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RESUMO

As amilases sdo enzimas que catalisam a hidrolise do amido e sdo obtidas
industrialmente de fontes microbianas. Os custos de meios de cultivo e do processo para
produgdo de enzimas, no entanto, podem ser elevados e inviabilizar a sua utilizagdo. Neste
contexto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial de utilizacao de subprodutos
de moagem do trigo para producdo de amilases de uma cepa de macromiceto, Coprinus
comatus, por cultivo submerso. Os melhores resultados de atividade enzimética (6,07 U.mL"!
para a-amilase e 0,64 U.mL! para glucoamilases) foram obtidos em meio contendo 10 g.L! de
farinha de fundo de moinho (FFM). A FFM foi selecionada como substrato para etapas
posteriores, em que foram avaliadas a influéncia da suplementag@o e do pH inicial do meio de
cultivo na producao das amilases. A composi¢do do meio de cultivo foi otimizada utilizando-
se um Planejamento Fatorial Fracionado e um Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR). O Planejamento Fatorial Fracionado selecionou como variaveis significativas a
concentracdo de FFM, ureia e KoHPO4, que foram otimizadas por meio do DCCR. As
atividades enzimaticas obtidas no meio 6timo (composto de 105 g.L'! de FFM, 3,761 g.L! de
ureia e 7,522 gL' de Ko;HPO4) foram de 59,40+0,56 U.mL"! e 12,65+0,09 U.mL™! para a-
amilases e glucoamilases, respectivamente, o que representa um aumento de 878% e 1877% da
producao enzimatica inicial. Durante o estudo cinético do bioprocesso, as atividades
enzimaticas obtidas foram ainda superiores aos da etapa de otimizag¢do, em tempos mais
prolongados de cultivo, chegando a de 62,7 U.mL"! em 144h para a-amilase e 15,20 UmL ! em
204h para glucoamilase. A velocidade especifica de crescimento de C. comatus no meio de
cultivo otimizado (umax) foi de 0,018 h™! e tempo de duplicagio (td) de 38,61h. A utilizagdo do
meio FFM propicia produtividade horaria maxima (ypmax) para a-amilase de 0,59 U.mL ! h'le
para glucoamilase de 0,11 U.mL".h"!. Os fatores de conversdo de substrato em produto (Ypss)
obtidos foram de 814,28 U.gds™! para a-amilase e 231,24 U.gds™! para glucoamilase, superiores
aos resultados obtidos em estudos anteriores utilizando meio sintético. Isto indica que a
utiliza¢ao do meio FFM desenvolvido no presente trabalho representa uma alternativa de baixo
custo para a producdo de amilases pela espécie estudada. Por fim, a caracterizacdo das enzimas
parcialmente purificadas revelou um perfil semelhante ao de diversas amilases de origem
fingica (temperatura 6tima de atuagdo de 50°C e pH 5,0), além da independéncia do ion célcio,
0 que possibilita aplicacdo em diversos processos industriais.

Palavras-chave: Macromicetos. a-amilases. Glucoamilase. Residuos. Otimizacao.



ABSTRACT

Amylases are enzymes that catalyze the hydrolysis of starch and are obtained
industrially from microbial sources. The costs of culture media and the process for producing
enzymes, however, can be high and make their use unfeasible. In this context, the present study
aimed to evaluate the potential of using wheat milling by-products to produce amylases from a
macromycete strain, Coprinus comatus, under submerged culture. The best results of enzymatic
activity (6.07 U.mL™! for a-amylase and 0.64 U.mL™ for glucoamylases) were obtained in
medium containing 10 g.L"! of Low-Grade Flour (LGF). LGF was selected as substrate for
sequential steps of amylases production, in which the influence of supplementation and the
initial pH of the culture medium on the production of amylases were evaluated. The
composition of the culture medium was optimized using a Fractional Factorial Design and a
Central Composite Rotatable Design (CCRD). The Fractional Factorial Design selected as
significant variables the concentration of LGF, urea and KoHPO4, which were optimized by
means of CCRD. The enzymatic activities obtained in the optimum medium (composed of 105
g.L! of FFM, 3,761 g.L! of urea and 7,522 g.L'! of KxHPO4) were 59.40 = 0.56 U.mL"! and
12.65 £ 0.09 U.mL"" for o-amylases and glucoamylases, respectively, representing an increase
of 878% and 1877% of the initial enzyme production. During the kinetic study of the
bioprocess, the enzymatic activities obtained were even higher than those obtained on the
optimization step, in longer cultivation times, reaching 62.7 U.mL™! in 144h for a-amylase and
15.20 U.mL"! in 204h for glucoamylase. The specific growth rate of C. comatus in the optimized
culture medium (pmax) was 0.018 h™' and the duplication time (td) was 38.61 h. The use of the
LGF medium provides a maximum hourly productivity (ypmax) for a-amylase of 0.59 U.mL.h"
!'and for glucoamylase of 0.11 U.mL"".h"!. The product formation yield on substrate consumed
(Ypss) obtained were 814.28 U.gds™! for a-amylase and 231.24 U.gds™! for glucoamylase, higher
than the results obtained in previous studies using synthetic medium. This indicates that the use
of the LGF medium developed in the present study represents a low cost alternative for the
production of amylases by the species studied. Finally, the characterization of the partially
purified enzymes revealed a profile similar to that of several amylases of fungal origin
(optimum temperature of 50°C and pH 5.0), besides the independence of the calcium ion, which
allows application in several industrial processes.

Keywords: Macromycetes. a-amylase. Glucoamylase. By-products. Optimization.
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1 INTRODUCAO

As amilases sdo enzimas que catalisam a hidrdlise do amido ou glicogénio em
dextrinas, maltose e glicose (SIMAIR et al, 2017). Estas enzimas s3o utilizadas em diversos
processos nas industrias téxtil, farmacéutica, de papel e celulose, alimenticia e de racao animal
(SINDHU et al, 2017). Na industria de alimentos, as amilases desempenham importante papel
na producdo de xaropes e adogantes, na panificacdo, processamento de cereais e producao de
bebidas (SUNDARRAM; MURTHY, 2014). Tendo em vista a diversidade de aplicagdo, a
comercializacdo de amilases corresponde a aproximadamente 30% do mercado mundial de
enzimas (NAILI et al., 2016; SINDHU et al., 2017).

As amilases comercializadas e utilizadas industrialmente sdo majoritariamente de
origem microbiana. Nos ultimos anos, o estudo de diferentes fontes microbianas produtoras de
amilases tem sido de grande interesse. Porém, o uso de macromicetos, ou cogumelos,
reconhecidos como bioconversores de matéria organica em condi¢des naturais e potenciais
produtores de enzimas extracelulares € pouco explorado (SPIER et al, 2015; PERALTA et al.
2017).

O Cultivo Submerso (CSm) ¢ mais utilizado para produgdo de diversos metabdlitos
microbianos devido a maior facilidade de manipulagdo e controle dos parametros do processo
quando comparado ao cultivo em estado solido (CS) (GANGADHARAN et al., 2008; NAILI
etal. 2016). A producao de amilases em cultivo submerso ¢ influenciada ndo somente pela fonte
microbiana utilizada, como pela manipulagdo correta de um conjunto de parametros, como a
composi¢do do meio de cultivo, pH, agitagdo, aeragio e temperatura. (SUAREZ-ARANGO,
2013). A producdo de enzimas de fontes microbianas por CSm, no entanto, pode apresentar
custos elevados, que tém sido atribuidos principalmente a formulagdo dos meios de cultivo
utilizados e consumo energético dos biorreatores (IMEN; MAHMOUD, 2015; PANESAR et
al., 2016). Desta forma, a otimiza¢do de pardmetros do bioprocesso e a utiliza¢do de residuos
agroindustriais na produgdo de amilases tem merecido enfoque nos ultimos anos como
alternativas para redu¢do de custos de processo.

Dentre os diversos segmentos agroindustriais existentes, o processamento de trigo ¢
um dos mais relevantes. Na safra 2017/2018 foram produzidas 750 milhdes de toneladas do
grao (USDA, 2018), com um rendimento aproximado de 75% para a producao de farinha. Os
25% restantes (o que corresponderia a mais de 180 milhdes de toneladas da producao mundial)
sdo considerados residuos agroindustriais e subprodutos. O farelo de trigo, gérmen, além de

farinhas de baixa purificacao e residuos provenientes da limpeza dos moinhos sao exemplos de
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residuos gerados no processamento (NEVES et al., 2006a, CLEMENT et al., 2018), os quais
sao geralmente destinados a producao de ragao animal, mesmo apresentando elevado potencial
para utilizacdo em processos biotecnoldgicos. O farelo de trigo, por exemplo, ja foi utilizado
em estudos para producdo de amilases de macromicetos (EL-ZALAKI; HAMZA, 1979;
KEKOS et al., 1987, ZILLY et al., 2012). No entanto, nao existem estudos sobre a utilizagao
de outros subprodutos do trigo para producao de amilases a partir dessas fontes.

Estudo anterior (PALUDO et al., 2018) selecionou a cepa de macromiceto Coprinus
comatus como potencial produtora de amilases em CSm, utilizando meio de cultivo sintético.
No presente estudo pretende-se avaliar o potencial de utilizacdo de quatro subprodutos de
moagem do trigo para producdo de amilases de Coprinus comatus em cultivo submerso,
possibilitando a obtencdo de amilases de uma fonte ainda ndo explorada comercialmente, a

partir de um processo de baixo custo.

1.1 OBJETIVOS

O objetivo geral do presente estudo consistiu em caracterizar parcialmente diferentes
residuos e subprodutos obtidos do processo de moagem do trigo e verificar o potencial de

utilizagdo para producao de amilases de Coprinus comatus por cultivo submerso (CSm).

1.1.1 Objetivos especificos

e C(Caracterizar quatro subprodutos de moagem do trigo quanto a sua composi¢ao
centesimal e perfil de minerais;

e Selecionar um dos subprodutos e avaliar a influéncia da suplementa¢do do meio
na producdo das enzimas;

e Otimizar a composi¢do do meio de cultivo utilizando delineamentos experimentais
(Planejamento Fatorial Fracionado e Delineamento Composto Central Rotacional);

e Realizar a cinética final do bioprocesso otimizado e determinar o tempo de cultivo
com maxima producdo das enzimas, bem como os parametros do bioprocesso e
fatores de conversio;

e Concentrar o extrato enzimatico (purificacdo de baixa resolugdo) e caracterizar as

enzimas produzidas;
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ENZIMAS

As enzimas sdo proteinas que desempenham fungdes cataliticas fundamentais nos
processos bioquimicos € responsaveis por inimeros processos metabolicos de um organismo
vivo. Estes catalisadores bioldgicos sdo extremamente eficientes, apresentam grande
especificidade por seus substratos e atuam em solucdes aquosas, sob condi¢des brandas de
temperatura e pH (PORTER et al., 2016; SINDHU et al., 2017).

Em decorréncia da sua forma de atuagdo, a utilizacdo de enzimas em substitui¢ao a
catalisadores inorganicos, como acidos, bases, metais pesados e 6xidos metalicos torna o
processo mais eficiente, formando quantidades menores de subprodutos, e, consequentemente,
reduzindo os custos. Devido a isso, a aplicacdao de enzimas torna-se cada vez mais atrativa em
diversos setores industriais (ZANOTTO, 2003; SHELDON; PELT, 2013; ADRIO; DEMAIN,
2014).

O mercado mundial de enzimas movimentou cerca de 8 bilhdes de dolares somente
em 2015 e estima-se que o setor movimente mais de 17 bilhdes de dolares até 2024 (GRAND
VIEW RESEARCH, 2016; FREEDONIA GROUP, 2016). Enzimas destinadas as industrias
dos segmentos téxteis, papel, amido, couro, produtos de limpeza e de higiene representam 65%
das vendas. Enzimas para industrias de alimentos correspondem a 25% do mercado e enzimas
para racao animal contribuem com 10% das vendas (KUMAR; SINGH, 2013).

As enzimas utilizadas industrialmente podem ser de origem animal (renina, pepsina,
pancreatina), vegetal (papaina, bromelina) ou microbiana (glucoamilases, o-amilases)
(VITOLO, 2009). A obtencdao de enzimas de fonte vegetal ou animal pode sofrer com a
sazonalidade. Por outro lado, a obtencdo destes produtos de fontes microbianas torna-se
vantajosa devido a diversidade bioquimica das enzimas produzidas, a possibilidade de produgao
em grande escala e com regularidade, a simplicidade dos requerimentos nutricionais e a facil
manipula¢do genética dos micro-organismos produtores (BON et al., 2008; ZHANG; KIM,
2010).
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2.1.1 Amilases

As amilases sdo enzimas que catalisam a hidrélise da molécula do amido, principal
fonte de reserva de carboidratos de vegetais superiores, ¢ segundo polimero de maior
abundancia na célula vegetal, depois da celulose (EVERT; EICHHORN, 2014).

O amido ¢ um homopolissacarideo formado por duas estruturas quimicamente
semelhantes: a amilose e a amilopectina. A amilose ¢ um polimero essencialmente linear,
formado por unidades de glicose ligadas por liga¢des glicosidicas a-1,4. A amilopectina ¢ uma
cadeia ramificada, formada por cadeias de glicose ligadas por ligacdes a-1,4 e ramificagdes
unidas a elas por ligag¢des a-1,6 (Figura 1). Cada espécie vegetal possui um padrao morfologico
de amido, com diferentes propor¢des de amilose e amilopectina. Esta tltima constitui cerca de
75% da cadeia da maioria dos amidos (FREITAS, 2002; PEREZ; BERTOFT, 2010; EVERT;
EICHHORN, 2014).

FIGURA 1 — AMILOSE E AMILOPECTINA: ESTRUTURAS BASICAS

A. Amilose B. Amilopectina

FONTE: PEREZ; BERTOFT (2010)

Na Tabela 1 sdo apresentadas as diversas enzimas envolvidas na hidrélise do amido,
assim como o tipo de ligacdo hidrolisada por elas e os produtos resultantes. As amilases sdo
usualmente classificadas em dois grupos: endoamilases e exoamilases. As endoamilases
hidrolisam ligagdes no interior da molécula do amido, de forma aleatéria, formando
oligossacarideos. Ja as exoamilases hidrolisam as ligagdes a partir da extremidade nao-redutora,

resultando em polissacarideos de cadeia curta e mondmeros de glicose (GUPTA et al., 2003;
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SINDHU et al., 2017). Das enzimas listadas, a a-amilase ¢ uma endoamilase, enquanto que as
demais sao classificadas como exoamilases. Algumas enzimas, como a isopululanase, nao
atuam diretamente na molécula do amido, mas sdo importantes no processo de hidrdlise

(SILVA, 2014).

TABELA 1 - ENZIMAS ENVOLVIDAS NA HIDROLISE DO AMIDO, LIGACOES HIDROLISADAS E

PRODUTOS RESULTANTES
Enzima Ligacdes hidrolisadas Produto
a-Amilase - .
EC3.2.1.1 L;gri gi:l% zse(z-;;iiigteg?z;a Oligossacarideos.
1,4 a-D-glucano-glucanohidrolase P
B-Amilase Penultima ligagdo a-1,4 da
EC3.2.1.2 extremidade ndo-redutora da Maltose
a-D-glucano maltohidrolase cadeia de amido
Glucoamilase Ligacdes terminais a-1,4 dos
EC3.2.13 extremos nao-redutores; ligacdes B-D-glicose
1,4- a-D-glucano glucanohidrolase a-1,6.
Ligagdes a-1,4 ¢ 0-1,6 de
a-D-glucosidase polissacarideos e
EC3.2.1.20 oligossacarideos de cadeia curta, D-glicose

a-D-glucosideo glucohidrolase

a partir da extremidade nao
redutora

Exo0-(1,4)-a-D-glucanase
EC3.2.1.60/3.2.1.98

Ligagdes a-1,4, assim como as f3-
amilases

Maltotetraose e Maltohexaose

Pululanase Ligag¢des a-1,6 do pululano
EC3.2.141 gag 1.0 o puiuian Maltotrioses
o-dextrina-6-glucosidase (produto da hidrdlise do amido)
Isopululanase N s
EC32.1.57 Ligagdes a-1,4 do pululano; ndo Isopanose

pululano-4-glucanohidrolase

tém agao direta sobre o amido.

Isoamilase
EC 3.2.1.68
glicogénio-6-glucanohidrolase

Ligacdes a-1,6 da amilopectina,
glicogénio e oligossacarideos.

Malto-oligossacarideos

FONTE: ROBINSON (1991); SILVA (2014).
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Alguns autores atribuem as amilases 25% de participacdo no mercado mundial de
enzimas (SAXENA etal., 2007; SINDHU et al., 2017). Dentre as amilases conhecidas e listadas
na Tabela 1, a a-amilase, f-amilase e glucoamilase (ou amiloglucosidase) sdo as enzimas de
maior interesse para industria de alimentos, cujos processos muitas vezes envolvem agao
sinérgica de duas ou mais enzimas amiloliticas. No processo de obtencao de xaropes de frutose,
por exemplo, utiliza-se a-amilase em uma primeira etapa, conhecida como liquefagao, seguida
da sacarificagdo utilizando-se uma glucoamilase, que resulta em liberacdo de glicose. A glicose
entdo ¢ convertida a frutose por acdo de outra enzima, a glicose isomerase. A utilizagdo de [3-
amilases neste processo resulta em xarope de maltose (SILVA, 2014; SUNDARRAM;
MURTHY, 2014).

Na panificagdo, as amilases proporcionam melhor colora¢do, volume e textura aos
paes. Estas enzimas atuam sobre o amido presente na farinha de trigo, aumentando a
disponibilidade de acgucares fermentesciveis. Consequentemente, aumenta-se a taxa de
fermentagdo e liberagdo de CO» pela levedura Saccharomyces cerevisiae. A adi¢ao de amilases
também contribui com a redugdo da viscosidade da massa, além de prevenir caracteristicas
indesejaveis no produto final, como a perda de umidade. Os agucares formados na hidrolise do
amido tornam-se disponiveis para participar da reacdo de Maillard, responsavel por
caracteristicas sensoriais importantes (GUPTA et al., 2003; SPIER, 2005; SUNDARRAM,;
MURTY, 2014; TIWARI et al., 2015)

Tiwari et al. (2015) citam ainda a aplicagdo das amilases no tratamento da pasta de
cacau para producao de xarope de chocolate, no tratamento da cana-de-agticar em industrias de
acucar e glicose, além de ressaltar a importancia das -amilases naturalmente presentes no malte
para producao de bebidas como cerveja e uisque. Na producdo de cereais infantis como farinha
lactea a base de milho, mingau de milho, arroz e mistura de cereais, a adicdo de amilases
diminui a viscosidade da mistura de cereais e facilita o escoamento em tubulagdes (SPIER,

2005).

2.1.2 Fontes de amilases

As a-amilases e glucoamilases sdo obtidas majoritariamente de fonte microbiana. As
fontes primarias de B-amilases sdo sementes de plantas superiores e raizes de batata-doce
(SUNDARRAM; MURTHY, 2014). Na Tabela 2 sdo apresentadas algumas das fontes de a-

amilases, B-amilases e glucoamilases comercialmente disponiveis.
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TABELA 2 — FONTES DE a-AMILASE, 3-AMILASE E GLUCOAMILASES COMERCIAIS

Tipo de amilase Fonte N0me/c0(.11g0 Fabricantes
comercial

A3403 Sigma-Aldrich

, ) ) ) Termamyl® Novozymes
Bacillus licheniformis BioConvert — ALKA Noor Enzymes

Spezyme® CL Dupont™

. . . A7595 Sigma-Aldrich,

Bacillus amyloliquefaciens BANT™ Novozymes

o-amilase . .

Bacillus subtilis 10069, 10070 Sigma-Aldrich
Asperaillus orveae A9857 Sigma-Aldrich,

Pers: 4 Fungamyl® Novozymes

Trichoderma reesei Spezyme® RSL Dupont

A7095, A7420 Sigma-Aldrich

Asperaillus niger AMG 300L™ Novozymes
. Pers: & BioConvert — ACGA Noor Enzymes

Glucoamilase Diazyme® X4 Dupont

Rhizopus Sp. A9228 Sigma-Aldrich
Batata doce A7005 Sigma-Aldrich
. A7130 Sigma-Aldrich,

B-amilase Malte Novamyl® Novozymes

Bacillus cereus NATE-1052 Creative Enzymes

(recombinante)

Como pode ser visualizado na Tabela 2, linhagens fungicas dos géneros Aspergillus

sp. Trichoderma sp. e Rizophus sdo utilizadas para produ¢do de amilases de uso comercial. A
capacidade de degradacdao de diversos substratos por espécies pertencentes ao reino Fungi
justifica sua utilizacdo como fontes produtoras de diversas enzimas (RYTIOJA et al., 2014).
Além disso, as enzimas produzidas por fungos sdo geralmente extracelulares, o que facilita e
reduz custos no processo de recuperacao (NEGI; VIBHA, 2017). Dentre as espécies listadas na
Tabela 2, no entanto, nenhuma pertence ao grupo de fungos conhecido como “macromicetos”

e ndo ha registros da obtencao de amilases da espécie de macromiceto Coprinus comatus.

2.2 MACROMICETOS

Os macromicetos sdo seres pertencentes ao reino Fungi, e aos filos Ascomycota

(ascomicetos) ou Basidiomycota (basidiomicetos), cuja estrutura produtora de esporos ¢
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macroscopica, podendo ser visualizada a olho nu. Esta estrutura ¢ denominada “corpo de
frutificagdo” (ou basidioma, para os basidiomicetos), e popularmente conhecida como
cogumelo (MORADALI et al., 2007; PERALTA et al., 2017).

Algumas espécies de macromicetos sdo comestiveis e tém sido vastamente estudadas
quanto as suas propriedades medicinais. Propriedades anticancerigenas e antitumorais,
hipocolesterolémicas, antivirais, antibacterianas ¢ imunomoduladoras ja foram reportadas em
basidiomicetos dos géneros Agaricus, Coprinus, Flammulina, Grifola, Pleurotus e Lentinus,
por exemplo. Estima-se que existam cerca de 1800 espécies de macromicetos, 700 delas com
propriedades medicinais (SUAREZ-ARANGO; NIETO, 2013; SPIER et al., 2015).

A espécie Coprinus comatus (Figura 2) ¢ um macromiceto comestivel encontrado no
mundo todo e apreciado pelo seu valor nutricional, sabor e aparéncia unicos (LI et al, 2010).
Desenvolve-se naturalmente no campo e em jardins durante a primavera e outono, e seu cultivo
para fins comerciais tem crescido recentemente nos paises asiaticos. No entanto, esta espécie
deve ser coletada em estagios iniciais de maturacao e consumida em um curto periodo de tempo
devido a alta perecibilidade (REYES et al., 2009; STOJKOVIC’ et al., 2013; ZHAO et al.,
2014).

FIGURA 2 - CORPO DE FRUTIFICACAO DE Coprinus comatus EM DIFERENTES ESTAGIOS DE
CRESCIMENTO

FONTE: STEVENS (2014)

C. comatus e as demais espécies de macromicetos possuem vasta aplicagdo
biotecnologica, e representam potenciais fontes de enzimas de interesse comercial. O seu

metabolismo heterotrofico, que envolve a decomposi¢ao do substrato para posterior assimilacao
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dos nutrientes através de mecanismos enzimaticos, pode ser considerado um indicio disso
(MORADALI et al., 2007; EVERT; EICHHORN, 2014; PERALTA et al., 2017).

Em condi¢des naturais, diversas espécies de ascomicetos e basidiomicetos estdo
associados a decomposicao da madeira devido a sua capacidade Unica de produ¢@o de enzimas
hidroliticas e oxidativas (SLAWINSKA; KALBARCZYK, 2011). Espécies como Ganoderma
lucidum e Ganoderma aplanatum, Lentinus edodes, Trametes versicolor € Pleurotus ostreatus
sao conhecidos como fungos de “podridao branca” da madeira, e grande parte dos estudos sobre
a produgdo enzimdtica de macromicetos t€m sido voltados para enzimas lignoceluloliticas
(PERALTA et al., 2017). Diversos estudos reportaram a produgao e aplicacao de lacases de C.
comatus (LU; DING, 2010; JIANG; TEM; DING; 2013; ZHAO et al., 2014; MA; RUAN,
2015). A producdo de amilases por espécies deste grupo de fungos tem sido explorada por

alguns estudos, mas ainda em menor escala do que enzimas lignoceluloliticas.

2.3 AMILASES DE MACROMICETOS

Na Tabela 3 estao listados alguns estudos que avaliaram a produ¢ao de amilases de
macromicetos, a forma de cultivo, o tipo de amilase quantificada e detalhes sobre a condugao
dos experimentos.

Estudos preliminares para identificar linhagens produtoras de amilases costumam ser
realizados em placas de Petri contendo meio solido. A producao enzimatica ¢ avaliada pela
formacao de halos de hidrolise na regido de crescimento micelial. Alguns estudos de screening
tém encontrado resultados positivos para produ¢do de amilases por macromicetos. Goud et al.
(2009) analisaram o perfil enzimatico de 50 cepas de basidiomicetos isolados no sul da india.
Destas, 28 (46%) foram capazes de produzir amilases. Krupodorova et al. (2014) analisaram
qualitativamente a produ¢do de amilases de 30 cepas de macromicetos, obtendo resultado
positivo para todas as cepas avaliadas.

Alguns estudos também reportam a extragdo de amilases dos basidiomas de cogumelos
(TATSUMI et al., 2016; KHAUND; JOSHI, 2014; UDDIN et al. 2013; DU et al., 2013). No
entanto, esta forma de obtengdo ndo ¢ a mais adequada, pelo tempo de cultivo necessario para
producao do corpo de frutificacdo, e pelas etapas adicionais relacionadas a manipulacao do
cogumelo e extracdo da enzima.

Dentre as espécies ja estudadas apresentadas na Tabela 3, Pleurotus ostreatus,
Pleurotus pulmonarius, Ganoderma lucidum e Lentinus edodes foram reportadas como

produtoras de amilases em dois ou mais estudos (ERGUN; UREK, 2017; DIAZ-GODINEZ et
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al., 2016; INACIO et al., 2015; ZILLY et al., 2012; SLAWINSKA; KALBARCZYK, 2011;
HAN et al., 2005; LEATHAM, 1985; EL-ZALAKI; HAMZA, 1979). A produgao de amilases
de Coprinus comatus até entdo foi avaliada apenas em estudos qualitativos (KRUPODOROVA
et al., 2014) e em cultivo submerso utilizando meio sintético (PALUDO et al., 2018).

Os resultados dos estudos apresentados na Tabela 3 evidenciam o potencial de
producao de amilases por diferentes cepas de macromicetos, dentre estas C. comatus. Além da
selecdo de espécies potenciais, os estudos relacionados a producdo de amilases de
macromicetos diferenciam-se pelo tipo de cultivo utilizado (submerso ou s6lido) e avaliam uma
série de parametros importantes no cultivo e producao de enzimas deste grupo de fungos como

a composi¢ao de meios de cultivo, pH, temperatura, agitacao e tempo de cultivo.
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2.4 PROCESSOS PARA PRODUCAO DE ENZIMAS DE MACROMICETOS

Na produg¢do de enzimas por micro-organismos existem principalmente dois tipos de
processos: o cultivo sélido (CS) conhecido como fermenta¢do no estado solido (FES), e o
cultivo submerso (CSm) conhecido como fermentacdo submersa (FS) (SUNDARRAM;
MURTHY, 2014).

A produgdo de enzimas tem sido conduzida preferencialmente em CSm, por
proporcionar uma maior facilidade de controle dos parametros fisicos e quimicos do processo,
maior absor¢ao dos nutrientes do meio e maior facilidade de excre¢ao de metabolitos pela célula
microbiana (BON et al.,, 2008; SUNDARRAM; MURTHY, 2014). Dentre as principais
desvantagens citadas na utilizacdo deste tipo de processo, estd o alto custo dos meios de cultivo
sintéticos tradicionalmente utilizados (GANGADHARAN; SIVARAMAKRISHNAN, 2009).

O cultivo solido ¢ a forma tradicional de cultivo de cogumelos comestiveis, uma vez
que este tipo de processo permite a obtengdo do corpo de frutificacdo para fins alimenticios,
além de ser utilizado para extracao de enzimas e de metabolitos terapéuticos (THOMAS et al.
1998). Este tipo de processo se assemelha as condigdes naturais de habitat das espécies fungicas
e pode ser altamente produtivo. No entanto, apesar de ter sido vastamente estudado e
aprimorado ao longo dos anos, a baixa transferéncia de oxigénio e gas carbdnico, dificuldade
de remocado de calor e maior facilidade de contaminagdo faz com que este processo seja pouco
utilizado para producdo de enzimas em escala industrial (BON et al. 2008; SUAREZ
ARANGO; NIETO, 2013).

Grande parte dos estudos referentes a producdo de amilases, assim como de outras
enzimas de macromicetos, tem conduzido os experimentos em CS, por associar o cultivo destes
macro-organismos com a bioconversao de residuos agroindustriais, o que possibilita a redugao
de custos (RASHAD et al., 2009; HUERTA MORALES et al., 2014; INACIO et al., 2015;
AMIN et al., 2017).

Apesar da menor velocidade de crescimento em relagdo a bactérias e outros fungos, o
CSm pode ser utilizado para cultivo e produgdo de enzimas de macromicetos, otimizando-se o
processo diante da linhagem estudada e do metabdlito de interesse (SUAREZ-ARANGO;
NIETO, 2013). Nove dos estudos listados na Tabela 3 utilizaram o CSm como forma de cultivo
para produgao de amilases de macromicetos, o que sugere a adaptabilidade destas espécies ao
cultivo submerso. A associagdo do CSm a utilizagao de residuos, como forma de reducao de
custos, foi reportada em apenas 4 deles, apesar de ter se mostrado promissora no estudo

realizado por Souza et al. (2008). Poucos dos estudos listados realizaram a otimizag¢ao dos
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parametros de processo para adaptar o cultivo submerso a linhagem e ao produto de interesse,

como recomendado por Suarez Arango e Nieto (2013).

2.5 PARAMETROS DE PROCESSO NO CULTIVO SUBMERSO PARA PRODUCAO DE
AMILASES E DE MACROMICETOS

Durante o cultivo submerso de macromicetos, alguns parametros podem influenciar
no crescimento micelial, rendimento de biomassa e producdo de metabdlitos, tais como as
enzimas. Dentre os parametros fisico-quimicos de importancia estdo o pH, a aeragdo/agitacao
e temperatura, além do tempo de cultivo. Na Tabela 4 estdo apresentadas as faixas de pH,
temperatura/tempo de incubacdo e agitagdo/aeragdo utilizadas em estudos para producdo de

amilases de macromicetos conduzidos em cultivo submerso.

TABELA 4 - FAIXAS DE pH, TEMPERATURA, AGITACAO E TEMPO DE CULTIVO UTILIZADOS EM
ESTUDOS PARA PRODUCAO DE AMILASES DE MACROMICETOS EM CSm

Parametro Faixa utilizada
pH 38278
Temperatura 25°C a40°C
Agitacao 120 2200 rpm
Tempo de cultivo 2 a 14 dias

FONTE: KEKOS et al. (1987); BUSWELL; CHANG (1994); SOUZA et al. (2008); JONATHAN; ADEOYO
(2011).

2.5.1 pH

Durante o processo fermentativo, o pH pode influenciar tanto no crescimento
microbiano quanto na estabilidade da enzima produzida, uma vez que pode atuar como um fator
desnaturante (SUNDARRAM; MURTHY, 2014). Macrofungos usualmente crescem em uma
faixa de pH entre 4 e 7,5. Para evitar contaminag¢do microbiana, podem ser utilizados pHs mais
acidos, mas deve-se avaliar a influéncia na produgdo do metabélito de interesse (SUAREZ
ARANGO; NIETO, 2013). Os ensaios para producdo de amilases de macromicetos usualmente
utilizam uma faixa de pH inicial do meio de cultivo entre 5,5 e 6,5. Jonatan e Adeoyo (2011)
avaliaram a producao de amilases por 11 espécies de basidiomicetos em pHs iniciais de 3,8;
4,8;5,8; 6,8 ¢ 7,8. Os resultados obtidos por estes autores demonstram que Agaricus blazei foi

o melhor produtor de amilases em pHs entre 4,8 e 7,8, com os maiores resultados em pH 6,8
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(0,6 U.mL"). Neste mesmo estudo, foi possivel observar que a producdo de amilases pelas

espécies em questdo foi reduzida em pHs extremos (3,8 ¢ 7,8).

2.5.2 Temperatura

Assim como o pH, a temperatura afeta tanto o crescimento microbiano quanto a
estabilidade da enzima. A faixa de temperatura utilizada em estudos de producdo de biomassa
de macromicetos por cultivo submerso estd entre 24 a 40°C (SUAREZ ARANGO; NIETO,
2013). Esta faixa de temperatura foi avaliada na producdo de enzimas de Agaricus blazei,
Agaricus sp., Corilopsis occidentalis, Coriolus versicolor, Termitomces clypeatus,
Termitomyces globulus, Pleurotus tuber-regium, Podoscypha bolleana, Pogonomyces
hydnoidese Nothopanus hygrophanus por Jonatan e Adeoyo (2011), cujos resultados revelaram
maior atividade amilolitica entre 25°C e 30°C. Esta faixa de temperatura também ¢ utilizada
nos demais estudos para produg¢do de amilases por cultivo submerso de macromicetos

apresentados na Tabela 4.

2.5.3 Agitagdo

A agitagdo promove a suplementacdo de oxigénio durante cultivo (processo
denominado de aeragdo por difusao) e a mistura dos nutrientes no meio de cultivo (GUPTA et
al., 2003; RUIZ et al., 2017). Para Kammoun et al. (2008), aumentar a agitagao pode aumentar
a producdo da enzima, até um certo limite, j& que a aera¢do ¢ importante no crescimento de
micro-organismos aerobios. A agitacdo de 250 rpm, associada com outros pardmetros
otimizados, demonstrou maior resultados na produgao de a-amilase por Aspergillus oryzae no
estudo realizado por estes autores. No entanto, agitagdes muito altas podem ser prejudiciais ao
crescimento micelial, interferindo na producao de enzimas (GUPTA et al., 2003). Agitacdes
entre 120 e 200 rpm foram utilizadas para producdo de amilases por cultivo submerso de

macromicetos (Tabela 4).
2.5.4 Tempo de cultivo
Segundo Sundarram e Murthy (2014), o tempo de cultivo é um fator crucial na

produgdo de enzimas. Quando muito curto, a produtividade pode nio atingir o seu maximo e

quando muito longo, pode resultar em um decréscimo na atividade enzimatica. Isso pode
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acontecer devido a reducao do substrato indutor no meio de cultivo em tempos muito longos
ou até¢ devido a formacgdo de substancias toxicas ou repressoras. A producao de enzimas
amiloliticas por Trametes sp., Pycnoporus sp., Ganoderma sp., Stereum sp., Daedalea sp.,
Cantharellus sp. e Pleurotus sp. foi detectada a partir do quinto dia por Souza et. al. (2008). A
producao maxima de amilases por C. comatus foi detectada entre 44 ¢ 48h por PALUDO et al.
(2018), tempo reduzido considerando-se que os macromicetos sao fungos de desenvolvimento
lento (VINOGRADOVA; KUSHNIR, 2003). O tempo de cultivo necessario para maxima
producdo enzimatica deve ser avaliado pois pode variar até mesmo para uma mesma espécie,
dependendo da composi¢ao nutricional do meio de cultivo e dos demais parametros fisico-

quimicos do processo.

2.6 COMPOSICAO DE MEIOS DE CULTIVO PARA PRODUCAO DE AMILASES

As necessidades nutricionais para o crescimento microbiano sao divididas em macro
€ micronutrientes e sao especificas para um micro-organismo em particular. Desta forma, a
composi¢ao e concentracdo do meio de cultivo, além das condi¢des de cultivo, afetam
diretamente o crescimento e produ¢do de enzimas microbianas (GANGADHARAN;
SIVARAMAKRISHNAN, 2009). Fontes de carbono, nitrogénio, fosfato, magnésio e potassio
sdo tidos como principais macronutrientes € sdo considerados limitantes do crescimento
microbiano. A auséncia ou presenca destes nutrientes no meio de cultivo acarreta uma série de
modificagdes metabolicas (HARDER; DIJKHUIZEN, 1983), que podem ser desejaveis ou
indesejaveis, dependendo do metabolito de interesse.

A concentra¢do de macro e micronutrientes ¢ importante na formulagao de meios de
cultivo e deve ser ajustada de forma a otimizar a producao de amilases. Na Tabela 5 sdo
apresentados os componentes de meios de cultivo utilizados para produgdo de amilases de

macromicetos em CSm.
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TABELA 5 — FONTES DE CARBONO, DE NITROGENIO E OUTROS COMPONENTES DE MEIO DE
CULTIVO UTILIZADOS PARA PRODUCAO DE AMILASES DE MACROMICETOS POR CULTIVO

SUBMERSO
Outros
Fonte de Carbono Fonte de Nitrogénio componentes do Referéncia
meio de cultivo
. , . KH,PO4 Paludo et al.
Amido soluvel Ureia FeSO4.7H,0 (2018)
KH,PO,4
K>HPO4
Glicose Extrato de levedura + MgSOq4 Diaz-Godinez et
(NH4)2S04 CuSO4 al. (2016)
MnSO4
ZnS04
Amido de milho, amido
so!uvel, amido (.16 trigo, Extrato de levedura KH,PO4 Wan et al. (2012)
amido de batata inglesa e
doce, amilose.
Nitrato de sodio, peptona, KH,PO4
. Jonathan e
Glicose, maltose e sacarose extrato de levedura e MgSO4
. Adeoyo (2011)
ureia FeSOy4
Amido de milho Extrato de levedura + KH:PO4 Souza et al.
Maltose (NH,),S0 K>HPO4 (2008)
Farelo de trigo Hro MgSO4
KH,PO4
Residuos de soja Asparagina K>HPO4 Busw(ellég ‘ghang
MgSO4
(NH4)2SO4, NaNO3, NaCl,
Farelo de trigo caseina e extrato de KH,POq, Ke(kﬁ,sS(;t) al.
levedura MgSOq4
Caldo batata dextrose - - Do e Kim (1985)
Malte, casca de laranja,
casca de batata, farelo de ) i El-Zalaki e
arroz, extrato de milho e Hamza (1979)

extrato de arroz

2.6.1 Fontes de carbono

Algumas enzimas sdo indutiveis, isto ¢, sua producdo ¢ estimulada pelas condi¢des do
ambiente, principalmente pela presenca do substrato (BON et al., 2008). Pode também ocorrer
repressao catabolica da sintese enzimatica pela presenca de agucares facilmente assimilaveis
(SANT’ANNA JR., 2001; RUIZ et al., 2017).

Na produgao de amilases, além do amido, a maltose, produto de sua hidrolise, também

¢ considerada uma fonte de carbono indutora. A presen¢a de glicose e frutose ja foi reportada
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como indutora ou repressora, dependendo da espécie de micro-organismo estudada (GUPTA et
al., 2003; SILVA, 2014).

A influéncia da fonte de carbono para a produ¢do de amilases tem sido vastamente
estudada para diversos micro-organismos, como Aspergillus oryzae (NAILI et al, 2016),
Aspergillus niger (SPIER et al., 2006; ADEJUWON et al., 2012), Streptomyces sp. (SINGH et
al., 2012) e Bacillus sp (DEB et al., 2013), que sdo alguns dos géneros utilizados na produgao
de amilases comerciais. Nestes estudos, os autores avaliaram a produg¢do de enzimas
amiloliticas utilizando diferentes residuos agroindustriais como fonte de carbono alternativa,
em substituicdo ao amido utilizado em meios sintéticos.

Farinha, farelo de milho e de trigo j& foram testados e se mostram efetivos para
inducdo da producdo de amilases por macromicetos em CS (KEKOS et al., 1987; HAN, 2003;
HAN et al., 2005; SELAWINSKA; KALBARCZYK, 201 1). Em cultivo submerso, malte, casca
de laranja, casca de batata, farelo de arroz, extrato de milho extrato de arroz, farelo de trigo,
residuos de soja, glicose, maltose e sacarose foram algumas das fontes de carbono testadas para
producao de amilases de macromicetos (EL-ZALAKI; HAMZA, 1979; KEKOS et al., 1987;
SOUZA et al., 2008; JONATHAN; ADEOYO, 2011), como apresentado na Tabela 5.

2.6.2 Fonte de nitrogénio

Fungos ndo sdo capazes de fixar nitrogénio e, portanto, necessitam de suplementacao
deste elemento, seja de fontes organicas ou inorganicas (MORETTI; SAROCCO, 2016).
Algumas linhagens se desenvolvem melhor em meios contendo fontes orgénicas enquanto
outras podem preferir fontes inorganicas. Fontes organicas, como extrato de levedura, tém sido
mais utilizadas na produgdao de amilases bacterianas (GUPTA et al., 2003). No entanto, a
utilizacao destas fontes pode encarecer o meio de cultivo.

Como alternativa para a reducdo de custos no meio de cultivo, podem ser utilizadas
fontes de nitrogénio inorganicas, como a ureia. Para avaliar o efeito da fonte de nitrogénio na
producdo enzimatica de diversas linhagens de macromicetos, Jonatan e Adeoyo (2011)
utilizaram nitrato de sodio, peptona, extrato de levedura e ureia, e a maior atividade amilolitica
foi obtida em meio contendo este Gltimo composto, por Pleurotus tuber-regium. Residuos
organicos de baixo custo também foram testados como fonte de nitrogénio por Naili et al.
(2016) em substituicao ao extrato de levedura no meio de cultivo de Aspergillus oryzae, obtendo

resultados de atividade amilolitica superiores ao controle.
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2.6.3 Razao C/N

A razdo C/N ¢ um parametro importante que deve ser observado no meio de cultivo,
uma vez que afeta o crescimento micelial e sintese de metabdlitos (WU et al., 2004). A razdo
C/N costuma ser o principal critério de escolha do substrato para produgdo de cogumelos em
CS, utilizando-se propor¢des em torno 80:1 para producao de corpo de frutificagao (GOUD;
SURYAM, 2009). No entanto, esta razao deve ser avaliada de acordo com o metabdlito de
interesse. Para producdo de exobiopolimeros em CSm, tém sido relatadas razdes necessarias
em torno de 20:1 (PARK et al., 2001). Na producdo de biomassa de Ganoderma lucidum, Torres
Lopez et al., (2011) observaram a propor¢do adequada de 16,7:1. Dados sobre a influéncia desta

razao na producao de enzimas de macromicetos ndo foram encontrados na literatura.

2.6.4 Fosfato e outros nutrientes

A suplementacao de fosfato e magnésio influencia no crescimento e producao de
metabolitos microbianos, uma vez que estes componentes participam de cadeias de transporte
celulares de diversas espécies (HARDER; DIJKHUIZEN, 1983). Hsieh et al. (2006) relatam
que reduzidas concentragdes de fonte de fosfatos e magnésio ocasionaram baixo crescimento
celular de Ganoderma lucidum.

A concentragdo de fosfato tem sido reportada como significativa para producgao de
amilases de diversas fontes microbianas (YO; YOON; CADMAN, 1989; KAMMOUN et al.,
2008; RAMESH; MURTY, 2014). No cultivo de Bacillus amyloliquefaciens, a alteragdo na
concentragdo inicial de fosfato demonstrou maior efeito na producao de a-amilases do que a
concentracdo inicial da fonte de carbono (YO, YOON & CADMAN, 1989). Para espécies
fungicas, melhores resultados na producao de amilases foram reportados em concentracao
inicial de 0,2M de fosfato (UENO et al. 1987; GUPTA et al., 2003)

A suplementa¢do com fontes de Mg?* demonstrou estimular a produgio de amilases
de Aspergillus oryzae, ja presenca de ions K*, Na*, Fe?*, Mn?*, Mo**, CI" no meio de cultivo

nao demonstrou efeito na producao de amilases para linhagens desta espécie (KUNDU
et al., 1973). A a-amilase é uma metaloenzima, e a presenga de Ca" como co-fator ¢
considerada essencial para a sua atividade (SUNDARRAM; MURTHY, 2014). No entanto, a
presenca deste ion no meio de cultivo para a producao de enzimas amiloliticas de Aspergillus

oryzae ja demonstrou ter efeito repressor (GUPTA et al., 2003).
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A relagao entre as concentragdes de fosfatos e ions no meio de cultivo e a producao
de amilase por macromicetos ainda ndo estd esclarecida na literatura. Tais concentragdes de
ions e de fosfatos assim como de outros componentes nutricionais do meio devem ser ajustadas
de acordo com o micro-organismo e o produto de interesse, uma vez que cada situagdo pode
requerer condi¢oes 6timas diferentes (SALES-CAMPOS et al., 2011).

Como mencionado nos subitens 2.6.1 e 2.6.2, diversos residuos agroindustriais podem
ser utilizados para substituir fontes de carbono e de nitrogénio sintéticos de custo elevado. Mais
do que isto, os meios formulados a partir de residuos fornecem suplementagdo de diversos
minerais e podem favorecer o crescimento microbiano e producdo de enzimas. Dentre inimeros
residuos produzidos durante o processamento de matérias-primas agricolas, os derivados do
trigo tém sido utilizados em diversos estudos pelo seu potencial de utilizacdo em bioprocessos

(PANESAR, 2016).

2.7 PROCESSAMENTO DE TRIGO: SUBPRODUTOS E POTENCIAL
BIOTECNOLOGICO

O trigo ¢ o segundo cereal mais produzido no mundo. Na safra 2017/2018 foram
produzidas 750 milhdes de toneladas do grao (USDA, 2018a), do qual ¢ derivada a farinha de
trigo, que no ramo alimenticio ¢ empregada na producdo de paes, bolos, massas e biscoitos. A
farinha também ¢ utilizada na producdo de farmacos e cola, em menores proporgdes
(MIRANDA; DE MORI; LORINI, 2010).

Do ponto de vista tecnoldgico, o grao de trigo pode ser dividido em trés partes
principais: o endosperma, o farelo e o gérmen (ou germe). O endosperma € constituido da parte
amildcea e da camada de aleurona. O farelo ¢ composto por pelo menos seis camadas distintas

e o germe inclui o escutelo e embrido (raiz primaria) (NEVES et al, 2006b; MIRANDA, 2006).
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FIGURA 3 - DIVISAO ESTRUTURAL DO GRAO DE TRIGO
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FONTE: O MUNDO DO TRIGO (2015)

Durante o processamento, estas trés partes sdo separadas, e quando recombinadas dado
origem a diferentes tipos de farinhas (NEVES et al., 2006b). As farinhas primarias sao obtidas
do endosperma amilaceo puro (parte mais interna do endosperma), o que corresponde a cerca
de 65% do volume de trigo processado. O restante do grao da origem a diversos subprodutos,
como a farinha de cauda, o germe e os farelos (fino e grosso) (DELCOUR; HOSENEY, 2010).

A farinha de cauda ¢ uma farinha de baixo grau de purificagdo, que ¢ constituida pelo
endosperma, camadas de sub-aleurona e aleurona, e até por uma fracao de farelo. Em alguns
casos ela pode ser facilmente misturada as farinhas primarias para formulacdo de farinhas
destinadas a alguns tipos especificos de produtos. No entanto, a composi¢ao de fibras, cinzas e
o teor de amido danificado neste tipo de farinha pode interferir no processo fermentativo e
acarretar a redug¢do do volume de paes, como reportado por Hemdane et al. (2015). Quando
separada das demais farinhas, passa a ser considerada um subproduto de fracdo representativa
no processamento, correspondendo a 7-10% do volume total processado. O germe e os farelos
correspondem a 25% do total (DELCOUR; HOSENEY, 2010).

Em decorréncia das diferentes partes do grao dos quais sdo formados, os diferentes
tipos de subprodutos originados da moagem do trigo apresentam composi¢do centesimal

variada. Na Tabela 6 sdo apresentadas as composicdes de proteinas, amido ou carboidratos
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totais, cinzas e de alguns minerais reportados para a farinha de cauda, o farelo e a farinha de
trigo comum. Estas fragcdes corresponderiam as fontes de carbono, nitrogénio e minerais/ions

importantes para o crescimento e producao de metabdlitos microbianos.

TABELA 6 - COMPOSICAO CENTESIMAL DA FARINHA DE CAUDA, FARELO DE TRIGO E FARINHA
DE TRIGO COMUM REPORTADAS NA LITERATURA

COM}’OSICAO FARINHA DE FARELO FARINHA (BRANCA,
(PORCAO DE 100g) CAUDA COMUM)
Carboidratos Totais (g) 63,5 57,5 - 64,65 75,1 -76,31

Amido (g) 54,4 22 NR
Proteinas (g) 18,8 15,55-18,9 9,8 -10,33
Cinzas (g) 2,8 6,4 0,8
Calcio (mg) NR 73 15-18
Fosforo (mg) NR 1013 108 - 115
Magnésio (mg) NR 611 28 -31
Potassio (mg) NR 1182 107 - 151
Sédio (mg) NR 2 1-2

FONTES: USDA (2018b; 2018c); Hemdane et al. (2015); TACO (2011).
*NR: Nao Reportado

A rica composi¢ao deste tipo de substrato favorece sua utilizagcdo em bioprocessos. O
farelo de trigo, por exemplo, ja foi utilizado em estudos para produgdo de amilases de
macromicetos (EL-ZALAKI; HAMZA, 1979; KEKOS et al., 1987, ZILLY et al., 2012), e
existem diversos exemplos de estudos que o tenham utilizado na producdo de amilases e de
outras enzimas por outras espécies fungicas e bacterianas. Outros subprodutos do trigo sdo
explorados em menor escala. Dentre os poucos estudos reportados, Kammoun et al. (2008)
utilizaram um subproduto semelhante a farinha de cauda para producdo de amilases de
Aspergillus sp. A producdo de amilases de macromicetos a partir de substratos como este, no

entanto, ainda nao foi avaliada.

2.8 ESTUDO CINETICO E OTIMIZACAO DE BIOPROCESSOS

O estudo cinético de um bioprocesso consiste em avaliar a concentragdo de um ou mais
componentes do sistema (biomassa, substrato e produto) ao longo do tempo de cultivo ou
fermentagdo (HISS, 2001). A partir de entdo, alguns pardmetros importantes podem ser

determinados: fatores de conversao Y (de substrato em biomassa, Y x/s; substrato em produto,
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Yrss; € de biomassa em produto, Yp/x), velocidades instantaneas e velocidades especificas u (de
consumo de substrato, u;, de crescimento celular, u., e de formagao de produto, x,), velocidade
maxima especifica de crescimento microbiano (umax), tempo de duplicagdo ou tempo de geragao
(t4), produtividade em produto ().

A otimizagdo de um bioprocesso consiste em determinar as condi¢des nas quais oS
fatores de conversdo ou a produtividade sao maximizados. Na literatura, diversas ferramentas
estatisticas e de planejamento experimental sdo utilizadas para esse fim. A definicdo da
estratégia de otimizacdo utilizando planejamentos experimentais depende do nimero de
variaveis independentes a serem estudadas. Métodos classicos envolvem a variagdo de um
parametro, mantendo os outros a um nivel constante, denominados OVAT (“One-variable-at-
time” ou “uma varidvel por vez”) (BAS et al., 2007; KAMMOUN et al., 2008; MOREIRA et
al., 2014).

Em bioprocessos, como a(s) variavel(is) resposta(s) pode(m) ser influenciada(s) por
uma série de variaveis de entrada, do método OVAT torna-se deficiente, devido ao grande
numero de experimentos necessarios € a impossibilidade de verificar a interacao entre os fatores
(BAS et al., 2007, KAMMOUN et al., 2008; MOREIRA et al., 2014). O procedimento de
planejamento experimental deve levar em consideragdo todas as variaveis independentes. No
caso de muitas varidveis, costuma-se utilizar planejamentos fracionados ou do tipo Plackett-
Burman (Screening Design) para selecionar variaveis de maior efeito sobre as respostas
desejadas. Em seguida, utiliza-se um outro planejamento com trés varidveis significativas
demonstradas no planejamento inicial (Screening Design) para obter a maximizacao da(s)
variavel(is) resposta(s) (COLLA, 2008; RODRIGUES; IEMMA, 2014).

Segundo Naili et al (2016), entender o efeito associado de todos os fatores e parametros
nas condi¢des experimentais para producdo de enzimas ¢ essencial no processo de cultivo
submerso. Nesse aspecto, o delineamento composto central rotacional (DCCR), conhecido
como metodologia de superficie de resposta, torna-se adequado, uma vez que permite avaliar a

influéncia combinada dos fatores de entrada na otimizag@o da resposta desejada.

2.9 RECUPERACAO E PURIFICACAO DE ENZIMAS

Apos o término do cultivo ou processo fermentativo, iniciam-se as etapas conhecidas
como downstream, para recuperagdo e purificacdo da enzima de interesse.
Para recuperacdo de enzimas extracelulares produzidas por cultivo submerso, a

primeira etapa consiste na clarificagdo e separacdo das células microbianas, obtendo-se o
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extrato enzimatico bruto. A partir do extrato enzimatico, iniciam-se as etapas de purificacao da
enzima. Os processos de separagao de proteinas sao baseados na solubilidade, no tamanho e na
carga das moléculas, além da interacdo especifica de cada molécula com materiais diversos, o
que possibilita o desenvolvimento de técnicas de separacdo cada vez mais precisas. Os
principais processos de recuperacdo de enzimas assim como o principio de cada técnica sao

apresentados na Tabela 7.

TABELA 7 — TECNICAS DE RECUPERACAO E PURIFICACAO DE ENZIMAS

Etapa do processo Técnica de Separacio Principio
Clarificagio Filtragdo comum Tamanho de particulas
) Tamanho e densidade de
Centrifugagdo
particulas
Filtragao por membrana Tamanho de particulas
Flotacao Hidrofobicidade de particulas
Purificagdo de baixa resolucao Precipitacao Solubilidade
Massa molar e raio hidrodindmico
Ultrafiltracao

de moléculas

Extragdo em sistemas de duas .
Solubilidade, massa molar
fases aquosas

Purificag@o de alta resolugdo Cromatografia de troca i6nica Tipo e densidade de carga na
superficie da biomolécula
) Sitios especificos da superficie de
Cromatografia de afinidade
uma proteina
] ) Sitios especificos da superficie de
Cromatografia de imunoafinidade
uma proteina
Cromatografia de interacao Hidrofobicidade
hidrofébica Massa molar
Cromatografia de exclusdo celular ~ Massa molar e caracteristicas para
adsor¢ao ou sitios especificos da

Membranas adsortivas superficie de uma proteina

FONTE: PESSOA E KILIKIAN (2005); PADILHA (2010)

As etapas de purificagao de enzimas podem ser divididas em purificacao de alta e baixa
resolugdo, de acordo com o grau de purificagdo que proporcionam. Técnicas mais antigas como
a precipitagdo, extracdo com solventes e filtracdo propiciam alta concentracdo, mas baixa

purificagao,
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A precipitacao ¢ bastante difundida e aplicada na purificagdao de enzimas. Consiste em
uma etapa inicial, cujo objetivo principal ¢ reduzir o volume de extrato enzimatico para etapas
subsequentes. A adi¢cdo de sais como NaCl e (NH4)>SO4 em concentracdes elevadas, técnica
conhecida como salting-out, aumenta a forga ionica de forma que as moléculas proteicas se
agregam e se precipitam. A proteina precipitada pode ser entdo separada por meio de
centrifugacao.

A técnica de ultrafiltracdo pode ser utilizada para dessalinizagdo e para concentragao
do extrato enzimadtico, seja no inicio, no fim ou entre diferentes etapas de purificagdo. A
concentragdo € obtida pela remocao soluto através de uma membrana semipermeavel, na qual
a enzima de interesse fica retida. A passagem da agua e de pequenas moléculas através da
membrana pode ser exercida por pressdo ou centrifugacdo. Em nivel laboratorial, podem ser
empregadas unidades de ultrafiltragdo de centrifuga, mas o volume recuperado ¢ muito
pequeno. Para maiores escalas, existem diversos sistemas de ultrafiltragdo adaptados com
sistemas de bombeamento.

Geralmente, a obtencao de um produto final envolve a combinagao diferentes técnicas
de purificagdo de enzimas. A escolha da técnica a ser empregada depende principalmente do
grau de purificagdo necessario para a aplicagdo de interesse. Graus de purificagdo mais elevados
implicam maiores custos de obten¢do e maiores perdas de atividade enzimatica. Para aplicagdo
na industrial, como na industria de alimentos, a producdo de enzimas se d4 em grandes escalas
e a pureza ¢ considerada secundaria. Aplicacdes terapéuticas, por outro lado, demandam graus
de purificagdo mais elevados. Apenas purificacdes de baixa resolucao podem ser empregadas
em alguns casos, desde que possiveis impurezas presentes no extrato ndo interfiram na reacao

catalisada, ou no produto de interesse.

2.10 PATENTES RELACIONADAS AOS OBJETOS DE INOVACAO DO TRABALHO

Consultas as bases de patentes Espacenet, que possui em seu acervo documentos de
mais de 90 paises, e do INPI (Instituto Nacional de Propriedade Industrial, Brasil) foram
realizadas para verificar o deposito de patentes relacionadas a producdo de enzimas amiloliticas
por macromicetos e a aplicagdo de subprodutos de moagem de trigo na produgdo de amilases.

Na base de patentes brasileira, a busca pelo termo “amilases™ gera 105 resultados
relacionados a producdo e aplicagdo destas enzimas. Nenhum deles, no entanto, relata a

producgdo destas enzimas por alguma espécie de macromiceto.
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Em consulta a base de patentes Espacenet Patent Search, a inser¢ao do termo
“amylase” separadamente gera mais de 1000 resultados. Na busca combinada dos termos
“mushroom amylase” e “fungal amylase” e “basidiomycetes amylase” foram localizadas 4
patentes relatando a produgdo ou utilizagdo destas enzimas tendo como fonte espécies de
macromicetos, apresentadas na Tabela 8.

As patentes relacionadas a producdo de amilases de macromicetos sdo escassas,
exploram apenas algumas espécies e nenhuma delas relata a produgdo destas enzimas por
cultivo submerso. Das patentes relacionadas a produg¢do de amilases de macromicetos
apresentadas na Tabela 8, a primeira e a terceira relatam a extragdo da enzima do meio de
cultivo para producdao de corpos de frutificacio de macromicetos. A segunda protege a
aplicacdo de o-amilase e glucoamilase provenientes de basidiomicetos, sem detalhar, no
entanto, o processo de produgdo ou extragdo destas enzimas. Ja a Gltima relata efetivamente a
produgdo de amilases, assim como de outras enzimas, por Pycnoporus sanguineus por cultivo
solido (CS).

Para verificar a existéncia de depositos relacionados a utilizagdo de subprodutos de
moagem do trigo na producao de amilases microbianas, a busca no INPI combinou os termos
“trigo”, “subprodutos”, “farelo de trigo”, “enzimas” e “amilases”. No Espacenet os mesmos
termos, traduzidos em inglés, foram combinados. Ao final, foram encontrados 6 resultados
relacionados a producdo de amilases a partir de residuos de moagem do trigo, apresentadas na
Tabela 8.

Trés das patentes listadas (JP19960145531 19960607; KR20010078494 20011212;
TW20110109689 20110322) detalham o processo de producao de amilases em CS utilizando
farelo de trigo. Estas patentes diferenciam-se quanto a espécie microbiana utilizada, a
suplementac¢do e a alguns parametros de processo para produgdo das enzimas em CS. A patente
brasileira de nimero BR1020140315918 A2 detalha, além do processo de produgdo utilizando
farelo de trigo em CS, a aplicacdo das amilases obtidas para produgdo de xarope de glicose.
Apenas uma das patentes listadas na Tabela 9 detalha producdo de enzimas do complexo
celulolitico/amilolitico em CSm utilizando, além do farelo de trigo, amido e polpa de beterraba
como fontes de carbono.

A patente brasileira BR 10 2012 002376 8 A2 foi incluida na Tabela 9 apesar de nao
tratar da producao de amilases. Esta patente relata o CS utilizando farelo de trigo para produgao
de lacases e peroxidases de uma linhagem de macromiceto (Agaricus blazei).

Observa-se que ainda hd uma quantidade pequena de patentes que utilizem

subprodutos de trigo para produgdo de amilases e que apenas a utilizagdo do farelo de trigo foi
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mencionada até entdo. As espécies protegidas nos processos relatados para produgao de
amilases sdo espécies fungicas, mas a utilizagdo de espécies de macromicetos esta relacionada
apenas a producao de lacases e peroxidases.

As patentes relatadas nas Tabelas 8 € 9, assim como os estudos apresentados na Tabela
2 demonstram que hd uma lacuna na produgdo cientifica relacionada a producdo de amilases
fungicas. Apesar de a espécie Coprinus comatus ter sido utilizada para produgao de amilases
em estudo anterior, a associagdo do cultivo submerso desta espécie com a utilizacdo de residuos
ainda ndo foi avaliada. A associagdo de CSm, em geral, com a utilizacdo de residuos
agroindustriais ¢ sugerida em uma pequena quantidade de estudos, e a avaliagdo do potencial
biotecnoldgico de subprodutos do trigo além do farelo € pouco relatada. O presente estudo
pretende preencher esta lacuna ao utilizar residuos de moagem do trigo para produgdo de

amilases de C. comatus em cultivo submerso.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos referentes ao presente estudo foram realizados no Laboratério de
Engenharia Bioquimica e Biotecnologia (LENGEBIO), no Centro de Pesquisa e Processamento
de Alimentos (CEPPA) e no Laboratério de Catalise e Processos Quimicos (LCPQ) do
Programa de Po6s-Graduagdo em Engenharia de Alimentos, no Centro Politécnico da

Universidade Federal do Parana. As principais etapas do trabalho estdo representadas na Figura
4.

FIGURA 4 — PRINCIPAIS ETAPAS REALIZADAS NO ESTUDO

5. Purificagdo (de baixa
resolucdo) e caracterizagdo parcial
4. das enzimas

Cinética final
do bioprocesso
3. otimizado

Otimizacao da produgdo de
amilases: Testes preliminares
(OVAT), Planejamento fatorial
fracionado e DCCR

Caracterizagao parcial dos
residuos e selecao do
1 substrato

Coprinus comatus:
manutengao, reativacao e pré-
indculo

FONTE: A autora (2018)

3.1 SUBPRODUTOS DE MOAGEM DO TRIGO

Para o presente estudo, quatro amostras consideradas subprodutos de um moinho de
Curitiba — PR foram avaliadas para produ¢do de amilase de Coprinus comatus. Além da farinha
de cauda (aqui denominada farinha de fundo de moinho, FFM) e do farelo de trigo (FT), as
amostras adquiridas incluiam a farinha de cola (FC) e a farinha de varredura do moinho (FV).
A origem e o destino final de cada um destes subprodutos sao representados na Figura 5. Os

residuos foram caracterizados quanto ao teor de umidade, proteinas, cinzas (AOAC, 2005) e
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amido (AOAC 996.11, 1995). A quantificacdo de minerais (Calcio, Fosforo, Magnésio,
Potassio e S6dio) foi realizada de acordo com metodologia AOAC 999.10 (2005).

FIGURA 5 - SUBPRODUTOS DE PROCESSAMENTO DO TRIGO: FARINHA DE COLA (FC), FARINHA
DE FUNDO DE MOINHO (FFM), FARELO DE TRIGO (FT) E FARINHA DE VARREDURA (FV).
ORIGEM E DESTINO FINAL.

Farinha de
trigo comum

‘ Subprodutos

Produto que atinge

Farinha de

F:‘rclduzos forzla_ddc; Fundo de oot o chdo durante o
padrao de qualidade Moinho: moido: processamento:
elou prazo de FARINHA FARELO DE FARINHA DE
validade : DE CAUDA TRIGO \ VARREDURA

' FARINHA DE COLA

|

Encaminhados para
\ produgio de cola para
industria madeireira

Incorporada a l Sem destino

algumas . determinado. O
formulagées de Rac&o controle do processo

farinha / produgao | animal tende a eliminar este
de ragdo animal tipo de residuo

FONTE: A autora (2018)

3.2 CEPA DE MACROMICETO E INOCULO

A cepa Coprinus comatus, proveniente do Laboratorio de Bioprocessos de Cogumelos
da Universidade Estadual do Centro-Oeste (UNICENTRO — PR), foi mantida em meio Agar
Potato Dextrose (PDA, Neogen®, USA) pH 6,0, previamente esterilizado em autoclave
(121°C/15 min) e inclinado. A cepa foi armazenada em temperatura ambiente por até 3 meses.
Para reativacgdo, fragmentos de micélio dos tubos inclinados foram repicados em superficie de
mesmo meio estéril em placas de Petri, e incubadas novamente a 28°C + 2°C por 7 dias.

O pré-indculo foi preparado inicialmente em meio Czapek constituido de (g.L!) 30 de
sacarose (Neon®™ Brasil), 2 NaNO; (Dindmica®, Brasil), 1 K;HPO4 (Alphatec®, Brasil), 0.5
MgS04 7H,0 (Alphatec®, Brasil), 0.5 KC1 (Synth®, Brasil), 0.01 FeSO4.7H,0 (Vetec®, Brasil),
pH 6,0. Apds ensaios preliminares, verificou-se a maior adaptagdo da linhagem e maior
produgdo de biomassa em meio liquido que continha a Farinha de Fundo de Moinho. Portanto,

o pré-indculo foi preparado em meio formulado a partir do proprio residuo, em uma
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concentragio de 5 g.L"!. Frascos Erlenmeyer com capacidade de 250 mL contendo 100 mL de
cada meio foram esterilizados em autoclave (121°C/15min). Em seguida foram inoculados com
5 fragmentos de micélio (Smm de didmetro) e incubados em shaker rotativo (TE-421, Tecnal®,
Brasil, 28°C - 120 rpm). Para os ensaios experimentais, a biomassa do pré-inoculo foi drenada
com auxilio de peneira de aco inoxidéavel estéril (SALMON, 2011) e utilizada para inocular os

frascos-teste na propor¢ao de 0,5% (m/v).

3.3 SELECAO DO SUBSTRATO PARA PRODUCAO DE AMILASES

Para verificar a produc¢do de amilases nos residuos descritos no subitem 3.1 e avaliar
se algum dos residuos seria mais favoravel para produgdo de amilases de C. comatus, foram
formulados meios contendo 10 g.L"! de cada residuo, sem qualquer tipo de suplementagio. 100
mL de cada meio foram distribuidos em frascos de Erlenmeyer com capacidade de 250 mL e
esterilizados em autoclave. O pré-indculo em meio Czapek foi drenado e inoculado conforme
descricao anterior (item 3.2).

Amostras do cultivo foram retiradas a cada 24h durante 7 dias para determinagdo das

atividades enzimaticas (a-amilase e glucoamilase, subitens 3.7.1 ¢ 3.7.2).

3.4 TESTES PRELIMINARES DE SUPLEMENTACAO E pH INICIAL DO MEIO DE
CULTIVO

Tendo em vista que diversos estudos utilizam a suplementacdo dos residuos e
otimizagdo das condi¢des de cultivo como forma de obter maiores resultados, optou-se por
avaliar o efeito de suplementagdes do meio de cultivo. Apds selegdo de um dos residuos (FFM),
fontes de carbono suplementares (glicose, maltose e sacarose), fontes de nitrogénio (extrato de
levedura, NaNOs, (NH4)2SO4 e ureia) e sais (KoHPO4, MgSO4, CaCl; e FeS04.7H20) foram
adicionados individualmente (OVAT) ao meio de cultivo contendo 10 gL' de FFM, para
avaliar sua influéncia na producdo de amilases. As fontes de carbono foram padronizadas em
unidades de hexoses equivalentes, para uma proporcao inicial de 10 g.L"! de glicose. As fontes
de nitrogénio escolhidas foram adicionadas em mesma proporcdo de nitrogénio (considerando
um inicial de 5 g.L"! de extrato de levedura contendo 11,8% de nitrogénio total), e os sais foram
testados em concentragdes de 0,1 M. Nesta etapa, a influéncia do ajuste de pH inicial do meio

de cultivo (pHs 5,0, 6,0 e 7,0) também foi avaliada. As atividades enzimaticas de a-amilase e
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glucoamilase nos frascos-teste foram determinadas em 120h de cultivo, tempo de obtengado de

maxima atividade enzimatica durante a selecao do substrato.

3.5 OTIMIZACAO DOS COMPONENTES DO MEIO DE CULTIVO

3.5.1 Planejamento fatorial fracionado

Os resultados dos testes preliminares indicaram que a adi¢do de ureia, KoHPOs,
MgSO4 e CaCl; induziu a produgdo de amilases de C. comatus. Diante disso, um planejamento
fatorial fracionado 2°! (com 3 pontos centrais, totalizando 19 ensaios) foi aplicado para avaliar
o efeito da concentragdao de FFM, ureia, K;HPO4, MgSO4 e CaCl, como componentes do meio
de cultivo na producdo de amilases de C. comatus. Cada variavel foi estudada em 3 niveis ( -1,
0 e +1, Tabela 10). Os niveis escolhidos para ureia, K-HPO4, MgSO4 e CaCl, foram baseados
em concentragdes utilizadas anteriormente em meio sintético (PALUDO et al., 2018) e para os
testes de suplementacdo. O nivel maximo (+1) para a FFM foi fixado em 35 g.L! devido a alta
viscosidade adquirida pelo meio apos autoclavagem quando utilizadas concentragdes

superiores.

TABELA 10 - NIVEIS REAIS E CODIFICADOS DAS VARIAVEIS ESTUDADAS NO PLANEJAMENTO
FRACIONADO 25! PARA OTIMIZAR A PRODUCAO DE AMILASES POR C. comatus EM CSm. X1=
FFM; X2= Ureia; X3= KyHPO4; X4= MgSO04 ¢ X5= CaCl..

Variavel -1 0 +1
FFM (g.L ) X1 5 20 35
Ureia (g.L™) X2 0,3 0,8 1,3

K,HPO, (g.L) X3 0,3 1,05 1.8
MgSO4(g.L ") X4 0,3 0,75 1,2
CaCl (gL X5 0,3 0,75 12

3.5.2 Delineamento Composto Central Rotacional

As variaveis com efeito significativo (p<0,05) no planejamento fatorial fracionado
foram otimizadas por meio de um Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) com
trés replicatas no ponto central e seis pontos axiais, totalizando 17 ensaios. As variaveis
estudadas e os valores reais e codificados sao apresentados na Tabela 11.

Para atingir a otimizagdo no DCCR e baseando-se em experimentos preliminares, a
faixa de concentragdo de FFM, ureia e KoHPO4 foi ampliada. Tendo em vista as altas

concentragoes (Tabela 11) e para evitar viscosidade excessiva do meio de cultivo, a FFM foi
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autoclavada separadamente dos demais componentes do meio de cultivo, ja diluidos em agua.
As faixas de estudo para ureia e KoHPO4 também foram ampliadas, (nivel -1 proximo as
quantidades méximas estudadas no planejamento fatorial e nivel -1,68 mantido em O,

considerando possivel interagdo com as altas concentracdes de substrato).

TABELA 11 - NIVEIS REAIS E CODIFICADOS DAS VARIAVEIS INDEPENDENTES (CONCENTRACAO
DE FFM, UREIA E K;HPO4) UTILIZADOS NO DCCR

Valores reais e codificados

Variaveis independentes -1.68 -1 0 +1 +1.68

FFM (g.L'") 10 48,5 105,0 161,5 200,0

Ureia (g.L") 0.00 1 2,5 4 5
K,HPO4 (g.L) 0.00 2 5 8 10

A producgdo de amilases foi conduzida em cultivo submerso em frascos Erlenmeyer de
250 mL com 100 mL de meio de cultivo, em pH 6,0 em shaker rotativo (TE-421, Tecnal®,
Brasil) a 28°C e 120 rpm. Apds 120 horas de cultivo foram retiradas amostras para a dosagem
de atividade de a-amilase e glucoamilase (subitens 3.7.1 e 3.7.2).

Os planejamentos experimentais foram desenvolvidos e analisados utilizando-se
Statistica Software® 7.0, para Windows (Statsoft®, Estados Unidos). Todos os experimentos
foram realizados de forma aleatdria, tendo como respostas as atividades de a-amilase e
glucoamilase. O ajuste da equacdo do modelo de segunda ordem foi expresso pelo coeficiente
de determinacdo R?, e a significancia estatistica foi determinada pelo teste F (analise de
variancia - ANOVA).

O modelo matematico obtido foi validado externamente pela realizacdo de
experimentos utilizando os valores 6timos das varidveis preditos pela superficie de resposta. O
indice de desejabilidade, também obtido pelo Statistica Software®, foi aplicado a fim de
encontrar a condi¢cdo 6tima do processo para ambas as respostas (atividades de a-amilase e

glucoamilase).

3.6 CINETICA FINAL DO BIOPROCESSO OTIMIZADO

A partir da definicdo das condi¢des ideais para a produgdo das enzimas, foi realizada
uma cinética final utilizando-se meio otimizado com duracao de 240 h (10 dias). Os testes foram
conduzidos em frascos de Erlenmeyer de 250 ml incubados a 28°C sob 120 rpm de agitacao

orbital. Amostras foram coletadas a cada 12 h e analisadas quanto as atividades enzimaticas de
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a- amilase e glucoamilase (subitens 3.7.1 e 3.7.2), quantidade de substrato (quantificado em

amido, subitem 3.7.3), biomassa (subitem 3.7.4) e pH (subitem 3.7.5).

3.7 METODOS ANALITICOS

3.7.1 Determinagao de atividade a-amilase

A atividade de a-amilase (atividade sacarificante) foi determinada pelo método iodo-
iodeto, modificado de Xiao (2006) e Fuwa (1954), com base no decréscimo da coloragao azul
caracteristica do complexo amido-iodo. Para isso, 250 uL de uma solu¢ao de amido 1% em
tampao acetato de sodio 0,IM (pH 6,0) e 250 pL do extrato enzimatico bruto (EEB)
propriamente diluido no mesmo tampao foram adicionados em tubos de ensaio e mantidos em
banho-maria a 50°C por 15 min. A reagdo enzimatica foi interrompida pela adi¢ao de 500 pL
de 4cido acético 2M. Foram adicionados 20 mL de agua, seguidos de 500 pnL. de uma solucao
de iodo-iodeto (0.2 % m/v iodo, 2 % w/v iodeto de potassio ¢ agua destilada). O branco do
substrato foi realizado da mesma forma, sem adicao de EEB, e no branco das amostras nao
houve adi¢do da solu¢ao de amido. As amostras foram em seguida lidas em espectrofotometro
a 700 nm (Modelo UV-6100PC DOUBLE BEAM, Shangai, CHN). A atividade de a-amilase
foi expressa em unidades internacionais (U). Uma unidade (U) representa a quantidade de
enzima capaz de converter 0,1 mg de substrato (amido soluvel) por minuto de reagdo, nas

condig¢des de ensaio. As determinagdes foram realizadas em triplicata.

3.7.2 Determinacao de atividade de glucoamilase

Uma vez que a glucoamilase libera moléculas de glicose, a atividade desta enzima foi
determinada pela liberagdo de acucares redutores, através do método do acido dinitrosalicilico
(DNS), segundo Miller (1959). As mesmas proporcdes de solu¢do de amido e EEB descritas no
subitem 3.7.1 compuseram o meio reacional incubado em banho-maria a 50°C por 15 minutos.
O branco do substrato foi realizado da mesma forma, sem adi¢do de EEB, e no branco das
amostras nao houve adi¢do da solugdo de amido. A reagao foi interrompida pela adi¢ao de 500
uL de solugao de DNS. Em seguida, a mistura foi mantida em ebuli¢ao por 5 minutos, resfriada
em banho de gelo e diluida em 4 mL de agua destilada. A absorbancia foi medida em
espectrofotometro a 540 nm. Uma unidade de atividade de glucoamilase foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1 umol de glicose por minuto, seguindo a curva

padrao de glicose construida previamente.
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3.7.3 Quantificacdo de amido

A quantificacdo de amido nas amostras de cultivo foi realizada por meio de hidrélise
enzimatica, seguindo metodologia adaptada da AOAC (996.11, 1995). Amostras do cultivo
foram retiradas a cada 12h e mantidas em banho em ebuli¢do por 10 min para inativa¢ao das
amilases. Dois mL de amostra foram transferidos para tubo de polipropileno de 15 mL.
Adicionou-se 8 mL de etanol 95% v/v, a fim de extrair glicose e dextrinas presentes na amostra.
Os tubos foram agitados em vortex e mantidos a temperatura ambiente por 30 min. Em seguida,
foram centrifugados (centrifuga Centribio®, Brasil) a 1000g/15 min, o sobrenadante foi
descartado e o pellet retido foi diluido em 1 mL de agua. As amostras foram entdo hidrolisadas
com a-amilase (Spring Alfa, Granotec®, Brasil) na concentracdo de 100 U.mL"!, diluida em
tampdo acetato 0,1M, pH 5,5 + ImM CaCl, e glucoamilase (Spring AG, Granotec®) Brasil, na
concentragio de 330 U.mL"!, diluida em tampdo acetato 0,1 M, pH 4,5. A glicose produzida
pela hidrdlise do amido remanescente foi medida colorimetricamente (A = 505nm) utilizando
reagente glicose oxidase/peroxidase (Bioliq Glicose, Laborclin®, Brasil). O contetdo de amido

das amostras foi calculado conforme equagio 1 e apresentado em g.L"! de meio de cultivo.

Amido (9.L™*) = AAxFx0,01x09x55xD O

Em que:

e AA = Absorbancia da amostra contendo glicose — Absorbancia do reagente;

100 de D—glicose ~ N
o F= 100 (ko gucose) — = Fator de conversdo (absorbancia para
Absorbancia de 100 ug de glicose (padrao)

ug de glicose)
e 0,01 =Fator para converter ug de glicose em 0,01 mL (utilizados para quantificacdo)

para g de glicose por L de amostra.

162 ~ . . . .
e 09= oo _ conversdo de D-glicose livre para anidro-D-glicose (que ocorre no

amido).
e 5,5=Dilui¢do das amostras com as solu¢des de a-amilase e glucoamilase utilizadas

na hidrolise.

e D = dilui¢cdes posteriores para quantificacao da glicose hidrolisada.
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3.7.4 Determinacao da Biomassa

A biomassa foi determinada por método termogravimétrico. O cultivo liquido foi
filtrado em funil de porcelana com papel filtro (Whatman n° 1), kitassato e bomba a vacuo
(Suctron Eletronic, Schuster®, BR). O papel filtro contendo a biomassa retida apos filtragdo foi

seco a 105°C até peso constante. A biomassa (em g.L™!) foi calculada conforme equagio (2).

(my - my)

X. =
s V

)
Em que:

e X, =biomassa seca (g L);

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

e m; =massa do filtro seco (g);

e V =volume de cultivo filtrado (L).

3.7.5 Determinagao do pH

A determinacdo do pH ao longo do processo foi realizada por meio da medida direta

do caldo fermentado em pHmetro (Luca®, Brasil).
3.7.6 Determinagao de proteinas e atividade especifica

Os teores proteicos nas preparagdes enzimdticas de amilases foram determinados
conforme descrito por Bradford (1976). A mistura de reacao contendo 50 pL. de amostra e 1500
pL do reagente de Bradford foi mantida em repouso por 5 min a temperatura ambiente. A
absorbancia das amostras foi determinada em espectrofotometro a 595 nm e a concentragdo de

proteinas foi obtida a partir de curva padrao (com 0 — 10 pg de albumina sérica bovina - BSA).

3.8 PARAMETROS DO BIOPROCESSO

Os parametros velocidade méaxima especifica de crescimento (Umiax) € tempo de
duplicacdo (tq) foram calculados a partir dos dados experimentais (equagdes 3 ¢ 4) durante a

fase logaritmica do crescimento e producao das enzimas (de 36 a 120h). A produtividade
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horéria total de biomassa e de produto foram calculados a partir dos dados experimentais

(equagdes 5 e 6). A produtividade maxima em produto (ypmax) corresponde ao maior valor de

obtido, calculando-se a produtividade em cada ponto experimental.

InX, —InX; In2
f i
o=—7T "' (3 4)
bimix =~ @) =
Xr — X Pr — P;
Yx total = . (5) Yp totat = t; ‘ (6)
Em que:

ta = tempo de duplicagdo (h);

max = velocidade maxima especifica de crescimento (h!);

ti e tr= tempo inicial e final (h);

X; e X¢= Concentragdo inicial e final de biomassa (g L™);

Yxtotal = rendimento total de biomassa (g.L'.h™");

t; = tempo total de cultivo (h);

Yptotal = rendimento total em produto (a- amilase e glucoamilase) (U.L.h);

Pi e Pr = concentragdo inicial e final de produto (g.L™);

3.9 FATORES DE CONVERSAO

Os fatores de conversao de substrato em biomassa (Yx/s), substrato em produto (Ypss)

e biomassa em produto (Yp/x) foram calculados em um periodo de 168h de cultivo (equagdes 6

- 8).
o P PP MK XX AP BB
PISTAS T S5, XS TAS T S =S, PXTAX T Xy — ()
Em que:

= Concentracdo inicial de biomassa (g.L™);
X¢= concentracdo final de biomassa (g.L™!);

= Concentracio inicial de produto (U.mL");
Ps= concentragdo final de produto (U.mL"");

Si = concentragio inicial de substrato (g.L!);



55

e S¢= Concentracdo final de substrato (g.L™!).

3.10 PURIFICACAO PARCIAL DO EXTRATO ENZIMATICO

As amilases produzidas foram purificadas parcialmente (purificagdo de baixa
resolugdo) a partir do extrato enzimatico bruto obtido do meio otimizado com 136h de cultivo.
Para tanto, 30 mL do caldo fermentado foram centrifugados e em seguida filtrados (membrana
de nyllon 0,22 um, Analitica®, Brasil) para separagdo da biomassa e de substrato insoltvel
remanescente. Posteriormente adicionou-se sulfato de aménio (Prolab®, Brasil) gradativamente
até concentracao final de 80% de saturacdo. A etapa de dessaliniza¢do e concentracao foi
realizada por meio de ultrafiltracao utilizando unidades de ultrafiltracao de centrifuga (cut-off -
10 kDa, Vivaspin 6, GE®, Reino Unido). Trés mL da amostra clarificada e dessalinizada foi
centrifugada (4000 g, Hermle® Z326K, Alemanha) durante 30 minutos a 4°C e concentrada. O
extrato enzimatico concentrado foi empregado nos testes de efeito da temperatura, pH e ions

metalicos.

3.10.1 Efeito do pH e da temperatura na atividade de a-amilase e glucoamilase

Para avaliar o efeito do pH nas atividades de a-amilase e glucoamilase, foram
utilizados tampdes acetato de sddio 0,1 M (pH 4,5, 5,0; 5,5 e 6,0) e fosfato de sddio 0,1 M (pH,
6,5 ¢ 7,0). As condigdes de tempo e temperatura dos ensaios enzimaticos foram as mesmas
utilizadas no ensaio padrdo descrito anteriormente. O efeito da temperatura na atividade
amilolitica foi determinado em seguida utilizando pH e tempo de reacdo padrdo do ensaio
enzimatico (subitens 3.7.1 e 3.7.2) nas temperaturas de 40 e 60°C, além da temperatura padrao
de 50°C. A atividade relativa (%) foi expressa como a razao entre a atividade enzimatica obtida

nos respectivos pH e temperatura e a atividade obtida nas condigdes padrao.
3.10.2 Efeito de ions metalicos na atividade de amilases
O efeito dos ions metalicos (Ca’", Mg?* e Mn*") na atividade de a-amilase e

glucoamilase foi avaliado empregando tampao acetato 0,1 M, pH 5,0. Os ions foram

adicionados ao tampao utilizado na reacdo enzimatica em concentracdo final de 5 mM, sob a
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forma de cloreto de calcio (Prolab®, Brasil) e sulfatos de magnésio e manganés (Synth®, Brasil).

A atividade sem adi¢do dos ions metalicos foi considerada como 100%.

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Replicatas foram realizadas para cada experimento e os resultados foram expressos
como média + dp (desvio-padrdo). Os dados foram analisados de acordo com a andlise de
variancia (ANOVA). A homogeneidade dos grupos foi identificada e a diferenca entre médias
foi realizada por meio do teste de Tukey em um nivel de 95 % de confianga (p < 0,05). As
analises foram realizadas utilizando o software Statistica® 7.0, para Windows (Statsoft®,

Estados Unidos).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CARACTERIZACAO PARCIAL DOS SUBPRODUTOS DE MOAGEM DO TRIGO

Na Tabela 12 sdo apresentados os resultados obtidos na caracteriza¢do parcial dos
subprodutos de trigo quanto ao teor de umidade, cinzas, proteinas, amido, além do perfil de

alguns minerais presentes nestes residuos.

TABELA 12 - COMPOSICAO DAS AMOSTRAS (FT, FEM, FC e FV) DE SUBPRODUTOS DE TRIGO
UTILIZADAS PARA PRODUCAO DE AMILASES

Composicao (%) (m/m) Perfil de Minerais (mg/100g de amostra)
Relac¢ao
Residuo* Umidade Cinzas Proteinas** Amido| C/N Ca P Mg K Na
*fek
FT 12,98 5,02 15,8 43,95 8,27 | 122,002 379,499 153,603 727,387 31,885
FFM 13,24 2,68 18,02 6391 | 10,72 | 64,593 760,136 272,259 816,837 34,708
FC 13,24 0,85 15,18 78,98 | 15,53 | 35,137 149,135 43,331 182,241 27,416
FV 13,48 1,36 14,57 81,07 | 16,68 | 50,751 156,794 46,825 219,279 252,841

* FT — Farelo de trigo; FFM- Farinha de fundo de moinho; FC — Farinha de cola; FV — Farinha de varredura.
** Fator de conversao = 5,83 (Jones, 1931; IAL, 2005).
*** Calculada com base no teor de amido.

Os teores de umidade das amostras sdo bastante similares e estdo dentro do esperado
para farinhas e derivados de cereais. Para a farinha de trigo o teor maximo de umidade aceito ¢
de 15% (TACO, 2011; BRASIL, 2005).

Os teores de cinzas, proteinas e amido estdo expressos em percentual de matéria seca.
O teor de cinzas ¢ tido como um indicativo do rendimento de extra¢do e padrao de qualidade
de farinhas de trigo (BRASIL, 2005), uma vez que as partes externas do grao (aleurona e farelo)
possuem maiores teores de cinzas do que o endosperma. Como esperado, o FT apresentou
maiores teores de cinzas (5,02%), seguido pela FFM (2,68%).

Quanto aos teores de proteinas, a FFM apresentou os maiores resultados (18,02%),
seguida pelo FT (15,8%), FC (15,18%), e por fim a FV (14,57%). Os resultados obtidos podem
ser mais uma vez justificados pela fragdo do grao da qual cada amostra ¢ composta. O maior
teor de proteinas do grdo esta no endosperma, principalmente em suas partes mais externas,
conhecidas como subaleurona, ¢ na camada de aleurona (MIRANDA, 2006; POMERANZ,
1988). Uma vez que a FFM ¢é composta principalmente das camadas externas do endosperma,
justifica-se o maior teor de proteinas encontrado. Os resultados obtidos para o teor de proteinas

da FFM e FT se encontram proximos a faixa reportada por Hemdane et al. (2015) e da
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composi¢do fornecida pela Nutrient Database for Standard do USDA (Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos), que correspondem a 18,8% e entre 15,55-18,9% para farinhas
de cauda e farelo de trigo, respectivamente.

A composicao centesimal e perfil de minerais da farinha de cola (FC) e farinha de
varredura (FV) sdao bastante similares e podem ser comparados com a composicao da farinha
de trigo comum (composi¢do fornecida na Tabela 6), uma vez que ambas sdo farinha fora do
padrdo de qualidade, que ndo podem ser aproveitadas para o consumo humano, e por isso sao
consideradas residuos. O teor de proteinas destas amostras ¢ de cerca de 15%, um pouco acima
do reportado na Tabela 6, que esta entre 9,8 e 10,33 (USDA, 2018; TACO, 2011). A legislacao
brasileira estabelece apenas o teor minimo de proteinas para farinha de trigo, de 8% (BRASIL,
2005).

Vale ressaltar que a composicdo da farinha e dos subprodutos pode variar de acordo
com a variedade do trigo e sistema de moagem, o que justifica algumas diferengas entre
resultados obtidos (Tabela 12) e os dados reportados na literatura (Tabela 6). O maior teor de
amido presente no FT e na FFM e menor teor de cinzas no FT em relacao aos dados reportados
por Hemdane et al. (2015) podem ser indicio de uma maior quantidade do endosperma amilaceo
presente nestas fragcdes consideradas residuo. Analogamente, o maior teor de cinzas e proteinas
na FC e FV pode ser um indicio da presenga das camadas externas do grao nestas farinhas.

Tal fato também pode justificar as diferencas entre perfil de minerais obtido aqui e o
apresentado na Tabela 6. Para todos os minerais, os resultados para a FC e FV sdo superiores
aos reportados para farinha de trigo, enquanto que a quantidade de fosforo, magnésio e potassio
presentes no farelo de trigo sdo inferiores aos reportados na Nutrient Database for Standard.
Dados sobre a composicdo de minerais de farinhas de cauda ndao foram reportados na literatura.
No entanto, a camada de aleurona possui cerca de 60% da quantidade de minerais presentes no
grao, apesar de se tratar de uma camada bem pequena deste (DELCOUR & HOSENEY, 2010),
0 que pode justificar os maiores resultados para alguns minerais, como fosforo, magnésio e
potassio.

Uma vez que os principais indutores da produgdo de amilases reportados sdo o amido,
fontes de nitrogénio e minerais, os teores de lipideos e de fibras das amostras ndo foram
quantificados. No entanto, para amostras como a farinha de trigo estas fragdes sdo pequenas,
em torno de 1 a 3% para ambos (USDA, 2018; TACO, 2011). Para o farelo, o teor de lipideos
aproximado ¢ de 4% e o de fibras pode chegar até 42,8% (USDA, 2018).

Foi possivel observar que a composicao de cada subproduto varia de acordo com a

fragao do grao da qual ¢ formada. Uma vez que os fatores avaliados sdo indutores da produgao
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de amilases microbianas, os resultados obtidos sdo importantes para entender o efeito da

utilizacao de cada subproduto na producao de amilases de C. comatus.

4.2 SELECAO DO SUBSTRATO PARA PRODUCAO DE AMILASES

A producdo de amilases nos meios alternativos contendo 10 g.L! dos residuos
estudados foi avaliada ao longo de 7 dias de cultivo. Os maiores valores e atividade enzimatica
foram encontrados em 72, 96 e 120h de cultivo (Tabela 13).

Para todos os meios formulados com os subprodutos do trigo, a méxima atividade
enzimatica para o-amilase e glucoamilase foi atingida em 120h de cultivo. A partir deste tempo,
foi observada queda nas atividades enzimaticas. Verificou-se que existe diferenga
estatisticamente significativa (p<0,05) entre as atividades de a-amilase obtidas para os meios
formulados com os residuos. As maiores atividades enzimaticas para esta enzima foram obtidas
em meio contendo a farinha de cauda ou farinha de fundo de moinho (FFM), correspondente a

6,07+0,03 U.mL"! (a-amilase) e 0,64+0,03 U.mL"! (glucoamilase).

TABELA 13 - ATIVIDADE ENZIMATICA, MAXIMA ATIVIDADE E PRODUTIVIDADE DE o-AMILASE
E GLUCOAMILASE PELA CEPA C. comatus EM 72, 96 E 120H DE CULTIVO EM MEIOS CONTENDO 10
g.L! DOS DIFERENTES RESIDUOS TESTADOS (FT, FFM, FC e FV) A 28 °C E 120 RPM.

o-amilase Glucoamilase
Meio de
T?Iﬂmﬁ) Atividade xjfégéae Produtividade  Atividade xjﬁg‘e Produtividade
UL s UL UL S UL

72h 3,69+ 0,07 0,05 029+ 021 0,004

FT  96h  441+0.16 56,0164;& 0.05 0.51+0.10 06,506; 0.005

120h 5,06+ 0,14 0.04 0.56 + 0,08 0.005

72h  448+092 0,06 0.26 = 0,02 0,004

FEM - 96h 590006  S07% 0,05 046002 44 0,005

120h 6,07 +0,03 ’ 0,05 0,64 + 0,03 ’ 0,005

72h 4524024 0,06 020001 0,003

FC o 96h 4724026 BT 0,05 037001 0407 0,004

120h 4,97 +0,07 ’ 0,04 0,46 + 0,01 ’ 0,004

72h  439+023 0.06 024 002 0.003

FV  96h 484088 4()’?086? 0,05 037 + 0,08 %’jgi 0,004

120h 4,88+ 0,06 0,04 0.40 + 0,13 0,003

Valores representam a média dos experimentos + desvio-padrao. Letras diferentes na mesma coluna representam
valores médios com diferenca significativa entre si (p < 0,05) e letras iguais representam valores médios sem
diferenca significativa (p > 0,05).

A diferenca entre os resultados de atividade enzimatica obtidos pode ser explicada pela

composicao centesimal e pelo perfil de alguns minerais (Tabela 12) dos subprodutos utilizados.



60

Os resultados superiores obtidos com a utilizagao da FFM e do FT podem ser justificados pelos
maiores teores de cinzas e de proteinas encontrados nestes residuos.

A FFM possui o maior teor de proteinas e maiores quantidades de minerais importantes
para o crescimento microbiano e producdo de enzimas, como o fosforo (760 mg/100g),
magnésio (272,259 mg/100g) e potassio (816 mg/100g) (Tabela 12), além de apresentar um
equilibrado teor de amido (aprox. 64%). E, portanto, uma boa fonte de carbono, de minerais e
melhor fonte de nitrogénio quando comparada aos demais residuos, que justificam os resultados
superiores obtidos em meio de cultivo contendo este subproduto.

Em meio contendo o farelo de trigo moido (FT), as atividades de a-amilase e
glucoamilase obtidas foram de 5,06 + 0,14 U.mL" e 0,56 + 0,08 U.mL"!, respectivamente. Este
residuo apresenta elevado teor de cinzas, mas o perfil de minerais ¢ diferente do apresentado na
farinha de fundo de moinho (Tabela 12). Tal fato, além do menor teor de amido, importante
indutor para produgdo de amilases, podem justificar os resultados menores de atividade
enzimatica com relagdo a FFM.

O FT e a FFM apresentaram as menores relacdes C/N, calculadas de acordo com o teor
de amido, dentre as amostras estudadas (8,27:1 e 10,72:1). A relagao C/N ideal para producao
de amilases de macromicetos ndo estd esclarecida na literatura, mas pode-se observar que
maiores atividades enzimaticas de C. comatus foram encontradas em meio contendo menores
razdes C/N. Estudos reportam que a relagdo C/N ideal para producdo de biomassa de Agaricus
brasiliensis ¢ de 11:1 (ZAGHIJUNIOR et al., 2010). Para producao de a-amilase de C. comatus
em meio de cultivo sintético, Paludo (2018) encontrou melhores resultados em meio com
relagdo C/N de 13,5:1.

O perfil de producdo de amilases de C. comatus nos meios formulados com a farinha
de cola e farinha de varredura (Tabela 13), assim como a composi¢ao e perfil de minerais destes
residuos (Tabela 12), sdo bastante similares. Nao foram encontrados estudos que reportem a
utilizagdo de subprodutos deste tipo ou mesmo de farinha de trigo comum para produgdo de
amilases de fonte microbiana. A FC geralmente ¢ produto de devolugdes, por estar fora do
padrao de qualidade ou da validade, que ¢ encaminhada para producao de cola utilizada pela
industria madeireira. A FV ¢ o produto que atinge o chao durante processamento (ver Figura 5,
subitem 3.1). Portanto, ndo ha uma estimativa de quantidades produzidas destes residuos e sua
disponibilidade, o que dificultaria proje¢des caso haja interesse em utiliza-los para producao de
enzimas.

O farelo, as farinhas de cauda e o gérmen sdo os subprodutos de maior

representatividade produzidos durante o processamento do trigo. O farelo de trigo ja foi
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utilizado em estudos para producao de amilases de macromicetos conduzidos por EL-ZALAKI
e HAMZA (1979), KEKOS et al., (1987) e ZILLY etal. (2012). No primeiro estudo, a producao
de a-amilase por uma cepa de Lentinus edodes foi de 400 U.mL"! em extrato de farelo de trigo,
apos 7 dias de cultivo, apesar de ndo ter sido o melhor meio de cultivo para produgdo da enzima.
No segundo, a producdo de amilases pela espécie Calvatia gigantea, medida pela liberacao de
agucares redutores, atingiu a 60,4 U.mL"!, em condi¢des otimizadas. No estudo realizado por
Zilly et al. (2012) o farelo de trigo foi o melhor substrato para producao de amilases por diversas
cepas de macromicetos em cultivo solido, mas as atividades amiloliticas ndo ultrapassaram
0,009 UmL™.

Farinhas de baixo grau de purificagdo foram utilizadas em bioprocessos para producao
de etanol por Neves et al. (2006a, 2006b) e para producdo de hidrogénio por processo
fermentativo por Hawkes et al. (2008), mas existem poucos estudos relacionados a produgao
de amilases utilizando estes tipos de farinha, especialmente por fungos do grupo dos
macromicetos. Dentre os poucos relatos encontrados, Kammoun et al. (2008) e Naili et al.
(2016) utilizaram um subproduto de moagem do trigo com composi¢ao semelhante a farinha
de fundo de moinho utilizada no presente estudo (60% amido, 5% de outros carboidratos e
13,65% de proteina) para producdo de amilases por cultivo submerso de fungos do género
Aspergillus. Kammoun et al. (2008), utilizando uma concentragdo de 2,5% do substrato e
suplementagdo com peptona, extrato de levedura, NaCl, KH,PO4, MgSO4 e CaCl,, obtiveram
atividade de a-amilase de 21,81 U.mL"!, a 25°C e 150 rpm. Os resultados s3o superiores aos
encontrados no presente estudo, mas ressalta-se que foram obtidos com maiores concentragdes
de substratos e presenca de outros componentes no meio de cultivo.

Pelos resultados obtidos, verifica-se que todos os subprodutos de trigo avaliados sdo
capazes de induzir a producdo de amilases por C. comatus. No entanto, levando em
consideragdo os resultados de atividade enzimatica, a facilidade de manipulagdo do residuo e
formula¢do dos meios de cultivo, além da inexisténcia de outros estudos que tenham empregado
este tipo de material na produgdo de amilases por fungos do grupo dos macromicetos, a farinha
de fundo de moinho (FFM) foi selecionada para as etapas posteriores de otimizagao da producao

de amilases.
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4.3 TESTES PRELIMINARES DE SUPLEMENTACAO E AJUSTE DE pH INICIAL DO
MEIO DE CULTIVO

Apesar da producdo de amilases em meio contendo somente a FFM ter se mostrado
promissora, os resultados obtidos foram menores que o esperado quando comparados linhagens
de macromicetos utilizadas em outros estudos (EL-ZALAKI e HAMZA, 1979; KEKOS et al.,
1987). Desta forma, decidiu-se avaliar o efeito da adi¢do de fontes de carbono, nitrogénio e sais
ao meio contendo uma quantidade fixa de FFM, pelo método OVAT. Os resultados obtidos
para os testes de suplementacdo, e para diferentes pHs iniciais do meio de cultivo estdo

apresentados na Figura 6.

FIGURA 6 - EFEITO DA ADICAO DE FONTES DE CARBONO (A), FONTES DE NITROGENIO (B), DE
SAIS (C) E DO pH INICIAL DO MEIO DE CULTIVO (D) NA PRODUCAO DE a-AMILASES E
GLUCOAMILASES DE Coprinus comatus EM CSm (X+desvio-padrio).
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FONTE: A autora (2018)
Condigdes de cultivo: 28°C, 120 rpm. Meio controle: 10 g.L'! de FFM
*Letras iguais nas colunas representam valores de atividade enzimatica relativa sem diferenca significativa entre
si (p > 0,05) e letras diferentes representam valores com diferenca significativa (p < 0,05).
**Letras maitsculas indicam teste de médias para atividade relativa de a-amilase e letras minusculas para
glucoamilase

O efeito de fontes de carbono adicionais em meios de cultivo formulados a partir de

residuos ¢ comumente avaliado em diversos estudos para produgdo de enzimas (SINGH;
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KAPOOR; KUMAR, 2011; SINGH; GUPTA, 2014; IMEN; MAHMOUD, 2015; DUTTA et
al., 2016). A presenga de agucares mais facilmente assimilaveis do que polissacarideos, como
o amido, pode auxiliar na adaptacdo e crescimento do microrganismo, ¢ desencadear um
aumento na producdo de enzima. Por outro lado, estes agucares podem agir como repressores
na producdo da enzima em estudo. Em geral, reporta-se que a producao de amilases ¢ induzida
por carboidratos contendo ligagdes glicosidicas a-1,4, como maltose, maltodextrinas ou amido
(CARLSEN; NIELSEN, 2001).

Pelos resultados apresentados na Figura 6 observa-se que a presenca de glicose no
meio de cultivo teve efeito repressor na producao de a-amilases e glucoamilases por Coprinus
comatus, efeito similar ao reportado por Naili et al. (2016) no cultivo de Aspergillus sp. e
contrario ao estudo realizado por Hasan et al. (2017), em que a glicose foi a melhor fonte de
carbono para producdo de amilases extracelulares por espécies bacterianas Chryseobacterium
sp e Bacillus sp. A adi¢do de maltose e sacarose ao meio apresentou efeitos contrarios na
produgdo de a-amilase e glucoamilase, sendo estas fontes de carbono indutoras para produgao
da primeira enzima e repressoras para a segunda. Tendo em vista o efeito negativo na producao
de glucoamilases, a adicao de fontes de carbono nao foi considerada para etapas posteriores.

As atividades de a-amilase em meios suplementados com de extrato de levedura,
(NH4)2S04 e ureia foram de 10,54 U.mL™!, 10,48 U.mL"! e 12,76 U.mL"!, respectivamente 56%,
55% e 89% superiores a atividade obtida no meio controle (6,74 U.mL!). A producdo de
glucoamilases no meio de cultivo com adi¢ao de ureia também foi superior aos demais meios,
correspondendo a 2,15 U.mL"!. Nos meios suplementados com extrato de levedura, NaNOs e
(NH4)2S04 as atividades enzimaticas obtidas foram de 1,59 U.mL™, 1,21 UmL" e 1,17 U.mL-
!, respectivamente.

Embora fontes organicas e complexas de nitrogénio, como o extrato de levedura, sejam
reportadas como melhores indutoras do crescimento e producdo de amilases para diversas
espécies fungicas e bacterianas (GUPTA et al., 2003), pelos resultados obtidos observa-se que
a ureia foi a melhor fonte de nitrogénio indutora para produg¢do de amilases de C. comatus. Tais
resultados corroboram com estudo realizado por Jonathan e Adeoyo (2011), cujos melhores
resultados de producgdo de amilases para espécies como Pleurotus tuber-regium, Agaricus sp,
Agaricus blazei e Corilopsis occidentalis foram obtidos em meio suplementado com ureia. Vale
ressaltar que a FFM também ¢ uma fonte de nitrogénio e a associacao de pelo menos duas fontes
de nitrogénio demonstrou melhores resultados em estudo realizado por Kammoun et al. (2008).
A possibilidade de utilizagdo da ureia como fonte de nitrogénio na producdo de amilases de

macromicetos € um aspecto positivo, uma vez que esta fonte apresenta menores custo do que
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fontes como o extrato de levedura, por exemplo. Pelos resultados na produgdo de amilases e
por apresentar menores custos, a ureia foi escolhida como fonte de nitrogénio suplementar para
etapas posteriores do estudo.

Dentre as fontes minerais testadas, a adicdo de K-HPO4, MgSO4 e CaCl; resultou em
atividades enzimaticas de a-amilase 92%, 85% e 72% superiores ao controle, respectivamente.
A producdo de glucoamilases foi estimulada em maiores proporgoes pela adigao KoHPO4 (cerca
de 200%) e de MgSO4 (cerca de 78%). Estes resultados corroboram com resultados reportados
em diversos estudos, em que a adigio de KoHPO4 ou KH2PO4 € de sais de Mg?* tem
demonstrado efeito significativo na otimizagdo das condi¢des de cultivo para produgdo de
amilases (KAMMOUN et al., 2008). Este efeito tem sido atribuido ao efeito tamponante da
adicdao de fosfato no meio de cultivo e o seu papel regulatorio na expressdo de metabolitos
primarios e secundarios, além da importincia de ions PO4* ¢ Mg”>* na constituigdo celular
(RAMESH; MURTY, 2014). Mg*', Ca*" e Fe*'/Fe’" também sdo importantes co-fatores de
diversas enzimas, como as amilases (DUTTA et al, 2016). A presen¢a de Ca™ como co-fator
tem sido reportada como essencial para a atividade da a-amilase (SUNDARRAM; MURTHY,
2014), o que pode justificar o efeito positivo da adigao do sal CaCl, no meio de cultivo para
atividade de a-amilase, ja que a adicdo do mesmo nao possui efeito significativo na produgdo
de glucoamilases. A adi¢do de FeSO4 foi avaliada devido ao efeito positivo apresentado na
formulagao de meios de cultivo em estudos anteriores, mas apresentou efeito repressor no meio
formulado com a FFM (redu¢do de 38% na atividade de a-amilase e 16% na atividade de
glucoamilase).

Na Figura 6 (D) estdo apresentadas as atividades de a-amilase e glucoamilase obtidas
em meios com pH inicial de 5,0; 6,0 (controle) e 7,0. A atividade de a-amilase foi superior em
meio de cultivo com pH inicial de 6,0, enquanto que a atividade de glucoamilase ndo apresentou
diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) nos diferentes pHs testados. Levando em
consideragdo os resultados superiores obtidos para o-amilase em pH 6,0, os demais
experimentos, portanto, foram conduzidos neste pH inicial.

Diante dos resultados obtidos pela adi¢dao de suplementacao a FFM, um planejamento
fatorial fracionado foi conduzido para avaliar o efeito da variagdo da concentragdo deste
substrato, de ureia, K;HPO4, MgSO4 e CaClz na producdo de a-amilases e glucoamilases por

Coprinus comatus.
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4.4 PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONADO

A matriz dos ensaios realizados com os valores codificados das variaveis estudadas e

das respostas obtidas para a-amilases e glucoamilases esta apresentada na Tabela 14.

TABELA 14 - PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONADO 2>! UTILIZADO PARA AVALIAR OS
EFEITOS DOS COMPONENTES (X1=FFM; X2= Ureia; X3= K,HPO4; X4=MgSO4 E X5= CaCl,)DO MEIO
DE CULTIVO NA PRODUCAO DE AMILASES DE Coprinus comatus EM CSm, pH 6,0, TEMPERATURA

28°C E 120 RPM

Ensaio X1 X2 X3 X4 X5 o-amilase*  Glucoamilase*

1 -1 -1 -1 -1 1 10,43+0,45 1,68+0,01
2 1 -1 -1 -1 -1 14,05+0,71 3,78+0,02
3 -1 1 -1 -1 -1 1,05+0,06 1,00+0,01
4 1 1 1 -1 1 20,07+0,51 4,64+0,01
5 -1 -1 1 -1 -1 6,45+0,57 0,08+0,01
6 1 -1 1 -1 1 15,79+0,13 4,72+0,03
7 -1 1 1 -1 1 26,60+1,10 2,14+0,01
8 1 1 1 -1 -1 37,85+0,63 5,76+0,04
9 -1 -1 -1 1 -1 11,66+0,18 1,97+0,03
10 1 -1 -1 1 1 15,73+0,24 2,91+0,04
11 -1 1 -1 1 1 0,76=0,20 0,88+0,01
12 1 1 -1 1 -1 20,72+0,79 3,98+0,05
13 -1 -1 1 1 1 16,04+1,78 1,98+0,003
14 1 -1 1 1 -1 20,46+0,43 3,61+0,06
15 -1 1 1 1 -1 25,84+0,35 2,8440,003
16 1 1 1 1 1 33,65+1,13 3,72+0,05
17 0 0 0 0 0o 11,860,441 3,14+0,02
18 0 0 0 0 0 13,44+40,12 3,35+0,01
19 0 0 0 0 0 12,63+0,11 2,95+0,2

*Qs resultados estdo expressos em média + desvio padrdo. Média de trés determinagdes de atividade enzimatica
(U.mL").

Para o-amilase, a maior resposta obtida no planejamento foi 37,85 U.mL™! (ensaio 8),
em que as concentragdes de MgSO4 e CaClz se encontravam em seu nivel minimo (-1) e as
demais variaveis no nivel +1. Por outro lado, a menor resposta foi de 0,76 U.mL"! (ensaio 11),
em que a FFM e o KoHPOg4 se encontravam em seu nivel -1. As atividades de glucoamilase
variaram entre 0,08 U.mL™! (ensaio 5) e 5,76 U.mL"! (ensaio 8). A partir dos resultados obtidos,
foram calculados os efeitos de cada uma das variaveis nas atividades de o-amilase e
glucoamilase, apresentados na Tabela 15.

Pelos resultados apresentados na Tabela 15, verificou-se que a concentragao de
substrato, ureia e K-HPO4 apresentou efeitos significativos (p<0,05) e positivos em ambas as

respostas avaliadas (atividades de a-amilase e glucoamilase). Quanto maiores as concentragdes
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destes componentes, dentro do intervalo estudado, maiores as respostas obtidas. O efeito das
concentracdes de MgSO4 e CaCl, nao foi significativo para nenhuma das respostas. Para a-
amilase estes efeitos sdo positivos, o que indica que quanto maiores as concentragdes MgSO4 e
CaCl,, maior a atividade desta enzima. Isto ocorre de forma oposta para glucoamilases, cujos

efeitos das concentracdes de MgSO4 e CaCl, sdo negativos.

TABELA 15 - EFEITO DOS FATORES ESTUDADOS NO PLANEJAMENTO FRACIONADO 2! SOBRE A
ATIVIDADE DE a-AMILASE E GLUCOAMILASE (U.mL""). X1=FFM; X2= Ureia; X3= KoHPO4; X4=
MgSO04 E X5= CaCl,.

a-amilase Glucoamilase
g Erro g Erro
Fatores | Efeito padrio t(3) p — valor Efeito padrio t(3) p — valor

Média | 16,58468 0,996984 16,63485 0,000473* | 2,900086  0,071241 40,70814 0,000033*
X1 9,93837  2,172877 4,57383  0,019612* | 2,568443  0,155266 16,54221 0,000481*
X2 6,98984  2,172877  3,21686  0,048701* | 0,530583  0,155266 3,41725 0,041927*
X3 11,02678 2,172877  5,07474  0,014778* | 0,501578  0,155266  3,23044  0,048200*
X4 1,57226  2,172877  0,72358 0,521639 -0,239238  0,155266 -1,54082  0,221010
X5 0,12337  2,172877  0,05678 0,958294 -0,044284  0,155266 -0,28522  0,794037

 Efeitos expressos em U.mL"!; *p<0,05

Dentre os diversos fatores limitantes no crescimento e regulacdo metabodlica
microbiana, as fontes de carbono e de nitrogénio sao consideradas as mais importantes. O
fosfato também possui funcao regulatoria importante, e esta presente em cadeias de transporte
especificas para diversos micro-organismos (HARDER; DIJKHUIZEN, 1983; GUPTA et al,
2003; RAMESH; MURTY, 2014). Tal fato justifica os efeitos significativos e positivos obtidos
para estas varidveis no planejamento fracionado.

Ainda que a presenga de magnésio seja importante no crescimento e producao de
metabolitos microbianos e a presenga de célcio seja reportada como significativa para producao
de amilases, a quantidade destes minerais presente naturalmente no substrato (Tabela 12), pode
ter suprido as necessidades no cultivo quando variadas as suas concentragdes, o que justifica os
efeitos nao significativos.

Os resultados obtidos no planejamento fatorial fracionado permitiram constatar quais
variaveis seriam realmente relevantes e excluir componentes desnecessarios para a proxima
etapa de otimizagdo. A partir dos efeitos avaliados, decidiu-se otimizar as concentragdes de

FFM, ureia e KoxHPO4 utilizando-se um delineamento composto central rotacional (DCCR).
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4.5 DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL

A matriz dos ensaios realizados no DCCR, contendo os niveis estudados e os valores
observados para atividade de a-amilase e glucoamilase estd apresentada na Tabela 16.

As atividades de a-amilase variaram entre 10,57 ¢ 55,48 U.mL"! nos ensaios 9 e 12,
respectivamente. Para glucoamilase, a menor atividade foi observada também no ensaio 9 (3,81

U.mL™), e a maior atividade no ensaio 7 (12,80 U.mL™).

TABELA 16 - DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL (DCCR) PARA AVALIAR OS
EFEITOS DAS VARIAVEIS INDEPENDENTES (FFM, UREIA E K,HPO,) NA PRODUCAO DE o-
AMILASE E GLUCOAMILASE DE Coprinus comatus EM CSm, EM pH 6.0, TEMPERATURA 28°C, 120

RPM.

Ensaio FFM Ureia KoHPO4  o-amilase* Glucoamilase*
1 -1,00 -1,00 -1,00 22,09+0,1 7,06+0,21
2 -1,00 -1,00 1,00 21,65£0,00  7,68+0,15
3 -1,00 1,00 -1,00  49,01+0,05  8,64+0,49
4 -1,00 1,00 1,00 54,78+0,79 11,36+0,17
5 1,00 -1,00 -1,00  35,88+0,20  7,15+0,44
6 1,00 -1,00 1,00 4526+0,40  9,80+0,34
7 1,00 1,00 -1,00  50,55+0,15  12,80+0,65
8 1,00 1,00 1,00 54,26+0,05 11,42+0,36
9 -1,68 0,00 0,00 10,57£0,35  3,81+0,07
10 1,68 0,00 0,00 43,58+0,79  8,72+0,67
11 0,00 -1,68 0,00 16,60+£0,84  7,87+0,20
12 0,00 1,68 0,00 55,48+0,39  10,95+0,21
13 0,00 0,00 -1,68  34,73+£0,05  5,89+0,35
14 0,00 0,00 1,68 54,54+0,15 12,47+0,45

15% 0,00 0,00 0,00 52,23+0,29  12,71+0,67
16* 0,00 0,00 0,00 54,57+0,20  12,35+0,41
17* 0,00 0,00 0,00 46,52+0,54  11,18+0,43

*Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo. Média de trés determinagdes de atividade enzimatica
(U.mL™).

Os maiores resultados de atividade enzimatica (em negrito na Tabela 16) foram obtidos
nos ensaios nos quais pelo menos uma das variaveis se encontrava no nivel 0, +1 e + 1.68. A
partir da andlise dos efeitos, verificou-se que a produgdo de a-amilase foi influenciada
majoritariamente pela concentracdo de FFM e ureia, cujos termos lineares exerceram efeitos
significativos e positivos (p=0,007 e p=0,0005, respectivamente). Por outro lado, o termo

quadratico (Xi?) da variavel FFM (p=0,010) exerceu efeito significativo negativo.
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A producao de glucoamilase foi significativamente influenciada pelas trés variaveis

estudadas. Os termos lineares das varidveis ureia ¢ KoHPOg4 apresentaram efeitos significativos

e positivos (p=0,029 e p=0,047). Por outro lado, o termo quadratico da FFM apresentou efeito

negativo (p=0,013). O termo linear da FFM apresenta valor de p=0,058.

TABELA 17 — EFEITO DAS VARIAVEIS INDEPENDENTES (X,=FFM, X,=UREIA E X;=K,HPOs) SOBRE
AS RESPOSTAS (ATIVIDADES DE a-AMILASE E GLUCOAMILASE).

a-amilase Glucoamilase
Coeficiente Erro- Valor Valor Coeficiente Erro- Valor Valor
Fator de adrao det de de adrao der de
Regressiao P p Regressao P p
Constante 50,67660  2,385498 21,24361 0,002209*| 11,98727 1,014538 11,81550 0,000007*
Ig(l]\;[ 6,87790 1,120250 6,13961 0,025518* 1,07539  0,476436 2,25716 0,058577
gg\g -7,01041 1,232999 -5,68566 0,029569*| -1,73849 0,524387 -3,31529 0,012848*
Ig;;)a 10,91712  1,120250 9,74525 0,010366* 1,29505 0,476436 2,71820 0,029843*
I&‘;? 3,84158  1,232999 -3,11564 0,089415 | -0,62505 0,524387 -1,19196 0,272114
K>HPO4
(X5) 3,78814 1,120250 3,38151 0,077433 1,14632  0,476436 2,40603 0,047048*
K>HPO,
(X:2) -0,80390 1,232999 -0,65199 0,581326 -0,70769  0,524387 -1,34956 0,219172
XiXs -4,54820 1,463677 -3,10738 0,089829 0,25012  0,622493 0,40181 0,699810
X1X3 0,96972 1,463677 0,66252 0,575771 -0,25833  0,622493 -0,41499 0,690575
XoXs 0,06854 1,463677 0,04682 0,966908 -0,24142  0,622493 -0,38782 0,709671

* Efeitos significativos (p<0,05)

Tendo em vista a influéncia descrita das varidveis na producao de amilases e que a

exclusdo de algum dos termos poderia comprometer a habilidade do modelo em descrever o

comportamento do processo, a analise de variancia (ANOVA) foi conduzida considerando-se

todos os temos (lineares e quadraticos). Os resultados da ANOV A estdo apresentados na Tabela

18.



69

TABELA 18 - ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) DO MODELO QUADRATICO OBTIDO PELO DCCR
PARA PRODUCAO DE 0-AMILASE E GLUCOAMILASE.

o-amilase Glucoamilase

Fonte de SQ? GL® MQ° F SQ? GL® MQ© F

variagao
Regressao  3271,877 9 363,542 8,964 92,741 9 10,304 3,799
Residuos 324,445 8 40,556 21,7 8 2,712
Lack of Fit 290,167 5 58,033 3,386 20,412 5 4,082 6,337
Erro puro 34,278 2 17,139 1,288 2 0,644
Total 3596,322 16 114,441 16

Rz = 0,9097; F0,05; 9,8 = 3,39; R2 = 0,8104; F(),os; 9,8 = 3,39;
Ftab,s;zZ 19,30 F,s;zz 19,30

33Q: soma dos quadrados; "GL: graus de liberdade; ‘MQ: média dos quadrados

Os valores de R? obtidos pela ANOVA indicam que 90,97% e 81,04% da variacdo na
producao de a-amilase e glucoamilase, respectivamente, podem ser explicados pelos modelos
obtidos. Segundo Kaur e Satyanarayana (2005), os valores de R? variam entre 0 e 1, e a obtengio
de valores acima de 0,75 indicam aptidao do modelo.

Além disso, o F calculado para ambos os modelos foi significativo (Fca=Fb) € 0 valor
de F obtido pela falta de ajuste (3,386 para a-amilase e 6,337 para glucoamilase) nao se
apresentou significativo (Fup.5;2=19,30), confirmando que os dados experimentais se ajustam
de maneira satisfatoria aos modelos. Sendo assim, uma equacao foi obtida para cada modelo

utilizando-se a técnica de regressao polinomial multivariada (Equagdes 9 e 10):

Y, = 50,6766 + 6,878X; — 7,01041X% + 10,917 X, — 3,841X% + 3,788 X; —

0,804X2 — 4,548X,X, + 0,969X, X5 + 0,068X,X; (I
Y, = 11,987 + 1,075X; — 1,738X? + 1,295 X, — 0,625X2 + 1,146X; — a2
0,708X2 + 0,250X,X, — 0,258X, X5 — 0,241X,X;

As equagdes do modelo obtidas foram empregadas na construgdo dos graficos de
superficie de resposta e suas respectivas curvas de contorno (Figura 7). Estas expressdes
graficas sdo utilizadas para interpretar as interagdes entre duas varidveis, e encontrar o ponto
otimo para cada uma delas (JHAMPLE et al., 2015; GAJDHANE et al., 2016). Para a-amilase,
a superficie de resposta foi obtida pela interacdo entre concentracdo de FFM e ureia, que
apresentaram efeitos significativos, mantendo-se a concentragdo de K;HPO4 (ndo significativo)
em seu ponto central. Para glucoamilase foram geradas superficies de resposta pela interacao

entre FFM e ureia / FFM e Ko;HPO4, mantendo-se a terceira variavel em seu ponto central.
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Com base nas superficies de resposta e curvas de contorno obtidas foi possivel
verificar que os valores 6timos para maximizar a produgdo de a-amilase, considerando apenas
as varidveis significativas, foram: 119,8 g.L'! de FFM e 4,4 g.L"! de ureia. Para glucoamilase,
as condi¢des Otimas encontradas foram: 124,7 g.L'! de FFM, 4 g L"! de ureia e 6,8 g.L"! de
KoHPOs. Ensaios foram conduzidos nestas condigdes, para validar os modelos obtidos. Para a-
amilase, o resultado obtido foi de 62,95 + 0,23 U.mL"! e para glucoamilase o resultado obtido
foi de 12,87 + 0,08 U.mL"!. Estes resultados nio apresentaram diferenca estatisticamente
significativa dos resultados previstos pelo modelo (63,46 U.mL!' e 13,13 UmL’,

respectivamente) pelo teste de Tukey a 95% de significancia.
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As condi¢des otimas para maximizar a produgdo de a-amilase e glucoamilase de C.
comatus de forma conjunta foram obtidos pelo perfil de desejabilidade (Figura 8).

Os valores correspondentes aos pontos 6timos apresentados na imagem sdo: 105 g.L™!
de FFM, 3,76 g.L'! de ureia e 7,52 g.L"! de KxHPO4. Nestas condigdes, os valores preditos para
o-amilase e glucoamilase foram, respectivamente, 59,806 U.mL! e 12,927 U.mL. Os valores
observados apos condugdo de experimentos nestas condigdes foram 59,4+0,56 U.mL! e
12,65+0,09 U.mL"!. Estes valores também nio diferem estatisticamente dos valores previstos a
95% de significancia pelo teste de Tukey, o que indica novamente que o modelo obtido ¢ eficaz

para prever as atividades de a-amilase e glucoamilase.

FIGURA 8- PERFIS DE DESEJABILIDADE PARA PRODUCAO DE a-AMILASES (Y1) E
GLUCOAMILASES (Y2) (U.mL") E NIVEIS DE DESEJABILIDADE DA CONCENTRACAO DE FFM,
UREIA E K;HPO; PARA OTIMIZACAO CONJUNTA DAS DUAS RESPOSTAS.
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Fonte: A autora (2018)

Considerando as atividades enzimaticas obtidas nos ensaios iniciais de sele¢ao do
substrato e ap6s otimizagdo simultanea das duas respostas, obteve-se um aumento de 9,78 vezes
na atividade enzimatica de a-amilase e de 19,77 vezes na atividade enzimética de glucoamilase,
0 que comprova a eficiéncia das diversas etapas na otimizagdo da producao destas enzimas pela
espécie C. comatus. O meio 6timo obtido pelo perfil de desejabilidade foi utilizado nas etapas

posteriores de estudo cinético do bioprocesso e caracterizagdo parcial das enzimas.
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4.6 CINETICA FINAL DO BIOPROCESSO OTIMIZADO

A cinética final de crescimento e produgdo de a-amilase e glucoamilase no meio
otimizado foi realizada ao longo de 240h (10 dias), e os resultados obtidos sdo apresentados na
Figura 9.

Pode-se identificar as fases lag, log e estaciondria do crescimento da espécie C.
comatus ¢ da producdo de amilases. A fase lag (periodo de adaptacdo) ocorreu nas primeiras
36h de cultivo. Entre 36 e 120h de cultivo observa-se o crescimento logaritmico. A biomassa
nesta fase variou entre 0,67 e 3,04 g.L!, chegando a 3,63 g.L"! em 240h.

Observou-se comportamento similar na producao enzimatica. O maior acréscimo na
atividade enzimatica de o-amilase ocorreu entre 36 e 96h de cultivo (6,18 — 56,81 U.mL™).
Posteriormente houve aumento gradual, atingindo valores de 59,78 U.mL™' em 120h de cultivo.
Da mesma forma, a produgdo de glucoamilases apresentou maior acréscimo neste periodo,
variando de 0,81 a 12,65 U.mL" entre 36 e 120h de cultivo.

Verificou-se estabilidade na atividade enzimatica entre 120 e 216h de cultivo, a qual
pode ser decorrente da alta concentragdo de substrato utilizada no meio de cultivo otimizado
(quantificada na cinética em termos de amido). Verifica-se que em 120h o amido remanescente
é reduzido a cerca 16 g.L"!, que a partir de entdo decresce sutilmente, atingindo a concentragio
final de 12,76 g.L!.

A atividade de glucoamilase teve acréscimo apds 120h de cultivo, e apresenta um pico
(15,21 U.mL") em 204h. Isto sugere um mecanismo associado de atua¢iio das duas enzimas ao
longo do cultivo. Estudos reportam que a producdo de glucoamilase pode ser estimulada pelos
produtos da hidrolise do amido liberados pela a-amilase (BARTON; GEORGI; LINEBACK,
1972; CARLSEN; NIELSEN, 2001; RAJOKA; YASMEEN, 2005). Os resultados obtidos
sugerem que durante o cultivo existe uma hidrolise das cadeias de amido pela acdo inicial da a-
amilase. Em seguida a glucoamilase age hidrolisando maltose e dextrinas a glicose, o que
justifica o pico tardio de atividade enzimética obtido para esta enzima.

O pH inicial do meio de cultivo (6,77) decresce sutilmente, apresentando menor valor
em 120h (pH =5,67) e aumento ao final do cultivo (pH=6,9). A baixa alteragdo do pH pode ser
atribuida a presenca do KoHPO4, que atua como tamponante quando adicionado ao meio de

cultivo (KAMMOUN et al., 2008; RAMESH; MURTY, 2014).
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FIGURA 9 - RESULTADOS DA CINETICA DE PRODUCAO DE a-AMILASE E GLUCOAMILASE (U.mL"
1, PRODUCAO DE BIOMASSA (g.L''), CONSUMO DE SUBSTRATO (g.L"!") E pH AO LONGO DE 240h
DE CULTIVO DE C. comatus EM CSm, UTILIZANDO MEIO FFM OTIMIZADO.
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Condigdes de cultivo: temperatura 28°C; agitagdo: 120 rpm

4.7 PARAMETROS CINETICOS E FATORES DE CONVERSAO

Pelos resultados obtidos na cinética, foi possivel calcular os parametros do bioprocesso

de produgao de amilases, apresentados na Tabela 19. Os resultados obtidos foram comparados

com resultados de estudos anteriores (PALUDO et al., 2018), que otimizou meio de cultivo

sintético para producdo de a-amilases e glucoamilases separadamente.

TABELA 19 - PARAMETRQS CINETICOS DO BIOPROCESSO DE PRODUCAO DE AMILASES DE C.
comatus EM MEIO SINTETICO (PALUDO et al., 2018) E MEIO FFM OTIMIZADO NO PRESENTE

ESTUDO.
Meios sintéticos otimizados Meio FFM otimizado
Parametro Paludo et al. (2018) (presente estudo)
o-amilase Glucoamilase o-amilase Glucoamilase
Biomassa (g.L™") 0,77 0,65 3,78
Wonar (B 0,03 0,03 0,018
Td (h) 22,13 25,24 38,61
Maxﬁarjg_vlidade 5.84 (48h) 8.87 (44h) 62,7 (136h) 15,20 (204h)
Ypmax (U.mLLh) 0.12 (48h) 0,20 (44h) 0,59 0,11
Yxtotal (L7111 0,01 0,008 0,01
Yptotal (U.mL1hh) 0,05 0,03 0,18 0,05
Yrss (U.gds™)? 323,01 192,61 814,28 231,24
Yxs (gx.gds™) 0,06 0,05 0,06
Yrx (U.gdb!)P 5260,02 375592 12542,34 3561,78

gds = g de substrato; "gdb = g de biomassa
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Pelos resultados apresentados na Tabela 19, observa-se que a produgdo de biomassa
da espécie C. comatus em meio de cultivo sintético (a base de amido, ureia, FeSO4 ¢ KoHPO4)
¢ inferior a produ¢do em meio otimizado contendo FFM, ureia e K-HPO4 (0,77, 0,65 ¢ 3,78 g.L°
1. Estudos reportam que o crescimento desta espécie ¢ menor em meios que ndo contenham
fontes complexas de nutrientes (como o extrato de levedura, por exemplo) (EDDY et. al. 1958;
ADEBAYO-TAYO; UGWU, 2011). Neste caso, a FFM atua, além de principal fonte de
carbono, como uma fonte de nitrogénio e diversos minerais, como descrito anteriormente, o que
justifica a maior produ¢do de biomassa. Ainda assim, a produ¢do de biomassa de C. comatus
no meio FFM ¢ menor quando comparada a outras espécies de macromicetos cultivadas em
CSm, como Ganoderma lucidum (cerca de 30 g.L") (SALMON, et al. 2016). No meio FFM,
a cepa apresenta menor taxa especifica de crescimento (Umax= 0,018 h'') e maior tempo de
duplicacdo (38,61h) do que nos meios sintéticos.

Uma vez que o perfil de produgdo das enzimas parece estar associado ao perfil de
crescimento da espécie, a menor produ¢do de biomassa de C. comatus em meio sintético pode
ter influenciado a producao de amilases neste meio. As maximas atividades enzimaticas sao
inferiores as encontradas no meio FFM (5,84 e 8,87 U.mL 'em meio sintético e 62,7 e 15,20
U.mL"! em meio FFM). A produtividade de a-amilase é de ypmax= 0,12 U.mL'.h"' em meio
sintético € 0,59 U.mL.h"! em meio FFM. No entanto, pelo curto periodo de tempo necessario
para atingir a maxima atividade de glucoamilase, a produtividade horaria méxima ¢ superior
em meio sintético (0,20 U.mL.h! contra 0,11 U.mL'.h™).

Em termos de produtividade, o meio sintético seria mais apropriado para produgado de
glucoamilase. No entanto, a andlise de outros parametros indica o contrario. Os fatores de
conversao de substrato em produto (Ypss) foram maiores para ambas enzimas no meio (FFM)
(814,28 U.gds™! para a-amilase e 231,24 U.gds! para glucoamilase, o que significa que para
cada grama de substrato consumido sdo produzidas 814 U de oa-amilase e 231 U de
glucoamilase). Isto indica que ha uma maior eficiéncia na conversdao do substrato (amido) em
enzima quando utiliza-se o FFM. Em um bioprocesso este fator pode significar redugdo de
custos e, em conjunto com os parametros de produtividade, ¢ importante na escolha dos micro-
organismos utilizados, dos meios de cultivo e de parametros de operacdo. Considerando ainda
que a FFM possui menores custos de obtencgado, conclui-se que o meio FFM ¢ mais apropriado
para produgdao de a-amilases e glucoamilases de C. comatus quando comparado ao meio

sintético utilizado em estudos anteriores.
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4.8 CONCENTRACAO DO EXTRATO ENZIMATICO

A realizagdo de uma purificagdo de baixa resolu¢do possibilita a exclusdo de
componentes do meio de cultivo que podem interferir nas etapas posteriores de caracterizacao,
mas ndo possibilita separar a fracdo correspondente a a-amilase e glucoamilase presente no
cultivo. Os ensaios, portanto, foram conduzidos com uma mesma amostra, e as atividades
enzimaticas quantificadas pelas duas metodologias (subitens 3.7.1 ¢ 3.7.2).

ApOs as etapas de salting-out, dessalinizagdo e concentragdo em membranas de
ultrafiltracdo, verificou-se que houve uma recuperacao de cerca de 70% das enzimas em ambos
os métodos de quantificagdo de atividade enzimatica (Tabela 20). As perdas em processos de
recuperagdo como este sdo comuns. Spier et al. (2015) observaram perdas semelhantes (31,3%)
utilizando as mesmas etapas para purificag¢do de fitases produzidas por Ganoderma australe.

A quantificagdo de proteinas pelo método de Bradford (1976) e célculo da atividade
especifica (expressa em U por mg de proteina) comprova uma purificacdo das enzimas. Pela
dosagem de a-amilase, a atividade especifica anterior a concentragio ¢ de 378,90 U.mg™! e de
557,97 U.mg™! apds o procedimento. Para glucoamilases as atividades especificas foram 82,47

e 111,73 U.mg! antes e apds purificacio, respectivamente.

TABELA 20 - EFICIENCIA DA ETAPA DE ULTRAFILTRACAO PARA DESSALINIZACAO E
CONCENTRACAO DE 0-AMILASE E GLUCOAMILASE UTILIZANDO FILTROS DE 10 KDa (VIVASPIN
6, GE®, REINO UNIDO).

Atividade  Atividade

w-amilase Atividade  Volume Atividade Relativa  especifica Perda  Concentragio
- 0 N
(U.mL™") (mL) total %) (U.mg') (%) (vezes)
Antes 60,66 1,084 65,75 100,00 378,90 - -
Apbs
(Retentado) 189,17 0,25 47,29 71,93 557,97 28,07 3,12
Glucoamilase
Antes 13,20 1,084 14,31 100,00 82,47 - -
Apbs
(Retentado) 37,88 0,25 9,47 66,18 111,73 33,82 2,87

*A fracdo de permeado ndo apresentou atividade de a-amilase ou glucoamilase.

4.9 CARACTERIZACAO PARCIAL DAS AMILASES

A influéncia do pH e temperatura de reagdo enzimatica nos extratos parcialmente
purificados pode ser visualizada na Figura 10.
A temperatura e pH 6timos de atuacdo de uma enzima dependem da sua fonte de

origem. A a-amilase obtida de Bacillus laterosposrus, por exemplo, possui atuacdo 6tima em
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60°C e pH 7. Amilases provenientes de macromicetos, como Ganoderma lucidum Ganoderma
tsuage, ¢ Hericium erinaceum apresentaram pHs de atuacdo de 5,5, 4,5 e 6 ¢ temperaturas
otimas de 50, 35 e 40°C, respectivamente (DO; KIM, 1985; IRSHAD et al. 2012; DU et al.,
2013).

As amilases produzidas por C. comatus apresentaram atuagdo 6tima em 50°C e pH 5,0.
Este perfil ¢ semelhante ao reportado por Do e Kim (1985) para glucoamilases produzidas por
Ganoderma lucidum, e ¢ comum para amilases provenientes diversas espécies flingicas como
Aspergillus oryzae (DEY; BANERJEE, 2015). A caracterizagdo do extrato bruto obtido do
cultivo em meio sintético de C. comatus apresentou a mesma temperatura 6tima de atuagdo para
ambas as enzimas (PALUDO et al., 2018), mas o pH 6timo observado foi 6,0 e 6,5 para a-
amilase e glucoamilase, respectivamente. Esta diferenca pode estar relacionada a interferéncia
de algum componente do meio de cultivo, ou mesmo com o tampao utilizado (tampao acetato,

0,5M).

FIGURA 10 - INFLUENCIA DO pH E TEMPERATURA DE REACAO NAS ATIVIDADES ENZIMATICAS
DE a-AMILASE E GLUCOAMILASE PRODUZIDAS POR C. comatus (X=DESVIO-PADRAO).
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FONTE: A autora (2018)
*Letras iguais nas colunas representam valores de atividade enzimatica relativa sem diferenga significativa entre si (p > 0,05) e letras diferentes
representam valores com diferenga significativa (p < 0,05).
**Letras maiusculas indicam teste de médias para atividade relativa de a-amilase e letras mintsculas para glucoamilase.

A influéncia da presenca dos ions Ca®’, Mg?', Mn?" na atividade relativa de o-amilase
e glucoamilase pode ser observada na Figura 11.

E bem estabelecido que a presenca de diversos fons metalicos pode facilitar a interagéo
entre o sitio catalitico da enzima e seu respectivo substrato (PASIN et al. 2017). Diversos

estudos reportam que a a-amilase ¢ uma metaloenzima que contém o Ca’*' como grupo
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prostético, e que a presenca deste ion € importante para sua atividade e estabilidade (GUPTA et
al, 2003; SOUZA; MAGALHAES, 2010). No presente estudo, a adi¢io dos ions nio se mostrou
significativa na atividade de a-amilase, o que indica que a mesma ¢ uma enzima independente
do célcio. Este tipo de a-amilase é importante no processo de produgdo de xarope de frutose,
uma vez que a glicose isomerase utilizada no processo pode ser inibida pela presenga deste ion
(TONKOVA, 2006; SINGH et al, 2012; MOUNA IMEN; MAHMOUD, 2015).

Para glucoamilase, os ions Ca**, Mg?" e Mn*" exerceram efeito positivo na atividade
enzimdtica, aumentando em 9%, 25% e 68% a atividade da enzima, respectivamente. O
mangangs, principal ativador desta enzima, também foi reportado como importante ativador de
outras glucoamilases produzidas por espécies fungicas, como Aspergillus phoenicis (BENASSI
et al. 2014), Aspergillus japonicus (PASIN et al. 2017) Aspergillus brasiliensis e Rhizopus
oryzae (ALMEIDA et al., 2017).

FIGURA 11 — INFLUENCIA DA PRESENCA DE [ONS Ca*", Mg> E Mn?** NA ATIVIDADE DE o-
AMILASES E GLUCOAMILASES PRODUZIDAS POR C. comatus.
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FONTE: A autora (2018)
*Letras iguais nas colunas representam valores de atividade enzimatica relativa sem diferenga significativa entre si (p > 0,05) e letras diferentes
representam valores com diferenga significativa (p < 0,05).
**Letras maitsculas indicam teste de médias para atividade relativa de a-amilase e letras mintsculas para glucoamilase

As caracteristicas descritas para as amilases de C. comatus, como o perfil de
temperatura e pH, e sua independéncia de calcio, permitem sua aplicagdo em uma diversidade
de processos importantes na industria de alimentos, como na panificagdo ¢ a ja mencionada

produgdo de xaropes de frutose. Portanto, o bioprocesso desenvolvido neste trabalho representa
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avangos para obten¢ao de amilases de uma nova fonte microbiana. Maior detalhamento sobre
as etapas de downstream, separacdo e caracterizagao das enzimas merecem atengdo para

trabalhos futuros.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos neste estudo:

Os subprodutos de moagem do trigo estudados apresentam composicao quimica e perfil
de minerais variada, que tem influéncia significativa no perfil de producdo de enzimas
com a sua utilizacgao;

A FFM foi o melhor substrato para producao de amilases da cepa Coprinus comatus, €
os maiores resultados de atividade enzimatica para a-amilases e glucoamilases em meio
formulado com 10 g.L! deste residuo foram de 6,07 U.mL"! e 0,64 U.mL"!;

Apos testes iniciais de suplementagao, verificou-se que a adi¢ao de fontes de nitrogénio
e de sais poderia influenciar na produgio de enzimas em meio contendo 10 g.L! de
FFM;

O planejamento fatorial fracionado selecionou trés variaveis significativas na produgao
de amilases de C. comatus: concentracdo de FFM, de ureia e de K;HPOj;

O meio de cultivo otimizado, apés DCCR, é composto de 105 g.L"! de FFM, 3,761 g.L-
I'de ureia e 7,522 g.L'! de KoHPO.. A utilizagdo deste meio permitiu atingir atividade
enzimatica em 120h de cultivo de 59,4+0,56 U.mL"! e 12,652+0,09 U.mL" para a-
amilase e glucoamilase, respectivamente, o que representa um aumento de 878% e
1877% da produgdo enzimatica inicial;

Na cinética final, os resultados de atividade enzimdtica atingiram valores ainda
superiores, de 62,7 UmL"! em 136h para a-amilase e 15,20 U.mL"! em 204h para
glucoamilase;

A utilizagdo do meio formulado permite atingir alta produtividade e fatores de
conversdao e representa uma alternativa para redugdo de custos para producdo de
amilases;

As amilases produzidas apresentaram pH e temperatura 6timos de atuagdo 5,0 e 50°C.
A atividade de a-amilase ndo foi significativamente influenciada pela presenca dos ions
Ca**, Mg®" e Mn**, enquanto que a atividade de glucoamilase aumentou em 9%, 25% e
68% na presenca destes ions, respectivamente;

Conclui-se que o trabalho representa avancos na obtencdo de amilases de uma nova

fonte microbiana, utilizando subprodutos de baixo custo.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudos futuros podem ser realizados para avaliar a influéncia de parametros fisico-
quimicos do processo, e para adaptar este processo para maiores escalas de producdo em
biorreatores. A etapa de downstream merece maior aten¢do, em que podem ser aprimoradas as
etapas de recuperagdo, separagdo da fracdo de a-amilase e glucoamilase, formulagdo de
produtos enzimaticos e, por fim, podem ser verificadas as possibilidades de aplicagdao das

enzimas produzidas.
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