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RESUMO

Data de Submissao: 11/03/2020

O complexo enzimatico amilolitico é de grande importancia industrial, dentre os
fungos filamentosos capazes de produzir essas enzimas estdo os do género
Aspergillus, considerados excelentes produtores e o Neurospora crassa Mutante exo-
1, hiperexpressor da glucoamilase. Esse estudo teve por objetivo purificar, imobilizar
e caracterizar amilases produzidas por esses fungos. A a-amilase produzida pelo
Aspergillus sp. apresentou purificagcao de 7,59x e 82,79% de rendimento. Aimobilizacéo
foi realizada em alginato 3,5% e cloreto de calcio 0,5M apresentando aproximadamente
40% de atividade até o quinto ciclo de reuso. Os valores de pH e temperatura 6timos,
para as enzimas livre e imobilizada, foram 4,5 e 65°C e 4,5 e 60°C, respectivamente.
Os testes de estabilidade ao pH da enzima imobilizada mantiveram valores préximos a
100%, enquanto que a livre apresentou queda de 50% da atividade em todas faixas de
pH. Na estabilidade a temperatura a enzima imobilizada manteve 100% de atividade
em 40°C. A enzima livre apresentou 100% de atividade em 40 e 55°C. A glucoamilase
produzida pelo Neurospora crassa Mutante exo-1 apresentou purificacédo de 1,75x
com 31,27% de rendimento. Para a imobilizacao foram utilizados alginato 4% e
cloreto de calcio 0,1M, mantendo 35% da atividade no sexto ciclo. Os valores de pH e
temperaturas 6timos obtidos para a enzima livre e imobilizada foram de pH5,0 e 65°C
e pH5,5 e 55°C, respectivamente. Na estabilidade ao pH a enzima livre apresentou
estabilidade em pH4,0-8,0, ja a enzima imobilizada reteve menos de 20% da atividade
em todos os pH. A enzima livre reteve aproximadamente 100% de sua atividade a 40
e 45°C, enquanto que a imobilizada reteve menos de 15% da atividade em todas as
temperaturas no teste de estabilidade a temperatura. A imobilizacdo enzimatica em
alginato pode ser promissora por ser de facil processamento e pela possibilidade de
recuperacao e reutilizacdo da enzima.

PALAVRAS-CHAVE: amilase, fungos filamentosos, imobilizagdo enzimatica
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ABSTRACT

The amylolytic enzyme complex has a great industrial importance, among the
filamentous fungi capable of producing these enzymes are those of the genus
Aspergillus, considered excellent producers and the Neurospora crassa Mutant exo-1,
glucoamylase hyperexpressor. This study aimed to purify, immobilize and characterize
amylases produced by these fungi. The a-amylase produced by Aspergillus sp.
obtained purification of 7.59 fold and 82,79% vyield. The immobilization was carried out
in alginate 3.5% and calcium chloride 0.5M presenting approximately 40% activity up
to fifth reuse cycle. The optimum pH and temperature values, for free and immobilized
enzymes, were 4.5 and 65°C and 4.5 and 60°C, respectively. The pH stability tests
of the immobilized enzyme remained close to 100% while the free form showed 50%
decrease in activity in all pH ranges. In the temperature stability the immobilized
enzyme maintained 100% activity at 40°C. The free enzyme showed 100% activity at
40 and 55°C. Glucoamylase produced by Neurospora crassa Mutant exo-1 showed
a purification of 1.75 fold and 31.27% yield. For the immobilization were used 4% of
alginate and 0.1M calcium chloride, maintaining 35% of the activity in sixth cycle. The
optimum pH and temperatures values obtained for the free and immobilized enzymes
were pH5.0 and 65°C and pH5.5 and 55°C, respectively. In pH stability test the free
enzyme demonstrated great stability at pH4.0-8.0, the immobilized enzyme retained
less than 20% of activity at all pH. The free enzyme retaining approximately 100% of
its activity at 40 and 45°C, while immobilized retained less them 15% of activity at all
temperatures in temperature stability test. Enzymatic immobilization in alginate can be
promising because it is easy to process and possibility of recovery and reuse of the
enzyme.

KEYWORDS: amylase, filamentous fungi, enzymatic immobilization.
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INTRODUCAO

Enzimas s&o proteinas de estruturas moleculares complexas, que catalisam
reagcdes quimicas, na velocidade de 10" vezes maior do que uma reacdo sem
catalisador (DALLA-VECCHIA et al, 2004), e sao classificadas de acordo com essas
reacdes em: oxidorredutases, transferases, isomerases, ligases, liases e hidrolases.
Elas sdo especificas a seus substratos e, quando em condi¢cées favoraveis de
temperatura, umidade e pH, aceleram as reag¢des quimicas, além do mais, podem ser
produzidas por varias espécies de animais, plantas, fungos, bactérias, virus e algas
(CAMPESTRINI et al, 2005; FENGXIA et al, 2008; ORLANDELLI et al, 2012).

As enzimas, como toda proteina, possuem estruturas: primaria, composta
pela sequéncia de aminoacidos; secundaria, correspondente a interacdo entre os
aminoacidos adjacentes, formando arranjos do tipo a-hélice e folha-B; terciaria, que
provoca dobramentos devido a interacdes entre aminoacidos nao sequencialmente
proximos, o que confere seu sitio ativo e atividade, e; quaternaria, corresponde a
interacdes entre cadeias polipeptidicas (ORLANDELLI et al, 2012).

Atualmente a tecnologia enzimatica € uma area da Biotecnologia em expanséo
que movimenta bilhées de dblares anualmente e ocorre em diversos setores, porém
seu inicio histérico esta datado ao final do século XIX (LINKE & BERGER, 2011). Nas
industrias as enzimas vém sendo cada vez mais utilizadas com ampla variedade de
aplicacao (MUSSATTO et al, 2007).

1.1 Fungos produtores de enzimas

InUmeras enzimas comerciais sdo produzidas a partir de fungos (Tabela 1) por
ser um processo relativamente simples, facil de controlar, energeticamente eficiente e
requer investimento de baixo custo (ORLANDELLI et al, 2012).

Introducao




Fungo produtor

Enzimas comerciais

Aspergillus aculeatus
Aspergillus melleus
Aspergillus niger

Aspergillus oryzae
Aspergillus pulverulentuns
Chaetomium erraticum
Chryphonectria parasitica
Humicola insolens
Penicilium camembertii
Penicilium citrinum
Penicilium funiculosum
Penicilium lilacinum
Penicilium roqueforti
Rhizopus delemar
Rhizopus niveus
Rhizopus oryzae
Talaromyces emersonii

B-glucanase, pectinase

protease

aminopeptidase, a-amilase, a-galactosidase, catalase, celulase,
fitase, B-glucanase, glucoamilase, hemicelulase, inulase, lipase,
pectinase, protease, xilanase

aminopeptidase, a-amilase, lactase, protease

pectinase

dextranase

protease aspartica

celulase, B-glucanase, xilanase

lipase

Irotease

pectinase, xilanase

dextranase

lipase

glucoamilase

glucoamilase, protease

aminopeptidase, glucoamilase, lipase

B-glucanase

Trichoderma reesei celulase, xilanase
Trichoderma viride celulase

Tabela 1: Enzimas comerciais obtidas a partir de fungos
Fonte: (ORLANDELLI et al, 2012).

Os fungos produzem elevados niveis de enzimas com alto potencial para
aplicacdes industriais e secretam suas enzimas diretamente no meio de producao,
sem que haja a ruptura celular. A facilidade de cultivo permite uma boa producéo em
larga escala, requerem pouco espaco e tempo de producéo, o que facilita modificagcdes
e otimizacao do processo (BANO et al, 2011; CHIMATA et al, 2011; LEE et al, 2009;
MACIEL, 2006; STROPARO et al, 2012; USTINOV et al, 2008).

Estudos indicam dois processos basicos referentes a producéo das enzimas por
fungos filamentosos, o de fermentagao submersa (SmF) e o de fermentagcdo em meio
semissolido ou estado sélido (SSF) que tem por maior caracteristica a quantidade de
agua livre, mimetizando as condi¢des naturais de adaptacao de cada microrganismo.
Apesar das vantagens econémicas e biologicas (RAMACHANDRAN et al, 2004;
RODRIGUES et al, 2017), o uso da SSF torna-se limitado devido a dificuldades
encontradas pela baixa disponibilidade de agua, como o controle da concentracéo de
substrato (POLIZELI & RAI, 2013).

A SmF utiliza um meio fermentativo onde o microrganismo se desenvolve
em condicdes controladas de pH e temperatura, com fontes de nutrientes solluveis
(aminoacidos, levedura e ions), uma fonte de carbono indutora para producéo da
enzima especifica e agua livre superior a 95%, o que facilita a recuperacdo das
enzimas extracelulares. Esse método permite o crescimento em estado estacionario
ou agitado, este aumenta a disponibilidade de oxigénio e ao substrato (ORLANDELLI
et al, 2012).
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1.2 Amido

O amido é um carboidrato armazenado na forma de grénulos semicristalinos
encontrado em sementes, raizes e fibras de plantas amplamente utilizadas na
agroindustria, como o trigo, milho, arroz, cevada, mandioca e batata (DJABALI et al,
2009). E considerado a maior fonte de energia armazenada dos vegetais, contribuindo
com 70 a 80% das calorias consumidas pelos humanos (NETO et al, 2015). Sua
composicéo é representada por dois polissacarideos (Figura 1), sendo um de
cadeia linear com ligacdes glicosidicas a-1,4, conhecido por amilose, constituido por
aproximadamente 6000 (seis mil) residuos de glicose, e outro de cadeia ramificada, na
hidroxila de C6, com ligagdes a-1,4 e a-1,6, conhecido por amilopectina, constituido
por aproximadamente 45 (quarenta e cinco) residuos de glicose em sua cadeia lateral
(CHEN et al, 2017; FERNANDES et al, 2007; FERREIRA & ROCHA, 2009; NETO et
al, 2015).

Apesar de ser constituido de amilose e amilopectina, 0 amido tem sua composicao
variavel, diferenciando apenas na quantidade de cada um dos dois polissacarideos,
20-30% de amilose e 70-80% de amilopectina. A composicdo do amido influencia
suas caracteristicas fisico-quimicas, por exemplo, um amido com maior quantidade
de amilose possui maior resisténcia a gelatinizacao e hidrolise, sendo adequado para
producao de materiais termoplasticos (CHEN et al, 2017; FERREIRA & ROCHA, 2009).
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AMILOSE

Ligagdes Glicosidicas
a-1,4

%%%%

AMILOPECTINA

Ligacdes Glicosidicas
a-14 e a-16

OH o

Figura 1. Representacao dos polissacarideos, Amilose e Amilopectina, constituintes do Amido.
Em evidéncia encontram-se as ligacdes glicosidicas a-1,4 e a-1,6. (Modificada de FERREIRA &
ROCHA, 2009)

1.3 Complexo amilolitico

As amilases séo divididas em dois grupos, as endo e as exoamilases. As
endoamilases hidrolisam no interior da molécula de amido de forma aleatéria ligagdes do
tipo a-1,4. J4 as exoamilases, séo especificas as ligacdes a-1,4 e a-1,6 (FERNANDES
et al, 2007).

O complexo amilolitico compreende varias enzimas hidrolases degradadoras do
amido, dentre as de maior importancia industrial, encontram-se as a-amilases (endo-1,
4-a-D-glucan glucanohidrolase, EC 3.2.1.1) e as glucoamilases (exo-1, 4-a-D-glucan
4-glucohidrolase, EC 3.2.1.3), que catalisam a hidrélise das liga¢des glicosidicas a-1,4
e das ligacdes a-1,4 e a-1,6 respectivamente (BANO et al, 2011; KHOO et al, 1994;
TAVANO et al, 2008).

1.3.1 a-Amilase

A hidrélise catalisada pela a-amilase converte o amido em unidades de maltose,
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maltotriose e outros oligossacarideos, uma vez que as ligagdes a-1,6 ndo sé&o
hidrolisadas (BALKAN & ERTAN, 2007; BANO et al, 2011; RAMACHANDRAN et al,
2004).

E uma das enzimas de maior importancia industrial, pois possui uma imensa
variedade de aplicagdes, sendo a producao de xarope de agucares (glicose, maltose,
maltotriose, dextrina, entre outros) a maior parte do processamento industrial do amido
(BANO et al, 2011).

Uma das maiores limitagdes da utilizacdo da a-amilase esta no fato de serem
facilmente inativadas por auto-degradacéao dependente da temperatura operacional e
tempo de estocagem (CHIMATA et al, 2011).

1.3.2 Glucoamilase

A hidrdlise referente a glucoamilase libera monémeros simples de glicose a partir
das extremidades nao redutoras do amido e maltose (KHOO et al, 1994; SPINELLI et
al, 1996; STROPARQO et al, 2012; TAVANO et al, 2008).

Vem sendo amplamente utilizada pela industria alimenticia para formacao de
xarope de glicose e frutose, e também para a producéo de bioetanol. Ganhou grande
importéancia por ser eficiente, termoestavel e devido a sua excelente caracteristica que
permite seu uso individual ou em associacao com a a-amilase (AYODEJI et al, 2017).

1.4 Utilizacao industrial das enzimas

Na industria de panificacdo a enzima a-amilase leva a produgcéao de maltose que
aumenta a maciez da massa, a xilanase promove estabilidade e as proteases alteram
a elasticidade e textura do gluten, melhorando a cor e o sabor do pao. Nos laticinios
a coagulacao do leite para a producédo de queijos & promovida pela quimosina e as
lactases e lipases também estdo presentes neste processo. As enzimas papaina,
bromelina e ficina sdo utilizadas para o amaciamento de carnes. Para a producédo de
bebidas como o vinho e a cerveja s&o utilizadas: pectinase, glucoamilase, pentosanase,
entre outras (CHIMATA et al, 2011; MUSSATTO et al, 2007).

Na industria de papel e celulose as xilanases e celulases sdo empregadas para
branqueamento da pasta de papel. Proteases sé&o adicionadas aos detergentes para
melhorar o poder de limpeza, removendo manchas de compostos proteinaceos.
As enzimas estdo presentes nas fases de fiacdo, tingimento e acabamento dos
tecidos, um exemplo é o uso das celulases em substituicao da pedra-pomes no efeito
envelhecido de jeans. A industria farmacéutica também utiliza enzimas para sintese,
processamento ou como aditivo em seus produtos finais que vai de medicamentos a
testes laboratoriais (MUSSATTO et al, 2007; ORLANDELLI et al, 2012).

Na alimentac¢ao animal, as enzimas protease, xilanase, celulase e a amilase sao
utilizadas em associacao com a intencao de aumentar a digestibilidade de ragoes,
melhorando a absorgcéo de nutrientes e assim, contribuir para a taxa de crescimento
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e para o ganho de peso animal (BARBOSA et al, 2014; BRITO et al, 2008; CARCIOFI
et al, 2012).

No processo de degradacéo de residuos agroindustriais as principais enzimas
utilizadas séo as a-amilases, xilanases, celulases e lipases, sendo as a-amilases as
de maior utilizacao industrial, responsaveis por 25% da producao mundial (AYODEJI
et al, 2017; CHIMATA et al, 2011; MURAKOSHI et al, 2012; STROPARO et al, 2012).

Dentre os fungos filamentosos com grande potencial para producdo de enzimas
amilases estédo os dos géneros Aspergillus, Rhizopus e Trichoderma. Os Aspergillus
destacam-se como excelentes produtores de metabdlitos secundarios de interesse
industrial e ambiental, dentre as espécies estdao A. oryzae (MAO et al, 2015), A. flavus,
A. niger (SALEEM & EBRAHIM, 2014) e A. nidulans (MURAKOSHI et al, 2012). As
espécies R. oligosporus e T. reesei também séo citadas como produtoras de amilase
(CAVKA & JONSSON, 2014; NASCIMENTO et al, 2014).

O fungo filamentoso Neurospora crassa Mutante exo-1 possui propriedades
promissoras atribuidas a modificacdo da sua parede celular e é conhecido pela
hiperexpressao da enzima glucoamilase (SPINELLI et al, 1996).

Para serem utilizadas pela industria as amilases necessitam de um elevado grau
de pureza, muitas vezes acima de 99%. Para isso, técnicas de purificacdo sé&o de
extrema importancia e podem ser utilizadas em associacao (FARIA, 2013).

1.5 Purificacao das enzimas extracelulares

Os métodos de purificacdo, utilizam as caracteristicas como o peso molecular,
carga superficial, hidrofobicidade e afinidade por ligantes da enzima de interesse
para distingui-las e separa-las de outras substancias insoluveis, proteinas, células do
microrganismo produtor, sais, substancias toxicas e metabdlitos indesejaveis (FARIA,
2013; LINKE & BERGER, 2011; ORLANDELLI et al, 2012).

O processo de purificagcdo tem grande importancia, pois promove a remogao
desses contaminantes, que podem causar interferéncia na performance e na
seletividade enzimatica, influenciando os ensaios experimentais de atividade e
caracterizagdo bioquimica, necessarios para a identificacdo da enzima especifica
(CAO, 2005; FARIA, 2013).

Existem varios processos para realizacdo da purificacdo de enzimas. A técnica
de salting out ocorre quando € adicionado sais, geralmente sulfato de amoénio
((NH,),SO,), pra que a enzima precipite e com a centrifugacéo seja possivel a posterior
recuperacao da mesma. A técnica de dialise consiste na utilizacdo de uma membrana
semipermeavel, imersa em solvente, que permite a passagem de pequenos solutos
por osmolaridade com a retencdo da enzima, que possui maior tamanho. Porém
0os métodos mais eficientes utilizam as colunas cromatograficas de troca idnica que
consiste em uma matriz polimérica sintéticas (resinas como DEAE-Celulose) com
grupos carregados ligados a grupos aniénicos (permutadores catidnicos) ou a grupos
catiénicos (permutadores aniénicos) separando assim as enzimas de acordo com sua
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carga elétrica. Nesse caso a variacédo do pH e da concentracéo de sais da fase mével
permite a otimizacdo da separacdo da enzima. Diferente da coluna cromatografica
de troca idnica, existe a coluna de filtracdo em gel que consiste na separacédo por
tamanho, utilizando uma matriz em gel (Sephadex e Sephacryl) que possui poros de
tamanhos definidos que permitem a passagem das proteinas de maior peso molecular
e retém as de menor peso (NELSON & COX, 2014).

1.6 Imobilizacao enzimatica

Atécnica de imobilizar consiste em confinar a enzima em suportes de forma fisica
(encapsulacao) ou por reagdes quimicas (ligacdes covalentes ou adsor¢éo) tornando
a enzima mais estavel (Figura 2).

Métodos para imobilizacéo de Enzimas

1 0 = Enzima
Encapsulacéo Ligfit;éo
N Por ligacgdo
Por Ad
Em Matriz Em Membrana i Covalente

(fisica ou idnica)

AL I
:IE I Entre membranas No Suporte Por Ilgagao cruzada
;IIF Microcapsulas macroscoplcas ifrc & Buzioan
0 0 eo suporte
0
e

Figura 2. Esquema representativo de técnicas de imobilizacdo enzimatica. (Modificada de
DALLA-VECCHIA et al, 2004)

Técnicas de imobilizacdo sao necessarias devido ao fato de as enzimas serem
sensiveis a condigcbes fisico-quimicas como pH, temperatura, solventes, fatores
biologicos, tempo de uso e estocagem. Com a reducéo da inibicdo as caracteristicas
como especificidade, seletividade, estabilidade e atividade s&do mantidas e melhoradas.
Aimobilizagdo também & empregada como forma de preservar a conformacéo nativa da
enzima e facilita a separacéo da mesma dos produtos (MATEO et al, 2007; OLIVEIRA,
2006; ORLANDELLI et al, 2012; PARIZA & COOK, 2010).

O uso da imobilizagao também € essencial para a redugéo de custos do processo
industrial, pois além de diminuir os riscos de contaminacao, também reduz a quantidade
de enzimas utilizadas, uma vez que, ap0s a reacao, as enzimas nao sao consumidas,
apenas liberam seus produtos e retornam a atividade, mantendo-se ativas apés varios
ciclos, ou seja, podem ser recuperadas e reutilizadas (CAMPESTRINI et al, 2005;
CAO, 2005; KONSOULA & LIAKOPOULOU-KYRIAKIDES, 2006; TAVANO, 2006;
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TAVANO, et al, 2013).

Varios suportes vém sendo testados nos ultimos trinta anos, dentre eles estéo
os polimeros (quitosana, agarose, poli-hidroxibutirato, entre outros), nanomateriais,
microcapsulas, hidrogéis, silicatos e outros. Uma técnica de imobilizacao ideal permite
que a enzima seja mais eficiente, quando comparada com sua forma livre, e que nao
sofra modificagao estrutural (DALLA-VECCHIA et al, 2004; DING et al, 2017).

Apesar dos inumeros estudos referentes a essas técnicas, sua aplicacéo pratica
ainda é limitada devido ao elevado custo dos suportes (RAHIM et al, 2013) e a reducéo
na atividade enzimatica apds o processo de imobilizacdo. A perda da integridade
conformacional pode ser um motivo que contribui para esse acontecimento. Outra
hipotese esta relacionada com a interacéo enzima suporte, que reduz a acessibilidade
do substrato ao sitio catalitico da enzima (DING et al, 2017), pois, segundo Cao (2005),
a expressao da atividade esta intimamente relacionada com o tamanho dos poros,
area de superficie e a acessibilidade do substrato a enzima encapsulada.

1.6.1 Imobilizacdo em alginato de sodio

O alginato é um polissacarideo aniénico presente na parede celular de algas
pardas, formado por dois mondémeros, um de (-D-Manuronila e um de a-L-Guluronila
conectados por ligagbes glicosidicas. E comercializado na forma de sal de sédio
(Figura 3) e quando em presenca de alguns cations bivalentes, como o Ca**, sofrem
o processo de gelificacdo. Por ser um produto de baixo custo, inerte, biocompativel,
biodegradavel e possuir bastante resisténcia mecéanica, é bastante utilizado pela
industria alimenticia e farmacéutica (JADHAV & SINGHAL, 2014; KIM et al, 2017).

B-D-Manuronila a-L-Guluronila

Figura 3: Estrutura quimica do Alginato de Sodio (modificado de SOUZA et al, 2008)

A imobilizacdo em alginato consiste na formag¢do de microcapsulas delimitadas
por membranas que envolvem totalmente a enzima, que sdo moléculas grandes, e
impedem seu extravasamento para o meio. Porém, moléculas pequenas, como 0
substrato conseguem se difundir através das membranas, 0 que permite o contato
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com o sitio ativo da enzima (DALLA-VECCHIA et al, 2004).

As pérolas sdo formadas através do gotejamento da solucdo de alginato com a
enzima, com o auxilio de uma agulha ou pipeta, em solucéo de ions calcio. O tamanho
das pérolas depende do calibre da agulha e da concentragcao de alginato, que, segundo
Gombotz e Wee (2012), torna-se dificil a preparacéo de concentragdes superiores a
5%. Apds o gotejamento do alginato sobre a solu¢éo de calcio, em poucos minutos as
pérolas se gelificam. Podem ser armazenadas em solug¢do de ions célcio para evitar
degradacao das pérolas.

Muitas vantagens sé&o apresentadas no uso de imobilizacdo em alginato, por
ter propriedades Unicas que permite que o trabalho seja realizado em temperatura
ambiente, sem uso de solventes organicos e permitir o controle das caracteristicas da
capsula mudando as condic¢des de gelificacdo (GOMBOTZ & WEE, 2012; KONSOULA
& LIAKOPOULOU-KYRIAKIDES, 2006).

Porém, algumas desvantagens também séo descritas segundo Jadhav e Singhal
(2014) que afirmam haver uma perda significativa de enzima (aproximadamente 30%)
na solucao durante a formacao das pérolas, o que ocasiona a diminui¢cao do rendimento
de imobilizacdo tornando sua aplicacdo economicamente inadequada. A velocidade
de difusdo do substrato pela membrana também é um fator limitante segundo Dalla-
Vecchia et al (2004).
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OBJETIVO

Purificar, imobilizar e caracterizar bioquimicamente amilases produzidas pelos
fungos Aspergillus sp. e Neurospora crassa mutante exo-1.

2.1 Objetivos especificos

+ Testar a producao de amilase em 18 linhagens flungicas (espécies de Asper-
gillus, Penicillium e Fusarium);

+ Purificar uma a-amilase selecionada a partir de 18 linhagens e uma glucoa-
milase a partir de Neurospora crassa Mutante exo-1;

+ Imobilizar as enzimas purificadas em alginato de sodio e avaliar a eficiéncia
do método;

+ Caracterizagao bioquimica (pH e temperatura 6tima, estabilidade ao pH e a
temperatura) das enzimas livre e imobilizada.
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MATERIAL E METODOS

3.1 Manutencao dos microrganismos

Foram utilizados dezoito (18) fungos isolados de: acafrdao, endofiticos de Vochysia
divergens (Cambara), Croton grandiveluse de rizomade Memora peregrinae saprofitico
de Brachiaria brizanta; sendo mantidos na Micoteca do Centro de Ciéncias Biologicas
e da Saude/CCBS/UFMS. Dentre eles estdo espécies dos géneros de Aspergillus,
Penicillium e Fusarium. Todos foram mantidos em agar BDA (Batata-Dextrose-Agar)
inclinado durante 10 dias a 30 °C. Ap0s esse periodo foram mantidos sob refrigeracao
entre 4-8 °C por até trinta dias.

O fungo Neurospora crassa Mutante exo-1, foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr.
Joao Atilio Jorge, do Laboratério de Microbiologia da FFCLRP-USP, sendo mantido
em agar Vogel (1956) inclinado durante 10 dias a 30 °C. Apds esse periodo o fungo foi
mantido sob refrigeracéo de 4-8 °C, por até trinta dias.

3.2 Producao enzimatica

Foram inoculados 1 mL de suspenséo de esporos em Erlenmeyer de 500 mL
contendo 100 mL de meio SR liquido (RIZZATTI et al, 2001) constituido de solucéo
salina 0,05 % (v/v) -(NH,H,PO, - 1 %; KH,PO, - 0,3 %; MgS0,.7H,0 - 0,24 %)-, peptona
0,02 % (p/v), extrato de levedura 0,45 % (p/v), com 1 % de amido (p/v) como fonte de
carbono, H,O g.s.p. 100 mL. Os fungos produtores de a-amilase foram mantidos sob
condicao estacionaria por 96 horas a 30 °C para obtencéo das enzimas extracelulares.
Ja o fungo N. crassa foi mantido sob condi¢do agitada por 120 horas a 30 °C, valores
determinados pela curva de crescimento.

Apdés o crescimento dos fungos, o meio contendo a enzima de interesse foi
filtrado com o auxilio de funil de Blchner e bomba a vacuo. O filtrado foi mantido em
refrigeracdo de 4-8 °C até o momento do uso.

3.3 Atividade enzimatica

Para a determinacdo da atividade enzimética as amostras foram incubadas em
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tampéo acetato de sédio 100 mM inicialmente com pH 5,5 contendo 1 % de amido
como substrato, em temperatura inicial de 50 °C. Em seguida a reacdo com acido
3,5-dinitrosalicilico (DNS) descrito por Miller (1959) foi utilizada para determinar o valor
de acgucar redutor em unidades por mililitros (U/mL), aliquotas foram retiradas nos
tempos 5 e 10 minutos de reacao. Foi utilizado glicose como padréo.

3.4 Quantificacao de proteina

Para a dosagem de proteina, foi utilizado o método segundo Lowry etal (1951) com
albumina bovina sérica (BSA) como padrao. O resultado foi expresso em miligramas
por mililitros (mg/mL)

A atividade especifica foi expressa em U/mg de proteina.

3.5 Purificacao parcial da a-amilase

A purificagcdo parcial da enzima a-amilase produzida foi realizada em coluna de
troca ibnica DEAE (5,5 cm x 2 cm). 240 mL o extrato bruto da amostra foi equilibrado
em tampéao fosfato de sdédio 500 mM com pH 7,5, para a concentragao final de 50 mM,
previamente a aplicagéo na coluna. A coluna foi equilibrada utilizando tampao fosfato
de sodio 50 mM de pH 7,5. Apds a passagem da amostra pela coluna cromatografica,
foi utilizado novamente o tampao fosfato de sédio 50 mM para retirar qualquer resquicio
de proteina ndo aderida, esse processo foi acompanhado por espectrofotometria a 280
nm (Thermo Scientific Espectrofotdmetro UV-Vis GENESYS 10S). Para o gradiente foi
utilizado cloreto de sédio 0-1 M. A amostra obtida por esse processo foi posteriormente
dialisada em agua destilada totalizando um volume final de 260 mL.

Apurificacéo parcial da glucoamilase foi realizada em precipitagdo do extrato bruto
(287 mL) com sulfato de aménio 80 %, em constante agitacéo e sob refrigeracao. Apds
duas horas, a amostra foi centrifugada a 10.000 G durante 20 minutos em centrifuga
refrigerada a 4 °C (Hermle LaborTechnik Z326K), o precipitado foi ressuspenso em 50
mL de agua destilada e dialisado em tampé&o fosfato de s6dio 50 mM com pH 7,5 para
equilibrar a amostra e, posteriormente aplicado na coluna de troca i6énica DEAE (6 cm
x 2 cm). Esse processo foi acompanhado por espectrofotometria a 280 nm.

Todas as etapas do procedimento de purificagdo foram realizadas em
temperatura controlada de 4-8 °C.

3.6 Eletroforese em condicao desnaturante

A eletroforese em condicao desnaturante foi realizada utilizando amostra
concentrada por evaporacdo a vacuo (Eppendorf Vacufuge™ Concentrator) até
concentracao final de 25 pyg de enzima, aplicada em gel de poliacrilamida-dodecil
sulfato de sbédio (SDS-PAGE), segundo Laemmli (1970), preparado a 7 %. Apés a
corrida da amostra (Bio Rad PowerPac™), o gel foi fixado em solu¢dao de metanol 50%
e acido acético 10% durante 30 minutos e corado com Azul de Coomassie overnight
para a visualizagdo da banda.
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3.7 Cromatografia em camada delgada (TLC)

Para a realizacao da cromatografia em camada delgada a enzima parcialmente
purificada do fungo N. crassa foi utilizada para a determinacdo do produto de
sua hidrolise. ApOs a reacdao conforme descrito no item 3.3, foi adicionado acido
tricloroacético (TCA) 100 % nas amostras nos tempos de 0 e 30 minutos, fervidas,
centrifugadas durante 5 minutos a 10.000 G e aplicadas a silica. Como eluente foi
utilizado Butanol/Etanol/Agua (5:3:2) sendo realizado duas eluicbes. A revelacdo da
placa foi realizada com acido sulfarico e metanol (1:9) e orcinol 0,5 % o material foi
incubado em estufa a 100 °C até a evidenciacao das bandas.

3.8 Efeito de ions

Para verificar o efeito dos ions sobre a acdo enzimatica foram utilizados os ions
Co*, Ba**, Fe**, Zn*, Mn*, NH *, Cu?*, Ca*, K* e Mg e 0 acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) em concentracdes de 1; 5; e 10 mM adicionados ao tampao acetato
de sdédio 100 mM de pH 4,5 e incubados a 65 °C. Posteriormente os resultados foram
apresentados em atividade residual (%) utilizando a amostra sem ion como controle.
Todos os testes foram realizados em duplicata.

3.9 Imobilizacao

Para a imobilizacdo da enzima utilizou-se a concentracao de 1:1 alginato de
sédio/enzima. Foi gotejado 1 mL dessa solucéo, utilizando agulha 22G, em 1 mL de
solucéo de cloreto de calcio. O procedimento foi realizado sob agitagéo, com bastéao
magnético e agitador magnético, onde permaneceu por 1 h e 30 minutos. As pérolas
ja formadas foram filtradas, com o auxilio de bomba a vacuo, e lavadas em tampéo
acetato de s6dio 50 mM em pH 4,5. Permaneceram durante 10 minutos em temperatura
ambiente para secagem.

3.9.1 Concentracao de alginato de sédio

Para determinar a concentracdo de alginato que otimizou a imobilizagao
enzimatica o p6 de alginato foi reconstituido em tampéo acetato de sddio 50 mM nas
concentracdes de 0,5-5 % (incremento de 0,5). Para esse teste foi utilizado solucao
de cloreto de caélcio 0,1 M. O resultado final foi demonstrado em atividade relativa (%).
Todos os testes foram realizados em duplicata.

3.9.2 Concentragéo de cloreto de calcio

Para determinar a melhor concentracao de cloreto de calcio para a formagao das
pérolas e otimizac&o da imobilizagdo, foram utilizadas concentra¢des de 0,1-3 M. Para
esse teste foi utilizada a concentracéo otimizada de Alginato de 3,5 %. O resultado foi
demonstrado em atividade relativa (%). Todos os testes foram realizados em duplicata.
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3.9.3 Reuso

Os testes para determinagdo de ciclos de uso da enzima imobilizada foram
realizados conforme descrito no item 3.3 com 10 minutos de reag¢do, onde as pérolas
foram filtradas e posteriormente adicionadas a um novo tampao de reacao iniciando,
assim, um novo ciclo. O resultado foi apresentado em atividade relativa (%). Todos os
testes foram realizados em duplicata.

3.10 Caracterizagdo bioquimica

3.10.1 Efeito do pH

Os testes para determinagéo do pH 6timo foram realizados com a adicéo das
enzimas livre e imobilizada em tampao Mcllvaine pH 3,0-8,0 (incremento de 0,5)
determinando a atividade enzimatica conforme descrito no item 3.3. O resultado foi
demonstrado em atividade relativa (%). Todos os testes foram realizados em duplicata.

3.10.2 Efeito da temperatura

Os testes para determinar a temperatura 6tima de atividade enzimatica foram
realizados com as enzimas livre e imobilizada incubadas na faixa de temperatura
variando de 35-70 °C (incremento de 5 °C) determinando o resultado conforme descrito
no item 3.3. O resultado foi demonstrado em atividade relativa (%). Todos os testes
foram realizados em duplicata.

3.10.3 Estabilidade ao pH

As enzimas (livre e imobilizada) foram incubadas em tampé&o Mcllvaine de pH 3,0-
8,0 (incremento de 1,0) e deixadas em refrigeracédo de 4-8 °C até o momento do uso.
As dosagens foram realizadas como descritas no item 3.3 sendo retiradas aliquotas
nos tempos 10, 30, 40 e 60 minutos. O resultado foi apresentado em atividade relativa
(%) utilizando o valor da enzima nao incubada como 100 %. Todos os testes foram
realizados em duplicata.

3.10.4 Estabilidade a temperatura

As enzimas (livre e imobilizada) foram incubadas em tampé&o Mcllvaine, no pH
6timo de cada uma e temperaturas de 40-55 °C (incremento de 5 °C) a determinacgao
da atividade enzimatica foi realizada conforme item 3.3, onde aliquotas foram retiradas
nos tempos 10, 20, 30 e 60 minutos. O resultado foi apresentado em atividade relativa
(%). Todos os testes foram realizados em duplicata.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

41 ASPERGILLUS SP.

Foram utilizados 18 fungos pertencentes aos géneros Aspergillus, Fusarium e
Penicillium. Apbs o crescimento e quantificacdo de atividade enzimatica, o melhor
produtor de amilase foi selecionado para os experimentos (Tabela 2).

Fungo AE Fungo AE
Aspergillus sp. 1 3,31 P. funiculosum 0,69
Asperdqillus sp. 2 2,96 Asperqillus sp. 6 0,67

A. fumigatus 2,47 A. oryzae 0,67
A. niger 2,41 A. japonicus 0,66

A. flavus 1,71 Aspergillus sp. 7 0,45
Aspergillus sp. 3 1,38 Aspergillus sp. 8 0,44
Penicillium sp. 1,39 Fusarium sp. 0,30
Aspergillus sp. 4 1,33 A. terreus 0,20
Aspergillus sp. 5 1,21 Aspergillus sp. 9 0,14

Tabela 2. Atividade especifica de dezoito fungos filamentosos produtores de Amilase Apds
crescimento sob condicao estacionaria durante 96h a 30 °C, os produtos das fermentacoes
submersas dos fungos foram incubados durante 30 minutos conforme item 3.3; AE: Atividade
Especifica U/mg.

O Aspergillus sp. 1 mostrou ter maior atividade especifica (3,31 U/mg),
seguido pelo Aspergillus sp. 2 (2,96 U/mg), A. fumigatus (2,47 U/mg) e A. niger (2,41
U/mg). Apesar de pertencerem ao mesmo género, os fungos Aspergillus sp. possuem
diferencas nos habitos, origem e morfologia. Segundo Murakoshi et al (2012) espécies
de Aspergillus podem induzir a produg¢ao de enzimas como a a-amilase, a glucoamilase
e a a-glucosidase quando cultivadas em meio contendo amido como fonte de carbono.
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Guimaraes et al (2006) obtiveram elevados niveis de enzima amilase a partir dos
fungos Paecilomyces variotii € Aspergillus phoenicis. Gupta et al (2003) relata o uso
de Aspergillus oryzae, A. nidulans e A. fumigatus na producéo de a-amilase. Mao et
al (2015) complementa que a espécie A. oryzae € um dos principais fungos utilizados
pela industria como produtor dessas enzimas. As espécies de A. oryzae e A. nidulans
também séo descritas como produtores de a-amilase (MURAKOSHI et al, 2012).

4.1 Purificacao parcial da a-amilase

Apo6s determinar o melhor fungo produtor de amilase, fez-se novo crescimento
sob condicbes ja padronizadas no laboratério. A enzima, produzida pela espécie de
Aspergillus sp. 1 selecionada anteriormente, foi semipurificada em coluna de troca
ibnica (DEAE), obtendo uma purificagao de 7,59 vezes e 83 % de rendimento (Tabela
3). A purificagcé@o por precipitacdo, com sulfato de amdnio, acetona e etanol, também
foi testada sem resultado satisfatério (dados nao apresentados).

Volume Unidade Proteina AE P %
(mL) Total Total (mg)
Bruta 240 4951,35 204,21 2425 1 100
DEAE-
Celulose 260 4099,10 22,27 184,10 7,59 82,79

Tabela 3. Purificacdo da Amilase de Aspergillus sp. em coluna de troca ibnica DEAE-Celulose
AE: atividade especifica; P: indice de purificagido; (%): rendimento.

Alguns estudos demonstram a precipitacdo com sulfato de aménio como uma
boa opg¢ao para purificar amilase (GUPTA et al, 2003; RAMACHANDRAN et al, 2004),
em associa¢ao com coluna cromatografica de troca ibnica DEAE-Sephadex A50, Khoo
et al (1994) obtiveram rendimento final de 70 % e purificacdo de aproximadamente 14
vezes. Uma a-amilase produzida por Aspergillus oryzae apresentou purificacéo de 7,1
vezes e rendimento de 40 % apls varias etapas, incluindo precipitacdo com acetona
e cromatografia em Sephadex G-100 e DEAE (DEY & BANERJEE, 2015). No estudo
de uma a-amilase produzida pelo Bacillus subtilis, foi obtida purificacéo de 96,3 vezes,
porém, o rendimento foi de 5,6 %, utilizando técnicas de ultrafiltracdo, precipitacao e
cromatografia (BANO et al, 2011).

4.2 Eletroforese da a-amilase parcialmente purificada

Apoés a purificacéo parcial da enzima, o gel de eletroforese SDS-PAGE realizado
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a 7 % evidenciou uma banda bem definida de peso molecular aproximado em 87kDa,
mais contaminantes de menor peso (Figura 4).
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Figura 4. Perfil eletroforético da a-amilase do Aspergillus sp. SDS-PAGE (7 %); (A) marcador
de peso molecular SigmaMarker™ High Range 36,000-200,000 Da; (B) amostra da enzima
semi-purificada 25ug; foi utilizada a coloragdo com Coomassie-Blue.

Em comparacédo, uma a-amilase parcialmente purificada, produzida pelo fungo
Asperqgillus oryzae, apresentou peso molecular de aproximadamente 68 kDa em SDS-
PAGE 12 % (RAMACHANDRAN et al, 2004), e 51,3 kDa em gel a 10 % (DEY &
BANERJEE, 2015), outra amilase produzida pelo Aspergillus flavus obteve 52,5 +
2,5 kDa (KHOO et al, 1994). Na revisdo apresentada por Sharma e Satyanarayana
(2013) as a-amilases produzidas por varias espécies de Aspergillus apresentaram
peso molecular médio de 54 kDa.
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4.3 Efeito de ions sobre a atividade amilolitica

A atividade enzimatica pode ser alterada na presenca de alguns ions, que podem
ativar ainda mais a hidrélise do substrato, ou reduzirem sua atividade, sendo de grande
importancia a determinacéo da influéncia desses ions (Tabela 4) para a utilizacéo
industrial da enzima (MORAES & SANTOS, 2013).

Atividade Residual (%) * DP

Controle 100 £ 0,54
ion 1mM 5mM 10mM
EDTA 96,88 £ 0,79 103,31 £ 0,06 98,6 £ 0,32
Mn?* 126,04 + 1,23 166,6 £ 1,5 188,78 £ 2,23
Fe2* 137,35+ 1,23 121,69 £ 0,9 113,27 £ 1,56
NH.* 110,19+1,18 121,78+0,95 128,93 £0,45
K* 108,56 + 0,62 126,49+0,15 120,51 +0,73
Ba%* 108,74 +1,76 123,86 +£0,88 117,43 £0,26
Ca? 117,16 £ 0,18 113,9 £ 1,32 117,25 £ 1,13
Co?* 102,4 £ 1,04 118,61 £0,41 109,83 £ 0,26
Mg?* 98,33 £ 0,36 116,8 £ 0,11 114,54 £ 0,23
Zn?* 112,91+0,05 107,02+1,73 105,03+1,78
Cu? 89,18 £ 0,28 67,73+0,79 16,66 + 0,18

Tabela 4: Efeito de ions sobre atividade residual da amilase A atividade residual (%) foi
determinada pelas U/mL obtida pelo método do DNS; DP: desvio padrao.

O manganés foi 0 ion que proporcionou aumento da atividade enzimatica em
aproximadamente 26 %, 66 % e 88 % quando aumentada a concentracdo em 1,5 e
10 mM, respectivamente. Em oposi¢cdo, o aumento gradual da concentracéo do ion
cobre inibiu a atividade da enzima em 11 %, 32 % e 83 %. Os outros ions mantiveram
a enzima ativada em 15 % em média. Dey e Banerjee (2015) também descreveram
inibicdo acentuada da atividade em adi¢do ao ion cobre. Ramachandran et al (2004)
obtiveram aumento da atividade enzimatica quando adicionado o ion manganés, porém
a atividade diminuiu na presenca dos ions calcio, potassio e principalmente sodio.

4.4 Imobilizacao

4.4.1 Concentragbes de alginato e cloreto de calcio

As concentracdes de alginato de sb6dio e do agente gelificante vém sendo
reportadas como de grande importancia para que se obtenha o melhor resultado na
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imobilizacao enzimatica. O cloreto de calcio reage com o sédio do alginato e provoca
a gelificacdo das pérolas, mantendo a enzima aprisionada, ou seja, imobilizada.
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Figura 5. Efeito da concentracao de alginato e cloreto de calcio na imobilizagao da enzima.
Graficos demonstrando a diferenca das concentragdes de alginato (A) e cloreto de calcio (B)
na formagédo das pérolas para imobilizagcdo enzimatica; os testes foram realizados em duplicata
com a atividade expressa em atividade relativa (%) + DP.

Como demonstrado na Figura 5 as melhores concentracdes obtidas foram
de 3,5 % de alginato de sodio (A) e 0,5 M de cloreto de célcio (B). Em alginato na
concentracao de 0,5 % nao formaram pérolas e nas concentragbes acima de 1,5 M de
cloreto de calcio a solugéo de reagcdo com DNS apresentou-se turva, inviabilizando a
leitura colorimétrica da amostra.
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Testes similares envolvendo amilases utilizaram 3% e 1 M (TALEKAR & CHAVARE,
2012), 2 % e 2 % (JADHAV & SINGHAL, 2014) para concentracbes de alginato e
cloreto de calcio, respectivamente. Raghu e Rajeshwara (2015) utilizaram 2 % de
alginato para imobilizar uma a-amilase, enquanto que Kim et al (2017) imobilizaram
lipase utilizando concentracées de 3 % de alginato e 0,2 M de cloreto de bario.

4.4.2 Reuso

A determinacao da quantidade de ciclos de reuso de uma enzima imobilizada tem
grande importancia econémica para as industrias, pois podem reduzir significativamente
a quantidade de enzima utilizada.

O reuso foi investigado realizando testes de atividade enzimatica a cada ciclo
de reacao conforme item 3.3. O Primeiro ciclo foi considerado como 100% (Figura 6).
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Figura 6: Numero de ciclos de reuso da a-amilase imobilizada; os resultados foram realizados
em duplicata e apresentados como atividade relativa (%) + DP de acordo com a quantidade de
ciclos obtidos com o reuso da enzima imobilizada.

No presente estudo, apos trés ciclos de reacdo a enzima apresentava quase 60%
de sua atividade, mantendo 40 % de atividade no quarto e quinto ciclos. Em estudos
semelhantes com imobilizacdo em alginato também foram descritas atividades de 60
% apbs o quinto ciclo de reuso de a-amilase de Bacillus licheniformis (JADHAV &
SINGAL, 2014), 50 % apos o oitavo ciclo (TALEKAR & CHAVARE, 2012), e nenhuma
perda significativa, da atividade, no quinto ciclo de reuso foi descrito por Raghu e
Rajeshwara (2015) em estudo com enzimas comerciais.

4.5 Caracterizacao bioquimica da a-amilase

4.5.1 Efeito do pH e temperatura
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Os testes de efeito do pH (3,0-8,0) e da temperatura (35-70 °C) foram realizados
com as enzimas livre e imobilizada, observando-se um aumento gradual na atividade
até pH 4,5 e temperatura de 65 °C com queda acentuada apds esses niveis ha enzima
livre. Com a enzima imobilizada o aumento foi gradual até pH 4,5 (Figura 7) e na
temperatura foi obtido pico de atividade em 60°C seguido de queda significativa da
atividade (Figura 8).
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Figura 7: Curva de pH das enzimas livre —— e imobilizada—— ; a atividade foi definida

conforme item 3.3 em duplicata e o resultado foi apresentado em atividade relativa (%) + DP
com relacgéo a variacéo do pH 3,0-8,0.
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Figura 8: Curva de temperatura das enzimas livre —— e imobilizada—— ; a atividade foi
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definida conforme item 3.3 em duplicata e o resultado foi apresentado em atividade relativa (%)
+ DP com relagéo ao aumento de temperatura de 35-70 °C.

A faixa de pH 6timo das enzimas a-amilases produzidas por fungos fica
entre valores acidos a neutro, podendo ir de 2-12 (GUPTA et al, 2003; SHARMA &
SATIANARAYANA, 2013). As a-amilases produzidas por varias espécies de Aspergillus
apresentam valores de pH e temperatura 6timos em torno de 4,0-5,0 e 40-65 °C,
respectivamente (SHARMA & SATIANARAYANA, 2013). Em estudo de uma a-amilase
produzida por A. oryzae foi obtida uma temperatura 6tima de 50 °C para enzima livre
(RAMACHANDRAN et al, 2004). Segundo Jadhav e Singhal (2014) o valor de pH
6timo foi de 5 para ambas as a-amilases, livre e imobilizada de Bacillus licheniformis,
ja os valores de temperatura 6tima foram de 50 e 60 °C, respectivamente. Os valores
de pH 7 e 50 °C para a enzima livre e pH 5,5 e 60 °C para a enzima imobilizada
foram descritos por Talekar e Chavare (2012) em estudo de imobilizacdo de a-amilase
comercial em alginato.

4.5.2 Estabilidade ao pH

Os testes de estabilidade ao pH foram realizados sob as mesmas condi¢des
para as enzimas livre (Figura 9) e imobilizada (Figura 10). O Grupo controle 100 % foi
obtido pela reacéo das enzimas (livre e imobilizada) em seus respectivos pHs 6timos.
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Figura 9: Efeito do pH na estabilidade da enzima livre de Aspergillus sp.; a atividade foi definida
conforme item 3.3 em duplicata e o resultado foi apresentado em atividade relativa (%) + DP
com relagcéo ao tempo de incubagéo (10; 30; 40 e 60 minutos) nos diferentes pH 3,0—— ; 4,0

— 50 ;6,0 —;7,0 ; 8,0 —/ da enzima livre.

Enzima imobilizada

R 100f—=—== S—— =

_g 504

T ]

Q

X 10

Q 3

'5 o

m e

3 ]

> 1

E 1 I | || ]
0 10 30 40 60

Tempo (min)

Figura 10. Efeito do pH na estabilidade da enzima imobilizada de Aspergillus sp.; a atividade foi

definida conforme item 3.3 em duplicata e o resultado foi apresentado em atividade relativa (%)

+ DP com relagé&o ao tempo de incubacéo (10; 30; 40 e 60 minutos) nos diferentes pH 3,0— ;
40—:;50 ;6,0 —;7,0 ; 8,0 —— da enzima imobilizada.

As figuras indicaram que a enzima imobilizada foi mais estavel, em comparacéo
com os resultados obtidos com a enzima livre. A enzima imobilizada manteve os valores
proximos a 100 % nos pH 4,0-8,0 em 60 minutos de incubacéo, no pH 3,0 a enzima foi
estavel até 30 minutos de incubacéo, caindo atividade para 65 % e 57 % em 40 e 60
minutos de incubacgao, respectivamente. A enzima livre apresentou queda de 50 % na
atividade ja nos primeiros dez minutos de incubac&o, mantendo 40-50 % de atividade
para todas as faixas de pH em 60 minutos de incubag¢do. Estudos mostram grande
variacao de estabilidade nas diferentes faixas de pH, segundo Gupta et al (2003) as
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a-amilases séo estaveis entre pH 4,0-11,0.

4.5.3 Estabilidade a temperatura

Os testes de estabilidade a temperatura foram realizados entre 40 e 55 °C com a
enzima livre (Figura 11) e a enzima imobilizada (Figura 12).
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Figura 11: Efeito da temperatura na estabilidade da enzima livre de Aspergillus sp.; a atividade
foi definida conforme item 3.3 em duplicata e o resultado foi apresentado em atividade relativa
(%) = DP com relacao ao tempo de incubacao (10, 20, 30 e 60 minutos) da enzima livre nas
temperaturas de 40°C—— ; 45°C ; 50°C ——; 55°C — .
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Figura 12: Efeito da temperatura na estabilidade da enzima imobilizada de Aspergillus sp.; a
atividade foi definida conforme item 3.3 em duplicata e o resultado foi apresentado em atividade
relativa (%) + DP com relagéo ao tempo de incubacgéao (10, 20, 30 e 60 minutos) da enzima
imobilizada nas temperaturas de 40°C—— ; 45°C ; 50°C ——; 55°C — .
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Os resultados demonstram que a enzima livre foi mais estavel a variagéo de
temperatura quando comparada com a enzima imobilizada. A enzima livre apresentou
100 % de atividade em 60 minutos de incubacao nas temperaturas de 40 e 55 °C, caindo
para 87 % e 70 % de atividade nas temperaturas de 50 e 45 °C, respectivamente, em
60 minutos de incubacdo. A enzima imobilizada apresentou valor préximo a 100 %
de atividade a 40 °C e 69 % a 55 °C com 60 minutos de incubacéo, porém a 45 e 50
°C a atividade chegou a 34 e 42 % de atividade respectivamente em 60 minutos de
incubacéo. Dey e Banerjee (2015) obtiveram queda na atividade enzimatica de 50 %
em 30 minutos e 85 % em 20 minutos de incubacgéo a 50 e a 60 °C respectivamente.

51 NEUROSPORA CRASSA MUTANTE EXO-1

Para determinar o tempo de cultivo e a melhor condi¢ao para producéo de amilase
foi realizada a curva de crescimento com a linhagem de Neurospora crassa mutante
exo-1, utilizando meio SR enriquecido com 1 % de amido. O cultivo foi realizado por
até 168 horas a 30 °C, sob condi¢cao estacionaria e agitada. Aliquotas foram coletadas
a cada 24 horas durante todo periodo. Os resultados demonstraram maior pico de
atividade com 120 h de crescimento estacionario e agitado, mas obteve melhor
producdo enzimatica sob condi¢do agitada a 110 rpm (Figura 13).
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Figura 13. Curva de crescimento para a producéo da enzima pelo N. crassa. O crescimento
foi observado em periodo variando de 24 a 168 horas sob condicao agitada—— e estacionaria

Resultados e Discusséao



Segundo Tavano et al (2008) o meio de cultura de Vogel foi descrito como melhor
opc¢ao para crescimento do fungo N. crassa e producéo de enzimas. Porém, a produgéo
da enzima pelo Neurospora crassa em meio SR sob as mesmas condi¢des apresentou
valores mais elevados do que com meio Vogel (resultados né&o apresentados).

5.1 Purificacao parcial da glucoamilase

Para a semipurificacdo da enzima, foram utilizadas as técnicas de precipitacao e
coluna cromatografica de troca ibnica DEAE.

Aprecipitacéo por sulfato de aménio (80 %) aumentou 22 % na atividade especifica
da enzima resultando numa purificagéo de 1,22 vezes com rendimento de 19,04 %.
ApOs aplicacdo da amostra em coluna de DEAE-celulose, a enzima apresentou uma
purificacdo de 1,75 vezes com 31,27 % de rendimento (Tabela 5), mesmo nao se
aderindo a coluna (a enzima de interesse foi eluida no tamp&o). Também foi testada
a purificagdo com a coluna CM, porém o resultado nado foi satisfatorio (dados nao

apresentados).
Volume Unidade Proteina AE P %
(mL) Total Total (mg)
Bruta 287 2820,94 200,44 14,07 1 100
Sulfato de
Aménio 51 537,03 31,26 17,18 1,22 19,04
(80%)
DEAE-
Celulose 81 882 35,84 24,61 1,75 31,27

Tabela 5. Purificacao parcial da glucoamilase

AE: atividade especifica; P: indice de purificagido; (%): rendimento.

Em estudo semelhante com a enzima glucoamilase produzida pela linhagem de
Neurospora crassa Mutante exo-1 foram utilizadas técnicas de precipitacédo com sulfato
de amoénio (60 %), colunas Sephadex G-100 e Sephacryl S-200, obtendo purificagéo
de 2,2 vezes (SPINELLI et al, 1996). Ayodeji et al (2017) purificou uma glucoamilase
produzida pela espécie Aspergillus flavus utilizando a coluna de troca iénica CM e a
de filtracao Sephadex G-100, atingindo um rendimento de 8,96 % e purificacdo de 24
vezes. Com uma glucoamilase de A. niger foram utilizados ultrafiltracdo, precipitacao
e DEAE-Sephacel atingindo purificacdo de 12,2 vezes com rendimento de 54 %
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(BAGHERI et al, 2014).

5.2 Eletroforese da glucoamilase parcialmente purificada

Apoés a purificacao parcial, a amostra foi aplicada em gel de poliacrilamida para
eletroforese em condicéo desnaturante, resultando em uma banda Unica e bem definida
(Figura 14). O peso molecular da enzima glucoamilase produzida pela linhagem de
N. crassa Mutante exo-1 ja tem sido descrito na literatura como sendo de 82 kDa
(SPINELLI et al, 1996).

Figura 14: Perfil eletroforético da glucoamilase do N. crassa. SDS-PAGE (7 %); amostra da
enzima semi-purificada 25ug; foi utilizada a coloragdo com Coomassie-Blue.

As enzimas glucoamilases possuem peso molecular que variam entre 25 e 112
kDa, dependendo de suas origens. Uma glucoamilase proveniente do fungo Aspergillus
flavus apresentou peso molecular de 65 kDa (AYODEJI et al, 2017), outra proveniente
do Aspergillus niger apresentou 62 kDa (BAGHERI et al, 2014).

5.3 Cromatografia em camada delgada (TLC)

O TLC é um teste de analise qualitativa do produto da hidrdlise enzimatica, sendo
de grande importancia na determinacao da enzima em estudo. Esse teste foi realizado
com a enzima parcialmente purificada e demonstrou a formac&o de uma unica banda
na mesma altura da banda representada pelo padréo de Glicose (Figura 15).
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Figura 15: Analise em TLC do produto de hidrélise da glucoamilase produzida por Neurospora
crassa Mutante exo-1. Padrao: glicose 5mg/mL (1). A enzima foi incubada em tampao com
amido 1%. Apo6s o tempo de reagéo aliquotas foram retiradas e analisadas em placa de silica.
Tempo zero de reagdo (2) e 30 minutos de reacao (3).

Esse resultado sugere que a enzima semipurificada se trata de uma glucoamilase,
pois esta promoveu a degradag¢ao do amido em glicose como produto apds 30 minutos
de reacao. Em estudo similar Bagheri et al (2014) apresentaram um teste de TLC com
uma unica banda de glicose, determinando que a enzima purificada também era uma
glucoamilase.

5.4 Efeito de ions sobre a atividade glucoamilolitica

A presenca de alguns ions juntamente com a enzima pode alterar sua atividade,
reduzindo ou ativando a hidrélise dos substratos. A determinacao da influéncia desses
ions sobre a atividade enzimatica é de grande valor para a utilizagao industrial dessas
enzimas (MORAES & SANTOS, 2013).
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Atividade Residual (%) * DP

Controle 100 £ 0,04
fon 1 mM 5 mM 10 mM
EDTA 97,97 £21,98 87,23+12,77 97,31+ 17,39
Mn2* 167,77 +4,67 189,86 +22,15 264,54+5,8
Fe2* 138,21+ 16,38 144,22 + 13 145,7 + 9,68
K* 122,42 + 24,82 145,92 + 28,89 155,64 + 24,41
Mg?* 117,22 + 22,68 138,69 + 11,18 145,54 + 19,55
BaZ* 120,84 + 12,76 130+ 16,46 127,86 + 24,37
Zn? 122,44 +17,2 128,31+ 8,44 108,71+ 19,63
NH.* 108 + 22,19 119,04 £+ 6,16 110,25+ 6,54
Co?* 104,62 + 12,70 103,71 +20,96 106,74 + 5,86
Ca?* 75,92 +6,49 106,29 + 16,55 99,84 + 15,12
Cu®* 125,95 + 8,7 80,62 + 9,66 24,02 + 3,28

Tabela 6: Efeito de ions sobre atividade residual da glucoamilase

A atividade residual (%) foi determinada pelas U/mL obtida pelo método do DNS; DP: desvio
padréo.

Os resultados apresentados na Tabela 6 demonstram que a enzima
glucoamilase foi ativada pelo ion cobre em 26 % quando adicionado 1 mM do
ion, porém quando aumentado em 5 e 10 mM ocasionou a inativacdo em 19 % e
76 %, respectivamente. O ion calcio inativou a enzima em 6 % em média. Ja o ion
manganés aumentou a atividade enzimética em aproximadamente 68, 90 e 165 %
quando aumentada as concentracdes do ion. Os outros ions apresentaram um ganho
de atividade em 26 % em média. Na literatura a atividade da enzima glucoamilase
exo-1 apresentou aumento de 50-60 % na presenca de 10 mM de ion manganés
(SPINELLI et al, 1996). Houve um resultado inibitério de 25, 60, 70 e 72 % na presencga
dos ions cobre, ferro, aluminio e mercurio, respectivamente, ja outros ions estudados
nao apresentaram variacao na atividade em uma glucoamilase produzida por A. niger
(BAGHERI et al, 2014).

5.5 Imobilizacao

5.5.1 Concentragbes de alginato e cloreto de calcio

Para realizar a imobilizacdo enzimatica é utilizado o cloreto de célcio que reage
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com o soOdio do alginato e provoca a gelificacdo das pérolas, mantendo a enzima
aprisionada. Por esse motivo, as concentracdes de alginato de sédio e do agente
gelificante séo de grande importéancia para garantir melhores resultados na imobilizagdo
enzimatica, como demonstrado na Figura 16.
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Figura 16: Efeito da concentracao de alginato e cloreto de calcio na imobilizagdo da enzima.

Gréficos demonstrando a diferenca das concentragdes de Alginato (A) e Cloreto de Calcio (B)

na formacéo das pérolas de imobilizacdo enzimética com relacdo a atividade relativa (%); os
testes foram realizados em duplicata com desvio padrao.

As melhores concentracdes foram de 4 % e 0,1 M de alginato e cloreto de calcio,
respectivamente. Estudos utilizando a imobilizagdo em matriz de alginato mostraram
valores variaveis dessas concentracées de acordo com a enzima, 3 % de alginato e
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0,2 M de cloreto de bario para imobilizar uma lipase de Candida rugosa (KIM et al,
2017) e 3 % de alginato e 1 M de cloreto de célcio para imobilizar uma a-amilase
comercial (TALEKAR & CHAVARE, 2012).

5.5.2 Reuso

A imobilizacao enzimatica tem como um de seus objetivos a garantia de poder
reutilizar a enzima. Por esse motivo, os testes de ciclos de uso enzimatico tém grande
importancia econémica para as industrias, pois, implica na reducao significativa da
quantidade e permite a reutilizacao da enzima.

O reuso foi investigado realizando testes de atividade enzimatica a cada ciclo de
reacao de 10 minutos conforme item 3.3. O Primeiro ciclo foi considerado 100 %.

-
o
T

Atividade Relativa (%)
S
1

ellme

Nuamero de ciclos

Figura 17: Numero de ciclos de reuso da glucoamilase imobilizada; Figura demonstrando a
atividade relativa (%) de acordo com a quantidade de ciclos obtidos com o reuso da enzima
imobilizada; os testes foram realizados em duplicata com desvio padréo.

Como demonstrado na Figura 17, a enzima apresentou retencao de 52 % de
atividade no segundo ciclo e 38 % no terceiro ciclo. Apos o terceiro ciclo de reuso
a enzima reteve 35 % de sua atividade até o sexto ciclo de reuso. Syed et al (2016)
apresentaram resultado de 49 % de atividade ap6s o oitavo ciclo de reuso de umaenzima
glucoamilase proveniente de Neurospora sitophila imobilizada em nanoparticulas de
prata.

5.6 Caracterizacao bioquimica da glucoamilase

5.6.1 Efeito do pH e temperatura

Os testes para verificar efeito do pH (variando de pH 3,0-8,0) e da temperatura
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(variando de 35-70 °C) foram realizados nas enzimas livre e imobilizada. Os resultados
demonstram um pico de atividade no pH 4,5 para a enzima livre e pH 5,5 para a enzima
imobilizada (Figura 18) e os picos da temperatura foram em 65 e 55°C para a enzima
livre e imobilizada, respectivamente (Figura 19).
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Figura 18: Curva de pH das enzimas livre — e imobilizada—— ; a atividade foi definida

conforme item 3.3 em duplicata e o resultado foi apresentado em atividade relativa (%) + DP
com relagéo a variagéo do pH 3,0-8,0.
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Figura 19: Curva de temperatura das enzimas livre —=— e imobilizada—— ; a atividade foi

definida conforme item 3.3 em duplicata e o resultado foi apresentado em atividade relativa (%)
+ DP com relagéo ao aumento de temperatura de 35-70 °C.
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Para a glucoamilase de N. crassa exo-1 livre foi determinado pH 5,4 e 60 °C como
valores 6timos de atividade (SPINELLI et al, 1996). Em estudos com glucoamilase os
resultados otimizados foram de pH 5,5 e temperatura de 50 °C para a enzima livre
(AYODEUJI et al, 2017) e, quando imobilizada em matriz de glutaraldeido, os resultados
de pH e temperaturas 6timos foram de pH 4 e 65 °C para a glucoamilase de A. niger
(TANRISEVEN & OLCER, 2008).

5.6.2 Estabilidade ao pH

Os testes de estabilidade ao pH foram realizados com as enzimas livre (Figura
20) e imobilizada (Figura 21) utilizando as mesmas condi¢des.
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Figura 20: Efeito do pH na estabilidade da enzima livre de N. crassa; a atividade foi definida

conforme item 3.3 em duplicata e o resultado foi apresentado em atividade relativa (%) + DP

com relagé@o ao tempo de incubacgéao (10; 30; 40 e 60 minutos) nos diferentes pH 3,0—— ; 4,0
——5,0 ;6,0 —;7,0 ; 8,0 —— da enzima livre.
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Figura 21: Efeito do pH na estabilidade da enzima imobilizada de N. crassa; a atividade foi
definida conforme item 3.3 em duplicata e o resultado foi apresentado em atividade relativa (%)
+ DP com relac¢do ao tempo de incubacéo (10; 30; 40 e 60 minutos) nos diferentes pH 3,0— ;

40——;50 —;6,0—;7,0 ; 8,0 —/ da enzima imobilizada.

A enzima livre mostrou ser estavel nos pH 4,0-8,0 apresentando atividade de
100-80 % em 60 minutos de incubacao, resultados semelhantes foram obtidos por
Ayodeji et al (2017) com glucoamilase de A. flavus. Em pH 3,0 a enzima apresentou
50 % de atividade entre 10-60 minutos de incubac&o. Nos tempos superiores a 40
minutos em pH 2,0-8,0 foi demonstrada grande estabilidade para glucoamilase exo-1
(SPINELLI et al, 1996).

Ja a enzima imobilizada apresentou menos de 20 % de atividade em todos os
valores de pH desde o primeiro tempo de incubacéo (10 minutos). Reteve 15 % de
atividade nos pH 5,0 e 8,0, 12 % nos pH 3,0, 4,0 e 7,0 e, 7 % de atividade em pH 6
ap6s 60 minutos de incubag¢ao. Em pH 7,0 houve queda de 60 e 85 % da atividade da
enzima imobilizada e livre, respectivamente (TANRISEVEN & OLCER, 2007).

5.6.3 Estabilidade a temperatura

Os testes de estabilidade a temperatura foram realizados entre 40 e 55 °C com a
enzima livre (Figura 22) e a enzima imobilizada (Figura 23).

Enzima livre

Atividade Relativa (%)

1 1 L

0 10 20 30 60
Tempo (min)

Figura 22: Efeito da temperatura na estabilidade da enzima livre de N. crassa; a atividade foi
definida conforme item 3.3 em duplicata e o resultado foi apresentado em atividade relativa
(%) = DP com relacao ao tempo de incubacéo (10, 20, 30 e 60 minutos) da enzima livre nas

temperaturas de 40°C—— ; 45°C —— ; 50°C ——; 55°C — .
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Figura 23: Efeito da temperatura na estabilidade da enzima imobilizada de N. crassa; a
atividade foi definida conforme item 3.3 em duplicata e o resultado foi apresentado em atividade
relativa (%) + DP com relag&o ao tempo de incubagéo (10, 20, 30 e 60 minutos) da enzima
imobilizada nas temperaturas de 40°C —— ; 45°C —— ; 50°C — ; 55°C .

A enzima livre apresentou boa estabilidade as temperaturas de 40-45 °C apds 60
minutos de incubag¢do, mantendo 100 e 95 % da atividade, respectivamente. Reteve
56 % de sua atividade a 50 °C apds 60 minutos de incubagéao e 48 % a 55 °C em
30 minutos, perdendo 98 % de atividade apds 60 minutos. Ja a enzima imobilizada
apresentou queda na atividade a partir dos 10 minutos de incubacdao em todas as
temperaturas testadas, mantendo 15, 12, 8 e 4,5 % de sua atividade a 50, 45, 40 e 55
°C, respectivamente ap6s 60 minutos de incubacgao.

No estudo da glucoamilase de Aspergillus flavus os resultados da estabilidade a
temperatura da enzima livre foram decrescentes nas temperaturas superiores a 50 °C.
Em 30 e 40 °C a enzima apresentou grande estabilidade até 140 minutos de incubacgao
(AYODEJI et al, 2017). Tanriseven e Olger (2008) também apresentaram resultados
inferiores de estabilidade quando comparado a enzima de A. niger imobilizada com a
livre, obtendo 20 e 60% de atividade, respectivamente, na temperatura de 80 °C.

Os valores reduzidos de atividade nos testes de estabilidade para a enzima
imobilizada podem ser explicados pelo fato de haver o extravasamento da enzima
durante o processo de fabricacao das pérolas de alginato. Jadhav e Singhal (2014)
aprimoraram seus resultados utilizando um polimero de carboidrato, o pululano,
complexado a enzima previamente a imobilizacdo, aumentando os valores de
estabilidade de 38 para 62 % de atividade em pH 3,0 e de 45 para 67 % em pH 10,0,
quando comparados as pérolas simples com as pérolas complexadas.

Rahim et al (2013) aprimorou seus ciclos de reuso ap6s a adicao de Caulinita, um
argilomineral composto por aluminio hidratado, no momento da produc¢ao das pérolas,
0 que permitiu 0 aprisionamento mais eficaz da enzima aumentando a atividade de 30
para 50 % apds o sétimo ciclo de reuso, quando comparado as pérolas simples com
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as pérolas complexadas.
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CONCLUSAO

A caracterizagdo de ambas enzimas permitiu um estudo comparativo entre elas

em suas formas livre e imobilizada, como demonstrado na Tabela 7.

pH otimo
Temperatura otima
Estabilidade ao pH

Estabilidade a
temperatura

Reuso

a-amilase Glucoamilase
Aspergillus sp. Neurospora crassa
Livre Imobilizada Livre Imobilizada
4,5 4,5 4.5 5,5
65 °C 60 °C 65 °C 55 °C
100 % 50 % 100 % <20 %
pH4,0-8,0| pH4,0-8,0 pH 6,0 pH 6,0
100 % 70 % 56 % 15 %
55 °C 65 °C 50 °C 50 °C
Hi#H 40 % HitH 35 %
Seciclo 9¢ciclo

Tabela 7: Comparagao entre as enzimas a-amilase e glucoamilase, livre e imobilizada

A enzima a-amilase produzida pelo Aspergillus sp. foi semipurificada com apenas

um método cromatografico seguido de imobilizacdo em matriz de alginato de soédio.

Essa apresentou atividade semelhantes em seus pHs e temperaturas 6timas em ambas

as formas, porém, a estabilidade ao pH da a-amilase imobilizada apresentou metade

da atividade quando comparado a sua forma livre. J& na estabilidade a temperatura as

formas livre e imobilizada mantiveram atividade semelhante.
A enzima glucoamilase do fungo N. crassa Mutante exo-1 foi semipurificada
utilizando duas técnicas. Também foi imobilizada em matriz de alginato de sodio e

apresentou uma pequena variacao em seu pH e temperatura 6tima de atividade quando

comparada a sua forma livre. Porém, a imobilizagdo dessa enzima n&o garantiu maior

estabilidade as variacdes de pH e temperatura.
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A técnica de imobilizacdo se mostrou eficaz quanto ao reuso, permitiu a
recuperacdo da enzima a-amilase com 40% de sua atividade no quinto ciclo e da
glucoamilase com 35% de sua atividade também no quinto ciclo. Sendo assim, a
técnica de imobilizacdo em matriz de baixo custo, de facil manipulagéo e apresentando
possibilidade de reutilizacdo enzimatica torna-se adequada para aplicagdes industriais.
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