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RESUMO

Micro-organismos, principalmente fungos, sdao amplamente utilizados para a
producdo de enzimas aplicadas em industrias, diminuindo custos e aumentando a
rapidez e qualidade final dos produtos. As amilases sdo enzimas com potencial de
hidrolisar as ligacdes glicosidicas do amido, e apresentam uma vasta gama de
aplicagfes, tais como nas industrias de papel, detergente, alimenticia e farmacéutica.
Paralelamente aos estudos com enzimas, a bioprospeccdo tem sido alvo de
incontestavel interesse industrial, pois viabiliza tecnologias alternativas, permitem a
reutilizacdo de residuos, minimizam os custos, além de contribuir para aquisicdo de
produtos de qualidade. O objetivo deste estudo foi realizar a bioprospeccéo de fungos
produtores de amilase de interesse industrial em lodo ativado residual obtido de uma
indastria de celulose. O lodo ativado residual foi coletado ap6s o processo de
tratamento continuo dos residuos acido e alcalino formados durante as etapas de
branqueamento da celulose. Deste material, foram isolados em meio de cultura Agar
Sabouraud com Cloranfenicol (SDA+C), diferentes linhagens de micro-organismos, que
pelas caracteristicas macroscépicas, microscopicas e de crescimento, possivelmente
sdo fungos filamentosos e leveduriformes. A obtencdo do indculo para a producéo
enzimatica foi dada através do cultivo destes fungos em meio SDA+C e apéds a
incubacdo as células foram contadas em camara de Neubauer para a obtengdo da
concentracdo de 10’ células/mL, utilizada em todas as producdes enzimaticas. A
producéo de amilase foi realizada em agitador orbital com controle de temperatura, em
Erlenmeyers de 200 mL com um volume total de 50 mL de meio de cultura previamente
descrito na literatura. A determinagdo de proteinas foi realizada pelo método de
Bradford e a quantificacdo da atividade enzimética pelo método de DNS (acido 3,5-
dinitrosalicilico), utilizando amido solivel como substrato. A bioprospec¢do em lodo
ativado residual foi efetiva, pois foi possivel isolar 5 fungos capazes de produzir
amilase, apresentando valores de atividade especifica de linhagem 1: 238 U/mg,
linhagem 2: 1008 U/mg, linhagem 3: 325,5 U/mg, linhagem 4: 1586 U/mg e linhagem 5:
1145 U/mg, sendo que, considerando este dado, a linhagem fungica 4 foi o produtor de
amilase mais eficiente.

Palavras-chave: Bioprospeccao de fungos. Amilase. Lodo ativado.



ABSTRACT

Microorganisms, especially fungi, are widely used for the production of enzyme
applied in industries, reducing costs and increasing the speed and quality of end
products. Amylases are enzymes with the potential to hydrolyze glycosidic linkages of
starch, and exhibit a wide range of applications such as in paper, detergent, food and
pharmaceutical industries. In parallel to the studies with enzymes, bioprospecting has
undergone undeniable industrial interest because it enables alternative technologies,
allow reuse of waste, minimize costs, and contribute to the acquisition of quality
products. The aim of this study was to conduct bioprospecting fungus amylase
producers of industrial interest in waste activated sludge obtained from a pulp industry.
The waste activated sludge process was collected after the continuous treatment of acid
and alkaline residues formed during the pulp bleaching stages. Of this material were
isolated in culture medium Sabouraud Agar with Chloramphenicol (SDA+C), different
strains of micro-organisms which by macroscopic features are possibly yeast and
filamentous fungal. For obtaining the inoculum the enzyme production was given by
cultivating the microorganisms among SDA+C and after incubation the cells were
counted in a Neubauer chamber for obtaining the concentration 10 cell/mL, the enzyme
used in all production. The amylase production was performed in an orbital shaker with
temperature control, in 200 mL Erlenmeyer flasks with a total volume of 50 mL of culture
medium previously described in the literature. The protein determination was performed
by the Bradford method and quantification of enzymatic activity by DNS method (3,5-
dinitrosalicilico) using soluble starch as a substrate. The bioprospecting in sludge
activated was effective since it was observed that five fungi were isolated and all were
capable of producing amylase, with values of specific activity lineage 1: 238 U/mg, 2
lineage: 1008 U/mg , lineage 3: 325.5 U/mg, lineage 4: 1586 U/mg and lineage 5: 1145
U/mg, the fungi 4 it is a producer more efficiently amylase.

Keywords: Bioprospecting of fungal. Amylase. Activated sludge.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento sustentavel é um grande desafio para a humanidade e os
processos biotecnolégicos que empregam recursos renovaveis vém contribuindo com
essa questdo, uma vez que, permitem a obtencdo e desenvolvimento de produtos
inovadores, com alta qualidade, reduzindo, em muitos casos, o acumulo de residuos
considerados toxicos ao meio ambiente (LOPES et al., 2005; GOGATE; KABADI, 2009).

Micro-organismos séo utilizados para a obtencdo de produtos de interesse a
saude humana e ao meio ambiente nos mais variados setores industriais. A diversidade
apresentada por estes micro-organismos permite a observacdo de inumeras
caracteristicas metabdlicas que levam a infinitas possibilidades de aplicacdo (DEMIAN
e ADRIA et al., 2008; FERRER et al., 2009). Produtos de origem microbiana ja geraram
nos EUA cerca US$ 100 bilhdes no setor industrial (DEMIAN e ADRIA et al., 2008).
Dentre esses produtos destacam-se as enzimas, que podem ser obtidas a partir de
diferentes micro-organismos, como os fungos filamentosos, que sao considerados bons
produtores (SAID; PIETRO, 2004; TREICHEL et al., 2010).

Enzimas sdo proteinas que possuem atividade catalitica, ou seja, aceleram a
velocidade de reagBes quimicas. Devido aos problemas com o meio ambiente, muitos
processos quimicos em diferentes industrias estdo sendo substituidos por enzimas e
atualmente essas sdo empregadas em diferentes setores como terapéutico, remogao
de diferentes residuos, industria téxtil, kits diagnosticos, industria farmacéutica e de
alimentos, industria de detergentes, petréleo, industria celulose dentre outras. Para
atuarem corretamente precisam de condi¢cdes especificas como concentracdo de
substrato, temperatura e pH 6timos. A principal vantagem do emprego de enzimas se
deve a alta especificidade dessas em relacdo a seus substratos, gerando
eficientemente seus produtos (BARREDO, 2005; SAID; PIETRO, 2004; TREICHEL et
al., 2010).

Amilases sdo enzimas capazes de hidrolisar as liga¢des glicosidicas do amido e
séo divididas em alfa-amilases (EC 3.2.1.1) e beta-amilases (EC 3.2.1.2), dependendo
da ligacdo onde atuam nos substratos. Podem ser obtidas a partir de plantas, animais e
micro-organismos, como bactérias e fungos (PANDEY et al., 2005; RAJAGOPALAN ;
KRISHNAN, 2008).
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O processo de bioprospeccdo que € definido como a exploracdo da
biodiversidade, para a descoberta de novos recursos, micro-organismos, compostos
bioativos, proteinas e produtos para uso comercial, tem contribuido para a identificacéo
de novos géneros de fungos isolados do meio ambiente, com grande capacidade
metabdlica. A rica biodiversidade brasileira favorece os processos de bioprospeccéo,
uma vez que, os solos séo repletos de micro-organismos, muitas vezes, usados em
pesquisas, para a producdo de recursos naturais, na industria, e ainda para a
descoberta de novas enzimas microbianas, alimentos, cosméticos, inseticidas e
defensivos. Neste contexto, verifica-se a importancia de estudos de bioprospeccgéo para
a exploracdo de recursos genéticos e bioquimicos que podem contribuir para o
desenvolvimento sustentavel do Brasil (LOPES et al., 2005).

O tratamento biolégico de residuos industriais ocorre principalmente
empregando-se lodos ativados, que no Brasil sdo, geralmente, fornecidos pela CETESB
(Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental). Sabe-se que o lodo ativado, em
sua maior parte, é formado por uma populagdo mista de bactérias e fungos, que por
meio de processos fermentativos aerdbios sdo capazes de degradar substancias
toxicas antes do descarte desses residuos em aguas fluviais. Apés esses processos um
lodo ativado residual é gerado, existindo duas possibilidades de descarte final, o uso
como biofertilizante, ou a incineragdo (BEWICK, 1980), o que gera aumento de custos
de fabricagcdo de produtos, além de emissdo de poluentes. Dentre esses micro-
organismos sdo encontrados com maior frequéncia fungos do género Geotrichum,
bactérias unicelulares, pertencentes aos géneros Achromobacterium, Chromobacterium
e Pseudomonas sp., todos com acdo proteolitica, porém, sabe-se ainda que essa
constituicdo microbiana pode sofrer variagbes no decorrer do tempo de utilizagdo do
lodo. Diante disso, e da possibilidade de ativacdo de diferentes rotas bioquimicas
durante os processos de degradacdo de substancias téxicas, o lodo ativado residual,
pode configurar uma importante fonte para o isolamento de fungos potencialmente
produtores de enzimas de interesse industrial (LOPES et al., 2005; BRASIL, 2014).
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 FUNGOS E SUAS APLICACOES BIOTECNOLOGICAS

Fungos sdo micro-organismos capazes de produzir uma vasta gama de enzimas,
estdo amplamente distribuidos na natureza e representam o segundo maior grupo em
namero de espécies, ficando atras apenas dos insetos, sdo de facil cultivo, podendo ser
encontrado como fungos filamentosos e/ou leveduriformes (MADGAN et al., 2004).

Fungos filamentosos habitam os mais diferentes ambientes naturais como solo,
corpos de agua, matérias organicas em decomposi¢do, compostagem e parasitam
ainda plantas e animais, possuem grande capacidade de usar uma extensa variedade
de fontes de carbono e nitrogénio para seu desenvolvimento (FEOFILOVA, 2001).

As enzimas extracelulares de micro-organismos sao preferidas na producgéo
industrial por diversos motivos como melhor custo-beneficio, uniformidade, menos
tempo e espaco necessarios para producdo e pela facilidade de modificar e aperfeicoar
0 processo. Diferentemente das enzimas vegetais e animais, as de origem microbiana
ndo estdo sujeitas as intempéries climaticas, uma vez que sdo produzidas em
fermentadores onde as condi¢cbes de cultivo podem ser facilmente controladas e
manipuladas (GUIMARAES et al., 2006; MITCHELL, 2000).

Com o decorrer de inumeros estudos e avancos cientificos os fungos vém
adquirindo um status de destaque em varios tipos de industrias, uma vez que existe a
possibilidade de utiliza-los como produtores de diferentes substancias de interesse
econbmico como enzimas, antibiéticos, vitaminas, entre outras (SOARES et al., 2010).

2.2 ENZIMAS

Enzimas sado proteinas biocatalisadoras com alto grau de especificidade em
relacdo as reagbes que catalisam e aos substratos que estdo envolvidos nessas
reacdes, sendo em sua maioria, polimeros constituidos por aminoacidos ligados por
ligacdes peptidicas covalentes. Com a propriedade de catalisar a maioria das reacdes
bioquimicas, as enzimas diminuem a energia de ativacdo necessaria para que se dé
uma reagcdo quimica. E por serem eficientes catalisadores, sdo empregadas em
diferentes setores industriais como na industria farmacéutica, alimentar, téxtil, entre

outras. Sua atividade catalitica depende da integridade de sua conformacdo, sendo
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essenciais suas estruturas primarias, secundarias, terciarias e quaternarias. Dessa
forma, se uma enzima for desnaturada ou dissociada em suas subunidades, a atividade
catalitica € normalmente perdida (TREICHEL et al., 2010).

Essas proteinas sdao amplamente utilizadas nas induastrias, pois efetuam
conversbes eficientes, econdmicas, podem atuar em concentracbes baixas, sob
condi¢cdes brandas de pH e temperatura e, principalmente, sdo biodegradaveis o que
contribui para a preservacdo do meio ambiente. As amilases, celulases, pectinases,
lipases e proteases sdo exemplos de enzimas vastamente utilizadas, sendo Uteis em
varios setores da economia demonstrando sua importancia comercial (MACIEL et al.,
2010; SILVA, 2010).

2.3 AMILASE

Dentre as enzimas mais estudadas e utilizadas em diferentes segmentos
industriais encontram-se as amilases, que devido a sua especificidade atua sobre
moléculas de amido. O amido estd amplamente distribuido na natureza, sendo
encontrado, principalmente, em sementes de cereais, como milho, trigo e arroz, em
raizes, como mandioca e batata, sendo considerado o principal polissacarideo de
reserva das plantas superiores.

Amilases sdo enzimas que possuem a capacidade de hidrolisar as ligagdes
glicosidicas dos monossacarideos de carboidratos, sado divididas em alfa-amilase e
beta-amilase. Alfa-amilase sdo endoenzimas que hidrolisam as ligacdes glicosidicas a-
1,4 internas da amilose e amilopectina, que libera oligossacarideos, beta- amilase sao
exoenzimas que hidrolisam a-1,4- a partir da extremidade n&o redutora da cadeia do
amido, que libera unidades de maltose e 1,6 glicosidicas de polissacarideos, como
representado na Figura 1 (KOBLITZ, 2008; SILVA, 2009).
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Figura 1: Atuacdo de alfa-amilase e beta-amilase (GAVA et al., 2008).

Essas enzimas ocupam cerca de 30% da produgédo mundial de enzimas voltada
para a industria, ficando atras apenas das proteases. Dentre as amilases flngicas, as
gue apresentam maior interesse industrial sdo as alfa-amilase e beta-amilase
(OLIVEIRA et al., 2010).

2.4 BIOPROSPECQAO EM LODO ATIVADO RESIDUAL

A bioprospeccdo vem sendo estudada paralelamente a produgcdo de enzimas
fungicas, sendo caracterizada como uma pratica rentavel dentro da biotecnologia, pois
além de contribuir para a aquisicdo de novos produtos de qualidade possibilita a
utiizacdo de tecnologias alternativas que permitem a reutilizacdo de residuos,
favorecendo a reducéo de custos na obtencédo desses bioprodutos, configurando uma
pratica sustentavel.

De acordo com Saccaro Junior (2011), a bioprospeccdo é uma das maneiras de
se extrair valor econémico da biodiversidade, sendo definida como a busca sisteméatica
por organismos, genes, enzimas, Compostos, processos e partes provenientes de seres
vivos em geral, que possam ter um potencial econbmico e, eventualmente, levar ao
desenvolvimento de um produto.

Lodo ativado € resultante de um processo de tratamento de esgoto destinado a
destruicdo de poluentes organicos biodegradaveis presentes em aguas residuarias,
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efluentes e esgotos. Seu emprego se baseia na oxidacdo da matéria organica, por meio
de bactérias aerdbias, controlando o excesso de oxigénio em tanques de aeracdo e
posteriormente direcionado aos decantadores. O lodo decantado retorna ao tanque de
aeracao como forma de reativacdo da populagdo de bactérias no tanque de aeracao.
Este retorno ocorre na entrada do tanque onde o lodo em fase endégena se mistura ao
efluente rico em poluente, aumentando assim a eficiéncia do processo, € um dos
processos mais utilizados no tratamento biolégico aerado continuo com reciclagem de
biomassa.

Porém, parte desse lodo, € considerado residual e precisa ser descartado, sendo
reaproveitado em processos de adubagem ou incinerado, sendo que nesse Ultimo caso,
h& geracdo de poluentes que séo lancados a atmosfera. O lodo ativado em sua maior
parte é formado por uma populacdo mista de bactérias agregadas e fungos, que podem
apresentar grande potencial para a producdo de substancias economicamente

interessantes como, por exemplo, enzimas (BRASIL, 2014).



3 OBJETIVOS GERAIS
O presente trabalho de pesquisa teve como objetivo realizar bioprospeccéo de
fungos produtores de amilase em lodo ativado residual de uma indastria de celulose.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Obter o lodo ativado residual;
- Isolar fungos do lodo ativado residual,
- Promover o crescimento e manutencdo das linhagens fangicas isoladas;
- Produzir amilase a partir dessas linhagens fungicas;
- Determinar a concentracdo de proteinas totais no extrato bruto enzimatico;
- Determinar a atividade de amilase no extrato bruto enzimatico;

- Calcular a atividade especifica da amilase obtida.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Solventes, reagentes e meios de cultura
Agar Sabouraud dextrose com Cloranfenicol (SDA+C) — Acumedia
Glicose - Nuclear
Amido soltvel- Dindmica
Peptona- Acumedia
Extrato de levedura- Merck
Sulfato de amdnio- Dinamica
Fosfato de potassio- Merck
Sulfato de magnésio- Dinamica
Cloreto de sédio- Cromoline
Cloreto de célcio- Synth
Sulfato de zinco- Dinamica
Cloreto de cobalto- Synth
Sulfato de manganés- Reagen
Reagente de Bradford- Sigma Aldrich
NaOH- Dinamica
Tartarato de sédio e potassio- Neon
Metabissulfito de s6dio- Reagen
Fenol- Dinamica
Acetato de sddio- Dinamica

acido acético- Dinamica

4.1.2 Equipamentos
Shaker- Tecnal TE 420
Fluxo Laminar- VECO
Estufa micologica- Fanem
Banho maria- FANEM
Microscépio- Nikon E 100

Espectrofotometro-BEL
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Autoclave vertical- Phoenix
Placas de Petri

Pipetas de volume variavel
Ponteiras

Tubos Falcon

Espatulas

4.2 METODOLOGIA
4.2.1 Obtencéo do lodo ativado residual

O lodo ativado residual foi cedido por uma induastria de celulose do Estado de
Sédo Paulo, sendo que esse foi coletado apds o processo de tratamento continuo dos
residuos acido e alcalino formados durante as etapas de branqueamento da celulose.

4.2.2 Isolamento dos fungos do lodo ativado residual

Para o isolamento dos fungos empregou-se o meio de cultura Agar Sabouraud
com Cloranfenicol (SDA+C), que foi preparado segundo as orientagoes do fabricante,
esterilizados em autoclave a 121 °C e vertido em placas de Petri de 25 mm.

Pesou-se 1g do lodo ativado residual e dilui-se em 9 mL de agua destilada
previamente esterilizada (diluicdo 1:9), homogeneizou-se e transferiu-se 1 mL desse
liquido para duas placas de Petri contendo o meio SDA+C e com o auxilio de al¢a de
Drigalski espalhou-se o liquido sobre o meio. As placas foram incubadas a 28 °C por
cerca de 7 dias.

Apéds o periodo de incubacédo observou-se o crescimento de diferentes colénias
gue foram isoladas com auxilio de agulha em tubos contento o meio SDA+C. Todos o0s
procedimentos foram realizados em zona asséptica, utilizando a capela de fluxo laminar

e bico de Bunsen.

4.2.3 Manutenc¢éo dos fungos isolados
A manutencio destes fungos se deu em meio de cultura Agar Sabouraud com
Cloranfenicol (SDA+C) a 28 °C com repiques quinzenais.
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4.2.4 Obtencao de inéculo para a producado enzimatica

Para obtencdo dos indculos, os fungos foram cultivados em placas de Petri,
contendo 25 mL de meio SDA+C e foram incubados por cerca de 7 dias em estufa a
28°C. Apos este periodo, as placas foram raspadas e as células microbianas foram
ressuspensas em agua, previamente esterilizada, e contadas em camara de Neubauer
para a obtencdo da concentracdo 10° células/mL, utilizada em todas as producées

enzimaticas.

4.2.5 Producéo de Amilase

A producdo de amilase foi realizada em agitador orbital com controle de
temperatura, em Erlenmeyers de 200 mL com um volume total de 50 mL de meio de
cultura em cada.

O meio de cultura e as condi¢des de cultivo utilizadas foram as descritos por
Carlsen e Nielsen (2001), modificado por (Queiroz, 2014). Este meio consistiu de 5 g de
amido soluvel; 0,5 g de peptona; 0,5 g de extrato de levedura; 2,5 g (NH4)2S04; 0,75 g
KH2PO4; 1,0 g MgS0O4 . 7H20; 1,0 g NaCl; 0,1 g CaCl2 . 2H20 e 0,5 mL solucao de
tracos de metais. Esta solugcdo contém por litro: 14,3 g de ZnSO4 . 7H20; 2,5 g de
CuS0O4 . 5H20; 0,5 g de NICI2 . 6H20 e 13,8 g de FeSO4 . 7H20, previamente
esterilizado. O pH inicial do meio foi ajustado para 6,0, com acido e/ou base fraca;
incubado durante 7 dias, com agitacdo na velocidade de 200 rpm e temperatura de
30°C. A producgéo enzimética foi realizada em duplicata bioldgica.

4.2.6 Recuperacédo da enzima

Apds a producdo enzimatica, os extratos brutos foram filtrados em papel de filtro
de 0,45 um com bomba a vacuo para retirada da biomassa e o filtrado foi armazenado a
-20°C para posteriores andlises.

4.2.7 Métodos analiticos
4.2.7.1 Determinagao do coeficiente de extingdo molar
As curvas analiticas foram baseadas em solu¢bes-padrdo, com substancias

especificas para cada caso, no caso da curva analitica para determinacdo da
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concentracdo de proteinas empregou-se a solucdo de soro albumina bovino e da
atividade de amilase solucao de glicose, com concentracdes de 0,1 a 2 mg/mL, e que
foram submetidas ao mesmo procedimento das amostras. A determinagdo do
coeficiente de extingdo molar foi baseada na lei de Lambert-Beer e se deu da seguinte
maneira: o grafico da curva da absorbancia x concentragdo da amostra (umols/mL) foi
tracado e determinado o coeficiente angular. O coeficiente de extingdo molar (g) foi
determinado a partir da seguinte equacao: A= e.b.c, em que A= Absorbancia, €=
absortividade, b= caminho éptico (1 cm) e c= concentracdo. Como b= 1, obtivemos: €=
A+c, em que € € dado por umols. uL-1 cm-1. Os valores de € para a curva de albumina

de soro bovino, foi € = 0,001, e para a curva glicose € = 0,002.

4.2.7.2 Determinagao da atividade de amilase

Para a quantificacdo da atividade enzimatica que foi realizada segundo o método
descrito por Kammoun et al. (2008), com modificac¢des, utilizou-se amido solivel como
substrato. Foram adicionados a um tubo contendo 500 pL de solucdo de amido soluvel
a 1% em tampdo acetato (pH- 5,6) 50 pL do extrato enzimatico, e no branco foi
adicionado 500 pL de solucdo de amido soluvel a 1% em tampé&o acetato (pH- 5,6) 50
pL de &gua destilada, esta reagdo foi incubada a 60°C por 30 minutos. Os aguUcares
redutores liberados foram quantificados pelo método do acido 3,5-dinitrossalicilico
(DNS). Em seguida, a atividade enzimatica foi calculada de acordo com a seguinte

formula:

absorbancia (540 nm) x vol. ensaio

€ X tempo (min) x vol. amostra

Considerou-se que uma unidade de amilase foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para liberar 1 umol de glicose por minuto de rea¢do conforme as

condi¢cOes descritas.



22

4.2.7.3 Determinacao de proteinas pelo método de Bradford

Foram adicionados em tubo de ensaio 50 yuL dos extratos brutos enzimaticos a
serem dosados e 1,5 mL do reagente de Bradford, adquirido comercialmente. Esta
mistura foi incubada por 5 minutos em temperatura ambiente e procedeu-se a leitura em
595 nm em espectrofotbmetro, as proteinas foram quantificadas empregando-se uma

curva analitica contendo albumina de soro bovino como padrdo (BRADFORD, 1976).



5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram isoladas cinco linhagens diferentes de fungos do lodo ativado residual,
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tendo como caracteristicas macroscopicas aspectos filamentosos e leveduriformes,

além de outras caracteristicas descritas na Tabela 1 e demonstradas ainda na Figura 2.

Tabelal: Caracteristicas macroscopicas, microscopicas e de crescimento das linhagens

fungicas isoladas.

Fungos Macroscopia Microscopia Crescimento
) Filamentoso Esporos Lento
Linhagem 1 )
Verde musgo enegrecidos
) Filamentoso Esporos Lento
Linhagem 2 ) )
Verde acinzentado enegrecidos
Filamentoso,
) algodonoso Esporos Lento
Linhagem 3
Verde e branco
Leveduriforme, Blatoconideo, o
_ _ _ Rapido
Linhagem 4 rugosa pseudohifas, hifas
Branca, cremoso verdadeiras
Leveduriforme, Blatoconideo, o
_ _ _ Rapido
Linhagem 5 rugosa pseudohifas, hifas

Branca, cremoso

verdadeiras

(Fonte: arquivo préprio)
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Linhagem 1 Linhagem 2 Linhagem 3

Linhagem 4 Linhagem 5

Figura 2: Caracteristicas macroscopicas dos fungos isolados a partir do lodo
ativado residual. (Fonte: arquivo préprio)

Apés o periodo de incubacao das linhagens fungicas obteve-se o extrato bruto e
a biomassa, representados na Figura 3, que foram separados por processo de
filtragem.
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Figura 3: Extrato bruto e biomassa obtidos ap0s a produ¢do da enzima, apds 7 dias
incubacgédo a 30°C. (Fonte: arquivo préprio)

A partir da leitura dos valores de absorbancia, de solu¢cdes padrbes de
concentracdes conhecidas, obteve-se a curva analitica com a qual pode-se determinar
a concentracdo de proteinas totais pelo método de Bradford. A atividade enzimatica
pode ser avaliada medindo-se a velocidade de consumo do substrato ou a velocidade
de aparecimento do produto. Esta atividade depende de varios fatores, tais como o
tempo de reagdo, a concentragdo da enzima, a concentragdo do substrato, a
temperatura, o pH do meio e a presenca de cofatores e/ou inibidores (MACIEL,
PACHECO, GONCALVES, 2010; SILVA, 2010). A atividade especifica € o nUmero de
unidade de enzimas por miligrama de proteina, mede a pureza da enzima (MACIEL,
PACHECO, GONGCALVES, 2010; SILVA, 2010). Os resultados obtidos das médias dos
valores calculados da producéo realizada em duplicata biolégica, bem como o desvio

padréo, estédo demonstrados na Tabela 2 e Figura 4.
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Tabela2: Producgéo obtida a partir de diferentes linhagens flngicas isoladas de lodo ativado
residual.

Concentracao de Atividade de Atividade
Fungos Proteinas Amilase Especifica
(mg/mL) (U/min/mL) (U/mg)
Linhagem 1 0,005+0,007 1,19+0,7 238 +0,7
Linhagem 2 0,010+0,008 10,08+0,8 1.008+0,8
Linhagem 3 0,018+0,007 5,86+0,7 325,5+0,7
Linhagem 4 0,003+0,009 4,76+0,9 1.586+0,9
Linhagem 5 0,048+0,008 55+0,8 1.145+0,8
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Figura 4: Atividade especifica de amilase produzida pelas 5 linhagens fangicas isoladas do lodo
ativado residual.
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Amilases fungicas sdo empregadas em inameros setores industriais. Entre as
linhagens fangicas obtidas do lodo ativado residual, neste estudo, em relacdo a
concentracdo de proteinas, a linhagem 5 foi a maior produtora, seguida pela linhagem
3. Em relagdo a atividade de amilase, a linhagem 5 também apresentou maior
atividade, seguida pela linhagem 3, porém, a linhagem 4 foi a que mostrou maior
atividade especifica, sendo 1586 U/mg, apesar de ndo existir consenso cientifico a
respeito da atividade especifica ideal obtida de uma enzima em estado bruto. A
linhagem 4 apresentou atividade especifica promissora. A enzima produzida mais
eficientemente nessa pesquisa apresenta valor consideravel, podendo este ser mantido
ou aperfeicoado apos as etapas de purificacdo (SOUZA et al., 2010). As diferencas dos
valores de atividade, observados neste estudo, podem estar relacionadas a
caracteristicas particulares das células microbianas. Os micro-organismos podem
expressar quantidades de proteinas diferentes, dependendo ainda de seu metabolismo,
pH, temperatura da reacdo, além do meio nutricional que influenciam na producgéo
enzimatica (DELABONA, 2011).

A producéao de amilase como as condi¢bes de fermentacéo, pH, temperatura e
substratos, quantidade de nutrientes foram os mesmo para todos, por iSso essas
condi¢des podem n&o ser as mais adequadas para as linhagens que se demonstraram
menos eficientes (DELABONA, 2011).

Micro-organismos de maneira geral, especialmente fungos, sé&o
reconhecidamente importantes produtores de uma variedade de compostos de
interesse biotecnolégico como proteinas, enzimas, polimeros, entre outros. As
principais vantagens do uso desses micro-organismos como produtores de compostos
de importancia biotecnoldgica estdo relacionadas ao baixo custo de producdo e a
facilidade de se controlar as condi¢cdes de crescimento e producéo, cuja eficiéncia pode
ser observada pelo rendimento de biomassa no processo de fermentacdo e
guantificacdo do produto de interesse (SAID; PIETRO, 2004; PELIZER et al., 2007).
Dessa forma no presente estudo, foi realizada bioprospec¢do de fungos em lodo
ativado residual, no intuito de encontrar micro-organismos com potencial de producao

de amilase, contribuindo com praticas sustentaveis (LOPES et al., 2005).
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A capacidade de producéo de amilase por essas linhagens fungicas foi analisada
empregando-se o calculo de atividade enzimatica, sendo que este € um dos parametros
guantitativos mais usados para se avaliar a capacidade de producao de enzimas pelos
micro-organismos. A maior parte das amilases fangicas descritas sao produzidas por
organismos mesofilicos, cujas temperaturas de crescimento variam de 25 a 37°C,
sendo que os fungos do género Aspergillus sdo grandes produtores e mais comumente
empregados, especialmente o A. oryzae e A. niger (GUPTA et al., 2003; SAID; PIETRO,
2004; SOUZA et al., 2010).

Segundo Chimata et al. (2011), Ichinose et al. (2013) e Sapna (2014) a produgéo
de amilase por A. oryzae e A. niger mostraram boa eficiéncia, com producédo elevada,
porém esclarecem que a otimizacdo das condi¢cdes de cultivo € pratica indispensavel
para um desenvolvimento de bioprocessos para que Sse possa encontrar maiores
valores nas producdes fungicas.

E certo que a partir deste estudo, outros futuros, poderdo ser desenvolvidos
como para realizar a identificacdo destes fungos, a caracterizagcdo da amilase e até
mesmo ensaios de aplicagdes destas.
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6 CONCLUSAO

A bioprospeccgédo evidenciou a presenca de fungos capazes de produzirem
amilases, com consideravel atividade especifica, em lodo ativado residual obtido de
uma industria de celulose do Estado de S&o Paulo. No entanto, estudos
complementares sdo necessarios para a realizacdo da identificacdo destes fungos,

além de estudos futuros de caracterizacao das amilases obtidas e aplicagdes.
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