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RESUMO

Amilases são amplamente utilizadas na indústria devido suas características

bioquímicas e seu custo de produção reduzido quando comparado com outros compostos. A

busca por linhagens de fungos filamentosos que produzam amilases termoestáveis é

importante para ampliar sua aplicação em processos industriais que requerem temperaturas

elevadas. Neste estudo, foram isolados fungos filamentosos do solo de afloramentos de ferro,

com potencial para produção de amilase. Foram avaliados 34 fungos filamentosos e o isolado

21, identificado como Rhizopus oryzae apresentou potencial para produção de amilase. Após

a otimização das condições de cultivo, a maior produção de amilase por R. oryzae foi de 21,30

U/g de substrato seco, quando cultivado em farelo de trigo, suplementado com ((NH₄)₂SO₄,

MgSO₄*7H₂O e NaNO3), umidade de 55% a 30°C por 48 h, apresentando aumento de 47,4%

em relação ao parâmetro inicial. A caracterização bioquímica da enzima produzida pelo

isolado R. oryzae, mostrou ótima atividade enzimática em pH 5,0 a 75°C, com atividade

catalítica de 62,57 U/g de substrato. A enzima apresentou atividade residual superior a 80%

entre 30 e 50°C após 1 h de incubação, e 65% quando incubada em pHs de 4,5-9,0 após 24 h.

Essas características tornam a enzima produzida pela linhagem de Rhizopus oryzae isolada

das bancadas lateríticas promissoras para aplicação em processos industriais que requerem

amilases termoestáveis. A utilização de fungos filamentosos do solo de afloramentos de ferro

produtores de enzimas amilolíticas é recente e pode oferecer novas possibilidades para a

obtenção e aplicação de enzimas com características desejáveis para a indústria.

Palavras-chave: Amilases, afloramentos ferruginosos, linhagens fúngicas, cutilvo em estado

sólido, caracterização bioquímica.



ABSTRACT

Amylases are highly used in industry because of its cost of production and

biochemical characteristics. It requires studies that search for filamentous fungal strains

focused on production of thermotolerant amylases is desires to increase in industrials

applications that request high temperatures. In the present study was isolated filamentous

fungi from ironstone outcrops soil, with potential for amylase production. Of the 34 fungi was

evaluated and the isolate 21, molecularly identified as Rhizopus oryzae, showed potential for

amylase production. After performing the optimization of the amylolytic production of

isolated R. oryzae, the highest amylase production obtained was 21.30 U/g of dry substrate of

the wheat bran, supplemented with ((NH₄)₂SO₄, MgSO₄*7H₂O e NaNO3) in 55% moisture, at

30°C for 48 hours, increasing of 47.4% compared with initial production. The biochemical

characterization of the enzyme produced by isolated R. oryzae show optimal enzymatic

activity at pH 5.0 to 75°C with 62,57 U/g of amylolytic activity, residual activity higher than

80% of the enzyme was observed between temperatures from 30°C to 50°C after 1 hour of

incubation, and residual activity higher than 65% at pHs range 4.5-9.0 after 24 h of

incubation. These characteristics turn this strain of Rhizopus oryzae promising for industrial

application in processes that require amylases thermostable. The use of filamentous fungi

from the soil of iron outcrops producing amylolytic enzymes is recent and may offer new

possibilities for the production and application of enzymes with desirable characteristics for

the industry.

Keywords: Amylases, ironstone outcrops, fungal strains, solid-state fermentation and
biochemical characterization
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1. INTRODUÇÃO

O amido é o principal polissacarídeo de reserva de carboidratos encontrado nas

plantas, composto por unidades de glicose ligadas por ligações glicosídicas (Cho & Kang,

2020). Sua hidrólise produz moléculas simples que são utilizadas na alimentação humana,

produção de ração animal, fármacos (Oliveira et al., 2016), além de ser amplamente utilizado

na produção de bioplásticos e bioetanol (Maia et al., 2020).

A hidrólise do amido em açúcares simples pode ser realizada por catalisadores

químicos ou biológicos, sendo o uso de enzimas uma alternativa mais eficiente e sustentável

na indústria (Ghanbarzadeh et al., 2021), pois enzimas conduzem reações de forma específica

e seletiva, permitindo a obtenção de produtos de alta qualidade e baixa geração de resíduos

quando comparado com a hidrólise química (Almeida et al., 2017), reduzindo o impacto

ambiental da atividade industrial.

Amilases são enzimas que atuam na degradação do amido (Bertoft 2018; Park et al.

2018) realizando clivagens no interior e exterior da molécula. As amilases são divididas em

endoamilases e exoamilases, e de acordo com as ligações glicosídicas que clivam. As

α-amilases clivam randomicamente no interior do substrato produzindo maltose, β-amilases

nas extremidades não redutoras da cadeia produzindo β-dextrina, e glicoamilases atuam na

liberação de glicose das extremidades não redutoras (Farooq et al., 2021).

Dentre os organismos capazes de sintetizar enzimas amilolíticas destacam-se os fungos

filamentosos por apresentarem elevada produção de enzimas e estabilidade a variações de pH

e temperatura (Suwannarach et al., 2019).

A produção de amilases por microrganismos pode ser realizada por cultivo submerso

ou cultivo em estado sólido (Balakrishnan et al., 2021) , entretanto, o cultivo em estado sólido

tem se mostrado uma alternativa interessante para a produção de amilases de alta qualidade,

pois oferece vantagens como, baixo custo de produção, baixo risco de contaminação e

eficiência catalítica das enzimas (Premalatha et al., 2022), tornando o cultivo em estado sólido

uma estratégia importante para otimizar a produção de amilases em escala industrial

(Srivastava et al., 2019).

A obtenção de espécies fúngicas que produzam amilases bioquimicamente estáveis é

importante pois muitos processos industriais demandam características específicas para cada

processo realizado, entretanto, um dos entraves para sua aplicação são as características

bioquímicas das enzimas utilizadas, pois as amilases tendem a apresentar maior estabilidade

em pHs mais ácidos e baixa atividade em temperaturas elevadas, além de serem inibidas pelo
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seu produto de hidrólise, o que inviabiliza a utilização desses biocatalisadores em processos

que demandam altas temperaturas e pH básico, limitando consideravelmente as aplicações

dessas enzimas. Dessa forma, visando contribuir para a expansão da aplicação da amilase em

processos industriais, faz-se necessário bioprospectar linhagens produtoras de amilase com

elevada atividade e estabilidade a altas temperaturas.

Enzimas termoestáveis podem ser obtidas de fungos termófilos ou termotolerantes,

que por sua vez, podem ser isolados de ambientes hostis (Gomes et al., 2019) com elevadas

temperaturas, como as bancadas lateríticas localizadas em Corumbá - MS. Neste contexto, o

presente estudo visou o isolamento de fungos filamentosos do solo das bancadas lateríticas de

Corumbá-MS, com potencial para produção de amilase, otimização do processo de produção

enzimática e caracterizar bioquimicamente a amilase obtida.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo visou isolar fungos filamentosos do solo das bancadas

lateríticas de Corumbá-MS, com potencial para produção de amilase, otimizar a produção e

caracterizar bioquimicamente a amilase produzida.

2.2 Objetivos específicos

● Isolar os microrganismos do solo das bancadas lateríticas, Corumbá-MS;

● Caracterizar morfologicamente as linhagens isoladas;

● Avaliar a produção de amilase das linhagens isoladas;

● Otimizar a produção de amilase da linhagem selecionada;

● Caracterizar bioquimicamente a amilase obtida.
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3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Isolamento dos microrganismos e área de estudo

Afloramentos ferruginosos são formações geológicas resultantes da deposição de

sedimentos ferruginosos e intemperismo. Os afloramentos ferruginosos de Corumbá-MS,

Brasil, foram formados a partir da deposição de minerais do Planalto Residual de Urucum e

são chamados de “bancadas lateríticas” ou “Cangas” (Lima et al. 2019, Ruas et al. 2020)

devido a sua baixa altimetria. A região é classificada como AW megatérmica pela

classificação de Köppen (Lenzi & Paggi, 2020), com solos áridos, baixa disponibilidade de

recursos e baixa umidade (Takahasi & Meirelles, 2014).

Foram coletadas amostras de solo de cinco afloramentos ferríferos (Tabela 1),

localizados na cidade de Corumbá, MS, Brasil. As amostras de solo foram diluídas

seriadamente (10-1 a 10-4) em solução salina 0,85% e inoculadas em placas de Petri contendo

meio ágar batata dextrose (BDA) com 1 mg/mL de ampicilina. As placas de Petri foram

incubadas a 28 e 45°C visando isolar cepas mesófilas e termófilas. As cepas foram cultivadas

até a obtenção de cepas puras.

Tabela 1. Locais de coleta dos solos e sua coordenada geográfica.

Locais de coleta Coordenadas geográficas

Fazenda Monjolo 19° 16'28.4"S, 57° 31'42.7"W

Fazenda São João 19° 10'46.2"S, 57° 32'19.1"W

Fazenda Vale do Paraíso 19°10'05.1"S 57°33'26.3"W

Parque Municipal de Piraputangas I 19° 14'31.0"S, 57° 38'08.0"W

Parque Municipal de Piraputangas II 19° 17'02.0"S, 57° 37'06.0"W

3.2 Caracterização morfológica dos fungos isolados

As linhagens puras foram cultivadas a 28°C por 72 h. Posteriormente, os fungos

isolados foram fotodocumentados e caracterizados morfologicamente, incluindo a avaliação

da topografia, cor do centro, cor da borda, aspecto, textura e tipo de borda (Klich & Pitt,

1988).
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3.3 “Screening” das linhagens com potencial para produção de amilase

3.3.1 Inóculo e Cultivo em Estado Sólido (CES)

Os microrganismos isolados foram cultivados em frascos Erlenmeyers de 250 mL,

contendo 40 mL de meio BDA autoclavado e inclinado, por 96 h a 28°C. A suspensão do

microrganismo foi obtida pela raspagem da superfície do meio de cultura contendo 25 mL de

solução nutriente composta por sulfato de amônio 0,1%, sulfato de magnésio hepta-hidratado

0,1% e nitrato de sódio 0,1% (m/v) previamente autoclavada. A inoculação do fungo nos

substratos, foi realizada pela transferência de 5 mL da suspensão microbiana (107 esporos/g de

substrato seco) para os Erlenmeyer contendo 5 gramas (g) de farelo de trigo umedecido com 5

mL de solução nutriente previamente autoclavado (Pereira et al., 2015), por 96 h a 28°C.

3.3.2 Extração da enzima produzida

O extrato enzimático foi obtido adicionando 50 mL de água destilada nos frascos de

Erlenmeyer onde o cultivo em estado sólido foi realizado. Posteriormente, o meio foi

macerado e mantido em agitação a 100 rpm por uma h. O produto da agitação foi filtrado em

tecido sintético voal, seguido de centrifugação por 10 min a 2325 ×g e o sobrenadante,

denominado extrato enzimático, foi utilizado nos ensaios subsequentes.

3.3.3. Determinação da atividade de amilase

A atividade da amilase foi determinada pela adição de 0,1 mL do extrato enzimático

bruto em 0,9 mL de tampão acetato de sódio 0,1 M, pH 5,0 contendo 1% de amido de milho

(Maizena®) como substrato a 50°C. Após 10 min de reação, adicionou-se 1 mL de ácido

3,5-Dinitrosalicílico (DNS) conforme descrito por Miller (1959). A absorbância da amostra

foi medida a 540 nm em espectrofotômetro SP-220 (Biospectro), em comparação com a curva

padrão de glicose (0-1 mg/mL). Os resultados foram expressos em unidade por grama de

substrato seco (U/g), definida como a quantidade de enzima capaz de liberar um µmol de

açúcar redutor por minuto de reação (Cavalheiro et al., 2017).

3.4. Otimização da produção de amilase por cultivo em estado sólido (CES)

3.4.1 Efeito de diferentes substratos para produção de amilase

Cinco substratos foram selecionados para produção de amilase, sendo farelo de trigo,

sabugo de milho, palha de milho, casca de arroz e bagaço de cana-de-açúcar cortados,

pré-tratados com lavagem, secagem a 50°C e ralados. O cultivo foi realizado em frascos de

erlenmeyer de 250 mL contendo 5 g de cada substrato. Os frascos foram inoculados com 5
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mL de inóculo e incubados a 28°C por 96 h. Os parâmetros de cultivo ótimos de cada etapa,

foram adotados no cultivo subsequente.

3.4.2 Efeito das fontes de nitrogênio na produção de amilase

O efeito das fontes de nitrogênio na produção de amilase em CES foi estudado

utilizando sete soluções conforme Merheb-Dini et al. (2009) e Souza et al. (2020), conforme

apresentado na tabela 2.

Tabela 2. Fontes de nitrogênio utilizadas e suas concentrações.

Solução Composição da solução Concentração (m/v)

1 (NH₄)₂SO₄. 0,3%

2 MgSO4*7H₂O 0,3%

3 NaNO3 0,3%
4 (NH₄)₂SO₄,MgSO4.7H₂O e NaNO3 0,1%,0,1%, 0,1%

5 Extrato de levedura 0,3%
6 Peptona 0,3%

7 Extrato de levedura e peptona 0,3%

Os substratos foram umedecidos com a solução nutriente selecionada separadamente e

autoclavado, o efeito da atividade enzimática foi determinada conforme descrição no item

3.3.3.

3.4.3 Efeito da temperatura na produção de amilase

A temperatura ótima para a produção de amilase foi determinada incubando o

microrganismo em condições que foram selecionadas anteriormente nas temperaturas de 25 a

40°C com incrementos de 5°C. A atividade enzimática foi determinada conforme descrição

no item 3.3.3.

3.4.4 Efeito da umidade na produção de amilase

O efeito da variação da umidade para produção de amilase foi estudado variando o

teor de umidade do meio de cultivo de 50 a 80%, com incrementos de 5%. O cultivo foi

realizado em condições otimizadas, sendo o parâmetro selecionado utilizado nos estudos

seguintes. A atividade enzimática foi determinada conforme descrição no item 3.3.3.
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3.4.5 Efeito do tempo de cultivo para produção de amilase

O tempo de cultivo para a produção de amilase foi determinado em CES, incubando os

frascos por 192 h em CES. A cada 24 horas de cultivo, a enzima foi extraída, visando

determinar o melhor tempo de produção da enzima. O efeito da atividade enzimática foi

determinado conforme descrição no item 3.3.3.

3.5 Caracterização bioquímica da enzima produzida

3.5.1 Efeito do pH e da temperatura na atividade e estabilidade da enzima

O pH ótimo foi determinado avaliando a atividade enzimática em diferentes valores de

pH (3,0–8,0), a 50°C usando o tampão McIlvaine. A temperatura ótima avaliando a atividade

em diferentes temperaturas (30–85°C), no respectivo pH ótimo da enzima. A estabilidade da

enzima em diferentes pH foi estudada incubando a enzima em diferentes valores de pH por

24 h a 30°C, usados tampão McIlvaine (pH 3,0–8,0), 0,1 M Tris-HCl (pH 8,0–8,5) e 0,1 M

Glicina–NaOH (pH 8,5–10,5). A termoestabilidade foi avaliada incubando a enzima por 1 h

sob diferentes condições de temperatura (30–80°C). As atividades residuais da enzima foram

determinadas sob pH e temperatura ótimos.

3.5.3. Avaliação do potencial dextrinizante do extrato enzimático

A atividade dextrinizante foi avaliada em ensaios conduzidos em tampão de acetato de

sódio (0,1 M, pH 5,0) contendo 1% de amido. A despolimerização do amido foi quantificada

pelo método iodométrico descrito por Fuwa (1954) e Pongsawadi e Yagisawa (1987). A

reação foi composta por 0,1 mL do extrato enzimático e 0,3 mL de tampão contendo amido.

Após incubação por 10 min a 55°C, a reação foi interrompida pela adição de 4 mL de HCl

0,2 M, 0,5 mL de reagente iodo (0.3% KI e 0,03% I2) e 10 mL de água destilada. A

absorbância foi medida a 700 nm. Uma unidade de atividade enzimática foi definida como a

quantidade de enzima necessária para reduzir a intensidade da cor azul do complexo

iodo-amido em 10% por minuto de reação.

3.6. Análise estatística

Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados são apresentados como

a média de dois ensaios independentes. A análise estatística dos dados incluiu ANOVA

seguido pelo teste de Tukey com nível de significância de 1%, com o auxílio do software

estatístico ASSISTAT (Silva & Azevedo, 2016).
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

Foram isolados 34 fungos filamentosos mesófilos de cinco bancadas lateríticas

localizadas no Pantanal Sul Mato Grossense, e caracterizados de acordo com suas

características, local de coleta e diferentes morfotipos (Anexo I). A produção de amilase pelos

fungos isolados foi avaliada cultivando os microrganismos em farelo de trigo por 96 h

(Tabela 4).

Entre os fungos avaliados para produção de amilase, os isolados 11 e 21 apresentaram

maior produção de amilase, 14,01±0,35 e 14,45±1,60 U/g de substrato, respectivamente.

Devido a produção de amilase em seu maior valor absoluto o isolado 21 foi selecionado para

ensaios de otimização e caracterização da amilase produzida, sendo identificado

molecularmente pela empresa GoGenetics como Rhizopus oryzae (arrhizus).

Tabela 3. “Screening” da produção de amilase por fungos filamentosos isolados do solo de
bancadas lateríticas, cultivados em farelo de trigo contendo 70% de umidade inicial a 28°C
por 96 h.

Fungos isolados

Amilase

(U/g de substrato) Fungos isolados

Amilase

(U/g de substrato)

1 6,04 ± 0,59 18 0,00 ± 0,00

2 0,00 ± 0,00 19 3,88 ± 0,78

3 0,00 ± 0,00 20 8,93 ± 1,39

4 4,45 ± 1,43 21 14,45 ± 1,60

5 3,34 ± 0,74 22 13,77 ± 0,32

6 3,64 ± 0,99 23 7,606 ± 0,076

7 3,97 ± 0,46 24 6,72 ± 1,80

8 12,81 ± 1,35 25 8,22 ± 0,82

9 9,88 ± 1,62 26 10,26 ± 2,67

10 8,89 ± 3,34 27 12,43 ± 0,49

11 14,01 ± 0,35 28 5,72 ± 1,70

12 8,14 ± 3,54 29 5,69 ± 1,03

13 6,80 ± 0,62 30 4,92 ± 2,26

14 7,99 ± 1,06 31 7,83 ± 2,27

15 11,42 ± 0,98 32 10,57 ± 0,12

16 7,86 ± 1,35 33 4,06 ± 1,60

17 2,63 ± 0,23 34 7,86 ± 0,99
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4.1. Otimização dos parâmetros de cultivo para produção de amilase

4.1.1. Seleção de substratos para produção de amilase

Dentre os substratos avaliados, o farelo de trigo foi o substrato que apresentou maiores

valores absolutos na produção de amilase por R. oryzae, produzindo 15,13±0,83 U/g de

substrato, seguido do sabugo de milho com 14,71±1,34 U/g (Figura 1).

Figura 1. Produção de amilase em diferentes substratos agroindustriais por cultivo em estado
sólido pelo fungo Rhizopus oryzae, 96 h, contendo 70% de umidade a 28ºC suplementado
com a fonte de nitrogênio ((NH₄)₂SO₄,MgSO4*7H₂O e NaNO3).  

Estudos descrevem o farelo de trigo como excelente substrato para a produção de

diferentes enzimas, devido às suas características físico-químicas, tais como sua matriz sólida

que favorece a adesão de fungos filamentosos, sua capacidade de retenção de umidade e sua

abundância de sais inorgânicos, carbono e nitrogênio (Biswas et al., 2019, Almanaa et al.,

2020). Portanto, o farelo de trigo foi selecionado como substrato para os ensaios

subsequentes.

4.1.2. Efeito da fonte de nitrogênio na produção de amilase

A maior produção de amilase pelo microrganismo foi obtida nas fontes ((NH4)2SO4,

MgSO4.7H₂O e NaNO3) e Extrato de Levedura, resultando em uma produção média de 13,74

U/g e 11,61 U/g de substrato, respectivamente. Por outro lado, a combinação de Extrato de

Levedura e Peptona resultou na menor produção de amilase, produzindo 8,39 U/g de substrato

(Figura 2A). Nossos resultados estão de acordo com estudos anteriores que indicaram a
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solução de sulfato de amônio, sulfato de magnésio heptahidratado e nitrato de sódio, como

bons indutores para a produção de amilases fúngicas (Ferreira et al., 2015, Oliveira et al.,

2016, Cavalheiro et al., 2017). Isso ocorre porque algumas amilases são metaloenzimas que

necessitam de cátions específicos como o Mg+2 ou Ca+2 para manter a sua conformação

espacial assegurando a estabilidade e atividade da enzima (Merheb-Dini et al., 2009, Prajapati

et al., 2014).

4.1.3. Efeito da temperatura na produção de amilase

R. oryzae apresentou maior produção de amilase quando cultivado a 30°C (18,42±0,46

U/g), no entanto, não houve diferença significativa quando comparado às temperaturas de 25

a 35°C. Por outro lado, foi observada diminuição na produção de amilase em temperaturas

acima de 35°C (Figura 2B). O mesmo foi observado no estudo com Trichoderma virens, onde

30°C foi a temperatura mais adequada para produção de amilase (Abdel-Mageed et al., 2022).

Figura 2. Produção de amilase por Rhizopus oryzae por cultivo em estado sólido em farelo de
trigo contendo 70% de umidade, após 96 h. (A) Diferentes fontes de nitrogênio, (B)
Temperatura de cultivo.

A temperatura é um importante parâmetro no cultivo em estado sólido pois está

diretamente associada à produção de enzimas, visto que uma temperatura abaixo do ideal para

o microrganismo pode levar a um desenvolvimento lento e não fornece energia necessária

para a biossíntese de enzimas. Em contrapartida, temperaturas acima do ideal pode levar a

desnaturação das proteínas inibindo o desenvolvimento do microrganismo produtor (Fadel et

al., 2020, Farooq et al., 2021), por influenciar diretamente na energia que é requerida pelo

organismo.
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4.1.4. Efeito da umidade na produção da amilase

A maior produção de amilase pelo fungo R. oryzae, 21,19±0,78 U/g. (Figura 3A), foi

obtida em farelo de trigo, contendo 55% de umidade inicial após 96 h de cultivo.

A umidade é um dos fatores decisivos para o desenvolvimento dos fungos. A umidade

excessiva pode reduzir a porosidade do substrato, dificultar as trocas gasosas e favorecer o

surgimento de bactérias indesejáveis. Por outro lado, baixos níveis de umidade podem

dificultar a distribuição de nutrientes no substrato e consequentemente, prejudicar o

crescimento dos fungos (Benabda et al., 2019). Microrganismos que necessitam de baixos

níveis de umidade para produção de enzimas auxiliam na redução dos custos de produção,

além de reduzirem o risco de contaminação por bactérias (Sanguine et al., 2022).

4.1.5. Efeito do tempo de cultivo na produção de amilase

A produção de amilases é diretamente influenciada pelo tempo de cultivo. R. oryzae

apresentou máxima produção de amilase após 48 h de cultivo, obtendo 21,30 U/g de substrato

(2,13 U/mL) (Figura 3B). Pode-se observar um aumento na produção de amilase até o 4° dia

de incubação, posteriormente houve uma expressiva redução na produção da enzima.

Bernardes et al. (2014) obteve um resultado similar ao estudar Rhizomucor miehei cuja

produção máxima de amilase ocorreu em 48 h de incubação (13 U/g de substrato) em quirera

de milho, usando como fonte de nitrogênio sulfato de amônio 0,1%, pH 4,5. O tempo de

cultivo para produção de enzimas é uma das características mais relevantes para a indústria,

pois ela interfere diretamente nos custos de produção (Garbin et al., 2021).

Figura 3. Produção de amilase por Rhizopus oryzae por cultivo em estado sólido em farelo de
trigo suplementado com a fonte de nitrogênio (NH₄)₂SO₄,MgSO4*7H₂O e NaNO3 em (A)
diferentes umidades e em função do (B) tempo de cultivo a 30°C por 96 h.
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A otimização dos parâmetros de cultivo demonstrou que o cultivo em farelo de trigo,

suplementado pela fonte de nitrogênio (NH₄)₂SO₄,MgSO4*7H₂O e NaNO3 , contendo 55% de

umidade inicial a 30°C e com 48 h de cultivo foram as condições ideais para a produção de

amilase por R. oryzae. A otimização das condições de cultivo resultou em um aumento de

47,4% na produção da amilase quando comparado o parâmetro de substrato com o parâmetro

de tempo de cultivo (Figura 1 e 3).

A produção de amilase por R. oryzae indica um perfil interessante em aplicações que

requeiram moderada necessidade de água (55%) e curto período de incubação (48 h), o que

estimula a sua caracterização e o desenvolvimento de ensaios para a aplicação dessa enzima.

4.2 Caracterização bioquímica da enzima

4.2.1 Efeito do pH e da temperatura na atividade enzimática

A amilase produzida por R.oryzae apresentou maior atividade enzimática em pH 5,0

(Figura 4A). Nossos resultados estão de acordo com a literatura, que relata a atividade ideal

de enzimas amilolíticas em pH entre 4,0 e 7,0 (Paludo et al., 2018; Abdulaal et al., 2019;

Ademakinwaal et al., 2019). O pH é um dos fatores mais importantes na atividade enzimática,

pois a concentração de íons de hidrogênio na solução afeta a distribuição e as interações

químicas entre o sítio ativo da enzima e o substrato, podendo favorecer ou eliminar interações

iônicas que são necessárias para a conformação ativa da enzima (Nelson & Cox 2019; Paul et

al., 2021).

A temperatura para a atividade ótima da amilase produzida por R. oryzae foi a 75°C

(Figura 4B), sendo a atividade enzimática nas temperaturas de 70 e 80°C superiores às

obtidas nas temperaturas de 30 a 65°C.

Figura 4. Efeito do pH (A) e temperatura (B) sobre a atividade da amilase produzida pelo
Rhizopus oryzae.
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A temperatura ótima obtida nesse estudo é superior a temperatura ótima relatada na

literatura para amilases produzidas por microrganismos mesófilos, que geralmente estão na

faixa de 40°C-65°C (Singh et al., 2016; Simair et al., 2017; Ghosh et al., 2020), o que permite

a aplicação dessa enzima em processos industriais em torno de 70°C por curto período de

tempo.

Enzimas que possuem atividade ótima em temperaturas elevadas são aplicadas em

diversos segmentos da indústria, como na indústria têxtil, onde as amilases são usadas no

processo de “desinzing” que se trata do redimensionamento da fibra textil, que ocorre entre 60

a 80°C. Ainda podem ser utilizadas em processos de fermentação para produção de bebidas

alcoólicas, que ocorrem entre 60 a 70°C (Arora et al., 2020).

4.2.2 Efeito do pH e da temperatura na estabilidade da enzima

A enzima estudada apresentou estabilidade elevada em ampla faixa de pH, com

atividade residual superior a 65% em pH de 4.5 a 8.5 após 24 h de incubação (Figura 5A), o

que viabiliza a aplicação dessa enzima em processos que ocorrem em pHs ácidos e básicos

como o processo da sacarificação e liquefação do amido (Apostolidi et al., 2020) e na

produção de detergentes que ocorrem em pH básico e temperaturas de 40 a 60°C (Hmidet et

al., 2019; Priyadarshini et al., 2020; Kherouf et al., 2021).

Figura 5: Caracterização bioquímica da amilase produzida por cultivo em estado sólido nos
parâmetros otimizados de Rhizopus oryzae. (A) pH de estabilidade e (B) temperatura de
estabilidade. 
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A amilase produzida por R. oryzae mostrou uma atividade catalítica residual superior a

80% da atividade inicial após 1 h de incubação a 50°C (Figura 5B). A termoestabilidade

obtida no presente estudo é incomum para fungos mesófilos descritos na literatura. Cavalheiro

et al. (2017) obteve aproximadamente 20% de atividade residual após 1 hora de incubação a

50°C ao estudar o fungo Gongronella butleri. Almeida et al. (2017), estudando o fungo R.

oryzae isolado da Mata Atlântica brasileira obteve atividade residual inferior a 40% quando

incubada por 20 minutos a 50°C.

A estabilidade à temperatura é um fator importante na seleção de amilases para

processos industriais, especialmente aqueles que envolvem altas temperaturas, como a

produção de xarope de glicose (Wang et al., 2019, Far et al., 2020). Quando uma enzima é

instável a altas temperaturas pode ocorrer a perda de sua atividade catalítica (Sharma et al.,

2019), levando a redução da eficiência do processo e aumentando os custos de produção.

Portanto, a seleção de amilases estáveis a temperatura é essencial para garantir a eficiência e

rentabilidade dos processos industriais que essas enzimas serão aplicadas.

4.2.3. Potencial de dextrinização do extrato enzimático

Foi estudado o potencial sacarificante e dextrinizante do extrato enzimático produzido

por R. oryzae, resultando em 62,5 U/g de açúcar redutor no método de DNS e 100 U/g no

método dextrinizante (Figura 6). Nossos resultados indicam que a amilase produzida por R.

oryzae possui predominantemente atividade dextrinizante, resultando em uma grande

quantidade de extremidades redutoras de cadeia.

Figura 6. Modificações enzimáticas da molécula do amido pelos métodos DNS e iodométrico.
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Os resultados indicam que o extrato enzimático estudado apresenta características de

endoamilase, haja vista que a dextrina é obtida por clivagens no interior do polissacarídeo amido

(Paul et al., 2021; Farooq et al., 2021).

5. CONSIDERAÇÕES FINAIS

O fungo R. oryzae apresentou potencial promissor para produção de amilase utilizando

subprodutos agroindustriais como substrato, com baixa umidade (55%), em um curto período de

tempo (48 h de cultivo).

A amilase obtida apresentou atividade em temperaturas elevadas e estabilidade em ampla

faixa de pH e temperatura. O potencial sinérgico de liquefação e sacarificação do amido, que

indica a atuação de diferentes tipos de enzimas na hidrólise do amido, foi outra característica

promissora da amilase produzida por R. oryzae.

A eficiência nos ensaios de otimização da produção de amilase associado às

características do extrato enzimático produzido por R. oryzae estimula a aplicação dessa enzima

em processos industriais que exigem alta estabilidade estrutural.
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ANEXO I – Tabela de caracterização morfológica

Tabela 4. Caracterização morfológica dos fungos isolados a partir do solo de bancadas
lateríticas, município de Corumbá, Mato Grosso do Sul, Brasil. Colônias analisadas após 72 h
crescimento em meio BDA.

Isolado Topografia
Cor do
centro

Cor da borda
diferenciada Aspecto Textura Borda Origem

1 Rugosa Branco Branco Seco Aveludada Regular
Vale do
Paraíso

2 Rugosa
Marrom e

creme Branco Seco Aveludada Regular Monjolo

3 Lisa

Branco
com anéis

cinza
Branco com anéis

cinza Seco Aveludada Regular Monjolo

4 Verrucosa Preto Branco Seco Aveludada Regular
Piraputangas

I

5 Rugosa Verde Branco Seco Aveludada Regular
Piraputangas

I

6 Umbilicada Verde Vermelho e branco Seco Aveludada Regular
Vale do
Paraíso

7 Rugosa Laranja Laranja Seco Aveludada Regular
Piraputangas

I

8 Rugosa

Branco
com

marrom
Branco com

marrom Seco Aveludada Regular
Piraputangas

II

9 Lisa Laranja Laranja Seco Granular Irregular
Piraputangas

II

10 Rugosa
Marrom e

creme Branco Seco Aveludada Regular Monjolo

11 Lisa Amarelo Verde com branco Seco Granular Irregular
Piraputangas

I

12 Rugosa
Creme

com preto Creme com preto Seco Aveludada Regular
Vale do
Paraíso

13 Rugosa
Verde com

branco Verde com branco Seco Granular Irregular
Piraputangas

II

14 Rugosa
Creme

com preto Branco Seco Aveludada Regular Monjolo

15 Rugosa

Branco
com

marrom
claro

Branco com
marrom claro Seco Aveludada Regular Monjolo

16 Rugosa Creme Creme Seco Aveludada Regular
Piraputangas

I

17 Lisa

Branco
com anéis

cinza
Branco com anéis

cinza Seco Aveludada Regular
Vale do
Paraíso

18 Rugosa
Verde com

branco Verde com branco Seco Granular Irregular
Piraputangas

II
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19 Umbilicada Laranja Verde com branco Úmido Aveludada Regular Monjolo

20 Lisa Amarelo Verde com branca Seco Granular Irregular
Piraputangas

II

21 Lisa Preto Preto Seco Algodonosa Irregular
Vale do
Paraíso

22 Lisa Preto Preto Seco Algodonosa Irregular
Piraputangas

II

23 Umbilicada
Marrom

esverdeado
Marrom

esverdeado Seco Granular Irregular
Piraputangas

II

24 Lisa
Verde com

amarelo Verde com amarelo Seco Granular Irregular
Vale do
Paraíso

25 Umbilicada
Verde com

amarelo Borda branca Seco Aveludada Regular
Piraputangas

I

26 Rugosa
Preto em 3
camadas

Marrom com
creme Seco Aveludada Regular

Vale do
Paraíso

27 Rugosa Verde Bordas brancas Seco Aveludada Regular
Piraputangas

II

28 Rugosa

Creme
com

marrom
Creme com

marrom Seco Aveludada Regular Monjolo

29 Rugosa

Creme
com

amarelo
Creme com

amarelo Seco Algodonosa Irregular
Piraputangas

II

30 Rugosa

Amarelo e
verde
escuro Verde claro Seco Aveludada Regular

Vale do
Paraíso

31 Rugosa Cinza Branco Seco Aveludada Irregular
Vale do
Paraíso

32 Rugosa Branco Verde. Seco Aveludada Irregular
Vale do
Paraíso

33 Lisa Marrom Branca Seco Aveludada Irregular
Piraputangas

I

34 Lisa Branca Branca Seco Aveludada Irregular
Piraputangas

I


