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RESUMO

As amilases sao enzimas com amplas aplica¢des industriais, as quais podem ser
produzidas por basidiomicetos saprofitos, ndo patogénicos, atraindo grande
interesse comercial, devido a facilidade de cultivo e produgdo enzimatica
extracelular. A sele¢gdo de cepas de basidiomicetos com maior potencial na
producdo de enzimas amiloliticas (a-amilase e glucoamilase) por cultivo
submerso foi realizada utilizando 12 cepas. A cepa que apresentou maior
potencial de producédo de amilases foi Coprinus comatus (2,31 U-mL-' em 48
horas de cultivo). Esta pesquisa € uma das poucas que avalia o potencial de
basidiomicetos para a produgdo de amilases em cultivo submerso e a primeira
reportada na literatura que avalia quantitativamente C. comatus. Em seguida,
realizou-se um delineamento do tipo Plackett-Burman 11/12 para a seleg¢ao de
variaveis significativas. Trés fatores apresentaram efeito significativo (p<0,05)
para a-amilase e glucoamilase: amido, ureia e Fe2(SO4)3. O incremento da
producgéo utilizando o Delineamento Composto Central Rotacional foi de 180%
para a-amilase e 1184% para glucoamilase, ao qual resultou na obtengéo de
dois modelos representados pelas superficies de resposta para ambas enzimas.
Na cinética final foi obtida atividade maxima em 48 horas para a-amilase (5,84
U-mL"; 213 U'-mg™') e em 44 horas para glucoamilase (8,87 U-mL"; 147,93
U-mg™). C. comatus apresentou produtividade para a-amilase de 0,12 U-mL"-h-
. em 48 horas de cultivo com fator de conversdo de substrato em biomassa
(YAxs) de 0,02 g de biomassa (gdb). g-' de substrato (gds), de substrato em
enzima (YAr;s) de 508,34 U-gds™' e de biomassa em enzima (YAr/x) de 25532,55
U-g. No meio para producido de glucoamilase esta cepa apresentou YGxss foi
de 0,02 gdb-gds™, YGpis de 766,20 U-gds™ e YGpix de 37744,54 U-g"', com
produtividade de 0,20 U-mL'.h"' no pico de atividade. As enzimas foram
caracterizadas quanto ao pH, temperatura de reagao e ions metalicos. O pH e
temperatura 6timos para a-amilase foram de 6,5 e 50°C. Para a glucoamilase
foram encontrados pH e temperatura 6timos igual a 6,0 e 50°C. A presenca do
ion Mg?* aumentou significativamente a produgdo de a-amilase (43,16%). Por
sua vez, glucoamilase teve um aumento de 168,46% na presenca de ion Mn?* e
157% na presencga de Ca?*. A otimizagao da atividade enzimatica de C. comatus
aumentou a atividade de a-amilase em 153% em relacao a atividade obtida na
selegao e para glucoamilase houve um aumento de 2234%.

Palavras-chave: Basidiomicetos; a-amilase; Glucoamilase; Bioprocessos;
Parametros cinéticos;



ABSTRACT

Amylases are enzymes with broad industrial applications, which can be produced
by non-pathogenic saprophytic basidiomycetes, attracting great commercial
interest due to the ease of cultivation and extracellular enzymatic production. The
selection of basidiomycete strains with greater potential for the production of
amylolytic enzymes (a-amylase and glucoamylase) via submerged culture was
carried out using 12 strains. The strain with the highest potential to produce
amylases was Coprinus comatus (2,31 U-mL"in 48 hours of culture). This
research is one of the few that evaluates the potential of basidiomycetes for the
production of amylases in submerged culture and the first one reported in the
literature that quantitatively evaluates C. comatus. Next, a Plackett-Burman
Screening Design 11/12 was carried out to select the significant variables. Three
factors presented significant effect (p<0,05) for a-amylase and glucoamylase:
starch, urea and Fe2(SOa4)s. The increase in production using Rotational Central
Composite Design, 180% for a-amylase and 1184% for glucoamylase, resulted
in two models represented by the surface of response for both enzymes. In the
final kinetics, the maximum activity was obtained after 48 hours for a-amylase
(5,84 U-mL"; 213 U-mg") and in 44 hours for glucoamylase (8,87 U-mL-"; 147,93
U-mg™). The C. comatus showed a 48 hour productivity for a-amylase of 0,12
U-mL"-h"", with a substrate conversion factor in biomass (YAxs) of 0,02 g of
biomass (gdb).g™" of substrate (gds), enzyme substrate (YArss) of 508,34 U-gds"
' and biomass in enzyme (YArix) of 25532,55 U-g”'. In the medium for the
production of glucoamylase is available in YGxs was 0,02 gdb-gds™, 766,20
U-gds™ YGpis and 37744,54 U-g™! YGpix, yielding 0,20 U-mL-"-h-! at peak activity.
The enzymes were characterized for pH, reaction temperature and metallic ions.
Optimal pH and temperature for a-amylase were 6,5 and 50°C, while for
glucoamylase they were 6,0 and 50°C. The presence of Mg*?ion increased
significantly the a-amylase production (43,16%). Glucoamylase, in turn, had an
increase of 168,46% in the presence of Mn*?ion and 157% in the presence of
Ca*2. The optimization of the C. comatus enzymatic activity increased the o-
amylase activity in 153% in relation to the activity obtained in the selection, while
the increase in glucoamylase was 2234%.

Keywords: Basidiomycetes; a-amylase; Glucoamylase; bioprocesses; Kinetic
parameters;
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1. INTRODUGAO

As enzimas amiloliticas sao utilizadas na produgcdo de xaropes,
edulcorantes, liquefacdo e sacarificagdo de amido, maturagcdo e aromatizacao
de queijo, farinha, cereais infantis, em cervejarias, no tratamento da pasta de
cacau para producgao de xarope de chocolate, entre outras aplica¢gdes (GOUD et
al., 2009; SUNDARRAM, MURTHY, 2014; ELMARZUGI et al., 2014; ABD-
ELHALEM et al, 2015; ZHANG et al., 2016; SHUKLA, SINGH, 2016; SINDHU et
al, 2017).

As amilases representam a maior parte do mercado de enzimas,
correspondendo de 25 a 30% deste (ELMARZUGI et al., 2014). Atualmente, n&o
ha amilases industriais de macromicetos disponiveis no mercado. Poucas
pesquisas cientificas avaliaram o potencial destes quanto a producdo de
amilases, principalmente em cultivo submerso. Algumas espécies de
macromicetos apresentam caracteristicas saproéfitas e auséncia de toxicidade
(PRAKASAM et al, 2011), sendo consideradas sistemas com potencial para a
producdo de enzimas, embora ainda pouco explorados (SPIER et al., 2015).
Diante dessas caracteristicas, os macromicetos tornam-se fontes promissoras
para a producao de amilases.

A otimizagcao apropriada do meio de cultivo € extremamente importante
para garantir produtividade e economia de custos. Os delineamentos
experimentais sao frequentemente usados para otimizar processos para a
producédo de amilases de varias espécies microbianas (RAMESH; MURTY,
2014; IMEN; MAHMOUD, 2015; DUTTA; DEB; MAJUTAR, 2016). O método
Plackett-Burman (PB) € um delineamento estatistico de dois niveis usado para
selecionar variaveis que apresentem efeito significativo sobre a resposta
desejada (PLACKETT; BURMAN, 1946; IMEN & MAHMOUD, 2015; SPIER et
al., 2010). Os niveis 6timos dos fatores significativos selecionados por PB podem
ser determinados por um delineamento fatorial. A aplicagdo de delineamento
composto central rotacional (DCCR) para gerar a superficie de resposta pode
ser uma ferramenta util para incrementar a produgao de enzimas.

O objetivo deste estudo foi selecionar uma cepa de macromiceto que
apresentou maior producdo de amilases e otimizar a composi¢cdo do meio

sintético em cultivo submerso, visando o incrementando da produgdo destas
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enzimas por delineamentos estatisticos. Além disso, as amilases produzidas

foram caracterizadas parcialmente.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O presente projeto de pesquisa apresentou como objetivo geral a
otimizacdo de algumas variaveis que afetaram a produgdo de enzimas
amiloliticas por cultivo submerso (CSm) utilizando uma cepa de macromiceto

comestivel ainda nao explorada cientificamente e comercialmente.

2.2, Objetivos especificos

e Selecionar uma cepa de macromiceto com maior capacidade de producéo
de enzimas amiloliticas em cultivo submerso (CSm) usando meio de

cultivo contendo amido soluvel;

¢ Identificar, selecionar e avaliar variaveis quimicas que possam afetar a

producao de amilases pela cepa selecionada;

e Maximizar a producdo das enzimas amiloliticas, por meio de

delineamentos experimentais;

o Realizar cinética do cultivo submerso nas condi¢cbes ideais para
determinar o tempo de cultivo com maxima produgédo das enzimas bem

como os parametros cinéticos do bioprocesso;

e Oferecer ao mercado uma alternativa tecnoldgica para a obtencéo de

amilases fungicas ainda nao reportadas;
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Enzimas

As primeiras transformagdes enzimaticas registradas datam de
aproximadamente 6.000 a.C. na China, Suméria e Egito, muito antes da
concepgao do termo enzima. As enzimas atuavam no processo de fabricagédo de
alimentos como queijo, p&o, cerveja, vinho e vinagre. No entanto, apenas por
volta de 1.800 d.C. iniciaram-se os estudos relacionados com as enzimas por
diversos pesquisadores como Kiihne, Pasteur, Lieig e Buchner (SCHAFER,
2007). Relatos sobre uma das primeiras patentes datam de 1913, concedida
para Otto Rohm, que utilizava a protease em detergentes de roupa (AEHLE,
2007; TALENS-PERALES et al., 2016).

No final do século XIX a teoria “Chave-Fechadura” proposta por Fischer,
que leva em consideracdo a seletividade caracteristica das enzimas foi
postulada. E explanado na teoria que o substrato se encaixa no sitio ativo
especifico para si na enzima, formando o complexo chave-fechadura.
Posteriormente a essa teoria, Michaelis e Menten postularam sobre a formagao
de complexos formados entre substratos e enzimas (complexo substrato-
enzima), para na sequéncia formar um produto especifico. Apos a reagao, ocorre
a liberacdo da enzima para o meio e isto possibilita a utilizacdo desta em um
novo ciclo catalitico. Esse tipo de modelo cinético tem sido aperfeicoado ao longo
dos anos (GROGER, ASANO, 2012).

As enzimas sao catalisadores biologicos sustentaveis da natureza. Sao
proteinas capazes de atuar sobre diversos tipos de compostos dependendo da
sua especificidade. Atuando sobre substrato(s) especificos transformando-os em
outro(s) composto(s) distinto(s), os produto(s). Isto ocorre com uma alta taxa de
reacao, pois reduzem a energia de ativacao requerida para a reacao (VITOLO,
2009). Essa fungao unica das enzimas se deve as suas complexas estruturas
tridimensionais e ao sitio ativo integrado nesta estrutura (GROGER; ASANO,
2012).

As enzimas s&o biodegradaveis, derivadas de fontes renovaveis, com
menor impacto ambiental, pois geram baixa quantidade de residuos, levando ao
aumento na busca por novas e mais eficientes fontes enzimaticas (DICOSIMO,
2013; SHELDON; PELT, 2013).
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As enzimas podem ser provenientes de fonte animal, vegetal ou
microbiana. Dentre as enzimas microbianas, destacam-se as fungicas, pois os
fungos possuem uma grande capacidade de degradar uma variedade de fontes
organicas (RYTIOJA et al., 2014). Diversas pesquisas ao longo dos anos tém
sido realizadas para explorar novos fungos produtores, como Souza et al. (2008)
que estudaram a produgao de enzimas com interesse biotecnoldgico produzidos
por basidiomicetos da Amazbnia. Wisniewski et al. (2010) pesquisaram a
producéo de amilases em residuos de cerveja. Zancan et al. (2015) analisaram
a producdo enzimatica por basidiomicetos cultivados em residuos
lignoceluldsicos, entre diversas outras pesquisas.

Diante dos avangos nas areas de biotecnologia e engenharia bioquimica,
€ possivel produzir enzimas com maior aplicabilidade quando comparadas aos
catalisadores quimicos. Isso esta ligado diretamente a possibilidade de
manipulagéo genética para conferir propriedades desejadas (pH 6timo, substrato
especifico, seletividade e atividade) e tornar possivel a aplicagédo industrial com
um preco mais acessivel (SHELDON; PELT, 2013; SUNDARRAM; MURTHY,
2014).

Atualmente o mercado mundial de enzimas movimenta mais de 4
bilhbes de dolares e o Brasil € responsavel por aproximadamente 6% desse
montante. Apesar do Brasil representar uma parcela pequena, € um mercado
que vem crescendo ao longo dos anos (STAHLKE et al., 2015), tornando a
pesquisa e a investigacdo de novas fontes enzimaticas comercialmente viaveis

um campo em expansao.

3.2. Amilases

As amilases hidrolisam a molécula de amido em diferentes produtos, que
incluem principalmente dextrinas, maltose, maltotriose e glicose (WHITEHURTS;
OORT, 2010). Sao classificadas de acordo com a hidrdlise realizada nas ligagdes
glicosidicas. Uma das caracteristicas mais importantes nesse tipo de conversao
€ a possibilidade de transformar o amido em diferentes biomoléculas com
importancia industrial, tais como: etanol, sorbitol, acido glutamico, acido latico,
acido citrico e lisina (KUMAR et al., 2012; TIWARI et al., 2015).

As amilases destacam-se no mercado mundial de enzimas com uma
representatividade entre 25 e 30% (ELMARZUGI et al., 2014). Podem ser
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divididas em duas categorias: exoamilases e endoamilases. As exoamilases
hidrolisam as extremidades n&o redutoras nas fragcbes do amido de forma
sucessiva acarretando a formagdo de produtos finais de cadeias curtas. As
endoamilases por sua vez catalisam a hidrdlise dos granulos de amido de forma
aleatdria formando oligossacarideos lineares ou ramificados com variados
comprimentos de cadeia. As diversas amilases e sua agao na molécula de amido
sdo abordadas na Figura 1 (GUPTA et al., 2003).

FIGURA 01 - DIFERENTES HIDROLISES REALIZADAS PELAS AMILASES NA MOLECULA
DE AMIDO.

oo
——_
o0 —
a,1-4+da,1-6 / XA OO
o . ) Iscalimase
hidrolase a, 1-6 hidrolase
f
SCOooOC0
/Enzima ramificadora de glucana
a, 1-6 transferase
o «
Glucoamilase a, 1-4 hidrolase
:‘:—-_-—_'_'_‘—'—-—-—-—\
a, 1-4 transferase
Ciclodextrina
o glicosiltransferase
p-amilase oeD @D O ooeeeed

Amilomaltase

a-amilase

FONTE: ADAPTADO DE MAAREL et al. (2002).

As enzimas amiloliticas s&o utilizadas nas industrias de paes, xaropes,
farinhas, cervejarias, entre outras (SINDHU et al, 2017; TIWARI et al., 2016;
ZHANG et al., 2016; GOUD et al., 2009).

As enzimas de origem fungica apresentam maior destaque por
abrangerem uma grande diversidade de espécies que possuem facilidade de
manipulagéo genética, de crescimento em diversos substratos, requerem menor
espago para a sua producdo e tempo reduzido para sintese de enzimas
(SUNDARRAM, MURTHY, 2014). A producdo de amilases foi observada por

diversos fungos como o Crinipellis perniciosa por Bastos (2005), Macrocybe
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titans por Wisniewski et al. (2010), Aspergillus niger por Bagheri et al. (2014) e
Spier (2005), Penicillium chrysogenum por Balkan e Ertan (2007), entre outros.
Os macromicetos que sdo um subfilo do reino fungi, vém sendo estudados
quanto ao seu potencial enzimatico, apesar dos poucos e limitados estudos,

como pode ser verificado na Tabela 1.

3.2.1. a-amilase

A a-amilase (E.C.3.2.1.1) é uma endoenzima capaz de hidrolisar de forma
aleatéria as ligagbes glicosidicas a-1,4 das moléculas de amido. Essa
caracteristica possibilita a diminuicdo rapida da massa molecular média dos
granulos de amido e a formagao de malto-oligossacarideos de cadeia curta, 2 a
12 unidades de glicose, a-dextrinas-limite ramificadas liberando também
algumas moléculas de glicose (BALKAN; ERTAN, 2007; TIWARI et al., 2015).

O sitio ativo das a-amilases é formado por pelo menos 5 sub-sitios com
necessidade de que o substrato possua pelo menos 3 unidades de glicose para
poder agir (CELESTINO et al., 2014).

3.2.2. Glucoamilase

A glucoamilase ou amiloglucosidase (E.C. 3.2.1.3) € uma exoenzima que
degrada os fragmentos lineares das moléculas de amido a partir das
extremidades nao redutoras liberando unidades de glicose. Esta enzima hidrolisa
de forma lenta as ligagbes a-1,6 da amilopectina. O pH étimo é faixa de 3,5 a 6,0
e a temperatura ideal entre 40 a 70°C, dependendo da fonte (DAMODORAN et
al, 2010; TIWARI et al., 2016).

3.3. Fontes de amilases

As amilases podem ser de origem animal, vegetal ou microbiana, mas
diversas pesquisas ao longo dos anos tém evidenciado o potencial de produgéo
dessas enzimas pelas fontes microbianas, como os fungos (SYED et al., 2016;
SUNDARRAM, MURTHY, 2014; CELESTINO et al., 2014).

Pesquisadores como Uddin et al. (2013), Du et al. (2013), Tatsumi et al.
(2016); e Jonathan e Adeyo (2011) realizaram estudos sobre a utilizagdo de
cogumelos como fontes de amilases. Na Tabela 1 estdo relatadas pesquisas

realizadas avaliando o potencial enzimatico dos basidiomicetos.
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3.4. Macromicetos

Os macromicetos ou basidiomicetos (cogumelos) sdo fungos que
degradam matéria organica como fonte de energia. Os fungos sao eucarioticos,
heterotroéficos, pluricelulares (fungos filamentosos) que apresentam a formagao
de filamentos denominados hifas, que por sua vez constituem o micélio. O
micélio forma estruturas que dao origem aos esporos, que propagam a espeécie,
na fase reprodutiva tanto assexuada como sexuada. Os basidiosporos so6
aparecem quando ha presencga do corpo de frutificagdo ou basidioma (FIGURA
2) (HANSON, 2008; FORZZA, 2010).

FIGURA 2 - ESTRUTURA DE UM MACROMICETO.

Chapéu ou Pileo_____ Lamela
',? 4 \ )
Basidiosporos

Anel— il

P& ou estipe

Bulbo basa[-——';-'.

FONTE: PROSIEX LTDA (2012).
A classificagdo mais recente dos fungos levou em consideragédo o

genoma total. Os filos considerados na nova classificagdo do Reino Fungi so:
o Monokaryotic composto por Chytridiomycota, Chytridiomycota e Zygomycota;
o Basidiomycota formado por Pucciniomycotha, Ustilaginomycotina, Wallemia e
Agaricomycotina; a Ascomycota composta por Taphirinomycotina,
Saccharomycotina, Pezizomycotina; e a Protozoa formado por
Neocallimastigomycota e Microporidia (CHOI; KIM, 2017). Os macromicetos
estudados no presente trabalho estéo classificados no filo Basidiomycota.

Os macromicetos possuem micélios septados, formando esporos
(basididsporos) na reprodugdo sexuada. Os basidios por sua vez formam
estruturas especializadas denominadas basidiosporos. Os basidios sé&o

encontrados nos basidiomas (ou corpos de frutificagcdo), podem alcancgar
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tamanhos diversos e sao responsaveis pela producdo de basidiosporos
(FORZZA, 2010).

A producdo de macromicetos comestiveis vem se expandindo de forma
significativa no Brasil em consequéncia do seu alto valor nutricional como fonte
proteica e de carboidratos. Estes possuem uma pequena porcentagem lipidica,
além da grande maioria possuir propriedades medicinais, como efeito
antioxidante, imunomodulatério e protetor (MINOTTO et al., 2014). No mundo
todo estima-se que existam por volta de 1.800 espécies. (SPIER et al., 2015).
Os cogumelos sao uma alternativa viavel para suprir as necessidades
nutricionais das populagdées (ROMERO-ARENAS et al., 2015).

Residuos como palha de milho, polpa de café, talos de algodao, cascas
de arroz, serragem de madeira, entre outros subprodutos da agroindustria
podem ser usados como substrato para o cultivo de cogumelos comestiveis. Isto
nao apenas aumenta o interesse neste tipo de produgao como também acarreta
um grande beneficio ambiental (ABDULLAN; IQBAL-ZAFAR, 1999;
PHILIPPOUSSIS; DIAMANTOPOULOU, 2011). Os residuos agroindustriais
também podem ser utilizados para producdo enzimatica pelos macromicetos
(TONINI et al., 2007). Dentre as enzimas produzidas encontram-se as amilases,

as quais até o momento foram pouco exploradas.

3.41. Coprinus comatus

O Coprinus comatus € um macromiceto comestivel (FALANDYSZ, 2016)
que vem sendo estudado quanto ao seu poder de redugéo nos niveis de glicemia
(ZHOU et al., 2015; YU et al., 2008; HAN et al., 2006; HAN et al., 2006; BAILEY
et al., 1984), seu poder antitumoral(ROUHANA-TOUBI et al., 2015; ZAIDMAN et
al. 2008), de recuperar o figado de danos alcéolicos (OZALP et al., 2014; YU et
al., 2009), de producdo de antioxidantes (TESANOVIC et al., 2017; YU et al.,
2009) e de descontaminacgao de solos poluidos (TANG et al., 2018), entre muitos
outros estudos e aplicagdes.

Apesar dos inumeros estudos realizados sobre o Coprinus comatus
(Figura 3), atualmente apenas a pesquisa realizada por Krupodorova et al. (2014)
avaliou o potencial desta cepa (de forma qualitativa) para a producdo de
amilases de forma industrial. Isto demonstra o potencial que este macromiceto

possui para ser explorado como uma nova fonte enzimatica, ndo sé por sua
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capacidade de produzir amilases, mas por produzir biomoléculas importantes
para a saude, ser comestivel, ndo produzir toxinas e poder ser aplicado em

diferentes areas.

FONTE: MICHAEL KUO, 2014.

3.5. Substratos para a produgao de amilases

O amido é um homopolissacarideo composto de amilopectina e amilose
encontrado em maior propor¢cao em tubérculos e graos. As proporgdes em que
amilose e amilopectina estdo presentes na composicdo do amido variam
consideravelmente em relagdo a espécie, idade, tempo de maturacédo e forma
de cultivo do vegetal. Estes fatores conferem caracteristicas diferenciadas no
amido, alterando suas funcionalidades e propriedades fisico-quimicas
(TEIXEIRA et al., 2014; SINGH et al., 2003).

A amilose e amilopectina sdo polimeros unicamente formados por D-
glicose ligados por ligagdes (a-1,4). A amilopectina (Figura 4), também possui
ramificagbes unidas entre si por uma ligagdo (a-1,6). Possui uma massa
molecular entre 107 Da (DP~60.000) a 5 x 108 Da (DP~3.000.000). Este
polissacarideo esta presente de 70 a 85% nos granulos de amido, possuindo
uma extremidade redutora e uma ndo redutora. A amilose (Figura 5) é um
polissacarideo formado de cadeias helicoidais lineares de residuos de glicose

unidos por ligagdes glicosidicas a-1,4. Este polissacarideo esta presente em
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proporgdes de 15 a 30% no amido. A amilose apresenta a cada 180 a 320
moléculas de glicose, ou seja, aproximadamente 0,5% das ligagdes, um ponto
de ramificagdo que torna esta menos suscetivel a certos tipos de enzimas
(LEHNINGER, 2002; CONN e STUMPF, 1980; CEREDA et al., 2002;
ELIASSON, 2004; DAMODARAN et al, 2010).

FIGURA 4- ESTRUTURA MOLECULAR E ESQUEMATICA DA AMILOPECTINA.
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Fonte: ADAPTADO DE RIBEIRO E SERAVALLI (2007).

FIGURA 5 - ESTRUTURA MOLECULAR E ESQUEMATICA DA AMILOSE.
CH,0H CH.OH CH,OH CH,0H
< }@Q >m< >L@J< s
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FONTE: ADAPTADO DE RIBEIRO E SERAVALLI (2007).

3.6. Processos de produgao de amilases

Na produgcdo enzimatica de micro e macro organismos existem
principalmente trés tipos de processos. O cultivo sélido (CS) conhecido como
fermentacdo no estado solido (FES), cultivo semi-solido (CSS) e o cultivo
submerso (CSm) conhecida como fermentacdo submersa (SUNDARRAM,
MURTHY, 2014). Quando se trata do uso de macromicetos (cogumelos)

substitui-se o termo fermentagao por cultivo.
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O cultivo sélido (CS) é definido como aquele com inexpressiva presenca
de agua livre (PANDEY, 2003; KRISHNA, 2005). A agua livre define-se como a
aquela que estad restrita nas membranas e que ndo apresenta fluxo
(PASTERNAK et al., 2009).

O cultivo submerso (CSm) utiliza substratos liquidos como meio nutritivo.
O CSm possibilita com maior facilidade, se comparado ao CS, o controle da
temperatura, pH, aeragcdo além dos outros parametros do processo
(SUNDARRAM, MURTHY, 2014). Segundo TeSanovi¢ et al. (2017), este tipo de
cultivo é promissor para a produg¢ao de compostos antioxidantes em comparagao

a outros.

3.6.1. Parametros de cultivo

Fatores como nutrientes (macronutrientes e micronutrientes),
temperatura, pH e agitagcdo sao fatores que podem influenciar a taxa de
crescimento dos macromicetos, o rendimento em biomassa e a producao de
metabolitos (SALES-CAMPOS et al., 2011). E imprescindivel a otimizacdo dos
parametros de forma prévia e a manutengao durante o periodo de cultivo (SINGH
et al., 2015). Na tabela 2 s&o apresentados alguns parametros para o cultivo de

macromicetos.

TABELA 2 - PARAMETROS GERAIS PARA O CULTIVO DE MACROMICETOS

Parametro Valor 6timo
Temperatura (°C) 28
pH 6
Agitacao (rpm) 120

" Porcentagem em massa/volume

rpm: rotacdes por minuto
FONTE: Slawinska e Kalbarczyk (2011); Siqueira et al (1997); Du et al. (2013); Jonathan e
Adeoyo, 2011;

3.7. Componentes nutritivos para produgao de amilases

3.7.1. Fontes de carbono

O carbono esta diretamente ligado ao crescimento e producao
enzimatica microbiana. Os macromicetos podem utilizar diversas fontes de
amido como: graos de cevada (KUSUDA et al., 2004), amido de milho, trigo,
batata, batata doce, arroz (WAN et al., 2012), suco de batata (UDDIN et al.,
2013), farelo de soja (SALES-CAMPOS et al., 2011), entre outros. O amido é
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uma fonte viavel para grandes produgdes industriais devido ao seu baixo custo,
segundo Kumar et al. (2012) e Sales-Campos et al. (2011).

Alguns autores empregaram cultivo submerso para a producdo de
amilases por macromicetos utilizando amido (TATSUMI et al., 2016;
GUITIERREZ-SOTO et al., 2015; KHAUND; JOSHI, 2014; UDDIN et al., 2013;
DU et al, 2013; WAN et al., 2012; SLAWINSKA; KALBARCZYK, 2011;
JONATHAN; ADEQOYO, 2011), devido a suas vantagens frente a outros tipos de

cultivo e extracado enzimatica.

3.7.2. Fontes de nitrogénio

O nitrogénio pode ser proveniente de fontes organicas e inorganicas.
Fontes como cloreto de aménio apresentam baixa eficiéncia para estimular a
producdo enzimatica, enquanto nitrato de aménio e nitrato de sddio aumentam
o rendimento enzimatico (SUNDARRAM; MURTHY, 2014). As fontes mais
utilizadas para suplementagdo do meio sao os sais de amonia, nitratos e ureia
(MILES; CHANG, 1997).

Em estudo realizado por Jonathan e Adeoyo (2011) a suplementagéo do
meio com ureia proporcionou um incremento na produgdo amilase para
Pleurotus tuher-regium (0.43 U mL"), Agaricus sp. (0.37 U mL"), Corilopsis
occidentalis (0.30 U mL™") e Agaricus blazei (0.30 U mL™"). Outro estudo indicou
que a fonte de nitrogénio orgénica peptona no meio resultou no aumento de
producdo de amilase de Podoscypha bolleana. A peptona também estimulou a
producado de biomassa micelial por Pleurotus florida em um estudo relatado por
Gbolagade et al. (2006).

A produgdo de glucoamilase pelo fungo filamentoso Scytalidium
thermophilum aumentou de 87% a 96% com a adigdo de compostos como
acetato de aménio, sulfato de amébnio e o nitrato de ambnio e a atividade
especifica desta enzima aumentou em cinco vezes com o acetato de aménio
(CEREIA et al., 2000).

3.7.3. ions Metalicos

Os ions podem estar envolvidos nos processos cataliticos participando
das reagdes de redox ou de transferéncia de elétrons além de participar do

processo durante a reagao enzimatica (NAIZMI et al., 2006). Estes também estao
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envolvidos evitando reacgdes secundarias que possam ocorrer de forma
indesejada, estabilizando a conformacgao 3D e a conformacao catalitica de forma
ativa (PALMER, 2001). Nove minerais s&o considerados de suma importancia
na producgao enzimatica, dentre eles estdo os macronutrientes Mg, K, S e P e os
micronutrientes Mn, Fe, Cu, Mo e Zn isso em concentragdes variadas conforme
o organismo (FLEGG et al., 1985). Grande parte das enzimas sao denominadas
metaloenzimas, pois exibem uma atividade enzimatica maior quando na
presenga de ions metalicos (VYAS; SHARMA, 2015). A amilase é uma
metaloenzima que necessita de pelo menos um ion Ca?*, por isso 0os macros e
micronutrientes bem como Na?*, Cl e SOs4 ndo influenciam a produgéo de
amilases como a a-amilase tanto quanto o Ca?* e Mg, mas tem um papel
importante no crescimento do micélio (GUPTA, 2003; SARANRAJ; STELLA,
2013).

Para que haja sucesso no crescimento da biomassa dos macromicetos e
na produgao de enzimas é necessario a realizagao de testes preliminares para
entender sua fisiologia e suas necessidades nutricionais (SALES-CAMPOS et
al., 2011).

3.7.4. Temperatura

Para que haja melhor desempenho dos macromicetos é necessario um
controle rigoroso de temperatura nas etapas de crescimento e produgao
enzimatica. As temperaturas variam conforme a cepa, bem como a enzima tem
caracteristicas distintas levando em consideragdo a fonte (SUNDARRAM;
MURTHY, 2014). A temperatura de crescimento das cepas varia de 24 °C
(SLAWINSKA; KALBARCZYK, 2011; KUSUDA et al., 2008) a 30 °C (GOUD et
al., 2009).

A temperatura de reagédo enzimatica varia conforme a cepa, como pode
ser observado na Tabela 3. A cepa Agaricus blazei apresentou sua maxima
atividade de amilase (0,60 U-mL") em 25 °C e Podoscyha bolleana (0,24 U-mL-
) em 30 °C (JONATHAN; ADEQYO, 2011). Thicholoma matsuke apresentou
maior atividade enzimatica em 50 °C (HUR et al., 2001) na reag&o enzimatica.
Outro estudo realizado com Thicholoma matsuke resultou como a temperatura
6tima de reacao € 60 °C (KUSUDA et al., 2006).
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TABELA 3 - TEMPERATURA IDEAL PARA A REAGAO ENZIMATICA DE DIFERENTES CEPAS
DE MACROMICETOS.

Temperatura Temperatura
Cepa N Enzima de reagao Referéncia
de cultivo (°C) (°C)
Lyophyllum shimeji 24 Glucoamilase 37 K“S;gggt al.,
Agaricus sp. 28 Amilase 75 Uddin et al., 2013;
Tricholoma 25 Glucoamilase 37 Wan et al., 2012;
matsutake
Agaricus blazei,
Pleurotus tuber- . Jonathan e
regium, Agaricus 28 Amilase 25-30 Adeoyo, 2011;
sp., entre outras
Pleurotus ostreatus 24 Amilase 50 Slawinska e

Kalbarczyk, 2011;

3.7.5. pH

O pH é um dos parametros limitantes no crescimento dos macromicetos,
assim como indicador do inicio e do fim da sintese enzimatica (GUPTA, 2003).
O pH ideal é um fator importante pois reflete na estabilidade da enzima
sintetizada, por isso, é necessario o controle deste durante o processo de
produgao e de agado da enzima, tendo em vista que enzimas sdo sensiveis a
mudancga de pH (SUNDARRAM, MURTY, 2014).

O pH ideal para producéo de a-amilases por fungos é pH 7,0, enquanto
que para a produgao de glucoamilase o pH 6timo é de 5,0 (SHUKLA, SINGH,
2016; SYED et al., 2016; BAGHERI et al., 2014).

3.7.6. Agitacao

A agitagao é imprescindivel para o crescimento de organismos aerobios
pois influencia na taxa de oxigenagao e na mistura dos nutrientes (GUPTA et al.,
2003). Segundo Siqueira et al (1997) a agitacdo de 120 rpm foi ideal para a
producao de amilases por Pycnoporus sanguineus, enquanto que para Kim et al.
(2003) para producdo de biomassa de Paecilomyces sinclarii teve-se em
melhores condigbes com agitagdo a 250 rpm com um fluxo constante de 5 vvm

proporcionando dissolugao do oxigénio acima de 30%.
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3.8. Otimizacao de bioprocessos para amilases

A otimizacgado juntamente com a modelagem de processos sao de suma
importancia, pois sdo ferramentas de implantacdo de performance de sistemas
que maximizam o rendimento sem haver aumento nos custos (BAS; BOYACI,
2007). O melhor planejamento experimental € escolhido levando em
consideracao o numero de variaveis independentes a serem estudadas; isso &
feito apds uma selecao prévia das variaveis, seguida da otimizagdao destas
utilizando a superficie de resposta (RODRIGUES; LEMMA, 2014; COCKSHOTT;
SULLIVAN, 2001).

A superficie de resposta possibilita avaliar os efeitos de uma série de
variaveis sobre uma determinada resposta ao mesmo tempo, além da
observacéo de possiveis interagdes (efeito sinergético ou antagdnico) entre as
mesmas (COLLA, 2008). Com esta ferramenta € possivel avaliar um fator por
vez, mantendo-se as outras variaveis fixas ou variando-se todos os fatores
conjuntamente (RODRIGUES; LEMMA, 2014).

A presenca de duas ou trés variaveis independentes (fatores) torna
necessario aplicar o delineamento fatorial completo e posteriormente o
delineamento composto central rotacional (DCCR), também chamado de
metodologia de superficie de resposta. Para quatro ou mais variaveis,
empregam-se planejamentos fracionarios ou planejamentos tipo Plackett-
Burman (PB) com o objetivo de avaliar o efeito das variaveis estudadas sobre as
respostas (COLLA, 2008).

3.9. Patentes relacionadas a produgao de amilases por macromicetos

Em consulta a base de patentes Espacenet Patent Search, que possui em
seu acervo documentos de mais de 90 paises, incluindo o Brasil, inserindo o
termo “basidiomycetes” foram gerados 965 resultados. Ao se filtrar a pesquisa
com os termos “basidiomycetes; enzymes” os resultados foram reduzidos a 33,
porém apenas uma patente foi encontrada nas 2 bases de pesquisa de patentes
Espacenet e INPI (Instituto Nacional de Propriedade Industrial, Brasil) de
amilases produzidas por macromicetos. A pesquisa realizada no Google Patents
resultou em cinco patentes (Tabela 4), duas das quais também encontradas na

Espacenet e INPI, que se assemelham com a enzima estudada por
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macromicetos, porém o método de obtencédo dessas enzimas sofre mudancas
nas duas primeiras patentes pelo meio de cultivo e falta de explicagcdo em relacéo
a quantificacdo da atividade enzimatica. A terceira patente difere por usar
extragao forgcada com solvente. A quarta refere-se a enzimas para a producgéo
de xarope. A quinta patente é sobre a produgcdo de amilases por um

macromiceto, mas em cultivo solido, ndo submerso como o presente estudo.



Ge

‘sieLsnpulolbe
sonpjsal opuezi|in

‘sielsnpulolbe
sonpjsal opuesn
seoljjjo|nj@ooubi|

eisele\ OPI|OS OABINO Op snauinbues sniodouaA4 sase[lwy seulizus 9¢80910¢ 9
soAelje seoljjo|nj@ooubi| ap oednpoid SGO000AN9L0COM
sewizua eled (zjqoueb)
9 sase|iwe ap oednpoid snauinbues
sniodouafd
‘sojownboo ap
. sojelisqns ap Jiued
9JUBA|OS WD apops
e seolugboleoes
BI9I0D BWIZUS ep ogdeix] snunua e sndipnjea eulnwiwiefi- ase|iwe-n cosEILE
‘snjea.jso snjoinajd ‘lIbukie snjoinajd op 0B o_mnoh d LSEVELOEL0CHM
e eied Opo1dIN
s$NsojnJo} snujjjeyd o sadinjon
-as0[IX © oissejod ap eulinwwelH ‘ejebaibbe ejjauosonyy 85011}
edoing oﬁmv_mov._ ‘o1soURBUEL op ‘snondijs snjjaued ‘I0jodiSioN SnjoLioD)  dse|iweoon|b op og3eledeid 2E)6/600d3
O1ELNS ‘OUlil o0 odoe ‘99/BO BUIDBQBS ‘SUBISBUEBPJOqIE 9 ase|lwe-n e eied 06001
1Edl Yl ep X wniolewey ‘ejoedwod elodiuusiod d
‘sopopa snunuag ‘sijjow xadij
'9s0|IX o olssejod
ap 0jejso} ‘sguebuew ap ‘oplwe
Muﬂ_swo_MH_E w% MMM_L _m” xadJ| 8 B82j09 M\M“MW 8S ‘ejoeduwiod esejiweoon|  op Jed e oSoIni
vNn3 p I pueziiy I / ul qes e} o ase|IWe-n ap oesesedaid 619509¥SN
sojownboo sop sewlizud eLodiuusIad ‘Wwnjeljs wnous)s e eJed 08s600id
sejad oedeolylieoes
ap 0SS920.d
mv.w__wﬂsrmmowv apopa snunuse o libukie
eulyn mcm>:mn. eoIUSBOIEoES snjoinald ‘sndinjea eulnuiweliH ase|lwe-n ‘eolbuny ase[iwy 6£8£088SD
: - ‘nbuhie snjoine|4 “ds snjoinsjd
ase|lwe J1iznpoid
sied sagdenasqO SERIRE ewizug ajuajed ep ojny | ajualed ep ,N

SOL3IDINOHOVIN HOd SASYTIAY 3a OyONA0Hd V SYAVNOIOV13H STINILVd - ¥ v13avLl



36

As patentes existentes sdo poucas e nao englobam todas as vertentes
possiveis quanto a producao e fontes de macromicetos, o que possibilita uma
vasta gama de campos a serem explorados. A falta de patentes e a capacidade
mostrada pelas poucas pesquisas realizadas sobre o potencial dos
macromicetos em produzir amilases mostra que este € um campo promissor a
ser explorado.

A grande maioria das empresas produtoras de enzimas atualmente utiliza
como fontes bactérias ou fungos para a producao de amilases conforme pode
ser verificado na tabela 5.

TABELA 5 — EMPRESAS MUNDIAIS E MICRO-ORGANISMOS UTILIZADOS NA PRODUGAO

DE AMILASES
Nome Tipo de Microrganismo

. . Fabricante Pais
Comercial amilase produtor

Termamyl® 2X a-amilase Bacillus licheniformis Novozyme Dinamarca

A7095 SIGMA Glucoamilase Aspergillus niger Sigma-Aldrich EUA
Fuelzyme® a-amilase Thermococcus sp. BASF Alemanha

termoestavel
SPEZYME® : Bacillus licheniformis e ™
RSL a-amilase Trichoderma reesei. Dupont EUA

Amilases como Termamyl® 2X (Novozyme), Fuelzyme® (BASF) e
SPEZYME® RSL (Dupont TM) sdo comercializadas atualmente no intuito de
suprir esse mercado crescente. No entanto, ainda nao existem amilases

industriais advindas de macromicetos.
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4. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos (Figura 6) foram realizados no Laboratério de
Engenharia Bioquimica e Biotecnologia (LENGEBIO), no Centro de Pesquisa e
Processamento de Alimentos (CEPPA) e no Laboratdrio de Catalise e Processos
Quimicos (LCPQ) do Programa de P6s-Graduagao em Engenharia de Alimentos,

no Centro Politécnico da Universidade Federal do Parana.

FIGURA 6 - PRINCIPAIS ETAPAS REALIZADAS PARA A PRODUGCAO DE AMILASES.

"

ac-amiase

4.1. Macromicetos

Algumas cepas de macromicetos foram utilizadas para avaliar o potencial

de produgdo de amilases. Onze (11) cepas foram disponibilizadas pelo
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Laboratério de Bioprocessos de Cogumelos (LBC) da Universidade Estadual do
Centro-Oeste (UNICENTRO, PR) e uma (01) cepa de Agaricus bisporus (Nippon,
Curitiba, Parana) adquirida no comércio local (Curitiba, PR), isolada e mantida
no banco de cepas do LENGEBIO. A Tabela 6 mostra as espécies de

macromicetos que foram utilizadas no presente projeto de pesquisa.

TABELA 6 — CEPAS ESTUDADAS.

Cepas Origem
Agaricus bisporus (Abis) LENGEBIO - UFPR, PR
Pleurotus ostreatus (europea) (Po-eu) LBC — UNICENTRO, PR
Pleurotus ostreatus (lab) (Po) LBC — UNICENTRO, PR
Pleurotus sajor-caju (Psc) LBC — UNICENTRO, PR
Grifola frondosa (Gf) LBC — UNICENTRO, PR
Lentinus edodes (Le) LBC — UNICENTRO, PR
Hericium americanum (Ha) LBC — UNICENTRO, PR
Ganoderma lucidum (Gl) LBC — UNICENTRO, PR
Pholiota nameko (Pn) LBC — UNICENTRO, PR
Agaricus blazei (Ab) LBC — UNICENTRO, PR
Coprinus comatus (Cc) LBC — UNICENTRO, PR
Pleurotus ostreatus (Pato Branco) (Po-pb) LBC — UNICENTRO, PR

Todas as cepas foram reativadas em meio Agar batata dextrose (PDA),
previamente autoclavados (121°C/15 minutos) e resfriados em tubos de ensaio
inclinados. Um fragmento de micélio foi transferido com auxilio de uma alca de
platina estéril para a superficie do meio PDA. Os tubos foram incubados a 28 °C
por 5 - 7 dias (ou até completo crescimento do micélio na superficie do meio).
Os tubos de ensaio, com tampao de algodao, foram cobertos com pelicula

flexivel (2520 Parafiim “M” American, USA) e armazenados a 4°C por 3 meses.

4.2. Isolamento de cepa

O isolamento da linhagem Agaricus bisporus foi realizado com base no
método descrito por Stutz e Alvarez (2017) que consiste na transferéncia de um
fragmento do corpo de frutificagdo para uma placa de Petri contendo meio PDA.
Todos os materiais e o fluxo laminar foram esterilizados antes da manipulacao
do basidioma.

Amostras do corpo de frutificagdo obtido no mercado municipal foi

esterilizado através de imersao em alcool 70% v/v por um minuto, seguido de
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repouso por 1 minuto para a assepsia superficial. Esta etapa foi repetida por trés
vezes. Em seguida as amostras do macromiceto foram mantidas no fluxo
laminar durante 15 minutos com a luz UV (germicida) acesa. Depois as amostras
foram manipuladas com rapidez préximo ao bico de Bunsen, onde foi cortado ao
meio com auxilio de bisturi e pinga estéril. Um fragmento interno do pileo foi
transferido para uma placa de Petri contendo meio PDA (Potato Dextrose Agar)
previamente esterilizado e solidificado. A placa foi incubada em estufa a 28°C

por 7 dias para crescimento micelial.

4.3. Reativacado das cepas para preparo de pré-inéculo

As cepas foram inoculadas em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo
100 mL de meio CZAPEK (g.L": 30 de sacarose, 2 de nitrato de sddio, 1 de
fosfato dipotassio, 0,5 de sulfato de magnésio, 0,5 de cloreto de potassio, 0,01
de sulfato ferroso), (CZAPEK, 1902) com o pH ajustado a 6,0 em pHmetro
(Modelo PHS-3B, Phtek) e esterilizado (121 °C/15 min) em autoclave.

Fragmentos (5 mm x 5 mm) de micélio foram transferidos para os frascos
Erlenmeyer (Figura 7). Apds homogeneizagcado os frascos foram incubados a

28°C por 4 - 7 dias (dependendo da cepa).

FIGURA 7 - PREPARO E INCUBAGAO DO MEIO CZAPEK PARA A OBTENGAO DO PRE-
INOCULO.

—
Fragmentos Smmx5mm CZAPEK (28°C/ 4 - 7 dias)

4.4. Selecao das cepas produtoras de enzimas amiloliticas

Uma aliquota de 10 mL do pré-inéculo (10 % v.v'), previamente
homogeneizada foi transferida para frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 90
mL de meio amido. O meio de cultivo utilizado foi composto por g.L-*: 10 de amido
soluvel P.A., 2 de fosfato de potassio monobasico, 1,4 de sulfato de aménio, 0,3

de cloreto de calcio, 0,3 de sulfato de magnésio e 0,3 de ureia, com o pH ajustado
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para 6.0 em pHmetro, autoclavado (121 °C/15 min) e resfriado até a temperatura
ambiente. Os frascos foram incubados a 28 °C por 6 dias (144 h) a uma agitagéo
de 120 rpm. Amostras de 2,5 mL foram retiradas nos tempos 0, 48, 96 e 144
horas e transferidas para tubos de centrifuga de 15 mL de capacidade
(previamente autoclavados) (Figura 8). Estas amostras foram centrifugadas a
4.000 rpm por 20 minutos (adaptado de Hassan e Karim, 2015). O sobrenadante
(denominado de EBE - Extrato Bruto Enzimatico) foi utilizado para a
determinacdo de atividade enzimatica. Os experimentos foram feitos em

triplicatas.

FIGURA 8 — COLETA DAS AMOSTRAS DO CULTIVO SUBMERSO (CSm) PARA A
DETERMINACAO DE ATIVIDADE ENZIMATICA.
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4.41. Determinagao da atividade de a-amilase

A determinacdo da atividade de a-amilase (Tabela 7) levou em
consideragao a redug¢ao do complexo amido-iodo, utilizando uma adaptagéo do
método proposto por Fuwa (1954) (redugao de volumes dos reagentes). Xiao et
al. (2006), comprovaram a eficiéncia deste método frente ao método de DNS
para a determinacéo de a-amilase. Uma aliquota de 200 uL de solugao de amido
a 1% (preparada em tampao acetato, pH 6,0) e 100 yL de extrato bruto
enzimatico (EBE), diluido em 100 pL de tampao acetato com o mesmo pH, foram
adicionados em tubos de ensaio e incubados em banho-maria a 37 +2 °C durante
30 min. Para interromper a reac&o, adicionou-se uma solugdo de acido acético
2M (400 yL) e 400 pL de solugéo de iodo/iodeto (iodo a 0,2% p.v', iodeto de
potassio a 2% p.v' e agua destilada, 1:1:3). Na sequéncia, foi diluida em 20 mL
de agua destilada, homogeneizada e a absorbancia lida a 700 nm em um
espectrofotometro (modelo UV-6100PC DOUBLE BEAM, Shangai, CHN). O
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branco enzimatico foi realizado da mesma forma que a amostra de teste, porém

o EBE foi adicionado apods a adicédo de acido acético (2M).

TABELA 7 — ETAPAS PARA A QUANTIFICACAO DE a-AMILASE.

Branco para zerar o

Branco Enzimatico Ensaio o
espectrofotdbmetro
200 pL de sol. amido 1% 200 pL de sol. amido 1% 200 pL de sol. amido 1%
50°C por 30 minutos 100 yL de EBE 100 L de tampao
400 uL de acido acético 100 yL de tampéo 50°C por 30 minutos
100 yL de EEB 50°C por 30 minutos 400 uL de acido acético
100 uL de tampéo 400 uL de acido acético 100uL de tampéo
400 uL de solugao iodo/iodeto 400 uL de solugéo iodo/iodeto 400 pL de solugao iodo/iodeto
20 mL de agua 20 mL de agua 20 mL de agua
Homogeneizagao Homogeneizagéo Homogeneizagéo
Ler a 700nm Ler a 700nm Ler a 700nm

A atividade da a-amilase foi expressa em Unidades Internacionais (U). Um
(01) U representa a quantidade de enzima capaz de converter 0,1 mg de amido
por mL por minuto na reagao sob as condigdes de teste (37 £ 2 °C /30 min).

Uma curva padrao (ANEXO 1) foi preparada utilizando solu¢des de amido
soluvel P.A. em diferentes concentragbes (0 mg-mL"' até 5 mg-mL") para

converter valores de absorbancia obtidos em mg de amido por mL.

4.4.2. Determinacgao da atividade de glucoamilase

A quantificagdo da atividade de glucoamilase foi conduzida por meio da
quantificacdo de agucares redutores (AR) liberados apos a reagéo enzimatica. O
método colorimétrico de DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico) descrito por Bernfeld
(1955), modificado (tempo de reagao) por Miller (1959) foi empregado. Um
volume de 250 uL de solugédo de amido (1% m.v"' preparado tampdo acetato
pH=6,0), 125 uL do EBE diluido e 125 uL de tampéao acetato em mesmo pH
compuseram o meio reacional. Este foi incubado em banho-maria a 37 + 2 °C
por 30 minutos. Uma aliquota de 500 pL da solugdo de DNS (descricdo do
preparo deste reagente segue no ANEXO 3) foi adicionado para interromper a
reagao enzimatica, seguido de fervura por 5 min e resfriamento em banho de
gelo. Em seguida, foram adicionados 4 mL de agua destilada. A mistura foi
homogeneizada e a absorbancia lida a 540 nm em espectrofotémetro (Modelo
UV-6100PC DOUBLE BEAM, Shangai, CHN). O branco enzimatico foi realizado
como a amostra de teste, diferindo apenas na adicdo de EEB que ocorreu apos

a adicdo de DNS para interromper a reagcado enzimatica.
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A quantificagao de agucar redutor (Tabela 8) foi determinada através da
curva padréao de glicose (ANEXO 2). Uma unidade internacional (U) de atividade
de glucoamilase € considerada a quantidade de enzima que libera 1 ymol de
glicose mL-".min"".

TABELA 8 — ETAPAS PARA A QUANTIFICACAO DE GLUCOAMILASE.
Branco para zerar o

Branco Enzimatico Ensaio

espectrofotdmetro
250 pL de amido 1% 250 uL de amido 1% 250 yL de amido 1%
125 pL de tampéo 125 uL de tampéo 250 L de tampéo
37°C por 30 minutos 125uL de EEB 37°C por 30 minutos
500 pL de DNS 37°C por 30 minutos 500 pL de DNS
125uL de EEB 500 yL mL de DNS 5 minutos em ebulicdo
5 minutos em ebuligéo 5 minutos em ebuligédo 4 mL de agua destilada
4 mL de agua destilada 4 mL de agua destilada Homogeneizacgéo
Homogeneizacéo Homogeneizagéo Ler a 540 nm
Ler a 540 nm Ler a 540 nm -

4.5. Estratégia experimental e otimizagcdo de alguns parametros
quimicos para a bioprodugcao de amilases por CSm utilizando a

cepa selecionada

A cepa com maior atividade enzimatica no screening foi selecionada para
avaliagdo da influéncia de diferentes minerais e nutrientes na producédo de
amilases por Plackett-Burman Screening Design (PB).

As variaveis independentes utilizadas para a composicdo do cultivo
submerso foram: concentragdo de amido (fonte de carbono), fésforo (KH2PO4),
diferentes fontes de nitrogénio (ureia, NaNO3 ou (NH4)2S0O4) e ions metalicos
(Fe2(S0a4)3, MnSO4, MgSO4 e CaClz) foram avaliados pelo Plackett-Burman
Screening Design (PB) 11/12 (Tabela 9). Este modelo é usado para avaliar e
visualizar os fatores mais significativos na produgdo enzimatica, mas néao
descreve as interagbes entre os fatores (PLACKETT; BURMAN, 1946). Os
valores codificados e descodificados sdo apresentados na Tabela 10.

Os valores de amido para o delineamento tipo Plackett-Burman foi
determinado utilizando uma faixa de 10 a 40 g-L-'. O valor minimo foi utilizado
com base no meio da selecao das cepas e o valor maximo foi definido conforme
a viscosidade no meio mantendo-o fluido para que fosse permitida a

transferéncia de oxigénio durante o cultivo submerso aerobio.
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O KH2PO:4 foi avaliado de 2 a 4 g.L™" pois a deficiéncia deste nutriente pode
suprimir o crescimento e desenvolvimento de micro-organismos
(KALAKOVSKAYA, 2015).

As fontes de nitrogénio e os ions foram avaliadas quanto a presenca e
auséncia. Isto teve como objetivo analisar a influéncia de cada componente
separadamente em relac&o a cepa e as enzimas. Os niveis maximos basearam-
se no meio Czapek (1902), no meio utilizado na selecdo de cepas, conforme

reportado por Sethi e Gupta (2015) e Abd-Elhalem et al. (2015).

TABELA 9 — ENSAIOS REALIZADOS PARA A SELECAO DAS VARIAVEIS COM EFEITO
SIGNIFICATIVO (P<0.05) NO PLACKETT-BURMAN SCREENING DESIGN PARA COPRINUS
COMATUS EM CULTIVO SUBMERSO. J* E K* SAO VARIAVEIS DUMMY; 13*, 14* E 15*
PONTOS CENTRAIS;

Variaveis
Ensaios Amido  KH2POa4 Ureia  (NH4)2S0O4 NaNOz CaCl2 MgSOs MnSOs  Fe2(SO4)3 J* K*
1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1+
2 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1
3 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1  +1
4 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 +1  +1
5 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1+
6 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 1
7 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1 1
8 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 -1
9 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1+
10 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 +1 -1
11 -1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 +1  +1
12 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 1
13* 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
14* 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
15* 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

TABELA 10 — OS NiVEIS DAS VARIAVEIS INDEPENDENTES EMPREGADAS NO PLACKETT-
BURMAN SCREENING DESING PARA A CEPA COPRINUS COMATUS EM CULTIVO
SUBMERSO.

Niveis codificados e descodificados

Variaveis Independentes (g.L") -1 0 +1

Amido 10,00 25,00 40,00
KH2PO4 2,000 3,000 4,000

Ureia 0,000 0,290 0,580
(NH4)2S04 0,000 0,660 1,320
NaNOs 0,000 0,420 0,850

CaClz 0,000 0,150 0,300

MgSOa4 0,000 0,150 0,300
MnSO4 0,000 0,080 0,160
Fe2(S0a4)3 0,000 0,005 0,010

As variaveis significativas (p<0,05) do teste de PB foram avaliadas (com
nova faixa de estudo) em um Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) (Tabela 11) com trés repeticdes no ponto central e seis pontos axiais (23

com 16 corridas). Os valores reais e codificados sdo apresentados na Tabela 12.
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Os valores de amido para o experimento de DCCR (1 a 40 g-L")
apresentam também os niveis axiais -1,68 e +1,68. O valor maximo estipulado
foi mantido proximo a 40 g-L™', pois valores maiores de amido sdo de dificil
dissolucdo e aumentam a viscosidade no meio, dificultando a transferéncia de
calor e massa durante o cultivo.

Para a ureia e ferro, os valores para o DCCR foram definidos como valor
minimo um valor praticamente nulo, o valor médio para o ferro foi (0,01 g.L")
(valor maximo utilizado no estudo anterior - Plackett-Burman) e a concentragéo
média utilizado da ureia teve como base a relagao C:N dos pontos centrais.

A concentragdo de KH2PO4 foi mantida no valor médio (3 g.L™"), pois é
essencial para a formacao estrutural celular. No entanto como este fator néo
apresentou significancia na produgao das enzimas ele nao foi utilizado para o

DCCR.

TABELA 11- SELECAO DE VARIAVEIS SIGNIFICATIVAS POR DELINEAMENTO COMPOSTO
CENTRAL ROTACIONAL (DCCR) PARA AS AMILASES PELO COPRINUS COMATUS EM
CULTIVO SUBMERSO. 15%, 16" E 17* PONTOS CENTRAIS.

Variaveis
Ensaios Amido Ureia Fe?*
1 -1,00 -1,00 -1,00
2 -1,00 -1,00 1,00
3 -1,00 1,00 -1,00
4 -1,00 1,00 1,00
5 1,00 -1,00 -1,00
6 1,00 -1,00 1,00
7 1,00 1,00 -1,00
8 1,00 1,00 1,00
9 -1,68 0,00 0,00
10 1,68 0,00 0,00
11 0,00 -1,68 0,00
12 0,00 1,68 0,00
13 0,00 0,00 -1,68
14 0,00 0,00 1,68
15* 0,00 0,00 0,00
16* 0,00 0,00 0,00
17* 0,00 0,00 0,00

TABELA 12 — OS NIVEIS PARA AS VARIAVEIS INDEPENDENTES UTILIZADAS NO
PLANEJAMENTO COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL PARA COPRINUS COMATUS EM
CULTIVO SUBMERSO.

Niveis codificados e descodificados

Variaveis Independentes (g.L™") -1,68 -1 0 +1 +1,68
Amido 1,000 8,770 20,000 27,700 39,000
Ureia 0,010 0,550 1,350 2,150 2,690

Fe2(S0a4)s 0,001 0,005 0,010 0,014 0,019




45

A composicao do substrato utilizado para o crescimento de fungos, bem
como a concentracao de nitrogénio influenciam a sintese de enzimas (Staji¢ et
al., 2006). Um dos fatores mais importantes é a relagdo carbono/nitrogénio (C/N)
para equilibrar a sintese de biocompostos e a produgao de biomassa, esse fator
também é importante para a sintese de enzimas (Stajic et al., 2006). A
concentracido de C:N para o meio ideal para a producao das enzimas foi avaliada
no DCCR. Nas corridas houve uma variagdo de uma concentracdo minima de
1:1 quando o amido estava no nivel de -1,68, uma concentragdo maxima de
1930:1 quando a uréia estava no nivel -1,68 e os pontos médios foram 14,5:1.

O modelo da atividade de ambas enzimas, foi validado (em triplicata) para
a a-amilase e um meio para a glucoamilase, utilizando concentragdées de amido,
ureia e Fe2(SOa4)s otimizadas no DCCR.

Todos os ensaios do PB e do DCCR foram realizados aleatoriamente, e
os dados foram analisados usando o software STATISTICA 7.0 (Statsoft Inc.,
Tulsa, OK). A qualidade do ajuste da equagao do modelo de segunda ordem foi
expressa pelo coeficiente de determinagéo R?, e sua significancia estatistica foi

determinada por analise de variancia (ANOVA) e F-test.
4.6. Cinética final do cultivo submerso (CSm) otimizado

ApOs a otimizagao dos parametros quimicos de cultivo foram realizados dois
ensaios cinéticos em frascos de 250 mL, incubados em pH 6,0, 28 £2 °C a 120
rom para a-amilase e para glucoamilase. O meio foi realizado nas condi¢des
6timas escolhidas a partir dos fatores com efeito significativo para a produgao de
cada enzima testada no DCCR. Aliquotas foram retiradas a cada 4 h até 80 horas
para as anadlises das atividades enzimaticas (subitem 4.4.1 e 4.4.2),
concentracéo de proteina, de teor de amido, biomassa e pH. A partir dos dados
da cinética final também foram calculados os parametros cinéticos de tempo de
duplicagédo (td), velocidade especifica (umax), produtividade horaria total da
biomassa e a produtividade horaria total do produto (a-amilase e glucoamilase)

e os fatores de conversiao conforme item 4.6.5.
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4.6.1. Determinacao da concentragao de amido

As amostras retiradas ao longo do tempo de cultivo foram avaliadas
quanto ao teor de amido pelo método amido-iodo (FUWA, 1954). A curva padréo

(Anexo 1) foi utilizada.

4.6.2. Determinagao do pH do meio de cultivo

O pH do sobrenadante foi medido pelo método potenciométrico usando
um medidor de pH (Model MPA 210, Max Lab, BR).

4.6.3. Determinagcdao de biomassa ao longo da cinética final em cultivo

submerso

A biomassa formada durante o cultivo utilizado para a cinética final
visando a sintese de amilases foi determinada pelo método termogravimétrico
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985). O volume do meio de cultivo foi filtrado com
auxilio de bomba a vacuo em funil de porcelana com papel filtro e um kitasato
(Suctron Eletronic, Schuster, Brasil). O papel filtro com biomassa retida foi
incubado a 105 °C / 24 h. Apds foi resfriado em dessecador. A biomassa foi
calculada através de diferenga gravimétrica, utilizando a equacgao 1. O filtrado foi

utilizado para quantificagao do amido.

_ (mp - my)

Xs
|4

(1)
Sendo:

Xs = biomassa seca (g-L™");

m2 = massa do filtro com a biomassa seca (g);

m+ = massa do filtro seco (g);

V = volume de cultivo filtrado (L);

4.6.4. Determinagao de teor de proteina no meio de cultivo submerso

O teor de proteina foi determinado utilizando o método desenvolvido por
Bradford (1976). Este método baseia-se na formacdo do complexo de cor entre
o corante Coomassie Brilliant Blue G250 e as proteinas. Uma aliquota de 50 uL
do EBE e uma de 1,5 mL do reagente de Bradford (ANEXO 5) foi adicionada a
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um tubo de ensaio, homogeneizado e lido a 595 mn de absorbéancia. A
determinacdo da concentracdo de proteina foi realizada utilizando a curva
padrédo (ANEXO 4).

O teor de proteina foi utilizado para determinar a atividade especifica

usando a equagao 2, onde esta atividade é expressa em U-mg-'.
A

Aesp 5 (2)

Em que:

Aesp= € a atividade especifica (U-mg™);

A= é a atividade enzimatica da amilase (U-mL"");

P=¢é o teor de proteina contida no substrato (mg-mL");

4.6.5. Determinagao de parametros cinéticos do bioprocesso otimizado

Os parametros cinéticos foram estabelecidos utilizando calculos de
velocidade maxima especifica de crescimento microbiano (u,4x ), tempo de
duplicacéo (td¢), produtividade de biomassa, fatores de conversdo que serdo
elucidados nos topicos a seguir, visando determinar esses parametros no

bioprocesso ja otimizado.

4.6.5.1. Calculo da velocidade maxima especifica de crescimento

Os valores de crescimento e producado de biomassa foram utilizados
para construgcdo das curvas de crescimento dos macromicetos. Os valores
correspondentes a fase de crescimento exponencial celular (log) foram utilizados
para o calculo de velocidade maxima (u,,,s,), conforme a equagao 3:

InX; —InX;
Pinax = B 3)
Em que:
Un4.= Velocidade especifica de crescimento (h');
ti e tr = tempo inicial e final da fase log (h™');
Xi = Concentragéo de biomassa inicial (g-L");

Xr = Concentragdo de biomassa final (g-L™);
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4.6.5.2. Calculo do tempo de duplicagao

O tempo de duplicagdo celular (t4) foi calculado de acordo com a
equacéo 4.

In2
td =

4)

Homax
ta = tempo de duplicagdo (h);
Kmax= velocidade especifica de crescimento (h™);

4.6.5.3. Calculo da produtividade em biomassa e em produto

A produtividade horaria total da biomassa formada foi calculada segundo

a equagao 5:
Vxcotat = L _ttX" (5)

Y« total = Produtividade horaria total (g-L"-h™");
tt = tempo total de cultivo (h);
Xi = Concentragédo de biomassa inicial (g-L™");
Xt = Concentragao de biomassa final (g-L");

A produtividade horaria total do produto (amilases) formado foi calculada

conforme a equacéo 6:

— (©

Yptotal = produtividade horaria total do produto (amilases) (U-L-'-h"");

Py

Yptotal =

t = tempo total de cultivo (h);
Po = Concentragéo inicial de produto (g-L™"), sendo o produto as amilases;
P = Concentracao final de produto (g-L-'), sendo o produto as amilases;

4.6.5.4. Calculo dos fatores de conversao

Para o cultivo dos macromicetos para a producao de amilases, foram
calculados os fatores de conversdo do substrato em biomassa (Yxs), fator de
conversado do substrato em produto (Yris) e de biomassa em produto (Yeix),

conforme as equacdes abaixo:

Y X=X Y P=Po g yp=2=P0 (9
X =— p=— p =

5 So—S 5 So—S x X—Xo

Em que:

Xo = Concentragdo de biomassa inicial (g-L™");
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X = Concentragdo de biomassa final (g-L");

Po = Concentragéo inicial de produto (g-L™"), sendo o produto as amilases;
P = Concentragéo final de produto (g-L™"), sendo o produto as amilases;
So = Concentragéo inicial de substrato (g-L™");

S = Concentragao final de substrato (g-L™").

4.7. Caracterizacao parcial das amilases quanto fatores importantes na

reagao enzimatica

ApOs realizados os testes de otimizacdo dos parametros quimicos e a
determinacao do tempo e meio ideal através da cinética final foi realizada a
caracterizagao parcial das enzimas quanto aos parametros importantes na
reacao enzimatica. O tempo de reacao nao foi avaliado devido a testes prévios

que ja o definiram.

4.7.1. Determinagao do pH étimo, temperatura 6tima e efeito dos ions
metalicos para a atividade das amilases produzidas pelo C.

comatus em cultivo submerso

O pH 6timo foi determinado utilizando tampéao acetato (pH 4,5, 5,0, 5,5,
6,0 e 6,5), tampéao fosfato (pH 7,0) e tampao Tris (pH 8,0 e 9,0) durante as
reacbes enzimaticas para a determinagcdo das atividades de a-amilase e
glucoamilase. As condigbes de tempo e temperatura dos ensaios enzimaticos
foram as mesmas utilizadas nos ensaios padrdes descritos anteriormente e os
resultados foram comparados com a amostra controle analisada nas condicdes
padrdes (subitem 4.4.1 € 4.4.2).

Para a determinacdao da temperatura 6tima foram testadas diferentes
temperaturas de incubacédo da reagao enzimatica (de 30, 40, 50, 60 e 70 °C).
Demais condi¢des da reagao enzimatica foram as mesmas do ensaio padrao.
Os resultados comparados com a amostra controle.

A influéncia dos ions metalicos foi avaliada utilizando diferentes solugdes
tampao: 1,0 mM, 2,5 mM e 5,0mM de CaCl22H20, MgSO4, CuSO4, Fe2(S0O)47H20
e MnS04.H20, que foram preparados e utilizados para os ensaios de atividade
enzimatica. Os resultados foram comparados com a amostra controle. As

condigdes dos ensaios foram realizadas com base em estudo reportado por Du
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et al. (2012, com modificagbes) e por Nwamaka (2011, com modificacbées) para

ambas as enzimas.

FIGURA 9 — ETAPAS PARA A REALIZACAO DA PRODUGCAO DE AMILASES.

Selecéo de linhagem —
-‘ Atividade de ag-amilase e
Plackett-Burman Atividade de glucoamilase.
= =
M L DCCR
Meio PDA  Meio CZAPEK Meio Amido Determinacéo: pH
7dias/28°C 4 dias/ 28°C 2.5 dias/ 28°C oo Concentragéo -dea proteina
120 rpm Cinética Final ——— — ~ ; na,
biomassa, amido e parametros
cinéticos. Atividade enzimatica
L Caracterizacéo da enzima Temperatura otima, pH otimo e

ions metalicos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Selecao de cepa de basidiomiceto para a produg¢ao de amilases em cultivo
submerso (CSm)

Na Figura 10 estdo representados os resultados de atividade enzimatica de a-
amilase (U-mL-") para as cepas que apresentaram resultados positivos em 48, 96 e 144
horas de cultivo. Das doze cepas estudadas, nove apresentaram atividade de a-amilase
em pelo menos um dos tempos avaliados. As cepas H. americanum e P. nameko nao
apresentaram atividade enzimatica em nenhum dos tempos de cultivo. As cepas A.
blazei, C. comatus, G. frondosa, L. edodes, P. sajor-caju e A. bisporus obtiveram os picos
de atividade em 48 horas, com 0,63, 2,31, 0,02, 0,47, 0,59 e 0,28 U-mL"
respectivamente. Enquanto, para P. europea e P. ostreatus (europea) foi 0,42 e 0,22
U-mL" em 96 horas e as cepas G. lucidum e P. ostreatus (Pato Banco) apresentaram
0,45e 0,72 U-mL"' em 144 horas.

FIGURA 10 - RESULTADOS DA ATIVIDADE DE a-AMILASE OBTIDOS EM 48, 96 E 120 h DE CULTIVO
PELAS 12 CEPAS AVALIADAS DURANTE ESTUDO DE SELECAO (N=3, ¥+ERRO PADRAO). AS
CONDICOES DE CULTIVO ERAM pH 6,0, 28 + 2°C, 120 RPM. Ab = Agaricus blazei; Cc = Coprinus
comatus; Gl = Ganoderma lucidum; Gf = Grifola frondosa; Le = Lentinus edodes; Po-eu = Pleurotus

ostreatus (europea); Po = Pleurotus ostreatus; Po-pb = Pleurotus ostreatus (Pato Branco); Psc = Pleurotus
sajor-caju; Abis: Agaricus bisporus;

2.5

=48h 96h mE144h

Atividade de a-amilase (U-mL")

- Tenl 8

Ab Cc Gl Gf Le Po-eu Po Po-pb Psc

Abis

Cepas de Macromicetos

O tempo de cultivo € um fator crucial na producéo de enzimas. Tempos de cultivo
prolongados podem reduzir a atividade enzimatica devido a diminuigdo na concentragao

do substrato, ou pela formagao de substancias inibidoras. Por outro lado, reduzidas
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parcelas de tempo podem resultar em deteccédo de baixa produtividade de enzimas
(SUNDARRAM & MURTY, 2014). Em geral, para a producao industrial de enzimas,
exige-se que as cepas apresentem alta produtividade, de forma a reduzir o tempo de
processo. A partir de testes prévios (dados ndo apresentados) decidiu-se avaliar a
atividade amilolitica em 48, 96 e 144h de cultivo. C. comatus apresentou maior produgao
de a-amilases, com um pico de atividade enzimatica de 2,314 U-mL-'em 48h de cultivo.
Este tempo € consideravelmente reduzido quando comparado as demais cepas e
também é semelhante ao tempo de cultivo adequado para produgdo de enzimas de
outras fontes microbianas tais como bactérias. Spier et al. (2007), por exemplo,
concluiram que para alcangar maxima produgao de amilases por Aspergillus niger em
cultivo solido o tempo ideal é de 60 horas.

No presente trabalho, Agaricus blazei apresentou atividade enzimatica igual a
0,63 U-mL-'em 48 horas de cultivo; enquanto, Jonathan & Adeoyo (2011) encontraram
(0,09 a 0,6 U-mL-" para Agaricus blazei e 0,07 a 0,39 U-mL-' para Agaricus sp.) em 7
dias de cultivo (168 h). Esta variagao na atividade enzimatica demonstra a importancia
de se adaptar as condi¢des de cultivo para cada cepa estudada (Kumar; Satyanarayan,
2007; Soni et al., 2006). No presente estudo; os mesmos parametros de cultivo foram
utilizados para todas as cepas testadas, o que pode justificar os resultados de atividade
pouco expressivos para algumas destas.

A melhor cepa produtora de amilases, C. comatus, apresentou uma tendéncia na
reducao da atividade apds 48 horas de cultivo e a concentracdo de amido diminuiu até
proximo ao valor de zero apos este periodo. A redugao da concentragdo do substrato
indutor durante o cultivo e a formagao de glicose — tida como inibidora da producao de
amilases por diversas cepas fungicas — podem ser mencionadas como possiveis causas
da reducdo na atividade enzimatica (NAILI et al, 2016). Acucares liberados pela
degradacéo do amido ndo consumido pelas células microbianas também podem resultar
na inibicdo da sintese de amilases. Nwagu et al. (2011) observaram que a glicose
reprime a expressao/sintese de amilases por Fusarium sp.

Para outras cepas, existe uma oscilacdo na atividade enzimatica em diferentes
tempos de cultivo. A avaliagéo da atividade em tempos intermediarios poderia revelar
bons resultados. No entanto; uma retirada excessiva de amostras poderia comprometer
o processo fermentativo, além de ocasionar maiores riscos de contaminagdes. As
atividades de glucoamilase em 48, 96 e 144h de cultivo estdo apresentadas na Figura

11, em que é possivel verificar que 11 cepas apresentaram resultados positivos de
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atividade enzimatica. Apesar de nao apresentar o resultado mais expressivo, a cepa C.
comatus demonstrou novamente potencial na producado de glucoamilase, com pico de
atividade enzimatica de 0,38 U-mL-' em 48 horas de cultivo. As cepas com maior
producao de glucoamilase em 48 h foram G. lucidum e P. sajor-caju, com 0,69 e 0,67
U-mL", respectivamente, ndo apresentando diferenga estatisticamente significativa
(p<0,05).

FIGURA 11 - RESULTADOS DA ATIVIDADE DE GLUCOAMILASE OBTIDOS EM 48, 96 E 120 h DE
CULTIVO PELAS 12 CEPAS AVALIADAS DURANTE ESTUDO DE SELECAO (N=3, X+ERRO PADRAO).
AS CONDICOES DE CULTIVO ERAM pH 6,0, 28 + 2°C, 120 RPM. Ab = Agaricus blazei; Cc = Coprinus
comatus; Gl = Ganoderma lucidum; Gf = Grifola frondosa; Le = Lentinus edodes; Po-eu = Pleurotus

ostreatus (europea); Po = Pleurotus ostreatus; Po-pb = Pleurotus ostreatus (Pato Branco); Psc = Pleurotus
sajor-caju; Abis: Agaricus bisporus; Ha: Hericium americanum.
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Cepas de Macromicetos

A metodologia usual utilizada para quantificar a atividade de amilases é pela
liberagéo de produto (agucares redutores). No entanto, a a-amilase atua sobre a cadeia
do amido de forma aleatéria, liberando n&o apenas acucares redutores, mas também
oligossacarideos com comprimentos de cadeia variados (SILVA, 2014). Estes
oligossacarideos podem ser depois metabolizados pela ag&o de outras enzimas que nao
necessariamente atuariam sobre a molécula do amido, utilizado como substrato
reacional. Tal fato poderia explicar os resultados inferiores obtidos para atividade de
glucoamilase, assim como as diferengas entre a degradagdo do amido e liberagdo de
acgucares redutores no meio reacional.

Apesar da atividade enzimatica das cepas estudadas ser inferior a relatada para
cepas utilizadas industrialmente (TORRADO et al., 2013), a otimizacdo das condigdes

de cultivo em estudos posteriores pode maximizar esta atividade. Além disso, os
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macromicetos tem maior afinidade por cultivos estaticos, pois a formagao micelial ocorre
na superficie do meio, permitindo maior contato com o ar atmosférico (oxigénio) a
oxigenagdo, 0 que nao ocorre em cultivo submerso, onde a formacao de pellets e
aumento da viscosidade do meio podem ocasionar redug¢ao da oxigenacdo (MOORE et
al., 2011) devido as barreiras tais como filme de liquido estagnado na superficie do
aglomerado celular. Estes fatos corroboram com a adaptabilidade das cepas para o
cultivo submerso, o que pode viabilizar esta forma de cultivo para a producao de outras
biomoléculas além das enzimas.

Diante da maior atividade de a-amilase, degradagéo do substrato em 48 horas e
potencial na sintese de glucoamilase a cepa C. comatus foi escolhida para os proximos

ensaios de otimizacdo das enzimas amiloliticas.

5.2. Otimizagdo da atividade enzimatica por coprinus comatus em cultivo

submerso

Os resultados obtidos na producéo de amilases por Coprinus comatus utilizando
o Placket-Burman (PB) Screening Design 11/12 estdo apresentados na Tabela 13. Todos
os ensaios foram realizados em triplicata. Realizaram-se testes adicionais com a cepa
C. comatus que resultaram em tempo de reacao ideal para atividade a-amilase de 15

minutos, sendo este o tempo reacional para esta enzima e 30 min para glucoamilase.

TABELA 13 — ATIVIDADE DE a-AMILASE E GLUCOAMILASE NOS ENSAIOS DO PILACKETT-BURMAN
EXPERIMENTAL DESIGN PRODUZIDAS POR Coprinus comatus EM CULTIVO SUBMERSO, COM pH
6,0, TEMPERATURA DE 28 £ 2°C, 120 RPM; * = PONTOS CENTRAIS;

Atividade enzimatica (U-mL-")

Ensaios a-amilase Glucoamilase
1 2,53+0,23 0,00+0,01
2 1,66+0,30 3,06+0,19
3 5,27+0,11 0,36+0,01
4 1,21+0,12 1,14+0,14
5 1,14+0,15 5,05+0,01
6 1,89+0,34 1,38+0,06
7 4,89+0,04 0,40+0,01
8 2,68+0,05 0,26+0,02
9 3,43+0,05 0,18+0,00
10 0,93+0,03 0,68+0,04
11 0,69+0,03 1,72+0,02
12 0,17+0,02 1,67+0,04
13* 3,00+0,16 2,25+0,27
14* 3,01+0,40 2,51+£0,13
15* 3,30+0,08 2,22+0,14

A atividade de a-amilase variou entre 0,17 (ensaio 12) a 5,27 U-mL"" (ensaio 3) e

a de glucoamilase foi de 0,00 (ensaio 1) a 5,05 U-mL-! (ensaio 5). Observando os efeitos
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das variaveis, verifica-se que tanto para a producao de a-amilase como glucoamilase a
ureia, Fe2(SOa4)3 e amido apresentaram efeito significativo (p<0,05). Tanto a ureia como
0 Fe2(S0a4)3 apresentaram efeito positivo para a produgédo de a-amilase, porém negativo
para a de glucoamilase. A ureia € considerada uma fonte de nitrogénio (N) essencial
para a produg¢ao de amilases por fungos (Jonathan e Adeoyo, 2011; Gupta et al., 2003),
porém em concentragdes elevadas 0,5 g-g' de substrato podem inibir a produgéo das
mesmas (Kammoun et al., 2008). Os ions metalicos sdo considerados indutores na
producédo de amilases (RAZA; REHMAN, 2016). Entretanto, Bagheri et al. (2014)
observou que o ion Fe?* inibiu a produgéo de glucoamilase por Aspergillus niger. Tais
resultados corroboram com os resultados obtidos neste trabalho.

A concentragao de amido, cujos valores testados variaram de 1 a 39 g-L™, resultou
em um efeito negativo sobre a atividade enzimatica de a-amilase e positivo na produgao
de glucoamilase. Estes resultados indicam que menores concentragdes de amido
favorecem a producgao de a-amilase, mas as concentracdes maiores sio favoraveis para
a producéao de glucoamilase.

A adicao do KH2PO4resultou em efeito significativo (p<0,05) apenas na produgéo
da glucoamilase. Kumar e Satyanarayana (2006) também obtiveram o aumento da
producéo de glucoamilase com a presenca de KH2POs4 para Thermomucor indicae-
seudaticae. O fosfato € um dos principais compostos responsaveis pela regulacéo da
sintese dos metabolitos primarios e secundarios, além de desempenhar um papel
importante no crescimento dos organismos e na produgao de amilases (GUPTA et al.,
2003).

Dentro das faixas estudadas, as demais variaveis (NH4)2SOa4; NaNOgs; CaClz;
MgSO4; MnSOs4, ndo exerceram efeitos significativos (p>0,05) sobre as respostas de
atividade de a-amilase e glucoamilase.

Os resultados de atividade de a-amilase e glucoamilase obtidos da execugao dos

17 ensaios do DCCR estao apresentados na Tabela 14.
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TABELA 14. MATRIZ DO DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL (DCCR) PARA A
PRODUCAO DE a-AMILASE E GLUCOAMILASE POR COPRINUS COMATUS EM CSm, COM pH 6,0,
TEMPERATURA DE 28 + 2°C, 120 RPM.

Atividade enzimatica (U-mL-")
Ensaios a-amilase  Glucoamilase

1 1,40+0,01 0,00+0,08
2 1,47+0,28 0,00+0,05
3 4,59+0,03 0,67+0,08
4 4,12+0,01 0,77+0,13
5 1,71£0,13 2,71x0,44
6 1,85+0,12 1,75+0,11
7 5,04+0,55 0,63+0,30
8 5,09+0,08 1,97+0,12
9 1,64+0,22 0,81+0,07
10 5,00+0,27 0,33+0,10
11 0,30+0,01 1,19+0,80
12 4,87+0,16 3,39+0,40
13 4,38+0,01 4,07+0,88
14 5,26+0,04 4,88+0,41

15* 5,97+0,12 4,04+0,42
16* 5,16+0,14 4,64+0,35
17* 4,68+0,12 4,68+0,52

Por meio da Tabela 14, verifica-se que atividade enzimatica da a-amilase variou
entre 0,30 a 5,97 (U-mL"") a qual foi afetada principalmente pela concentragéo de ureia
utilizada. Tal fato € evidenciado pelo efeito positivo desta variavel, assim como pelo
menor valor de p (linear p=0,0001 e quadratico p=0,001) observado. A concentracéo de
amido também apresentou efeito positivo e significativo (linear p=0,019 e quadratico
p=0,008) na atividade da a-amilase. Estas duas variaveis, amido e ureia, também
exerceram efeito repressor na atividade de glucoamilase (termo quadratico da variavel
amido A2 p=0,002 e termo quadratico da variavel ureia p=0,02). Desta forma, o aumento
da concentragao destas resultou em menores atividades.

A adicado do Fez(SO4)3 no meio ndo apresentou efeito significativo (p<0,05) na
producao de nenhuma das enzimas, porém a interacao desta variavel com as demais foi
significativa. Desta forma, todas as variaveis foram mantidas para o calculo da ANOVA
(Tabela 15).
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TABELA 15 - ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) DO MODELO QUADRATICO PARA A PREDIGAO DA
PRODUCAO DE o-AMILASE E GLUCOAMILASE. @ SOMA DE QUADRADOS; ® GRAUS DE LIBERDADE;
¢ QUADRADO MEDIO; ¢F-RATIO= IMPORTANCIA DO MODELO (REGRESSAO/ RESIDUAL).

Producao de a-amilase Producao de Glucoamilase
Fonte de Ssa  Df® Msc  Fratio | Ss@ Df>  Ms°  F-ratio
variagao
Regresséao 48,96 3 16,32 62,86 40,92 3 13,64 17,68
Residual 3,37 13 0,26 10,03 13 0,77
Falta de Ajuste 2,52 5 0,50 1,19 9,78 5 1,95 15,80
Erro Puro 0,84 2 0,42 0,24 2 0,12
Total 52,34 16 50,95 16
R2=93,55; Fogs; 3. 13 = 3,41; R2=280,31; Foos; 3,13 = 3,41;
p-value= 5,39E-08 p-value= 7,14E-05
Fcal,5;2= 19,29 Fcal,5;2= 19,29

De acordo com a Analise de Variancia (ANOVA), 93,55 e 80,31% da variagdo (R?)
da atividade de a-amilase e glucoamilase, respectivamente, foram explicadas pelo
modelo. Segundo Haaland (1989), para processos biolégicos, modelos que apresentem
o R?> 80 sdo adequados, devido as variagbes inerentes ao processo. Além disso, o
Fcalcuado para regressédo foi significativo (F cac= Ftabelado) € @ Falta de ajuste nédo
apresentou significancia, mostrando que o modelo tanto para atividade da a-amilase
como glucoamilase se ajusta de forma adequada aos dados experimentais, podendo ser
gerada a equacgao de cada modelo (Eq. 2) e as superficies de resposta.

A produgio de a-amilase (Za, Eq. 14) e de glucoamilase (Zs, Eq. 15) em U-mL""
poderiam ser previstas pelas seguintes equagdes dos modelos abaixo. Os modelos s&o

quadraticos com duas interagdes.

Z, =529+ 0,5684 — 0,757A% + 1,47B — 1,02B% + 0,094B + 0,74AC — 0,079BC (14)
Zg = 4,53+ 0,3524 — 1,65A4% + 0,241B — 1,04B% — 0,413AB + 0,036AC + 0,29BC (15)

Em que:
A= concentragao de amido (g-L™"), B= concentragao de ureia (g-L-'), C=concentragdo de
Fe2(S0a4)3 (g-L"). Para a confecgéo das superficies de resposta, utilizou-se a interagao

entre amido (g-L™") e ureia (g-L™"), mantendo o Fe2(S0a4)3 (g-L-") no nivel do ponto central.
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FIGURA 12. SUPERFiCIE DE RESPOSTA PARA A ATIVIDADE DE o-AMILASE (A) E GLUCOAMILASE
(B) EM RELACAO AS VARIAVEIS INDEPENDENTES AVALIADAS NO DCCR, AMIDO E UREIA PARA
COPRINUS COMATUS EM CULTIVO SUBMERSO. AS CONDICOES DE CULTIVO ERAM pH 6,0, 28 =
2°C, 120 RPM.
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Com base na Figura 12 as maiores atividades de a-amilase sao obtidas nas
concentragbes de 9,00 a 36,00 g-.L' de amido e de 1,10 a 2,69 g-L" ureia. Ja a
glucoamilase apresentou as maiores atividades nas concentragdes de 10,00 a 25,00 g-L-
" amido e 0,80 a 2,00 g-L-' ureia. A produgdo maxima de a-amilase pode ser obtida
usando amido 23,20 g-L", 1,93 g-L-" de ureia e 0,02 g-L"" Fe2(SOa4)3, mantendo KH2PO4
a uma concentragdo média de 3,00 g.L-!, com a proporgao de C/N no meio de cerca de
12:1. A atividade maxima de glucoamilase pode ser obtida no meio contendo 20,70 g-L
' de amido, 1,46 g-L' de ureia e 0,011 gL' Fe2(SOa)s, mantendo KH2POs a uma
concentragdo média de 3,00 g-L-' e C/N foi 13,5:1. Torres Lépez et al. (2011), obtiveram
para Ganoderma lucidum uma razdo C/N ideal de 16,7:1. Enquanto Zaghi Junior et al.
(2010), obtiveram para Agaricus brasiliensis uma proporgéao de 11:1. Embora esta estirpe
nao tenha necessidade de crescimento significativo para a produgcdo de enzimas,
apresentou semelhancga quanto a relagao C/N das outras cepas de macromicetos para
o crescimento e produgdo de enzimas.

Com base nos resultados de regiao 6tima para a producao de cada enzima, foi
escolhido uma condigdo inicial em que a resposta Za e Zg coincidam na regido 6tima,
visando a realizagdo de um experimento para validacdo dos modelos obtidos (Eq. 14 e
Eq. 15). Para a a-amilase com o meio composto de 23,00 g-L-' de amido, 2,00 g-L-" de
ureia, 0,01 g-L™" de Fe2(S04)3, e mantendo a concentragédo de 3,00 g-L-' de KH2PO4 foi
obtido 5,93 U-mL"" de atividade. Para a glucoamilase, com o meio composto por 23,00
g-L"" de amido, 1,67 g-L" de ureia e 0,01 g-L" de Fe2(S0Oa)3, mantendo KH2PO4 em uma
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concentragdo média de 3,00 g-L' foi alcancada a atividade de 4,31 U-mL-". Estes
resultados nao diferiram estatisticamente das atividades previstas pelo modelo (a-
amilase=5,95 U-mL" e glucoamilase=4,28 U-mL") pelo teste de Tukey a 95% de
confianga.

Sethi e Gupta (2015) otimizaram as condigdes do meio de cultura para a produgéo
de amilase por fungos como Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum, entre outros,
com atividade maxima apos otimizagao de 0,88 U-mL-"! para Aspergillus niger. Kumar et
al. (2014) avaliaram o efeito de alguns fatores sobre a produgédo enzimatica de a-amilase
utilizando Bacillus altitudinis em cultivo submerso, obtendo uma produgao de 5,64 U-mL"
" em 2 dias de cultivo. Atividade semelhante a obtida pela presente pesquisa. Isto mostra
o potencial dos basidiomicetos para a produgao de amilases.

Com a otimizagao, obteve-se um aumento de 158% na atividade de a-amilase nas
condicdes de selegdo para a de otimizagéo de 2,31 U-mL"! para 5,97 U-mL-'. Por sua
vez, a atividade enzimatica da glucoamilase apresentou um aumento de 1184% em

comparagéo a atividade obtida no screening (de 0,38 U-mL-" para 4,88 U-mL"") .
5.3. Cinética final para Coprinus comatus em meio otimizado

Os resultados das cinéticas de produgao de glucoamilase e a-amilase realizadas
com os parametros otimizados sao apresentados na Figura 13. A cada 4 horas as
amostras foram retiradas e analisadas quanto a producédo de biomassa, pH, atividade

enzimatica e a atividade especifica para cada enzima.
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FIGURA 13 - RESULTADOS DA CINETICA DE PRODUGAO DE o-AMILASE E GLUCOAMILASE POR
COPRINUS COMATUS. PERFIL DE CONSUMO DE SUBSTRATO (CONCENTRAGAO DE AMIDO, g-L-
1), BIOMASSA (g-L"), pH. AS DEMAIS CONDICOES FORAM FIXADAS DURANTE O CSm: TAXA DE
INOCULAGAO: 10% v-v'; pH INICIAL=6,0; TEMPERATURA 28 + 2°C; AGITACAO: 120 RPM.
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A atividade maxima de a-amilase (5,84 U-mL-', equivalente a 213 U-mg™" de
atividade especifica) foi obtida em 48 horas de cultivo. O pH variou de 6,4 a 3,9, com pH
de 5 em 48 horas. A biomassa variou de 0,06 g-L"" a 0,77 g-L"', com 0,29 g-L"" em 48
horas de cultivo. O amido foi consumido em 40 horas de cultivo. A produtividade em 48
horas para esta enzima foi de 0,12 U-mL""-h"', os fatores para C. comatus nesse meio e
periodo foi de YAx;s 0,02 g de biomassa (gdb).g™' de substrato (gds), YAr;s de 508,34
U-gds™ e YApx de 25532,55 U-g™'. A atividade maxima de glucoamilase (8,87 U-mL-",
equivalente a 147,93 U-mg™" de atividade especifica) foi obtida em 44 horas de cultivo. A
biomassa variou de 0,048 g-L-' em 0 horas de cultivo a 0,65 g-L-' em 80 horas com 0,28
g-L"" em 44 horas e o pH variou de 6,7 a 3,5, com pH de 4,8 em 44 horas e o amido foi
degradado em 48 horas de cinética. A produtividade no pico de atividade foi de 0,20
U-mL'-h"', o fator para C. comatus neste meio de cultivo e periodo foi de YGxss foi de
0,02 gdb-gds™, YGpss de 766,20 U-gds™" e YGp/xde 37744,54 U-g™.

A cepa estudada apresentou uma fase lag, que corresponde a fase de adaptagao
as condi¢cdes do meio, até aproximadamente 18 horas de cultivo para a-amilase e 8 horas

para glucoamilases. Apds a fase log teve inicio e permaneceu até 76 h de cultivo, depois
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deste periodo houve uma estabilizacdo do crescimento da cepa nos dois cultivos,
ocorrendo a fase estacionaria. Por isso, os célculos foram realizados levando em
consideracao a fase log.

Sethi et al. (2014) realizaram um estudo sobre a produgdo de amilases por
diferentes fungos e realizaram a cinética para a melhor cepa (Aspergillus terréeus) em
diferentes fontes de carbono (cascas de laranja, bolo de mostarda e outros). A fonte que
resultou na maior quantidade de biomassa, aproximadamente 20 g-L™', ndo apresentou
a maior atividade enzimatica. No presente estudo ndo houve uma alta producédo de
biomassa mas foi obtido uma atividade satisfatéria, mostrando que nao necessariamente
€ preciso uma grande producgao de biomassa para a producédo enzimatica.

A conversao de substrato em biomassa (YAxss) para a cepa estudada no meio de
cultivo para a-amilase em 76 h de cinética foi de 0,06 gdb-gds~', de substrato em produto
(YArss) foi de 323,01 U-gds™ e de biomassa em produto (YArix) de 4948,74 U-g™'. Por
sua vez, para o meio de glucoamilase (YGxs) foi 0,05 gdb-gds™, (YGpss) foi 192,61 U-gds"
e (YGpx) 3755,92 U-g'. Senthi et al. (2014), avaliaram os fatores de conversdo de
Aspergillus terreus para a produgéo de amilases em 96 h em diferentes meios submersos
e obtiveram maximos valores de (Yxs) 0,19 gdb-gds™, (Yris) 25,00 U-gds™ e (Yrix)
2374,50 U-g'. Apesar das condigbes de cultivo serem relativamente parecidos com o do
presente estudo, a produgao de biomassa foi superior para Aspergillus terreus (20 g-L")
fato este que resulta em um fator de converséo de substrato em biomassa chega a ser
7 vezes maior. Os outros fatores de conversao quando relacionados a producao
enzimatica foram maiores para C. comatus, evidenciado pela maior atividade deste em
relagdo ao Aspergillus terreus (com maxima atividade de 2,50 U-mL™"). Isto pode ter
ocorrido pela utilizagcdo de residuos para a composi¢cao do meio de cultivo visando a
produgao enzimatica.

Os parametros cinéticos para C. comatus em CSm para o meio de a-amilase
apresentaram valores maximos de pamax de 0,032 h-', tempo de duplicagédo de 21,44 h e
produtividade horaria total de biomassa de 0,01 g-L-'-h-'. Por sua vez, para o meio de
glucoamilase pemax foi 0,034 h™', tempo de duplicagéo de 20,24 h e produtividade horaria
total de biomassa de 0,01 g-L'-h'. Estes parametros sdo importantes para o
escalonamento e para controle da producao e planejamento em produgdes em maiores

escalas.
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5.4. Caracterizagcao do efeito do ph, temperatura e ions metalicos para a

atividade de a-amilase e glucoamilase

Para a caracterizagado das enzimas foram avaliados o pH do meio reacional, a
temperatura de reacéo e a adigdo de ions metalicos. A caracterizagdo das enzimas é
importante para definir a faixa de atuagédo para as possiveis aplicagdes. A Figura 16
demonstra a influéncia do pH e a temperatura nas atividades de a-amilase e
glucoamilase.

FIGURA 14 - ATIVIDADE ENZIMATICA DE a-AMILASE E GLUCOAMILASE EM RELAGAO AO pH DO
MEIO REACIONAL (A) E DA TEMPERATURA DE REACAO (B) (N=3, ¥*ERRO PADRAO).
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A atividade de a-amilase permaneceu estavel na faixa de pH 4,0 a 8,0, com o pH
ideal em 6,5, havendo um acréscimo de 4% na atividade nesse pH. Em pH 4,0 e 9,0
ocorreu uma diminuigéo de até 70% da atividade. A glucoamilase manteve-se ativa de
4,5 a 9,0, com o pico de atividade em pH 6,0. Nos pH 4,5 e 9,0 observou-se uma
diminuicdo de aproximadamente 95% da atividade enzimatica. De acordo com Du et al.
(2013) o pH ideal para a atividade de amilases por Hericium erinaceum é de 4,6.
Bernardes et al. (2014) estudaram a atividade de amilase por Rhizomucor miehei e as
analises mostraram que o pH ideal é 5,0. Almeida et al. (2017) obtiveram o pH ideal para
R. oryzae de 6,5 para a atividade de amilases, semelhante ao do presente trabalho.
Kunamneni et al. (2005) observaram as melhores atividades em pH 6,0 para
Thermomyces lanuginosus.

A temperatura influenciou no aumento da atividade para ambas amilases a 50°C.
A 70°C possivelmente inicia a desnaturagéao de glucoamilase e a-amilase praticamente

nao apresentou atividade remanescente, com uma perda de 92% da atividade,
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caracteristica encontrada também por Hernandez et al. (2006) para Aspergillus niger. Os
resultados obtidos estdo apresentados na Figura 16(B).

A glucoamilase e a-amilase apresentaram maior atividade enzimatica em
temperatura de 50 °C. Mesma temperatura encontrada por Bernardes et al. (2017) para
R. oryzae, Kunamneni et al. (2005) para Thermomyces lanuginosus, Jadhav e Singh et
al. (2014) para a-amilase livre de Bacillus licheniformis, Talekar e Chavare (2012) para
enzima livre imobilizada de a-amilase comercial, Vyas e Sharma (2015) para Bacillus
sonorensis e Hernandez et al. (2006) para Asperqillus niger.

O pH e temperatura ideal para ambas as enzimas torna possivel a aplicacado
destas na industria de panificagdo para a degradagcdo da farinha em agucares
fermentesciveis para a posterior fermentacgéo por leveduras (Maarel et al., 2002).

A influéncia dos ions analisados nas concentragcées de 1mM, 2,5 mM e 5 mM é
apresentada na Tabela 16. O teste de Tukey a p<0,05 de confiabilidade foi realizado
separadamente para cada enzima. A atividade relativa para as amilases foi calculada
levando em consideragéo a atividade da amostra controle (100%) em que nao houve a

adicao de ions.

TABELA 16 — ATIVIDADE RELATIVA DAS ALIMASES PRODUZIDAS POR COPRINUS COMATUS COM
INFLUENCIA DOS iONS METALICOS LEVANDO EM CONSIDERACA O TESTE DE TUKEY A P<0,05
DE CONFIABILIDADE. 1 - CaCl2.2H20; 2 - MgS04; 3 - CuSO4; 4 - Fe2(S0)4.7H20; 5 - MnS04.H20;
Atividade Relativa de a-amilase (%) Atividade Relativa de glucoamilase (%)
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Contole 1002  100¢ 100® 1002 100® 100° 100° 100° 100° 100¢
1mM 82b 104c 992 9d 98a 2572 1962 119> 1262 186°
2,5mM 83> 117>  89p 93>  102& 218% 2242 110>  62° 33d
5mM 892 1432  67° 81¢  100® 180> 2268 1722  67° 2682

A atividade de a-amilase aumentou na presenga do ion Mg?* (2,5 e 5 mM), com o
maior aumento em 5mM e foi reprimida por Ca?* (1 e 2,5 mM), Cu?* (2,5 e 5 mM) e Fe?*
(1, 2,5 e 5 mM). Por sua vez, a atividade de glucoamilase apresentou um aumento
quando na presencga de Ca?* (1, 25 e 5 mM), Mg?* (1, 2,5 e 5 mM), Fe?* (1 mM) e Mn?*
(1 e 5mM), com pico de atividade em Mn?* 5Mm e em Ca?*, e foi reprimida por Fe?* (2,5
e 5 mM) e Mn?* (2,5 mM).

No presente estudo o ion Mg?* estimulou a atividade em 43%, este mesmo ion
apresentou efeito positivo no estudo realizado por Vyas e Sharma (2015). Du et al.
(2013), por sua vez, obtiveram aumento da atividade em presenga de Mn?*, resultado
observado para a glucoamilase nesta pesquisa, em que ion Mn?* aumentou mais de

168% da atividade. Almeida et al. (2017) analisaram as cepas de Aspergillus brasiliensis
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e Rhizopus oryzae quanto a produgéo de glucoamilase e ambas as cepas foram ativadas
por Mn2*,

Segundo Nwagu e Okolo (2011), Mg?* estimulou 136% e Ca?* 118% a atividade
de amilase por Fusarium sp. O ion magnésio apresentou um aumento na atividade
semelhante ao encontrado para a-amilase em 5mM deste ion. Por sua vez, o calcio
apresentou maior estimulo que o apresentado no estudo anterior para glucoamilase. A
melhoria da atividade enzimatica das amilases na presenca de ions como Ca?* e Mn?*,
pode ser baseada na capacidade que este tipo de enzima tem de interagir com
aminoacidos carregados (LINDEN et al. 2003)

Singh et al. (2014) observaram uma inibigdo de até 50,96% por Fe?* para a
atividade das amilases por Streptomyces sp. Por sua vez no presente estudo este ion
inibiu a atividade enzimatica em até 91%, tendo apenas a concentragédo de 1mM para a
producdo de glucoamilase como um incremento na atividade. A amilases relatadas em
sua maioria apresentam dependéncia do ion metalico Ca?* como estabilizador
enzimatico, caracteristica vista para glucoamilase, que teve um aumento de mais de
157% na atividade enzimatica na presenca de 1mM deste ion. Para a-amilase este ion
mostrou-se inibitério assim como o encontrado por Singh et al. (2014) para a cepa

Streptomyces sp. MSC702.
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CONCLUSAO

e Entre as 12 cepas avaliadas, 11 apresentaram atividade enzimatica em algum
dos tempos avaliados, sendo a cepa Coprinus comatus selecionada para a
otimizacao.

e Por meio do delineamento Plackett-Burman foram selecionados 3 fatores para
a otimizacao por delineamento composto central rotacional que foram amido, ureia
e ferro. Destes fatores apenas amido e ureia apresentaram significancia no DCCR.
e A otimizagdo aumentou a atividade de a-amilase em 153% e de glucoamilase
em 2234%.

o O meio utilizado é composto por poucos nutrientes (amido, fésforo, ureia e
ferro) e consequentemente de baixo custo, para ambas as enzimas. Desta forma
C. comatus demonstra grande potencial para a utilizagao industrial pois, além do
grande potencial produtor, também apresenta produgcdo das enzimas de forma
extracelular facilitando a recuperacao destas.

o A enzima a-amilase apresentou atividade maxima em 48 horas (5,84 U-mL"",
equivalente a 213 U-mg™") e glucoamilase em 44 horas (8,87 U-mL-", equivalente a
147,93 U-mg™).

o Os parametros de bioprocesso para C. comatus em meio ideal para a-amilase
apresentou produtividade em 48 horas de 0,12 U-mL-"-h"', com YAxs de 0,02 gdb-
gds -, com YAris de 508,34 U-gds™' e YAprix de 25532,55 U-g"'. No meio para
producao de glucoamilase esta cepa apresentou YGxss de 0,02 gdb-gds™, YGp/s de
766,20 U-gds™" e YGpixde 37744,54 U-g', com produtividade de 0,20 U-mL-'-h-' no
pico de atividade.

o Para a-amilase a temperatura reacional 6tima foi 50°C e pH ideal de 6,5. Para
a glucoamilase a temperatura reacional ideal também foi de 50°C, e o pH 6timo foi
06,0.

o A atividade de a-amilase apresentou um aumento de 43,16% com a
presenga do ion Mg?*. Por sua vez, glucoamilase apresentou um incremento de

168,46% na presenca de ion Mn?* e 157% na presencga de Ca?*.
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6.1. Sugestoes para trabalhos futuros

Estudos futuros visando o incremento da produgao enzimatica por meio do estudo
mais aprofundado dos fatores fisicos envolvidos nos cultivos submersos, assim como
testes utilizando residuos agroindustriais, estudos de aumento de escala e utilizando
diferentes modelos de biorreatores; a separacao e a purificagdo bem como estudos do
acabamento das enzimas poderiam viabilizar a producéo e obtencao dessas enzimas de

importancia econémica.
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ANEXOS

ANEXO A - Curva Padrao FUWA
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y =13.269x - 0.2915

—~14 R2 = 0.9977
i
E12
[@)]
E10
(e}
S 8
©
S 6
2
o 4
&)

2

0

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Absorbéancia (700mn)

ANEXO B - Curva Padrao DNS

Curva Padrao DNS
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ANEXO C - Preparo do reativo DNS

Para um volume final de 500 mL, dissolveu-se 5 g de acido 3,5-dinitrossalicilico
em 100 ml de uma solugao de hidréxido de sédio NaOH 2 M recém preparada (solugao
A). Paralelamente a este preparo, relizou-se a dissolucao de 150 g de tartarato duplo de
sodio e potassio em 250 mL, sobre aquecimento e agitagdo constantes (solugdo B).
Mantendo as condi¢gdes de aquecimento e agitacdo adicionou-se a solugdo A sobre a
solugéo B, até que houvesse a completa dissolugédo do DNS. Logo apés o resfriamento
da solugéo esta foi transferida para um baldo de 500 mL e seu volume aferido com agua
destilada. O reagente foi armazenado em um frasco ambar, envolto em papel aluminio
para evitar o contado com a luz. (VASCONCELOS et al., 2013; SPIER, 2005).

ANEXO D — Curva Padrao BradFord

Curva Padrao BradFord
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ANEXO E - Preparo do reativo de BradFord

Em balancga analitica pesar 50 mg de Coomassie brillant blue G250 e dissolver
em 25 mL de etanol, em seguida deixar overnight. A esta solugado deve-se adicionar 50
mL de acido fosforico (85%), transferir de forma analitica para um baldo volumétrico de
500mL e apods, completar o volume com agua milli-Q. A solucao deve ser filtrada duas

vezes e mantida ao abrigo da luz (em frasco ambar envolto por papel aluminio).



