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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo delinear as condi¢cdes 6timas de cultivo
para producdo de amilases pelo fungo filamentoso Gongronella sp., linhagem
recentemente isolada do solo do cerrado e selecionada para producdo de amilases pelo
nosso grupo de pesquisa. Dentre os pardmetros fermentativos avaliados, o fungo
apresentou maior producdo enzimatica, cerca de 63,25 U/g, quando cultivado por 96
horas em farelo de trigo com 55% de umidade inicial a 25°C. A escassez de trabalhos
cientificos estimula a continuidade do presente estudo, visando em etapas futuras, a
descricdo das caracteristicas bioquimica deste novo biocatalizador prospectado pela
nossa equipe.

Palavras-chave: Gongronella sp; fermentacdo em estado soOlido; residuos
agroindustriais.

1. INTRODUCAO

As amilases hidrolisam moléculas de amido liberando diversos produtos, como
dextrinas, ciclodextrinas, maltose e glicose. As amilases podem ser divididas em quatro
grupos: as o-amilases que rompem as ligages no interior do substrato (endoamilases)

liberando dextrinas lineares e ramificadas, as isoamilases que atuam nas ramificacdes do
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amido (desramificantes); as -amilases que hidrolisam unidades das extremidades néo
redutoras do substrato (exoamilases) tendo como principal produto maltose e as
glucoamilases (amiloglucosidases) que também atuam nas extremidades néo-redutoras
da molécula de amido, liberando unidades de glicose (SPIER, 2005).

As enzimas amiloliticas sdo amplamente aplicadas em processos biotecnolégicos,
tais como nas industrias téxteis, papel e celulose, couro, detergentes, bebidas destiladas,
cervejas, panificacdo, cereais para alimentacdo infantil, liquefacdo e sacarificacdo do
amido (producdo de xaropes), racdo animal, industria quimica e farmacéutica
(BARATTO et al. , 2011).

Atualmente, existe uma forte tendéncia em utilizar fermentacdo em estado sélido
para producdo de enzimas industriais. Este processo de cultivo microbiano pode ser
definido como o crescimento de microrganismos em substratos solidos e poroso, na
auséncia de agua livre entre as particulas da matriz sélida. A fermentacdo em estado
solido é vantajosa, pois além de simular o habitat natural de microrganismos
(principalmente  fungos filamentosos), apresenta maior produtividade, menor
susceptibilidade & inibicdo e maior estabilidade das enzimas (RODRIGUES-ZUNIGA
etal., 2011).

Considerando a importancia biotecnoldgica das amilases microbianas e o reduzido
numero trabalhos visando a producdo de enzimas com a microbiota local, o presente
estudo teve como objetivo delinear as condicdes 6timas de cultivo, em residuos
agroindustriais, para producdo de amilases pelo fungo filamentoso Gongronella sp.,
linhagem recentemente isolada do solo do cerrado e selecionada para producdo de

amilases pelo nosso grupo de pesquisa.

2. METODOLOGIA

2.1 Microrganismo: Neste trabalho foi utilizado um fungo filamentoso mesdfilo
recentemente isolado do solo do cerrado, identificado como Gongronella sp. O isolado
foi mantido em agar Sabouraud Dextose a 5°C.

2.2 Producdo de amilases por Cultivo em Estado Solido (CES): O cultivo
microbiano ocorreu em frascos erlenmeyer de 250 mL com 5 g de substratos
umedecidos com solucdo nutriente (0,1% de sulfato de amonio, 0,1% sulfato de
magnésio hepta-hidratado e 0,1% nitrato de calcio). Apdés a inoculagdo do
microrganismo, os frascos erlenmeyer foram mantidos a 28°C. Alguns parametros

fermentativos foram avaliados visando otimizar a producdo de amilase pelo



microrganismo, dentre eles: utilizacdo de diferentes residuos como substratos, umidade
inicial do meio, temperatura e tempo de cultivo.

2.3 Determinacdo da atividade de amilase: A atividade enzimatica foi determinada
pela adicdo de 0,1 mL de enzima em 0,9 mL de tampdo acetato de sédio 0,1M, pH 5,0
contendo 1% de amido de milho (Maizena®). Apds 10 minutos de reacdo, o agucar
redutor liberado foi quantificado pelo método de DNS (3,5-acido dinitrosalisilico)
descrito por Miller em 1959. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a

quantidade de enzima necessaria para liberar 1umol de produto por minuto de reacéo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O substrato que apresentou maior potencial para producdo de amilase pelo
microrganismo foi o farelo de trigo, com uma atividade enzimatica de 35,57 Ul/g
(Tabela 1).

Tabela 1. Producdo de amilase pelo fungo Gongronella sp. em diferentes residuos
agroindustriais & 30°C com 65% de umidade no meio e 120 h de tempo de cultivo.

Substratos U/g U/ml
Palha de Milho 6,03 0,60
Sabugo de Milho 2,29 0,22
Casca de Arroz 2,71 0,27
Farelo de Soja 9,56 0,95
Farelo de Trigo 35,57 3,55

Segundo Pandey (1992) a maioria dos fungos quando submetidos a FES
apresenta uma maior producdo com farelo de trigo devido suas propriedades
nutricionais e sua textura. Castro et. al (2012) descrevem que quatro linhagens fangicas
isoladas do cerrado produziram maior quantidade de enzima em farelo de trigo, quando
comparado com a producdo em sabugo de milho. Kunamneni et al. (2005) obtiveram
uma atividade enzimatica de 534 U/g quando utilizaram farelo de trigo, na producéo de
amilase por FES, a partir do fungo Thermomyces lanuginosus, ap6s um periodo de 120h
de fermentacéo, com 90% de umidade inicial a 50°C.

A umidade 6tima para producdo de amilase pelo fungo em farelo de trigo foi a
55% apresentando cerca de 51,26 U/g (figura 1A), apés 120 horas de cultivo a 30°C. O
nivel de umidade do substrato é um dos fatores que mais influenciam o cultivo

microbiano em estado solido, podendo variar de acordo com a natureza do substrato,



tipo de produto final e necessidade do microrganismo. Um nivel de umidade muito alto
resulta na diminuicdo da porosidade, aumento no risco de contaminagéo e reducdo das
trocas gasosas. Reduzidos niveis de umidade levam a um menor grau de crescimento
em relacdo ao 6timo e baixo grau de substrato realmente utilizado (LONSANE et al.,
1985).

Diferentes temperaturas foram avaliadas para o cultivo do microrganismo em
farelo de trigo contendo 55% de umidade por 120 horas. A temperatura 6tima de
cultivo para producdo de amilase foi 25°C com 52,54 U/g (figura 1B), isso pode ser
explicado por se tratar de um microrganismo mesofilo.
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Figura 1. Producdo de amilase pelo cultivo em estado sélido do fungo Gongronella sp
em farelo de trigo. (A) umidade inicial, (B) temperatura de cultivo, (C) tempo de
cultivo.

Sato e Sudo (1999) relatam que a temperatura afeta tanto o crescimento quanto a
producdo das enzimas, sendo necessario eficiéncia na remoc¢do de calor. Bianchi et al.
(2001) complementam que devido as atividades metabdlicas dos microrganismos e
dependendo da altura da camada de substrato, uma grande quantidade de calor pode ser
produzida durante o processo fermentativo em estado solido. Como a temperatura afeta
diretamente a germinagéo dos esporos, o crescimento dos microrganismos e a formagéo

de produto, o calor produzido devera ser imediatamente dissipado para que o aumento



da temperatura ndo prejudique o processo fermentativo e o produto de interesse
(SANTANA, 2012).

A maior producdo da enzima foi obtida com 96 horas de cultivo, cerca de 63,25
U/g, utilizando os demais parametros obtidos como &timos nos ensaios anteriores
(figura 1C). O tempo de cultivo obtido (96 h) foi préximo ou menor que o descrito para
producdo de amilases por outras linhagens fangicas. Kunamneni et al. (2005) relatam
maior producdo de amilase apds 120 horas de cultivo em estado solido do fungo
Thermomyces lanuginosus em farelo de trigo. ELLAIAH et al. (2002) descrevem uma
maior producdo de amilase pelo fungo Aspergillus sp. A3 também em 120 horas de
cultivo em estado sélido.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos permitem inferir que o fungo filamentoso Gongronella sp.
apresenta potencial para producdo de amilases em meios de cultivo com reduzido valor
comercial (residuos agroindustriais) e com tempo de producdo relativamente baixo.
Estas caracteristicas sdo muito apreciaveis para reducdo do custo final destas enzimas,
favorecendo sua aplicagcdo em processos industriais. Outro aspecto importante que deve
ser ressaltado, é o reduzido nimero de trabalhos utilizando fungos pertencentes a este

género para producdo de amilases, o que incentiva a continuidade do trabalho.
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