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APRESENTACAO

A obra “A producdo do Conhecimento nas Ciéncias Biologicas’ consiste de uma
série de livros de publicacédo da Atena Editora. Com 21 capitulos o volume | apresenta
uma visado holistica e integrada da grande area das Ciéncias Biologicas, com produgao
de conhecimento que vai de biologia molecular a biologia da conservagdo. Assim,
0os conhecimentos apresentados nos capitulos permeiam distintas tematicas dessa
area, como: biotecnologia, semicondutores, avaliacdo fisico-quimica, controle de
proliferacdes, atividade celulolitica, diversidade e taxonomia, jogos didaticos e ensino
de biologia, educacéo ambiental, saude e qualidade de vida e restauragcéo ecoldgica.

Essa amplitude de conhecimento &€ bem inerente as Ciéncias Biologicas, afinal,
sdo tais ciéncias (biologia geral, genética, botanica, zoologia, ecologia, morfologia,
fisiologia, bioquimica, biofisica, farmacologia, imunologia, microbiologia e parasitologia)
que buscam entender as interacées dos/entre diferentes seres vivos e também com
0 ambiente em que vivem, identificando os padrées de comportamento de cada um
deles em relacé&o as mais variadas condigcbes ambientais e atividades antropicas.

Recentemente o renomado pesquisador Dr. Leandro Juen fez uma afirmativa
extremamente coerente e condizente com a real situa¢do da ciéncia no mundo: “nossa
capacidade de gerar conhecimento é bem menor do que a velocidade da alteragdo e da
degradacdo ambiental’ e, em consequéncia disso, muitas espécies e formas eficazes
de ensino serdo perdidas até mesmo antes do conhecimento de suas existéncias/
funcbes pela ciéncia. Essa assertiva nos faz pensar o quanto ndo somente a ciéncia
aplicada, mas também a bésica, s&do fundamentais para amenizarmos essa situacao.
E “a produgao do conhecimento nas Ciéncias Bioldgicas” traz ciéncia: da basica a/e/ou
aplicada. Assim, inspirado em um artigo de Courchamp et al. (2015), convidamos todos
a refletirem sobre a importancia que a ciéncia basica exerce na “base” da producao de
conhecimento, ou seja, estudos basicos sao fundamentais para entendermos 0 nosso
complexo mundo bioldgico.

Mesmo que historicamente o financiamento para pesquisas basicas tenha sido
em niveis inferiores aos de outras grandes categorias de pesquisa, arrisco dizer que,
possivelmente poucas pesquisas na edicao desse livro tiveram grande financiamento,
mas que, no entanto, os 21 capitulos do livro trazem pautas de grande relevancia (na
area de Ciéncias Biologicas) para toda comunidade académico-cientifica e sociedade
civil, auxiliando na promog¢é&o de uma ciéncia basica e/ou aplicada de qualidade, e no
estabelecimento de uma base técnica, cientifica e educacional acessivel a todos os
segmentos e atores envolvidos na area ambiental, como forma de subsidiar acbes de
politicas publicas, administrativas, educacionais e de conservacao de maneira geral.

Por fim, convidamos todos os leitores a mergulharem no misto de boas informacdes
que o livro traz, e que, 0 mesmo possa atuar como um veiculo adequado para difundir
e ampliar o conhecimento em Ciéncias Bioldgicas, com base nos resultados aqui
dispostos. Ademais, esperamos que 0s mesmos resultados sejam fontes inspiradoras



para que jovens estudantes/pesquisadores(as) continuem descobrindo, criando,
aperfeicoando e contribuindo na geragcdo de novas tecnologias e conhecimento
em Ciéncias Biolégicas, proporcionando uma ampliacdo das agdes cientificas e
educacionais realizadas em prol de uma causa maior “o equilibro entre homem e
meio ambiente”. Considerem nesse momento “meio ambiente” como um termo amplo,
maleavel e multifacetado, que envolve ndo somente as esferas “bioldgica” e “fisica”,
mas também o componente antropico (sociedade - economia, cultura, dentre outros) e
todas as dinamicas das relacdes que se estabelecem em todas essas esferas.
A todos(as), uma excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
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CAPITULO 2

AVALIACAO DA PRODUGCAO DE AMILASES POR

Joyce Elise de Campos Pinto
Universidade Federal de ltajuba- UNIFEI

Itajuba - MG

Sabrina Marques Rios

Universidade Federal de Itajuba- UNIFEI
Itajuba - MG

Marcelo Chuei Matsudo
Universidade Federal de Itajub4- UNIFEI
Itajuba - MG

RESUMO: Aspergillus awamori €& um
microrganismo empregado na producédo de
enzimas como amiloglucosidase, alfa-amilase e
protease. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
producao de a-amilase e amiloglucosidase por
Aspergillus awamori, 10C 4142, em diferentes
meios por fermentacédo submersa (FSm) e em
estado sélido (FES). Foram utilizados diferentes
substratos: fécula de mandioca, farinha de
milho, e biomassa da cianobactéria Arthrospira
platensis. Nos ensaios realizados para atividade
enzimatica de a-amilase néo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os meios
estudados. Para produgao de amiloglucosidase,
porém, foi possivel observar que as melhores
condi¢cdes para producdo foram em meio em
FES, com fécula de mandioca como substrato
e bagaco de cana-de-agucar como suporte,
apresentando atividade enzimatica de 4,957
U.mL' e FSm, com farinha de milho como

A Producéo do Conhecimento nas Ciéncias Bioldgicas

Aspergillus awamori 10C 4142

substrato e suplementacédo de sais Khanna
[20x], com atividade de 5,890 U.mL".
PALAVRAS-CHAVE: Biocombustivel,
Microalga, Aspergillus awamori, a-Amilase,
Amiloglucosidase.
ABSTRACT: Aspergillus awamori is a
microorganism used in the production of
enzymes such as amyloglucosidase, alpha-
amylase, and protease. The objective of
this study was to evaluate the production of
a-amylase and amyloglucosidase by Aspergillus
awamori, |10C 4142, in different culture media
by submerged fermentation (SF) and solid state
fermentation (SSF). Different substrates were
used: manioc starch, corn flour, and biomass
of the cyanobacterium Arthrospira platensis.
In the assays performed for a-amylase activity,
there was no statistically significant difference
between the culture media studied. For
amyloglucosidase production, however, it was
possible to observe that the best conditions
for production were in SSF media, with manioc
starch as substrate and sugarcane bagasse as
support, presenting enzymatic activity of 4.957
U.mL", and SF, with corn flour as substrate and
Khanna salt supplementation [20x], with activity
of 5,890 U. mL"".

KEYWORDS: Biofuel, Microalgae, Aspergillus

awamori, a-Amylase, Amyloglucosidase.
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11 INTRODUCAO

As enzimas apresentam trés caracteristicas em comum: sdo proteinas, sdo
catalisadores e possuem seletividade nos diversos substratos (DAMODARAM et
al., 2010). De maneira geral, a especificidade enzimatica permite que cada enzima
possua um substrato especifico, como por exemplo as amilases, que sdo enzimas
responsaveis pela quebra do amido atuando nas ligacdes glicosidicas presentes nas
cadeias de amilose e amilopectina (SOARES et al., 2010).

Das vaérias diversas enzimas que sao produzidas, as amilases sdo amplamente
estudadas devido a importancia da hidrolise do amido para aplica¢cdées nas industrias
alimenticias, téxtil e de papel (Gupta et al. 2003; Pandey et al. 2005).

Pandey et al (2005) definem a-amilase como sendo uma enzima capaz de
quebrar as ligagdes a (1,4) de polissacarideos que contém trés ou mais unidades de
D-glucose em unido a-1,4. A amiloglucosidase, conhecida também como glucoamilase,
€ uma exoenzima que catalisa a reacao de hidrélise das ligagdes a-1,4 e a-1,6 das
extremidades nao redutoras do amido, convertendo-o em glicose (NATARAJAN 1996).

O Aspergillus awamori € um microrganismo amplamente utilizado industrialmente
para a producéo de enzimas como amiloglucosidase, alfa-amilase e protease, podendo
excretar mais de 20 g.L' de amiloglucosidase. Cita-se como vantagem também
gue esse microrganismo € considerado seguro, nao tdéxico e ndo patogénico para a
fabricacdo de produtos alimenticios destinados ao consumo humano (CUl et al., 1998).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a producao de a-amilase e amiloglucosidase
por Aspergillus awamorilOC 4142 em meios com diferentes substratos. Essa producgéo
de enzimas amiloliticas faz parte de um projeto para avaliar a hidrélise de biomassa de
microrganismos fotossintetizantes, como a cianobactéria Arthrospira platensis, para
producdo de biocombustivel de terceira geracéo.

21 METODOLOGIA
Micro-organismo

Aspergillus awamori (I0C 4142), fungo filamentoso, foi cedido gentilmente pela
Fundacéo Oswaldo Cruz ( FIOCRUZ), na forma liofilizada.

Reativacao de Lio6filos

Adicionou-se 0,5 ml de agua purificada estéril no interior da ampola que continha
os fungos na forma liofilizada. Para reidratacdo a ampola foi levemente agitada e,
em seguida, deixada em repouso por 30 minutos, antes da transferéncia para o meio
de cultura. Os sedimentos foram ressuspendidos sendo homogeneizados. E entéo a
suspensao foi transferida para as placas contendo o meio de cultura.

A Producéo do Conhecimento nas Ciéncias Bioldgicas Capitulo 2




Preparo de inéculo de Aspergillus awamori

O fungo cresceu por 7 dias em placas de petri contendo meio malte-agar 2% (29
de extrato de malte e 2g de agar em 100 ml de 4gua destilada).

Fermentacao em estado sélido (FES)

O processo fermentativo em estado solido ocorreu em frascos de Erlenmeyer de
250 ml, tendo bagaco de cana-de-ag¢ucar como suporte. Para tanto, o bagaco de cana-
de-aglcar foi submerso em agua quente, seco em estufa e moido em processador
domeéstico (SPIER, 2005).

Os frascos de Erlenmeyer foram compostos seguindo Spier (2005): adicionou-se
5 g de substrato, 2,5 g de bagaco de cana-de-agucar (proporcéo 2 de substrato: 1 de
suporte), 0,5 g de NaNOS3, 1,5 de solugéo salina e 100 mL de 4gua destilada.

Dois substratos foram testados: fécula de mandioca (marca Amafil) e biomassa
da cianobactéria Arthrospira platensis, seca e pulverizada.

A solugéo salina é composta por: 0,4 g/L de ZnSO, 7H,0, 2,5 g/L de MgSO,, 1,5
g/L KH2PO, e 1000 ml. Os meios foram inoculados com 4 discos de micélio do fungo
Aspergillus awamori crescido em meio malte-agar 2%. Adicionalmente, testou-se a
adi¢éo de 0,259 de CaCO,. O pH inicial foi ajustado para 4,0.

A fermentacéo foi incubada a 30° C por 60 horas. Ao final da fermentacao, as
enzimas foram recuperadas adicionando-se 50 ml de agua destilada ao meio FES,
essa solucéo foi filtrada para remogao dos sélidos obtendo-se um extrato claro. O
extrato obtido foi centrifugado a 3000 rpm durante 15 minutos e o0 sobrenadante foi
utilizado para se determinar a atividade enzimatica.

Fermentacao submersa (FSm)

Os processos fermentativos em meio liquido ocorreram em frascos de Erlenmeyer
de 250 ml. Empregou-se meio conforme Khanna et al. (1995): 0,1 g de extrato de
levedura, 1 g de farinha de milho (marca usada: ki-flor), 5 ml de solugdo de sais de
Khanna [20x] em 100mL de &gua destilada.

A solucédo de sais de Khanna [20x] € composta por: 2g de NH4NOS, 1,3g de
KH,PO,, 0,0362g de MgSO,.7H,0O, 0,098g de KCl, 0,007g de ZnSO,.H,0, 0,0138g de
MnSO,.H,0, 0,0066g de Fe,(SO,),.6H,0, 0,0062g de CuSO,.5H,0 em 100 ml de agua
destilada.

Testou-setambém a substituicao de farinha de milho por biomassa da cianobactéria
Arthrospira platensis.

Os meios foram inoculados com 4 discos micélio do fungo Aspergillus awamori
crescido em meio malte-agar 2% por 7 dias.

As fermentacdes ocorreram durante 72 horas, temperatura de 40° C e pH inicial
de 6,5. Ao final da fermentacéo, as enzimas foram recuperadas centrifugando-se o
meio obtido na FSm a 3000 rpm durante 15 minutos e o sobrenadante foi utilizado para

se determinar a atividade enzimatica.
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Medida da atividade a-amilase

A atividade da a-amilase foi medida seguindo o método citado por Spier (2005):
0,2 ml do sobrenadante contendo enzima foi misturada a 1,6 ml de uma solugéao
de amido de mandioca soluvel de concentracdo 10 g/l, em tampéo fosfato (pH 6,5)
(SAUCEDO-CASTANEDA et al, 1992). A incubacéo foi conduzida a 40°C por: 0, 10, 20
e 30 min. ApoOs os tempos de incubacéo, as reagcdes foram interrompidas pela adicéo
de 0,2 ml de NaOH 1M.

A determinacdo do amido consumido € inferida pela quantificacdo do amido
remanente por meio de um método colorimétrico que se baseia na coloracdo azul
desenvolvida quando ha a formac¢do do complexo amido-iodo (SOCCOL, 1992). 0,3
ml da solugcdo composta por solu¢cao de amido e enzima é misturada com 7,2 ml de
solucéo iodo-iodeto para leitura de absorbancia em comprimento de onda de 620 nm.
Uma reta padréao foi elaborada correlacionando absorbancia e concentragéo de amido
(Spier, 2006). Uma unidade (U) de a-amilase é definida como a quantidade de enzima
capaz de hidrolisar 10 mg de amido em 30 minutos (PANDEY et al, 2005).

Medida da atividade de amiloglucosidase

A atividade de amiloglucosidase € determinada através da liberacdo de agcucares
redutores, pela reagcdo com o acido 3,5 dinitrosalicilico, dosados pelo método DNS
(MILLER, 1959) . Uma unidade de amiloglucosidase é definida como a quantidade de
enzima capaz de liberar 1 umol de agucar redutor, expresso como glicose, por minuto
(ALAZARD & RAIMBAULT, 1981).

Analise Estatistica

Os ensaios de cultivos e anélises foram realizados em duplicata para tratamento
dos dados por analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, a fim de verificar a
existéncia de diferencgas significativas entre as variaveis estudadas, ao nivel de 95%
de confiancga (p=<0,05), utilizando o software Minitab 17.

3| RESULTADOS

MEIO a - amilase (U/ml) Amiloglucosidase(U/ml)
1 FES' 4755 +0,721 A 4,957 +0,663 A
2 FES com CaCO, 6,489 +1,372 A 1,467 +=0,1011 B
3 FES com biomassa 3226 +1,72 A 0,5535 +0,0969 B
4 FES com biomassa e CaCO, 4,535 +0,721 A 0,2735 +0,0502 B
5 2FSm 4,815+0,000 A 5,890 +0,834 A
6 FSm com biomassa 6,998 +0,0170 A 1,527 +0,341 B

Tabela 1 — Atividades Enziméticas (U/ml)
'FES: Fermentac&o em estado sélido
2FSm: Fermentagédo submersa
AB Parametros que ndo compartilham letra, em uma mesma coluna, séo significativamente
diferentes de acordo com o teste de Tukey (P>0,05)

Fonte: autor
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Para a-amilase todos os meios apresentam resultado positivo, ndo ha
diferenca estatisticamente significativa entre os meios estudados. Para produgéo
de amiloglucosidase, porém, foi possivel observar que as melhores condi¢des para
producao foram em meio em FES, com fécula de mandioca como substrato e bagaco
de cana-de-acucar como suporte, apresentando atividade enzimatica de 4,957 U/mL"
e FSm, com farinha de milho como substrato e suplementagcao de sais Khanna [20x],
com atividade de 5,890 U/mL".

4 | DISCUSSAO

Com a analise estatistica (ANOVA) verificou-se que ndo houve influéncia
estatisticamente significativa dos diferentes meios sobre a producédo de a-amilase (p
> 0,05 ), o que indica que qualquer uma das condicdes poderiam ser adotadas para
a producao dessa enzima, especificamente. Entretanto no caso de amiloglucosidase,
verificou-se que as diferentes condicbes experimentais (tipos de meio) influenciaram
significativamente a producdo desta enzima (p<0,001). Pelo teste de Tukey, pode-
se verificar que FES e FSm apresentam as melhores condi¢cbes. Verificou-se que
a substituicdo dos substratos tradicionais (fécula de mandioca ou farinha de milho)
por biomassa da cianobactéria Arthrospira platensis nao apresentou resultados
satisfatorios para producdo de amiloglucosidase. Por isso, ensaios futuros seréo
realizados testando-se uma pulverizacdo mais rigorosa da biomassa ou mesmo um
pré-tratamento, como hidrolise, para melhor disponibilizacdo do substrato no meio de
cultivo para o fungo.

Spier (2005) utiliza Aspergillus niger para producdo de enzimas amiloliticas, e
utiliza como substrato fécula de mandioca, bagago-de-cana, KNO, e solugéo salina
suplementada com biotina. O autor obteve, em meio FES, para a -amilase uma
atividade 47,4685 U.ml", e em meio FES com CaCOQ, obteve atividade de 11,0321
U.ml". Para a amiloglucosidase em meio FES obteve atividade de 73,327 U.ml" e de
18,351 U.ml" para FES com CaCQO..

Ja Santos et al. (2012) utiliza residuos agroindustriais, batata e cenoura, para
producao de amiloglucosidase por Aspergillus awamori , em fermentacao a 30 °C por
72 h, sem agitagcao com pH inicial de 4,2. Nos ensaios com residuo do processamento
de cenoura, o melhor resultado de atividade enzimatica obtido foi de 65,98 U.mL™", e
nos ensaios com meios contendo 50% do residuo de cenoura e 50% de residuo de
batata, o melhor resultado foi 55,8 U.mL"'. Nos ensaios realizados com o residuo
do processamento de batata, a atividade enzimatica obtida foi de 141,38 U mL"
apresentando valores maiores que nos demais ensaios.

Apesar de, no presente trabalho, as atividades enziméticas (tabela 1) obtidas nos
diferentes cultivos serem inferiores aos obtidos por Spier (2005) e Santos et al. (2012),
os resultados indicam a viabilidade do emprego de Aspergillus niger na producao de
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enzimas amiloliticas. Essas enzimas serdo avaliadas quanto ao potencial para hidroli-
se de biomassa de microrganismos fotossintetizantes (cianobactéria e microalga) para
obtencéo de agucares fermentesciveis que podem ser empregados para obtencéao de
bioetanol de terceira geragao.

51 CONCLUSAO

O fungo filamentoso Aspergillus awamori é viavel para a producéo de a-amilase
e amiloglucosidase que, podendo futuramente serem empregados na hidrélise de
biomassa de microrganismos fotossintetizantes, para obtencéo de bioetanol de terceira
geracgao.

N&o houve diferenga estatisticamente significativa dos meios empregados para a
producaode a-amilase neste trabalho. No entanto, paraaproduc¢éo de amiloglucosidase,
observaram-se melhores resultados com o emprego de fermentacédo em estado sélido
com fécula de mandioca como substrato e bagaco de cana-de-agucar como suporte, e
fermentacao submersa com farinha de trigo como substrato e suplementacéo de sais
Khanna [20x].

A substituicdo de substrato tradicional pela biomassa de Arthrospira platensis
ndo apresentou resultado satisfatorio para producédo de amiloglucosidase. Portanto,
pré-tratamentos (hidrélise, por exemplo) ou pulverizacdo mais rigorosa da biomassa
serao adotados para futuros ensaios.
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