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APRESENTACAO

Temos o prazer de apresentar o segundo volume da obra “Pesquisa cientifica
e tecnolégica em microbiologia”, contendo trabalhos e pesquisas desenvolvidas em
diversos locais do pais que apresentam analises de processos bioldgicos embasados
em células microbianas ou estudos cientificos na fundamentacdo de atividades
microbianas com capacidade de interferir nos processos de saude/doenca.

Conforme destacamos no primeiro volume, a microbiologia € um vasto campo
que inclui o estudo dos seres vivos microscoOpicos nos seus mais vaiados aspectos
como morfologia, estrutura, fisiologia, reproducéo, genética, taxonomia, interagcdo com
outros organismos e com o ambiente além de aplicagbes biotecnolégicas. Como uma
ciéncia basica a microbiologia utiliza células microbianas para analisar os processos
fundamentais da vida, e como ciéncia aplicada ela é praticamente a linha de frente
de avancos importantes na medicina, agricultura e na industria. Os microrganismos
sdo encontrados em praticamente todos os lugares, e hoje possuimos ferramentas
cada vez mais eficientes e acuradas que nos permitem investigar e inferir as possiveis
enfermidades relacionadas aos agentes como bactérias, virus, fungos e protozoarios.

O potencial desta obra é enorme para futuras novas discussoes, haja vista que
enfrentamos a questdo da resisténcia dos microrganismos a drogas, identificagcdo de
viroses emergentes, ou reemergentes, desenvolvimento de vacinas e principalmente
a potencializagcdo do desenvolvimento tecnoldégico no estudo e aplicagdes de
microrganismos de interesse.

Portanto apresentamos aqui temas ligados a pesquisa e tecnologia microbiana
sdo com a proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e
todos aqueles que de alguma forma se interessam pela saude em seus aspectos
microbiolégicos. Parabenizamos a todos os envolvidos que de alguma forma
contribuiram em cada capitulo e cada discussdao, com destaque principal a Atena
Editora que tem valorizado a disseminacdao do conhecimento obtido nas pesquisas
microbiolégicas.

Assim desejo a todos uma étima leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 12

PADRONIZAQAQ DO CULTIVO DO Aspergillus sp. M2.3
PARA PRODUCAO DE AMILASE E CARACTERIZACAO

Data de aceite: 10/12/2019

Izabela Nascimento Silva

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha
e Mucuri campus JK, Instituto de Ciéncia e
Tecnologia, Diamantina-MG.

Tarcisio Michael Ferreira Soares de Oliveira
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha
e Mucuri campus JK, Instituto de Ciéncia e
Tecnologia, Diamantina-MG.

Alice Gomes Miranda

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha
e Mucuri campus JK, Programa de Pés-
Graduacao em Biocombustiveis, Diamantina-MG.

Barbhara Mota Marinho

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha
e Mucuri campus Janauba, Instituto de
Engenharia, Ciéncia e Tecnologia, Janauba-MG.

Vivian Machado Benassi

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha
e Mucuri campus JK, Instituto de Ciéncia e
Tecnologia, Diamantina-MG.

RESUMO: O uso de enzimas em processos
industriaisdeve serprecedido, necessariamente,
do estudo do micro-organismo para obtencao
de uma maior producdo enzimatica. O objetivo
desse trabalho foi identificar linhagens fungicas,
coletadas e isoladas na cidade de Janauba, no
Norte de Minas Gerais, que produzam enzimas
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BIOQUIMICA DA ENZIMA

amiloliticas, posteriormente,
condicbes de cultivo do fungo selecionado
para uma maior producdo enzimatica, bem
como caracterizar bioquimicamente a enzima.
A partir da colecédo de culturas do laboratorio
foram selecionadas quatro linhagens de
fungos filamentosos identificados como M1.5,
Aspergillus sp. M1.6, Aspergillus sp. M2.3 e
Aspergillus sp. M2.4, para a determinagdo do
potencial amilolitico de cada uma delas. Apos
os testes, o fungo considerado promissor
foi o Aspergillus sp. M2.3, que apresentou
maior atividade amilolitica em meio de cultura
submerso CP, com sua prépria solugéo de sais,
durante dez dias de cultivo, a 30°C, de forma
estacionaria, tendo como fonte de nitrogénio
o extrato de levedura acrescido de peptona,
e o amido como a melhor fonte de carbono.
Observando que a temperatura étima da reacao
foi de 70 °C no pH 4,5, assim como, verificou-se
um tempo de meia-vida de até 60 minutos a 50
°C, mantendo a atividade alta na faixa de pH 4,5
até 7,0 em um tempo superior a 120 minutos.
Vale citar que, a enzima hidrolisou distintos
substratos, em especial, amido soltvel e amido
de milho. Conclui-se, entdo, que o trabalho
possui grande relevancia cientifica, uma vez
que o fungo escolhido, Aspergillus sp. M2.3,
possui uma atividade amilolitica significativa e
apresentou caracteristicas de relevéncia para a
aplicacéo industrial.

padronizar as
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PALAVRAS-CHAVE: Enzima, Micro-organismo, Amilase, Aspergillus

11 INTRODUCAO

Com o aumento da preocupacédo em relacdo ao meio ambiente, vem sendo
cada vez mais importante a utilizacdo de insumos renovaveis e a substituicdo dos
diversos processos quimicos por processos biotecnolégicos com maior eficiéncia nas
atividades produtivas. Dessa forma, as industrias passaram a utilizar tecnologias de
biotransformacéo e biocatélise levando ao desenvolvimento de novos processos, e
gerando produtos de melhor qualidade com um menor consumo energético e menor
impacto ambiental (POLITZER; BON, 2006).

Com isso, tem-se as enzimas sobressaindo aos catalisadores quimicos por
apresentarem diversas vantagens, dentre elas, um menor consumo de energia, menor
custo com maquinas, uma maior velocidade de reacdo e uma maior especificidade,
além de serem bioconservadoras por minimizar a poluicédo e reduzir a quantidade de
residuos (CRUZ et al., 2011).

As enzimas sao produzidas por todos os seres vivos, no entanto, a maioria das
enzimas utilizadas nas industrias sdo originadas dos micro-organismos, em especial
a partir de fungos filamentosos. Isso porque, as enzimas produzidas por eles séo de
facil extracédo, além da vantagem de uma grande produg¢ao enzimatica em um curto
periodo de tempo (BENASSI et. al, 2012).

A enzima que apresenta um maior interesse biotecnologico dentre todas ja
comercializadas e produzidas, sdo as que catalisam o amido, as amilases. Esse
maior interesse por tal enzima, ocorre devido a sua aplicacdo em variadas areas, por
exemplo, nas industrias de fermentacao, couro, téxteis, alimenticia, papel e celulose e
racao animal, entre outros (POLIZELI; SILVA, 2014).

Diante do exposto, 0 estudo dos fungos filamentosos para a producao e otimizacao
de enzimas de importancia industrial tem grande importancia para o crescimento
desta area no Brasil. Dessa forma, o presente estudo objetivou selecionar um fungo
filamentoso potencial produtor de amilases, otimizar os parametros fisico-quimicos do
cultivo do mesmo, e realizar a caracterizacao bioquimica das amilases.

2 | MATERIAL E METODOS

Os testes desse trabalho foram realizados no Laboratério de biologia do Instituto
de Engenharia, Ciéncia e Tecnologia (IECT), da Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM) campus Janauba, Minas Gerais, Brasil. Os micro-
organismos foram cadastrados no Sistema Nacional de Gestao do Patriménio Genético
e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), numero A64AD93.

Pesquisa Cientifica e Tecnologica em Microbiologia 2 Capitulo 12




2.1 Micro-organismo em estudo

Otrabalho foi desenvolvido, inicialmente, com os fungos filamentosos identificados
como M1.5 e Aspergillus sp. M1.6, ambos isolados da casca de arvore; bem como 0s
micro-organismos Aspergillus sp. M2.3 e Aspergillus sp. M2.4 isolados da casca de
um fruto, na cidade de Janauba, no norte de Minas Gerais, Brasil (SOUSA, 2017).

2.2 Manutencao da cepa

As cepas foram mantidas no laboratério em meio de cultura sélido de aveia
conforme Emerson (1941). Aléem disso, a manutencéo do fungo foi feita em silica gel
de acordo com Michelin (2009).

2.3 Inéculo

Suspenderam-se as culturas dos fungos filamentosos em 10 mL de agua destilada
esterilizada, e um volume de 1 mL da suspenséo de esporos (0,828.107 conidios/mL)
foi inoculada em frascos de Erlenmeyer de 125 mL, contendo 25 mL de meio de cultura
submerso. Os meios foram mantidos em estufa bacterioldégica, de forma estatica, a 30
°C.

2.4 Obtencao da massa micelial e do extrato enzimatico

A massa micelial foi obtida apds separacao do meio de cultivo através de filtracéo
a vacuo. Os filtrados contendo as enzimas brutas extracelulares foram submetidos a
medicao do pH, volume do extrato, e atividade amilolitica.

2.5 Dosagem da atividade amilolitica por determinacao de acucares redutores

Adeterminagéo da atividade enzimatica foi realizada utilizando-se como substrato
o amido Dindmica® na concentracédo de 1 % (m/v) em tampao acetato de sddio 100
mM, pH 5,0. A determinagao ocorreu através da formagcao dos acuUcares redutores
durante a incubag¢ao da enzima com o amido, utilizando-se o acido 3’,5’-dinitrosalicilico
(DNS) (MILLER, 1959), sendo as leituras realizadas a 540 nm em espectrofotdmetro
Fento®. O método foi previamente padronizado por uma curva padréao de glicose (0,1
a 1,0 mg/mL), sendo a unidade de atividade (U.mL-1) definida como a quantidade de
enzima que hidrolisou um pymol de substrato por minuto por mL, nas condi¢des de
ensaio. A atividade total (U totais) = ymol/mL x volume do filtrado.

2.6 Selecao do micro-organismo produtor de amilase

Para a escolha do fungo filamentoso para estudo, os quatro micro-organismos
foram inoculados em meio de cultura submerso CP (PEIXOTO et al., 2003), previamente
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esterilizado, sendo as culturas mantidas em estufa bacteriologica, a 30 °C, de forma
estacionaria, durante cinco dias.

2.7 Determinacao do meio de cultura submerso para a producao amilolitica

Diferentes meios de cultura submersos foram analisados para a producéo
amilolitica pelos fungos Aspergillus sp. M2.3 e Aspergillus sp. M2.4, sendo esses: Meio
CP (PEIXOTO et al., 2003), Meio SR sem NH4H2PO4 (RIZZATTI et al., 2001), Meio
Czapeck sem NaNO3 e a concentracdo de KH2PO4 30 % a menos que a concentracéo
original (WISEMAN, 1975), bem como um meio de cultura proposto pela autora do
trabalho, denominado de Meio INS composto por extrato de levedura 0,1 g; fonte de
carbono 1 g; e solugcédo de sais 5 mL (KH2PO4 13 g, MgSO4 3,62 g, ZnCI2 0,07 g,
FeClI3 0,66 g, CuSO4 0,0062 g para 1000 mL de agua destilada) para cada 100 mL de
cultivo. O crescimento ocorreu em estufa bacteriol6gica, durante cinco dias, a 30 °C.

2.8 Efeito da solucao de sais do meio de cultura e do tempo de crescimento do
fungo na producao enzimatica

O teste do efeito de diferentes solu¢des de sais do meio de cultura submerso CP
foi realizado utilizando-se as solugdes: (1) sais do proprio meio CP, (2) sais Wesson
Cinética® acrescido dos sais do meio CP e (3) sais Wesson Cinética® 0,05 % (m/v).
Os meios foram mantidos em estufa bacteriol6gica, a 30 °C, por sete dias, sendo
retirados a cada 24 horas.

2.9 Analise do efeito de fontes de nitrogénio na producao amilolitica

Neste experimento utilizou-se 0 meio CP com a propria solugdo de sais do meio,
sendo analisadas trés diferentes fontes de nitrogénio: (1) 0,8 % (m/v) de extrato de
levedura, (2) 0,8 % (m/v) de peptona e (3) 0,04 % (m/v) de extrato de levedura acrescido
de 0,04 % (m/v) de peptona. Os meios foram mantidos em estufa bacteriologica, a 30
°C, por dez dias.

2.10 Efeito da fonte de carbono do meio de cultura para producao de amilases

O fungo foi cultivado em meio CP com a prépria solugéo de sais do meio, e 0,04
% (m/v) de extrato de levedura + 0,04 % (m/v) de peptona como fonte de nitrogénio.
Analisando-se dez distintas fontes de carbono: amido Dindmica®, amido de milho
Maizena®, farinha de linhaca marrom Fito alimentos®, leite em p6 CAMPONESA®,
farinha de rosca, farinha de chia Fito alimentos®, farinha de trigo integral, farelo de
aveia Fito alimentos®, farelo de trigo e palha de cana-de-agucar in natura. Os meios
foram mantidos em estufa bacteriolégica, a 30 °C, por dez dias.

2.11 Determinacao do efeito da temperatura e do pH na atividade enzimatica

As condi¢des ideais de pH e temperatura no ensaio enzimatico foram avaliadas
determinando a atividade da amilase em diferentes temperaturas que variaram de 40
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°C a 70 °C, com intervalos de 5 °C, utilizando os tampdes acetato de sédio 100 mM
para os pH 4,5; 5,0 e 5,5; e fosfato de sédio 100 mM para os pH 6,0, 6,5 € 7,0.

2.12 Estabilidade da enzima a diferentes temperaturas e pH

A estabilidade a temperatura foi avaliada através da incubacédo da enzima por
30, 60, 90 e 120 minutos, na auséncia de substrato, nas temperaturas de 50 °C a 70
°C, com intervalo de 5 °C. Posteriormente, a atividade enzimatica de cada amostra foi
determinada nas condi¢des ideais de pH e temperatura.

A estabilidade da enzima ao pH foi avaliada a partir da incubagdo do extrato
enzimatico em tampéao acetato de sédio 100 mM para os pH 4,5; 5,0 e 5,5 e fosfato de
sédio 100 mM para os pH 6,0; 6,5 e 7,0; durante 30, 60, 90 e 120 minutos, na auséncia
de substrato, em banho de gelo. Em seguida foi feita a determinacdo da atividade
enzimatica das amostras em tampao fosfato de sédio 200 mM nas condi¢cdes ideais
de pH e temperatura.

2.13 Analise da hidrolise de diferentes substratos

A determinacéo da atividade amilolitica frente diferentes substratos foi realizada
utilizando-se os seguintes compostos: amido Dinadmica®, sacarose, amido de milho
Maizena®, farinha de linhagca marrom Fito alimentos®, leite em pdé Camponesa®,
farinha de chia Fito alimentos®, farinha de trigo integral, farelo de aveia Fito alimentos®,
farelo de trigo e palha de cana-de-agucar, todos na concentracéo de 1 % (m/v) em
tampao acetato de s6dio 100 mM pH 4,5 a 70 °C.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Screening de fungos filamentosos produtores de amilase

Em estudos realizados por Sousa (2017) foi verificado que as linhagens M1.5,
Aspergillus sp. M1.6, Aspergillus sp. M2.3 e Aspergillus sp. M2.4 tratam-se de fungos
filamentosos potenciais produtores de amilases. Dessa forma, os mesmos foram
cultivados em meio de cultura submerso CP (PEIXOTO et al., 2003), durante cinco
dias, e verificou-se que os fungos identificados como M2.3 e M2.4 apresentaram maior
atividade amilolitica, sendo esta de 174,860 U totais e 47,040 U totais, respectivamente,
assim como, os fungos M1.5 e M1.6 apresentaram atividades inferiores, sendo o fungo
M1.5 o fungo que apresentou menor atividade enzimatica, quase 12 vezes menor que
a atividade do M 2.3.

Os fungos filamentosos sao micro-organismos com grande potencial de producéo
enzimatica para aplicacdo industrial, por secretarem enzimas ao meio externo
para hidrolise de polimeros a pequenos mondmeros, 0s quais sao absorvidos pela
membrana plasmatica do organismo. Devido a tal forma de nutricdo tem-se um facil
acesso as enzimas (TREVISAN, 2004; DEACON, 2006).
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A partir dos resultados da avaliacdo da atividade amilolitica das cepas
selecionadas, os fungos filamentosos M 2.3 e M 2.4 foram cultivados em diferentes
meios de cultura para escolha e padronizacdo do micro-organismo a ser estudado.

3.2 Determinacao do meio de cultura submerso para a producao amilolitica
pelos fungos Aspergillus sp. M2.3 e Aspergillus sp. M2.4

Os fungos filamentosos Aspergillus sp. M2.3 e Aspergillus sp. M2.4 foram
cultivados em quatro distintos meios e conforme os resultados obtidos percebeu-se
qgue o melhor meio para produg¢ao amilolitica pelo Aspergillus sp. M2.3 foi o meio CP
apresentando uma atividade de 175,370 U totais, sendo essa atividade 55 % maior
quando comparado com o meio SR modificado. Enquanto que, quando comparada
com a atividade amilolitica extracelular obtida com o crescimento desse fungo nos
meios Czapeck e Khanna modificados, verificou-se uma atividade no meio CP superior
de 98,5 % (Figura 1).

Em relacéo a producéo amilolitica pelo fungo Aspergillus sp. M2.4, verificou-se
gue o0 meio submerso SR e o0 meio CP mostraram-se promissores para producéo de
amilase, obtendo uma atividade de 44,086 U totais e 44,723 U totais, respectivamente.
Entretanto, a enzima produzida pelo fungo no meio INS foi de 5,304 U totais, sendo
essa cerca de 12 % quando comparada ao meio CP, e 0 meio Czapeck ndo induziu a
producao enzimatica (Figura 1).
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Figura 1- Determinagé@o do meio de cultura para producéo amilolitica pelos fungos Aspergillus
sp. M2.3 e Aspergillus sp. M2.4.

O crescimento do micro-organismo em laboratorio € realizado em meio de cultura,
podendo ser simples ou complexo, mas com o principal objetivo de fornecer ao micro-
organismo fonte de carbono, fontes de nitrogénio, agua e ions inorganicos essenciais,
que tem a funcgéo de nutrir o micro-organismo, fazendo com que ele se desenvolva em
tal meio aumentando ou diminuindo sua produc¢ao enzimatica (BORZANI et al., 2001).
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3.3 Determinacao do tempo de crescimento e da solucao de sais do meio de
cultura para producao enzimatica

Observou-se que o0 melhor meio para a producao amilolitica pelo Aspergillus sp.
M2.3 foi o0 meio CP com sais do proprio meio, o qual apresentou uma atividade de
252,870 U totais no sétimo dia de cultivo, cerca de 56,3 % maior que o observado no
meio CP acrescido de sais Wesson, e cerca de 86,6 % maior que o meio CP sem sais
com sais Wesson (Figura 2).

Para o desenvolvimento do fungo s6 a presenca das fontes de carbono e
nitrogénio, geralmente, ndo séo suficientes, sendo necessario acrescentar outros
elementos como compostos inorganicos, por exemplo, os ions enxofre, fosforo,
magnésio e potassio, que é de grande valia para um bom desenvolvimento microbiano
em pequenas quantidades (BORZANI et al., 2001).

Pressupondo-se que o fungo pode obter uma atividade amilolitica maior apés o
sétimo dia, cultivou o Aspergillus sp. M2.3 durante dez dias e verificou-se que a atividade
da enzima quando o micro-organismo permaneceu sete dias a 30 °C correspondeu a
64 % da atividade do décimo dia (395,100 U totais), nas mesmas condi¢des (Figura 2).
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Figura 2- Determinagéo do tempo de cultivo do Aspergillus sp. M2.3 em meio submerso CP
com sais do proprio meio para producao amilolitica.

Resultados obtidos por Pasin e colaboradores (2014), mostraram que o
Aspergillus japonicus obteve sua maior atividade amilolitica no quarto dia de cultivo,
resultados discordantes dos obtidos em nosso estudo; caracterizando uma variagcéo
de tempo de crescimento de fungos e producéo enzimatica dependendo do organismo.

Segundo Garcia (2013), o tempo de crescimento do fungo é de grande importéancia
para a producéo enzimatica, caso 0 micro-organismo seja submetido a um cultivo muito
prolongado pode ocorrer 0 esgotamento de nutrientes o que néo é favoravel para o
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desenvolvimento do mesmo, da mesma forma, se o fungo for mantido em um periodo
muito curto a producéo enzimatica pode ndo chegar ao seu valor maximo, visto que o
fungo ainda esteja em uma fase de adaptagao as condi¢des do meio cultivado.

3.4 Determinacao da fonte de nitrogénio do meio de cultura para a producao
enzimatica

A presenca do nitrogénio no desenvolvimento de um micro-organismo é
importante, por ser constituinte, por exemplo, de aminoacidos, acidos nucléicos, e
por possuir uma fungcéo reparadora na célula. Para possibilitar uma maior producéo
enzimatica pelo fungo, a presenca de no minimo uma fonte de nitrogénio faz-se
necessaria, tanto, para os meios naturais quanto para sintéticos (FREITAS, 2014).

Dentre as fontes de nitrogénio testadas, o extrato de levedura associado a
peptona sobressaiu-se como a fonte indutora de producao amilolitica, obtendo uma
atividade de 649,810 U totais, 39 % maior que o extrato de levedura e 11 % maior que
a peptona. Vale citar que, o micro-organismo nao necessita de fonte de nitrogénio para
producédo enzimatica, contudo, a atividade da amilase em meio contendo essa fonte
chega a ser 6 vezes maior (Figura 3).

Dentre os estudos realizados por Saleem e Ebrahim (2014), a melhor fonte
de nitrogénio para os fungos A. niger e R. stolonifer foi sulfato de aménia, diferente
de Erdal e Taskin (2010) que obtiveram a peptona como melhor fonte de nitrogénio
para uma melhor producdo amilolitica pelo Penicillium expansum. No entanto, os
resultados para o A. japonicus obtidos por Pasin e colaboradores (2014), mostraram
que a producao de amilase ndao apresentou efeito significativo com o acréscimo de
uma fonte de nitrogénio.
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Figura 3- Analise da producao amilolitica pelo fungo Aspergillus sp. M2.3 utilizando-se distintas
fontes de nitrogénio no meio submerso CP.

Atividade amilclitica (U totais)

Pesquisa Cientifica e Tecnoldgica em Microbiologia 2 Capitulo 12




3.5 Producao de amilase por Aspergillus sp. M2.3 utilizando-se distintas fontes
de carbono

Pode—se observar que a fonte de carbono de maior inducdo da atividade
amilolitica tratou-se do amido soluvel, sendo ela 18 % maior que a farinha de rosca, e
59 % superior a farinha de trigo integral. Assim como, verificou-se uma baixa atividade
da amilase quando o fungo foi cultivado em meio contendo palha de cana-de-acgucar
(15,839 U totais) e farinha de chia (78,151 U totais) (Figura 4).
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Figura 4- Analise da producao amilolitica pelo fungo Aspergillus sp. M2.3 utilizando-se distintas
fontes de carbono.

Vale citar que, o amido também foi determinado como melhor fonte de carbono
por Saleem e Ebrahim (2014) para os micro-organismos A. niger e R. stolonifer,
assim como verificou-se por Chimatta et al. (2010) e por Gupta et al. (2008) para os
respectivos fungos, Aspergillus MKO7 e A. niger.

3.4 Determinacao do efeito da temperatura e do pH na atividade amilolitica
produzida pelo Aspergillus sp. M2.3

Verificou-se que para cada pH houve uma temperatura onde a atividade da
enzima foi maior, assim como, observou-se que com o0 aumento do pH a atividade da
enzima decaiu, independente da temperatura analisada. Por fim, constatou-se uma
maior atividade amilolitica a 70 °C a um pH de 4,5 (Figura 5).
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Figura 5- Efeito da temperatura e do pH na atividade enzimatica.

3.5 Estabilidade da enzima a diferentes temperaturas e pH

A amilase produzida pelo Aspergillus sp. M 2.3 apresentou elevada estabilidade
a 50 °C, com tempo de meia-vida que ultrapassou 120 minutos, entretanto, em
temperaturas superiores a essa, o0 tempo de a meia-vida foi bem menor (Figura 6).
Assim como, observou-se uma estabilidade ao pH consideravel em todos o pHs
analisados. Entretanto, a faixa onde a enzima se mostrou mais estavel foi em pH 4,5
apresentando pouca variacao na atividade a partir dos 60 minutos de reacé&o, em pH
5,0 a atividade da enzima no decorrer do tempo variou em média 13 %, bem como, nos
demais pH 4,5; 5,5 e 7,0 no tempo de 120 minutos apresentaram, respectivamente,
uma variagéo na atividade de 29,11 %, 24,04 % e 30,8 % em relagao ao pH 5,0.
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Figura 6- Estabilidade da amilase produzida pelo fungo Aspergillus sp. M2.3 a diferentes
temperaturas.
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3.6 Determinacao da atividade amilolitica frente diferentes substratos

Observou-se que na presenca do amido soluvel a atividade enzimatica foi de
1868,82 U totais, entretanto, na presenca do amido de milho a enzima apresentou
uma maior atividade, sendo essa de 2627,09 U totais (Tabela 1). Vale citar que, a
enzima hidrolisou os distintos substratos analisados, com excecao de Chia e palha de
cana-de-acgucar (Tabela 1), resultado esse esperado devido a composi¢cao de ambos

0s materiais.
Substratos Atividade (U totais)

Amido solavel 1868,82
Amido de milho 2627,09
Chia 0
Farelo de aveia 59,58
Farelo de trigo 205,63
Farinha de trigo integral 203,29
Leite em po 144,87
Linhaca 75,36
Palha de cana-de-agucar 0
Sacarose 21,03

Tabela 1- Hidrélise de distintos substratos utilizando-se a amilase produzida pelo Aspergillus sp.
M2.3.

41 CONCLUSAO

O presente trabalho analisou a producéo de amilases a partir de quatro fungos
filamentosos: M1.5, Aspergillus sp. M1.6, Aspergillus sp. M2.3 e Aspergillus sp. M2.4,
destacando-se os micro-organismos M2.3 e M2.4.

Apés a analise de diferentes meios de cultura, verificou-se que o produtor de
maiores niveis amiloliticos foi o Aspergillus sp. M2.3 em meio submerso CP com sua
composicéo de sais, tendo como fonte de nitrogénio o extrato de levedura juntamente
com a peptona e o amido soluvel como fonte de carbono, durante dez dias de cultivo,
a 30 °C, de forma estacionaria em estufa bacterioldgica.

As amilases sintetizadas pelo Aspergillus sp. M 2.3 apresentaram elevada
estabilidade em diferentes pHs e temperaturas, além apresentarem uma alta atividade
amilolitica em elevada temperatura (70°C), o que permite concluir que essas enzimas
s&o de grande interesse para area industrial.
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