), como fonte de carbono, tendo um
controle apenas com casca de maracuja. O crescimento ocorreu em 96 horas a

50°C, conforme descrito no item 3.2

3.5 Efeito da temperatura e tempo no crescimento e producao da amilase

O experimento foi realizado em FES, utilizando casca de maracuja e casca
extrusada de laranja (1:1) como fonte de carbono. Os frascos foram colocados para
crescimento em diferentes temperaturas: 40 °C; 50 °C e 55 °C por 96 horas. A
producao de amilase foi avaliada em diferentes tempos de cultivo de 24h a 168h

em FES conforme descrito no item 3.2.

3.6 Determinacao da atividade amilolitica

A atividade amilolitica foi determinada utilizando o método de dosagem de
acucares redutores (Miller, 1959). O meio reacional era composto por 50 uL de
tampao Mcllvaine pH 5,0 (Mcllvaine, 1921), contendo 1% de amido, 25 uL de H,O
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e 25 pL da solugdo enzimatica. A solugao foi incubada por 10 minutos a 50 °C, e
interrompida com a adi¢do de 100 pL de acido 3,5- dinitrosalicilico (DNS), seguido
de aquecimento em banho fervente.

Em seguida, uma aliquota de 100 yL foi colocada em microplaca para leitura
a 540 nm utilizando-se leitor de microplacas SpectraMax 384 Plus Molecular
Devices (CA-USA). Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a
quantidade de enzima capaz de liberar 1,0 umol de acucar redutor por minuto, a

partir de uma curva de glicose como padréo.

3.7 Quantificacao de proteinas
A concentragdo de proteina (mg.mL") durante os estudos realizados foi
utilizado o método descrito por Lowry (1951) utilizando albumina sérica bovina

(BSA) como padréo.

3.8 Purificagdo da Amilase de Rasamsonia composticola

Apos padronizagdo das melhores condi¢gdes para produgdo da amilase, a
enzima foi submetida ao processo de purificagdo com 310 mL de extrato bruto.

A amostra foi concentrada em liofilizador, e ressuspenso com tampéo
Tris-HCL 50 mM em pH 8,0 e aplicado 40mL em cromatografia de troca idGnica
DEAE-Fractogel (Merck) (1,5 x 5 cm), pré-equilibrada com o mesmo tampao da
amostra e eluida com um gradiente de 2 M de NaCl. Fragbes de 1 mL foram
coletadas por meio do Coletor de Fragbes da Bio Rad 2110, e submetidas a leitura
de proteina em espectrofotdmetro a 280 nm e dosagem enzimatica.

Os tubos com maior atividade de amilase foram reunidos e dialisados contra
agua. Para aplicagdo numa préxima coluna cromatografica a amostra foi equilibrada
em tampao Tris-HCL 50mM pH 8,0 com 2 Molar de NaCl, e aplicada em
cromatografia de interacdo hidrofébica Phenyl Sepharose (cross linked, G&E) (1 x
9,8 cm), eluida com o mesmo tampé&o. As fragdes de 1mL/tubo foram coletadas,
seguindo-se leitura de proteina em espectrofotometro a 280 nm e dosagem de
atividade enzimatica. Os tubos com maior atividade foram reunidos e dialisados

contra agua, e utilizados nos experimentos de caracterizagdo bioquimica.

3.9 Caracterizagao bioquimica da amilase semi-purificada

3.9.1. Efeito da temperatura na atividade amilolitica
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A fim de encontrar a temperatura 6tima da enzima foram analisadas
temperaturas de 45°C a 70°C, com uma variag¢ao de 5°C, conforme descrito no item
3.7. Os resultados obtidos foram expressos em atividade relativa, considerando-se

100 % a temperatura com maior atividade enzimatica.

3.9.2 Efeito do pH na atividade amilolitica
Para a determinagao do pH 6timo da enzima, foram analisados os pH de 3.0
ao 8.0 utilizando tampao Mcllvaine e 1% de amido, conforme descrito no item 3.7.
Os resultados obtidos foram expressos em atividade relativa, considerando-se 100

% o pH com maior atividade enzimatica.

3.9.2 Efeito de substratos na atividade enzimatica
A atividade da amilase foi mensurada utilizando-se substratos: Avicel,
Carboximetilcelulose (CMC), Sacarose, Xilana e Pectina. A metodologia utilizada foi

de dosagem de agucares redutores de Miller (1959) como descrito no item 3.6.

3.9.3 Efeito de ions e EDTA na atividade enzimatica

A atividade da amilase semi-purificada foi avaliada na presenca de ions nas
concentracbes de 1 e 5 mM, nas condicbes Otimas de ensaio, conforme
padronizadas nos itens 3.9.1 e 3.9.2. Os ions analisados foram Cu*?, Fe*?, Ca*,
K*2, Mg*, Al?, Zn', NH", Hg™ e agdo quelante do acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) também foi analisada nas mesmas concentragdes.

Os resultados foram expressos em atividade relativa, sendo o controle 100%

sem adicdo de sais e/ou EDTA.

3.10 Classificagao da amilase

Para a determinagao da classe da amilase foi utilizado o método descrito por
Xiao(2006), o qual se compara a atividade amilolitica em método de iodo (Fuwa,
1954) baseado no desenvolvimento da cor pelas ligagdes de iodo em polimeros de
amido, e em método DNS descrito no item 3.6. Para a a-amilase a atividade
enzimatica no método de iodo é cinco vezes maior do que no método de DNS, ja a

glucoamilase possui valor equivalente em ambos os ensaios.

3.11 Analise dos Dados
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Todos o0s experimentos foram realizados em ftriplicata e os resultados
representam a média e desvio padrdo. As estatisticas e confecgdo dos graficos

foram realizadas pelo software GraphPad Prism 8.0.2.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Produgao do Complexo Amilolitico do fungo Rasamsonia composticola em
Fermentagao em Estados Sélida (FES)

Os resultados a seguir demonstram que o fungo Rasamsonia composticola
secreta amilase em fontes de carbono de baixo custo. A tabela 1 apresenta a
producédo de amilase pelo fungo termofilico em diferentes residuos agricolas (farelo
de trigo , palha de milho , casca de maracuja , casca extrusada de laranja , bagacgo
de cana , farelo de arroz e bagaco explodido de cana. Neste experimento o
crescimento foi realizado em triplicata, e os valores expressos em U/mL.

Pode-se observar que as melhores fontes de carbono para a producéo de
amilase foram casca de maracuja (12,26 U/mL), seguido de palha de milho (8,85
U/mL), casca extrusada de laranja (7,51 U/mL), farelo de trigo (6,91 U/mL).
Abdulaal (2018) utilizou a fonte de carbono da casca de laranja e obteve bons
resultados na producdo de enzimas do complexo amilolitico por Trichoderma
pseudokoningii. A casca de maracuja, produziu a maior quantidade da enzima,
contudo esse substrato possui grande quantidade de agucar redutor, interferindo no
resultado final da dosagem por DNS. Substratos com baixa concentracao de glicose
favorecem a producédo de glucoamilase, logo a alta concentragdo de glicose do

substrato inibe a secrecdo de glucoamilase (Karim, 2018).

Tabela 1. Efeito das fontes de carbono para a produgdo da amilase Rasamsonia
composticola.

Fonte de carbono U/mL

Farelo de trigo 6,91+£3,63
Palha de milho 8,85+3,60
Casca de Maracuja 12,2614,58
Casca extrusada de laranja 7,51+3,96
Bagaco de Cana 2,9410,63
Farelo de arroz 1,98+0,35
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4. 2 Efeito da mistura de fontes de carbono na produc¢ao de amilase

Para esse experimento foram realizadas misturas de casca de maracuja ,
palha de milho , casca extrusada de laranja e farelo de trigo . Na tabela 2 podemos
observar a producdo de amilase em relagdo ao efeito da mistura de fontes de
carbono na produgao de amilase.

Foi observado um aumento na producédo da amilase na mistura de casca de
maracuja com casca extrusada de laranja com 3,87 U/mL. A casca de laranja por
apresentar um pH acido, pode representar uma boa fonte de carbono para produgao
da amilase fungica, ja que os mesmo possuem preferéncia para pH mais baixos,
enquanto a casca de maracuja pode fornecer oligoelementos suficientes para
producdo enzimatica (Okoth, 2000; Dakhmouche, 2006). Alguns substratos nao
conseguem fornecer todos os nutrientes, logo a suplementagdo com outras fontes
de carbono auxiliam a nutricdo do fungo logo seu crescimento e a producao dessas

enzimas (Paul e Gupta, 2021).

Tabela 2. Efeito da mistura de carbono na produgcdo de amilase de Rasamsonia
composticola.

Fonte de carbono U/ml

Controle 2,55+0,70
Casca de Maracuja + Palha de milho 1,86+0,68
Casca de Maracuja + Cascas Extrusada de Laranja 3,87+0,42
Casca de Maracuja + Farelo de Trigo 1,58+1,4

4.3 Efeito das Fontes de Nitrogénio na producao enzimatica

Foram testadas quatro fontes de nitrogénio, sendo elas duas inorganicas
(ureia e amobnio) e as outras duas organicas (peptona e extrato de levedura) em
FES com casca de maracuja e casca extrusada de laranja (1:1). Na tabela 3 estao
apresentadas a atividade enzimatica de amilase com o efeito de diversas fontes de
nitrogénio. O controle sem nitrogénio apresentou 2,85 U/mL, na presenga de amoénia
e ureia se obteve atividade de 2,6 U/mL e 2,7 U/mL respectivamente, enquanto que
na presenca de peptona o incremento em sua atividade foi observado com de 4,21
U/mL.

Como observado, a peptona, uma fonte de nitrogénio organica, influenciou na

producdo de amilase pelo fungo. Diversos, outros estudos revelaram uma certa
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preferéncia pelos microrganismos por fontes de nitrogénio organicas, que foram
melhores para o crescimento de microrganismos e a produgéo de enzimas (Goyal;
Gupta; Soni, 2005). A utilizagdo de fontes orgéanicas se beneficia a enzima para seu
uso em processos biotecnoldgicos, por serem n&o toxicas para sua utilizagao
(Karim, 2019)

Tabela 3. Efeito da fonte de nitrogénio na producdo da amilase de Rasamsonia
composticola.

Fonte de nitrogénio U/mL
Controle 2,85+1,44
Sulfato de amdnio 2,6+0,04
Ureia 2,7+0,6
Peptona 4,21+0,7
Extrato de levedura 0,710,3

4.4 Efeito da temperatura no crescimento e produgao enzimatica

Foram testadas trés temperaturas para o crescimento e produgcao da amilase,
em fermentacéo de estado semi-sdlido. Na figura 3 pode-se observar a produgao de
amilase pelo Rasamsonia composticola.

Observa-se uma melhor produtividade de amilase em 40 °C (7,55 U/mL),
seguido de 50 °C (6,87 U/mL), e uma redugao na atividade a 55 °C (4,44 U/mL). Os
fungos termofilicos, apresentam como principal caracteristica, o crescimento e
producdao de enzimas em altas temperaturas. Os resultados obtidos corroboram a
classificagdo de Rasamsonia composticola, como um fungo termofilico (Berikten,
2021).

A temperatura influencia diretamente na producdo de enzimas o qual em
altas temperaturas ha sua desnaturagdo, no entanto a enzima produzida pelo fungo
Rasamsonia composticola, se demonstra promissora em sua produgdo em
temperaturas elevadas demonstrando sua estabilidade a esse fator (Karim, 2018)

Na literatura se encontram trabalhos como de Nahar (2008) com uma
temperatura de 45 °C para sua produgao de amilase a partir do fungo Rhizopus. O
fungo Humicola lanuginosa e Streptomyces erumpens tem sua produgao 6tima de
amilase em 50 °C (Kumari, et al. 2019). Outros fungos como Aspergillus oryzae

producdo na temperatura de 60 °C (Parbat e Shingai, 2011).
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Uma das principais caracteristicas que se procuram para aplicagao
biotecnolégica da amilase é sua termoestabilidade, logo a enzima apresentou seu
crescimento em temperaturas elevadas demonstrando sua estabilidade (Kumari, et
al. 2019).

Figura 3. Efeito da temperatura no crescimento e producao de amilase de Rasamsonia
composticola.
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4.5 Efeito do tempo de cultivo na produgao de amilase

Foi analisada a producéo da amilase extracelular a cada 24h. E observado
uma maior producao até 96h apds esse tempo comeca a diminuicdo da atividade.
Na figura 7 observa-se o grafico com o tempo 6timo de cultivo em 96 horas (15,21
U/ml).

Bhatti(2007) e Ramadas (1996) observaram a produgao de amilase a partir
do quarto dia de crescimento em Aspergillus niger e Fusarium solani. Esse
decréscimo da produgao é devido a deficiéncia de nutrientes e assim sao formadas

proteases que degradam a enzima como fonte de nutrientes (Feroza, 1998).
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Figura 4. Efeito do tempo de cultivo na produgao de amilase de Rasamsonia composticola.
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4.6 Purificagao da amilase de Rasamsonia composticola

Apos a padronizacdo das melhores condi¢des para produgao de amilase do
fungo termofilico Rasamsonia composticola, deu-se inicio ao processo de
purificacdo enzimatica. A quantidade de meio utilizado foi escalonada a fim de se
obter uma maior quantidade de enzima ao final do processo fermentativo. A amostra
obtida foi entao filtrada, centrifugada e o sobrenadante liofilizado para aplicagao nas
colunas cromatograficas DEAE-Fractogel Phenyl-Sepharose (figura 8 A e B). O

resumo das etapas de purificacdo pode ser observado na tabela 4.

Ao aplicar o extrato bruto contendo 142 mg/mL de proteinas na coluna
DEAE-Fractogel foi obtido 1 pico de atividade enzimatica, antes do gradiente, e dois
picos de proteina, um antes e outro apds o gradiente. O processo garante uma boa
separacao dos contaminantes. O pico com atividade de amilase foi dialisado contra
agua, e realizado a aplicagao na coluna hidrofébica Phenyl-Sepharose, a qual foi
obtido 1 pico de atividade amilolitica, apds a dialise do material houve a realizagao
da determinagdo da atividade na qual se demonstrou perda do rendimento da
enzima . O valor de purificagdo foi obtido pela razdo de proteinas totais de cada
etapa e a proteinas totais do extrato bruto aplicado na Phenyl-sepharose. O

rendimento foi obtido pela razdo da atividade total de uma etapa e da atividade total
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do extrato bruto aplicado na primeira coluna. A amilase de Rasamsonia
composticola apos sua etapas de purificagdo exibiu uma purificagdo em 18 vezes

com um rendimento de 69%, como demonstra sua tabela de purificagao (tabela 04).

Nouadri (2010) purificou uma amilase de Penicillium camemberti, em coluna
de troca ibnica (DEAE-Sepharose), obteve-se um perfil cromatografico com apenas

um pico de proteina e de atividade amilolitica.

Trabalhos de purificacdo de enzimas amiloliticas produzidas pelo fungo
termofilico Thermomyces lanuginosus de Hoschke (2002) apresentou a purificagao
de uma glucoamilase em 8 vezes com um rendimento de 60%. Polizeli et al, (2008)
obteve uma purificagcdo de 81 vezes com rendimento de 51% em glucoamilase de
Scytalidium thermophilum em apenas um passo cromatografico de coluna troca
ibnica. A Ad-amilase purificada de Trichoderma pseudokoningii produzida em
substrato de casca de laranja, foi purificada em 15 vezes com um rendimento de
18%, em cromatografia de DEAE-Sepharose e Sephacryl S-200 (Abdulaal, 2018)
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Figura 8. Perfil Cromatografico da Amilase de Rasamsonia composticola em (A)
DEAE-Fractogel (B) Phenyl-Sepharose. (m) Absorbancia a 280 nm e (A)Atividade
enzimatica (U/mL), (—) Eluente. cromatograficas em DEAE-Sepharose e Sephacryl
S-200 (Abdulaal, 2018).
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Tabela 4. Purificagdo da amilase extracelular de Rasamsonia composticola.

Proteinas Atividades
Etapas totais(mg/ml) total(U/ml) AE Rendimento(%) Purificacao
Extrato liofilizado 142 105 0,144 100 1
DEAE-Fractogel 16 87 5,37 82 8,8
Phenyl Sepharose 7,6 73 9,6 69 18

4.7 Caracterizagao bioquimica da amilase semi-purificada de Rasamsonia
composticola.
4.7.1. Efeito da temperatura na atividade amilolitica

A amilase purificada apresentou um aumento gradativo de sua atividade nas
temperaturas de 45°C a 50°C alcancando seu valor 6timo em 55°C,como observado
na figura 9.

Bahar e Celebi (1998) encontraram para a glucoamilase purificada do fungo
Aspergillus niger, com temperatura 6tima de 55°C. Enquanto Thorsen (2006)
apresentou a temperatura 6tima de 70 °C para uma glucosamilase de Thermomyces
lanuginosus. Logo, se observa uma temperatura 6tima das glucoamilase fungicas na
faixa de 50 a 70°C. Enzimas com alta temperatura de atividade sao mais estaveis a
altas temperaturas, sendo uteis para a utilizagdo em maquinas de panificagdo como
por exemplo (Mondal, et al. 2022). Uma maior temperatura ocasiona uma maior
agitacdo das moléculas, desestabilizando sua estrutura assim mudando sua

conformacgao e nao apresentando sua atividade catalitica (Tao, et al., 2021).
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Figura 9. Efeito da temperatura na atividade da amilase de Rasamsonia
composticola. O grafico foi expresso em atividade relativa com a maior atividade em
100%.
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Figura 9. Efeito da temperatura na atividade da amilase de Rasamsonia
composticola. O grafico foi expresso em atividade relativa com a maior atividade em
100%.
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4.7.2 Efeito do pH na atividade amilolitica

A avaliagdo do efeito do pH na atividade da enzima semi-purificada indicou
que a faixa de 4,0 - 5,0 é a mais adequada para sua atividade, sendo o pH 4,5 o que
se observou maior atividade. O grafico (figura 10) demonstra a atividade relativa
tendo a maior atividade como 100%.

No trabalho descrito por Hoschke (2002) ele encontro a atividade 6tima para
uma a-amilase de Thermomyces lanuginosus na faixa de pH de 4.6-6.6, ja para
uma glucoamilase o autor observou o pH étimo da enzima na faixa de 4.6-5.6, para
enzimas purificadas de Thermomyces lanuginosus. Em Aspergillus fumigatus, o pH
da glucoamilase ficou entre a faixa de 4,5 e 5,5 ( Li e Liu, 2021). Portanto, se
observa uma atividade 6tima em faixa de pH mais acidas, isso pode se dar pela
carga de residuos de aminoacidos presentes na enzima, sendo desnaturada em pH
mais alcalinos pela mudancga de carga de seus aminoacidos (Karim, 2018). Assim,
as enzimas fungicas apresentam uma o6tima atividade em pH acidos (El-Gendy,
2012).

Figura 10. Efeito do pH na atividade amilolitica de Rasamsonia composticola. A
atividade foi expressa em atividade relativa com a maior atividade como 100%.
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4.7.3 Efeito de substratos na atividade enzimatica

A enzima purificada hidrolisou amido (100%) e outros polissacarideos
complexos como xilana (59%), carboximetilcelulose (32%), como observado na
tabela 5.

CMC, Avicel e Sacarose, sao oligossacarideos que apresentam glicose em
sua estrutura, e por isso sdo degradadas pela amilase. Além disso, deve-se
considerar o fato da enzima estar semi-purificada, podendo haver a presenca de
outras enzimas, dentre elas as xilanases, 0 que pode explicar a atividade sobre a
xilana. Em trabalho de Gao (2015) a d-amilase de Aspergillus também apresentou
atividade em outros substratos que apresentava glicose na sua composigdo, como

Glicogénio e Maltotriose.

Tabela 5. Efeito de substratos na atividade enzimatica de Rasamsonia
composticola.

Especificidade ao substrato

Substrato Atividade relativa (%)
Amido 100

Avicel 23+0,4

Xilana 59+0,3
Sacarose 1110,2

Pectina maga ND

Pectina citrus ND

CMC* 32+40,2

* CMC: Carboximetilcelulose.
ND: Nao detectavel

4.7.4 Efeito de ions e EDTA na atividade enzimatica

O ion Ca " aumentou a atividade amilolitica em 264% (5mM), enquanto os
ions Al*2, NH*, e EDTA inibiram completamente sua atividade a 5mM. Na tabela 6,
pode-se observar os resultados com diferentes concentracdes de ions e EDTA, e
sdo expressos em atividade relativa.

Chen (2005) avaliou o efeito de ions em uma glucoamilase purificada de
Chaetomium thermophilum e a enzima aumentou sua atividade na presenca de Ca
*2. 50mM. Ja no trabalho de Hoschke (2002) a a-amilase de T. lanunginous

apresentou aumento de 135% na presenca de Ca *>10mM, e na presenca de Zinco
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(Zn*?) 10mM houve a inibicdo de sua atividade com 24%. Sua inibicdo por Al*2
(5mM), NH* (5mM) e EDTA 5mM, Em trabalho de Gao (2015), foi realizado a
caracterizagdo de um d-amilase recombinante de Aspergillus expressa em
Geomyces pannorum, a qual apresentou ativagdo na presenga de Ca* e uma das
inibicdes por EDTA, processo que ocorre neste presente trabalho. Em trabalho com
Trichoderma pseudokoningii, Abdulaal (2018) observou também aumento de 152%
da amilase na presencga de calcio 5 mM. Esses achados podem ser explicados pelo
envolvimento desses ions com as cadeias sulfidrilas da enzimas inativando-a
(Nouadri, 2010).

Tabela 6. Efeito de ions e EDTA na atividade enzimatica de Rasamsonia
composticola.

Efeito de ions e EDTA na Atividade Enzimatica
Atividade relativa (%)

Reagentes 1mM 5mM
Controle 100 100
CuSO, 54+0,3 39+0,3
FeSO, 88+0,2 5510,1
CacCl, 16110,2 264+0,05
KCI 115+0,3 92+0,25
MgSO, 101+0,5 76+0,1
AIClI; 19+0,8 ND
ZnCl, 63+0,2 3710,2
NH,CI 410,3 ND
HgCl, 49+0,1 22+0,1
EDTA 53+0,6 ND

ND: Nao detectavel

4.8. Classificagdao da amilase de Rasamsonia composticola.

Para determinacdo da classe da amilase, foi empregado o método descrito
por Xiao (2006), o qual utiliza de ensaios utilizando métodos DNS (Miller, 1985) e
lodo (Fuwa, 1954.) Os resultados obtidos nesse experimento e as caracteristicas
bioquimicas, sugerem que a amilase de Rasamsonia composticola seria uma

glucoamilase. Os resultados podem ser observados na tabela 7.
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Nos estudos de Xiao (2006) a glucoamilase de Aspergillus niger (Sigma
A-1602), obteve uma atividade de 205 U/mL para DNS e 202 U/mL para lodo.
Ademais, a glucoamilase cliva ligagbes das extremidades nao redutoras do amido,
liberando mondémeros de glicose diminuindo assim a massa do amido impedindo a
acao do lodo. Por conta dessas caracteristicas, a glucoamilase da familia GH15 se
apresenta promissora para producdo de produtos provenientes do amido, como
alimentos, na produgéo de biocombustivel, diminuigdo de viscosidade (Mondal, et al.
2022; Rossel, et al. 2022; Busi, et al. 2021, Tao, et al., 2021)

Tabela 7. Determinacao de classe de amilase de R. composticola.

Amilase de Rasamsonia composticola (U/mL)
*DNS lodo

8,8 7,81
*DNS: Acido 3,5-Dinitrosalicilico.
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5. CONCLUSAO

O fungo termofilico Rasamsonia composticola produziu amilase em
Fermentagdo em Estado Solido (FES) utilizando residuos agroindustriais (casca de
maracuja e casca extrusada de laranja), como fonte de carbono, e 1% peptona
como fonte de nitrogénio, a 40°C e 96 horas.

A enzima apresenta uma potencial uso na industria de alimentos como de
biocombustivel, por conta de suas caracteristicas bioquimicas A enzima foi
semi-purificada 18 vezes com um rendimento de 69%, utilizando duas etapas
cromatograficas. A caracterizagdo bioquimica demonstrou uma atividade étima em
faixa de pH acido (4.6) e temperatura de 55°C. A enzima hidrolisou seu substrato o
Amido (100%), Xilana (59%) e CMC (32%). Foi ativada na presenca de Ca*, e
inibida por AlI'2, NH,, e EDTA. Os resultados, obtidos sugerem que a enzima
pertence a classe das glucoamilase.

Ademais, o fungo termofilico Rasamsonia composticola demonstrou ser um
bom produtor de amilase, com caracteristicas bioquimicas interessantes para uma

possivel aplicagdo em biotecnologica.
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