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RESUMO

As amilases sdo enzimas que hidrolisam moléculas de amido liberando glicose e dextrinas,
possuindo carater muito importante em diversos setores industriais. As amilases de origem
microbiana se destacam no mercado de enzimas devido possibilidade de producdo em
grande quantidade por processos fermentativos. Com isso, pesquisas t€ém buscado pela
bioprosprec¢ao de novas amilases com menor custo deproducdo e caracteristicas como
termoestabilidade e estabilidade ao pH. O presente trabalho teve como objetivo prospectar
o potencial biotecnoldgico para produgdo de novas enzimas amiloliticas a partir de fungos
filamentosos isolados de alimento larval de abelhas sem ferrdo, pertencentes a Colecao de
Micro-organismos Isolados de Abelhas sem Ferrao (CoMISBee) da Universidade Federal
de Uberlandia. Para isto, foi realizado um screening primario em 8 fungos, a partir de testes
em placa e determinagodo Indice Enzimético (IE), para selegdo do melhor fungo produtor
de amilase. O fungo MS30B apresentou o maior IE e foi classificado como fortemente
produtor da enzima. A fermentagao em estado solido em farelo de arroz foi conduzida para
producao do extrato enzimatico bruto utilizando o fungo MS30B, e a atividade enzimatica
das amilases contidas no extrato foi avaliada a partir do teste de liberacdo de acucares
redutores pela hidrolise do amido, utilizando o reagente DNS (4cido dinitrosalicilico).
Apds diversas analises, pode-se observar uma atividade maxima da enzima em 3 minutos
antes da sua fase estacionaria, obtendo resultados significativos quanto a sua atividade.
Ademais, devido ao seu alto desempenho na atividade qualitativa, hd necessidade de
estudos futuros a fim de visualizar o padrao 6timo de condigdes fisicasdestas amilases

fingicas.

Palavras-chave: amilase, fungo filamentoso, abelhas sem ferrdo
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1. INTRODUCAO

O maior grupo de abelhas sem ferrdo do mundo s3o denominadas como
meliponas. Dentre os 29 géneros diferentes de abelhas sem ferrao conhecidos no Brasil,
os que compreendem maior nimero de espécies sdo Melipona, Plebeia, Scaptotrigona,
Trigonae Trigonisca. Destes, sabe-se que as meliponas sdo o maior grupo que assistem as
flores dediversas plantas em ecossistemas naturais e/ou agricolas nas regides tropicais
(CARVALHO et al., 2018). Mais de 200 espécies de Melipona spp. ja foram descritas
no Brasil (LAVINAS et al., 2019) e cerca de vinte por cento das abelhas sem ferrao,
compreendidas na regido tropical do planeta, sdo endémicas no pais (DOS SANTOS et
al., 2021).

As meliponas sao as principais abelhas polinizadoras de ambientes tropicais, com
destaque para o bioma amazonico (KERR et al., 1996), revelando importancia ecoldgica
em relacdo a polinizacdo de plantas nativas, garantindo um equilibrio biologico terrestre
(FELIPENETO, 2015). Além da polinizagao, o impacto a socioecondmico dessas abelhas
se da devido aos diversos produtos obtidos a partir da meliponicultora, como mel,
geopropolis e cera (MARCAL, 2017).

Assim como na maioria dos organismos vivos, as meliponas possuem interagdes
simbidticas e mutualisticas com diversos micro-organismos, que influenciam
principalmente na digestao e saude do inseto (MARCAL, 2017). A microbiota associada
as abelhas sem ferrao inclui bactérias, leveduras e fungos filamentosos em simbiose com
a coldonia. Esses micro-organismos contribuem com a fermentacao do néctar e maturagao
do polen, além da producdo de substancias nutritivas e antimicrobianas para as abelhas
(SANTOS, 2022).

Neste sentido, dado a alta relevancia destas abelhas do ponto de vista ecoldgico,

muitas pesquisas lhes foram direcionadas ao longo dos anos, o que permitiu também



novas descobertas sob a perspectiva biotecnoldgica, com destaque para o potencial dos
fungos filamentosos na produgdo de enzimas com aplicagao industrial (BUDHIRAJA et
al., 2013). Estes fungos, associados as abelhas sem ferrdo, normalmente sdo
caracterizados como saprofitos, no entanto, também ja foram relatados como patdégenos
oportunistas em diversas abelhas (De PAULA et al., 2021).

Do ponto de vista biotecnologico, a caracteristica heterotrofica e nutrigdo por
absorcao dos fungos filamentosos os tornam agentes com grande destaque para a
producdao de enzimas extracelulares (ALVES et al., 2020). As enzimas de origem
microbiana encontram grande demanda industrial em detrimento daquelas oriundas de
plantas e animais, por sua produgdo ser menos dispendiosa € menos prejudicial ao meio
ambiente, além de sua atividade ser facilmenteregulada, como nivel de concentragao, pH e
temperatura (ALVES-CAMPOS et al., 2017).Hoje, diversas enzimas microbianas estdo
disponiveis comercialmente, tendo ampla variedade de aplicacdo industrial (DE SOUZA
OLIVEIRA, 2019). Dentre estas, as amilases sdo amplamente estudadasdevido a sua
importancia na hidrolise do amido encontrado em sementes de cereais, comomilho, trigo,
arroz, ¢ em tubérculos ou raizes, como batata e mandioca. Sao consideradasas enzimas
mais importantes na hidrdlise de glicidios, quebrando as ligagdes glicosidicaspresentes
nas cadeias de amilose e amilopectina (JOHN, 2017). Com isso, as amilases possuem
aplicacdo principalmente na industria alimenticia, para producdo de ragdo animal,
cervejas, bebidas destiladas, panificacdo, cereais, entre outros produtos (KAN etal., 2019;

PELLEGRINI et al., 2020).

Adicionalmente, as amilases sdo amplamente tuteis as industrias de papel e celulose,
téxtil, quimica, farmacéutica e de biocombustiveis (BAZZO et al., 2022). Nestes setores,
as amilases sdo aplicadas em formulagdes de detergentes, nos quais desempenham fungao
deremocdo de manchas causadas por amido e para trazer suavidade ao produto téxtil. Ja
no segmento de combustiveis, sdo essenciais para liquefacdo e sacarificagdo do amido
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utilizado no mosto (KIRK, BORCHERT e FUGLSANG, 2002; JEAN-BAPTISTE et
al.,2020).

De acordo com Alves e colaboradores (2020), as enzimas amiloliticas mais
utilizadassao aquelas produzidas por fungos filamentosos, com destaque para a-amilase,
B- amilase, amiloglucosidase e dextrinase. No entanto, embora as amilases microbianas
sejam essenciais a diversos setores industriais, sua comercializa¢ao ainda apresenta certas
limita¢des, como baixa termoestabilidade, faixa estreita de pH, atividade catalitica lenta,
entre diversas outras limitagdes que elevam o custo final do produto ¢ demandam maior
tempo de processo em escala industrial (MIHAJLOVSKI et al., 2016; NETO FILHO
2017).

Neste contexto, este trabalho visa prospectar o potencial biotecnolégico na
produgdo de novas enzimas amiloliticas a partir de fungos filamentosos isolados de
alimento larval de abelhas sem ferrdo, um microambiente com grande diversidade

microbiana ainda pouco explorada.

2. JUSTIFICATIVA

O mercado mundial de enzimas foi avaliado em USS$ 10,6 bilhdes em 2020 e devera
chegar a US$ 14,9 bilhdes em 2027. Atualmente, 70% dessa quota global se refere a
producao, comercializagao e aplicagdo de enzimas de origem microbiana. No entanto, o
mercado de enzimas no Brasil ¢ essencialmente importador, apesar do seu grande
potencial para a produ¢do, tendo em vista a abundancia de matéria organica ediversidade
biologica do pais. Com isso, considerando o avango industrial global de amilases e a
demanda por fontes de produ¢do de qualidade e de baixo custo, a investigacdo de fungos
filamentosos utilizados para o bioprocesso de producao dessas enzimas se faz necessaria
e relevante ao desenvolvimento e expansdao de produtos biotecnoldgicos, além de

contribuir para a autonomia do Brasil no mercado de enzimas.



3. OBJETIVO

3.1.

3.2

Objetivo geral

Avaliar o potencial biotecnologico de fungos filamentosos isolados do

alimento larval de abelhas sem ferrdo quanto a produgao de amilases.

Objetivos especificos

* Analisar as caracteristicas microscopicas e macroscopicas de 8 espécies
de fungos filamentosos isolados do alimento larval de abelhas sem ferrao;

* Avaliar a capacidade de produgao de amilase pelos fungos filamentosos
por meio de andlise qualitativa em placa;

*  Produzir amilase a partir do método Sacarificacio Simultanea a
Fermentacao (SSF) utilizando o fungo com melhor desempenho pelo
teste qualitativo;

* Determinar a atividade da amilase a partir do extrato enzimatico bruto
produzido em fermentagdo, por meio do método de quantificagdo de

glicose liberada com a hidrélise do amido.



4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Micro-organismos
Oito fungos filamentosos foram selecionados, de forma aleatdria, da Colecdo de
Micro-organismos Isolados de Abelha sem Ferrdo do Laboratorio de Genética
(CoMISBee) da Universidade Federal de Uberlandia, onde encontram-se preservados
em Ultra freezer a -80°C. Estes micro-organismos foram reativados no Laboratdrio de
Processos Biotecnologicos (LABBIO) da UFU, onde foram conduzidos os testes
posteriores. Parareativagao, os fungos foram descongelados e inoculados em meio Batata
Dextrose Agar (BDA), composto por batata (200g/L), glicose (20g/L) e agar (20g/L); e
incubados a temperatura ambientedurante 120 horas. Apds isso, foram mantidos em

placa a 4°C e subcultivados a cada 15 dias para manutencao das culturas.

4.2. Anailise qualitativa da producio de amilase

Placas de Petri contendo Agar Amido Caseina (extrato de levedura 10g/L,
peptona de caseina20g/L, amido solavel 10g/L, agar 20g/L, pH 6,5) foram inoculados
blocos de gelose, retirados das placas com meio BDA, com os fungos filamentosos
incubados a 30°C por cinco dias. Apos o periodo de incubacgdo, as placas foram reveladas
com lugol e os halos de hidrdlise foram medidos com auxilio de um paquimetro. O
diametro do halo (DH) e da colonia (DC) foram mensurados para o célculodo Indice
Enzimatico (IE) de acordo com a equacio: indice enzimatico (IE) = Didmetrodo halo
(DH) / Diametro da colonia (DC) (BAZZO et al., 2022). O teste foi conduzidoem
triplicata e o isolado com maior nivel de produgdo de amilase em fungdo do Indice

Enzimatico foi selecionado para a produgdo do extrato enzimatico bruto.



No presente trabalho, seguiu-se a escala do indice enzimatico estabelecido por
Silvae colaboradores (2015) e os fungos filamentosos foram classificados, quanto a
intensidade de producdo de amilase, em isolados: fracamente produtores (1,0 <IE < 1,5),
moderadamente produtores (1,5 < IE < 2,0), fortemente produtores (IE > 2) e nao

produtores (IE = 0).

4.3. Microscopia dos fungos filamentosos

Para a microscopia, fez-se a raspagem das cé€lulas fingicas crescidas em meio
BDA seguida de transferéncia para a l1amina de visualizagdo. As células foram coradas
com uma gota de corante azul de metileno e foram laminulas foram sobrepostas sobre
essas laminas com as células. A visualizagao no microscopio foi conduzida em lentes de

4x, 10x, 40x e 100x, sendo as imagens retiradas a partir da lente de 100x.

4.4. Producio do extrato enzimatico por Fermentac¢io em Estado Sélido

(FES)

A producdo da enzima foi feita por FES. Previamente, um pré-indculo foi
produzido a partir dos micro-organismos obtido em meio sélido (BDA), os quais foram
inoculados em Erlenmeyers de 250mL contendo 100mL de meio czapek (sacarose30g/L,
nitrato de sodio 2g/L, fosfato dipotassico 1g/L, sulfato de magnésio 0,5g/L, cloreto de
potassio 0,5g/L e sulfato ferroso 0,010g/L), por um periodo de 48 horas a 100rpm e
temperatura ambiente. Prontamente, as células fungicas foram separadas do meioliquido
com auxilio de uma peneira e ressuspendidas em 100mL de agua ultrapura previamente

esterilizada em autoclave.

Para a FES e produgdo do extrato bruto enzimatico, 10mL das células fungicas

ressuspensas foram inoculados em Erlenmeyer de 250mL contendo 10 gramas de farelo
6



de arroz esterilizado por autoclave. O tempo de incubagdo foi de 72 h a temperatura
ambiente. Para recuperacdo doextrato enzimatico, foram adicionados 50mL de agua
destilada, e ap6s mistura manual com auxilio de um bastdo de vidro, os frascos foram
agitados a 110rpm por 1 hora. O extrato enzimatico foi recuperado por meio de filtragdo

em peneira e centrifugagdo a 8000 x g por 10 minutos.

4.5. Avaliacio da atividade enzimatica por quantificacdo dos acucares

redutores utilizando reagente DNS (Acido dinitrosalicilico)

A reacdo baseia-se na atividade sacarificante das amilases por quantificacdo dos
acucares redutores liberados pela hidrolise do amido, utilizando o reagente DNS. Para
1sso, a atividade amilolitica foi quantificada através da adi¢ao de 0,5mL de uma solugdo
contendo 1,6% de amido soluvel em tampao acetato 2N pH 4,3 em 0,5mL do extrato
enzimatico, seguido de incubagdao a 60°C por 3, 6, 9, 12 ¢ 15 minutos. A leitura da
absorbancia foi conduzida a 540nm e os resultados foram analisados segundo a curva
padrao de glicose (MILLER, 1959). Uma unidade de atividade enzimadtica corresponde
a quantidade de enzima capaz de liberar Iumol de agucar redutor por minuto

(EISENTHAL e DANSON, 2002).



4.4.1 Preparo do reagente dinitrosalicilico (DNS)

Para o preparo do reagente DNS, 10g de acido 3,5-dinitrosalicilico foram
dissolvidos em 200mL de hidréxido de s6dio 2M (NaOH), caracterizando a solugao “A”.
Outra solucao (B) foi preparada dissolvendo-se 300g de tartarato de sodio e potassio (Sal
de Rochelle) em 500mL de agua destilada, sob aquecimento e agitacdo constante.
Seguindo essas condigdes, adicionou-se a solucdo A sobre a B até a dissolugdo completa
do DNS. Por fim, apos resfriamento, a mistura teve o volume final completado para

1000mL com 4gua destilada (VASCONCELOS, PINTO ¢ DE ARAGAO, 2013).

4.4.2. Curva padriao analitica de acucares redutores

A montagem da curva para padronizar a metodologia em relacdo a quantidade de
acucares redutores presentes na amostra (Figura 1) foi realizada a partir do método DNS
(acido 3,5-dinitrosalicilico) descrito na literatura como padronizado, adequado e que
apresenta sensibilidade de deteccao de 1 a 20umol de glicose (MILLER, 1959). Neste
trabalho, asconcentragdes de glicose utilizadas para calibrar a curva foram de 0,0; 0,1;

0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9; 1,0g/L (Figura 2).

Curva padrdo de glicose

y =0,3143x
R = 10,9953

AR (gL

Figura 1. Curva padrio de glicose (Concentragio de agucares redutores versus absorbancia). Fonte:

Autoria propria.



A correlagdo foi feita considerando o eixo das ordenadas “y” como a absorbancia
em 540nm obtidas pela reacdo com DNS e o eixo das abcissas “x” como a concentragdo
de glicose (g/L) a partir da solug@o padrdo de glicose a 1,0g/L (INFORSATO e PORTO,

2016; MILLER, 1959).

Sendo assim, através do grafico da figura 3, foi obtida a seguinte equagao:

y =0,3143x (Equacao 1);

ou melhor, ABS = 0,3143 *AR, onde AR corresponde aos agucares redutores e ABS a
absorbancia observada. O R? obtido foi de 0,9953, considerado bom, confiavel e de
acordo com a literatura. Segundo Martins (2014), um R? considerado relevantemente bom
¢ 0 mais proximo de 1, sendo assim, o coeficiente angular encontrado neste estudo de
0,9953 pode ser considerado um resultado valido. Ademais, ¢ defendido por Callegari-
Jacques (2003) que valores entre 0,9 e 1 de coeficiente de correlagdo apresentam forte

assimilacao entre as variaveis.

Figura 2. Concentragdes crescentes de glicose em reagdo com DNS; coloragdo variandodo menos

concentrado, mais claro, para maior concentragdo de glicose, coloracdoacentuada.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Cultivo do micro-organismo e anilise macro e microscopica

Oito fungos filamentosos isolados de diferentes espécies de abelhas sem ferrdo

foram selecionados da CoMISBee, conforme demonstrado na Tabela 1, sendo

reativados para o crescimento micelial em meio BDA conforme demonstrado na figura

4,

Tabela 1. Codificagiio dos fungos filamentosos da Colegiio de Micro-organismos Isolados de

Abelhas sem ferrdo do CoMISBee e suas respectivas abelhas sem ferrdo

Abelhas sem ferrao Codigo do fungo filamentoso

Frieseomelitta varia Fv-Sab 01; Fv-Sab 02; Fv-Sab 05; Fv-Sab 10
Melipona scutellaris Ms30B; Ms13B

Tetragonisca angustla Fungo 26; Fungo 21

10



Figura 3. Fungos filamentosos cultivados em meio BDA e microscopia com corante azul de metileno.
(A-B) Fungo MS30B; (C-D) Fungo MS13B; (E-F) Fungo 26; (G-H) Fungo 21; (I-J) Fungo Fv-Sab 01;
(K-L) Fungo Fv-Sab 02; (M-N) Fungo Fv-Sab 05 e (O-P) Fungo Fv-Sab 10. Fonte: Autoria propria.
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Com base nas imagens capturadas em laboratorio durante os experimentos, os
fungos filamentosos isolados do alimento larval de abelhas sem ferrdo apresentaram
semelhangas macroscopicas entre os fungos MS13B, 26 e Fv-Sab 10, como a coloragao
branca e a medida que esporulam admitem a cor verde, possuem uma superficie peluda e
o tom reverso branco-amarelado, o que sugere uma possivel igualdade de género.
Paralelamenteo mesmo ocorreu em questdo de semelhanca de caracteristicas entre os
fungos MS30B, Fv-Sab 01, Fv-Sab 02 e Fv-Sab 03, possuindo uma coloragdo de verde
mais intenso apdsa esporulagdo, superficie aveludada e bordas brancas com um reverso
branco-amarelado. J& o fungo “21”, apresenta uma caracteristica inica quando comparado
com os outros fungos utilizados neste trabalho, possuindo coloragdo mais amarronzada e

a formacao demicélios com coloragdao mais clara e o reverso branco.

Em relag@o a microscopia dos fungos, em dois deles — fungo 21 e Fv-Sab 10 — foi
possivel a visualizacdo dos conidios integros, enquanto nas outras microscopias apenas
hifas/micélios e esporos isolados foram visualizados. Considerando as caracteristicas
macro € microscopicas analisadas neste trabalho, sugere-se que os fungos apresentados

seriam principalmente pertencentes ao filo Ascomycota.

Estudos recentes relatam a importancia da diversidade microbiana associada as
abelhas sem ferrdo nativas do Brasil e suas colmeias, demonstrando que existe uma forte
relacdo de dependéncia entre eles (De PAULA et al., 2021). Em M. scutellaris ja foram
encontrados os géneros Aspergillus sp. e Penicillium sp. (GOIS et al., 2010), em F. varia
foi identificado a espécie Cladosporium exasperatum, além das leveduras do género
Saccharomyces e Wickerhamiella; e em T. angustla foram detectados géneros de fungos
como Cladosporium sp., Erysiphe sp., € Penicillium sp. (SANTOS et al., 2023). Barbosa e
colaboradores (2017) registraram a presenga de cinco espécies de Monascus sp. em mel,

polen e superficie da colmeia de M. scutellaris, aelataram trés espécies novas, sendo elas
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M. flavipigmentosus, M. mellicola e M. recifensis. Noutro estudo, evidenciaram uma
diversidade de espécies de Penicillium sp. e Talaromyces sp., reportando 27 espécies,

sendo sete novas (BARBOSA, 2018).

5.2. Nivel de producao de amilase em func¢io do Indice Enzimatico

A bioprospeccdo enzimatica de origem flingica ¢ considerada uma opg¢ao mais
rentavel em comparac¢ao com a bacteriana, pois os fungos filamentosos produzemenzimas
extracelulares com alto teor de pureza e em altas concentragdes (SANCHEZ; DEMALIN,
2017). Diversos estudos realizam um screening primario para selecionar os micro-
organismos potencialmente produtores da enzima, a partir da inoculacdo do fungo
filamentoso em meio solido contendo o substrato enzimatico (OLIVEIRA, FERREIRA ¢
DA SILVA BENTES, 2022; PERAZA-JEMENEZ et al., 2021; SANTOS e SILVA,
2020).

Neste estudo, o teste qualitativo avaliou o nivel de producao de amilase em fung¢ao
do Indice Enzimatico (IE), muito utilizado em diversos estudos como metodologia de
selecdo primaria que economiza tempo e custos para a busca de novas enzimas com
potencial biotecnologico (SANTOS et al., 2020; ZHANG et al., 2006; CHIMATA,
CHETTY e SURESH, 2011; FARIAS 2008). Os resultados do IE e as classificagdes dos
micro-organismos quanto a produ¢do de amilase, encontram-se na tabela 2.

A microbiota presente nas abelhas sem ferrdo ¢ de grande importancia para
manutencado de suas colmeias, existindo forte relagdo de dependéncia entre as abelhas e
0s micro-organismos associados (SOUZA et al., 2021). Estes micro-organismos fornecem

suprimentos alimentares; protegem as colonias do ataque por patogenos, pela producdo
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de substancias antimicrobianas; e auxiliam na digestao de alimentos de dificil degradagdoa
partir da producao de diferentes enzimas hidroliticas (De PAULA et al., 2021). Apesar da
literatura demonstrar que ha grande diversidade microbiana associada as coldnias de
abelhas sem ferrdo, a maioria das pesquisas tém focado em estudos taxonOmicos,
filogenéticos ¢ de composicdo da comunidade microbiana, ¢ o grande potencial
biotecnologico desses micro-organismos, como a produgdo de enzimas, permanece pouco
elucidado (De PAULA et al., 2021; SANTOS et al., 2023; BARBOSA, 2018). Nosso
estudo teve como principal estimulo encontrar novas amilases potenciais para uso em
diversos setores industriais, como o alimenticio, té€xtil, de biocombustivel, de detergentes,

entre outros (PELLEGRINI et al., 2020).

Tabela 2. Nivel de produgio de amilase pelos fungos filamentosos isolados de abelhas sem ferrio em fungdo
no indice Enzimatico.

Diametro IE . ~
F oA
ungos do halo Dlafm?tro da (DH/DC) Classificacao do IE
filamentosos colonia(cm)
(cm)
MS30B 2,85+0,15 1,0 2,85 Fortemente produtor
MSI13B 2,35+0,15 1,0 2,35 Fortemente produtor
26 24+0,1 1,0 2.4 Fortemente produtor
21 1.840,0 1,0 1.8 Moderadamente produtor
Fv-Sab 01 1,6 £ 0,1 1,0 1,6
Moderadamente produtor
Fv-Sab 02 0 1,0 0 N
Nao produtor
Fv-Sab 05 1,8+ 0,0 1,0 1,8
Moderadamente produtor
Fv-Sab 10 2,5+£0,0 1,0 2,5

Fortemente produtor

14



De acordo com o Indice Enzimético, 4 fungos filamentosos foram fortemente
produtores de amilase, sendo 2 isolados de abelhas M. scutellaris, 1 de F. varia e 1 de T.
angustla. Apenas um fungo foi nao produtor, ndo observando-se halo de degradagdo do
amido, ¢ os demais foram classificados como moderadamente produtores de amilase.
Nenhum fungo foi fracamente produtor da enzima. Assim foi possivel observar grande
potencial para produgao de amilases apartir desses fungos isolados de abelhas sem ferrao,
no qual o nivel de producdo da enzima em funcao do IE foi de fortemente produtor para
50% (4/8) dos fungos analisados, com valores superiores a 2,0.

Oliveira, Ferreira e da Silva Bentes (2022) analisaram, a partir de uma
amostragem de 269 isolados fingicos, o potencial enzimatico de amilase a partir do IE, e
concluiram que, a partir de uma sele¢ao prévia de 10 maiores produtores da enzima,
apenas dois foram considerados como fortemente produtor, com IE de 3,35 e 2,75,
aproximadamente. Peraza-Jiménez e colaboradores (2021), descrevem apenas valores de
até 2,5 para o fungo com maior caracteristica produtora em termos de indice de poténcia
de atividade enzimatica, apds a analise de 150 isolados fungicos de diferentes origens.
Resultados esses que, mesmo com um maior nimero de amostras de diferentes fungos,
corroboram para os resultados obtidos neste presente trabalho, visto que o maior IE
encontrado foi de 2,85 dentre oito isolados fungicos diferentes em relagdo a mais de 400
estudados entre Oliveira, Ferreira e da Silva Bentes (2022) e Peraza-Jiménez e

colaboradores (2021).

Santos e Silva (2020) fizeram a bioprospec¢ao de fungos a partir de quatro
superficies, sendo elas amostras de folhas, casca de caule, xilema e raizes. Destas
amostras, foram adquiridos 60 isolados fungicos e apenas 23,3% destes apresentaram
halo de hidrolise de amido, e o maior IE descrito foi de 1,8. Soares e colaboradores

(2010) determinaram o IE em situagdes do crescimento fingico com e sem

15



refrigeracdo, e meios com e sem glicose, a fim de analisar as diferencas do fungo
Aspergillus nidulans. Os resultados obtidos demonstraram que sob refrigeragao
apenas sete dos dezesseis inoculos tiveram crescimento entre um IE de 0,2-1,32 o
que, segundo os autores, pode ser devido ao estresse gerado pela baixa temperatura,
fazendo com que esses fungos produzissem amilase como forma de sobrevivéncia.
Dentreas situagdes sem refrigeragdo observou-se uma maxima de IE de 1,55 dentre 4
tipos de linhagens diferentes e as quatro situagcdes de meio, totalizando um total
de 16 cepas analisadas. E valido ressaltar que o meio que mais teve sucesso na
producao qualitativa de amilase foi 0 meio completo (PONTECORVO et al., 1953) a
2% de amido e sem adi¢do de glicose, validando ainda mais o grande potencial visto

dentre os fungos estudados neste presente trabalho.

5.3. Avaliacio da atividade enzimatica pela quantificacdo de acucares
redutores

5.3.1. Fermentacao em Estado Solido (FES) em farelo de arroz

Pela analise qualitativa anterior, o fungo MS30B apresentou maior IE (2,85) e foi
selecionado para FES e producdo do extrato enzimético, utilizando o farelo de arroz como
substrato indutor da producao de amilases em um tempo de fermentagao de 72 horas. O
cultivo dos fungos em FES apresenta vantagens quando comparada a fermentacdo
submersa (liquida), visto que a quantidade de 4gua livre presente no meio so6lido €
reduzida, aproximando-se das condi¢Oes encontradas no meio ambiente, resultando em
melhor desenvoltura dos micro-organismos. Além disso, ¢ valido destacar também que a
disponibilidade diminuta de 4gua livre no meio diminui as chances de contaminacao por
outros micro-oganismos indesejados (CASTRO et al., 2010).

Neste trabalho, a FES foi conduzida utilizando o farelo de arroz, de facil obtencao,

baixo custo, elevados teores de amido e ainda apresenta um carater altamente vantajoso
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em relagdo a outros substratos para o crescimento fungico e producdo enzimatica de

amilase quando comparado com outros substratos como farelo de trigo (PURI et al.,

2013).

Figura 4. Fermentagio em Estado Solido para produgdo do extrato enzimatico em duas situagdes. A)
hora 0, farelo de arroz estéril inoculado com as células fingicas; B) Apo6s 72 horas de fermentag@o. Fonte:

Autoria propria.

O tempo de fermentacdo foi previamente verificado em diferentes estudos e, por
um consenso técnico, a marca de 72 horas foi a que se mostrou mais produtiva em relagao
as amilases. Segundo Gusmao e colaboradores (2014), dois de trés isolados fungicos
obtiveram maior resultado de atividade amilolitica apos trés dias de fermentacdo, com
resultados de 96,69U/g e 161,7U/g. Outro estudo que demonstrou maior atividade
enzimatica da amilase em 72 horas foi em De Faria et al. (2017), onde foi demonstrado

um valor de 0,47U/mL, demonstrando o maior valor entre as 144 horas avaliadas.

5.3.2. Obtencdo da curva padrio de glicose por método DNS (Acido
dinitrosalicilico)

Neste estudo, a curva analitica de agucar redutor liberado pela degradagdo da
glicose administrada em diferentes concentragdes, resultante das dilui¢des, foi obtida a
partir do método de DNS, como ¢ demonstrado na Figura 4. Com a equacdo da reta e o

coeficiente angular de correlagdo da reta (R?) adquiridos foi possivel correlacionar a
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concentracao de substrato com a absorbancia lida em espectrofotdometro e, assim, analisar

o grau de associacdo entre as duas variaveis (MARTINS, 2014).

A determinagdo de actcares redutores possibilita a quantificacdo da atividade das
amilases totais presente no extrato bruto, filtrado a partir da fermentagdo, visto que a
conformag¢do da molécula dos agucares redutores garante uma possibilidade de oxidagao,
jé& que sdo carboidratos com carbono carbonila livre, ou seja, ndo inclui em sua estrutura
uma ligacdo glicosidica. Caracteriza-se como sendo estes aclcares monossacarideos
como glicose, galactose e frutose que, na presenca do reagente DNS, em pH alcalino, sao
oxidados em aglicares com a presenga do grupo carboxil, como o acido D-gluconico
(SANTOS et al., 2017; AHMED, 2013).

No teste utilizando o DNS como agente oxidante, a mudanca de coloragdo no
liquido da solugdo se da pela reacdo do carbono carbonilico reduzindo-se a um composto
nitroamido analogo — acido 3-amino-5-nitrosalicilico, fazendo com que a coloragao
amarela inicial passe a cor avermelhada escura do nitroamido. Neste sentido, ao medir
com um comprimento de onda de 540nm no espectrofotometro a absor¢ao dos acidos 3-
amino-5-nitrosalicilico € possivel determinar a quantidade de conversao de agticar redutor
na amostra analisada (AHMED, 2013; INFORSATO e PORTO, 2016), que neste trabalho
se apresenta como glicose.

Sendo assim, a relevancia em quantificar os monomeros de glicose ¢ dada pela
sua relagdo direta com a atividade enzimatica das amilases fungicas presente no extrato
enzimatico do fungo MS30B, visto que a relagdo de carater universal utilizada para a
conversao ¢: 1U (unidade enzimatica) ¢ equivalente a quantidade de enzima necessaria
para liberar 1pmol de glicose por minuto (MANERA et al., 2008; EISENTHAL e

DANSON, 2002).
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5.3.3. Atividade enzimatica do fungo MS30B

A quantificagdo da atividade amilolitica no extrato enzimatico bruto ¢ importante
para avaliar a acao das amilases e a eficiéncia que a enzima consegue converter oamido
em moléculas de glicose (PEREIRA, 2014). Quando foi analisada a atividade enzimatica
do extrato enzimatico bruto do fungo MS30B nos pontos 0, 3; 6; 9; 12 e 15 minutos
obteve-se uma distribui¢do como se a enzima entrasse no estado estacionario deacdo em

entre aproximadamente 3 ¢ 4 minutos (figura 5).

B Curva enzimsatica

AR [

Tempo (min)

Figura 5. Atividade amilolitica do extrato enzimatico bruto produzido por Fermentagdo em Estado Sélido

a partir do fungo MS30B (Tempo versus Concentracdo de Agucares Redutores).

Deste modo, os testes seguintes foram conduzidos a 3,5 minutos de reagdo para a
amilase do isolado MS30B, o que se conclui uma velocidade muito rapida de atividade
quando comparado com outros artigos (ALMEIDA, 2015; LIRA, 2022), visto que para
uma producao industrial o menor tempo de reagdo significa maior sucesso de producao e
menor gasto envolvido (IIDA e BUARQUE, 2021). Assim, utilizando a Equacao 1 da

curva padrao de glicose, obteve-se um valor especifico de concentragdo de glicose, onde
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considerando que cada 1U da enzima libera 1pmol/min deglicose, a unidade enzimatica
encontrada neste estudo foi de 15,4pmol/mL em 3,5 minutos de reacgdo, ou seja, dividindo

pelo tempo de duragdo, obteve-se uma atividade por minuto de 4,4U/mL.

A atividade enzimatica apresentada pela literatura ¢ calculada e apresentada de
maneiras diferentes, o que dificulta a discussdo quanto aos valores obtidos. O valor de
atividade encontrado por De Faria Silva e colaboradores (2017) foi de 0,47U/ml em um
tempo defermentagdo de 72h, no entanto o estudo foi conduzido por uma fermentagdo
submersa, estatica e sob agitagio. E importante destacar que os autores consideraram
como uma unidade enzimadtica a capacidade em liberar 0,1pumol de agucar redutor por
minuto, o quese fosse considerado em nosso trabalho, a atividade amilolitica apresentada
seria de 44U/mL.

J4 em outro estudo, demonstrado por Rodrigues (2022), verificou-se uma maior
atividade pela quantificagdo de acucares redutores, também apds 72h de fermentagao,
com valor de 10,10U/mL como maximo de atividade utilizando uma equagdo que
considera os volumes de extrato bruto utilizado no experimento. Neste sentido, trazendo
para a realidade deste trabalho, obteriamos uma atividade de aproximadamente
17,59U/mL, atingindo um valor maior do que a méxima apresentada pelo autor.

Quando as variaveis foram trabalhadas de maneira semelhante a este estudo,
como temperatura para atividade enzimatica de 60°C e pH de 4,5, foi encontrada uma
atividade média de 2,94U/mL (ALMEIDA, 2015). No entanto, ha divergéncias quanto a
atividade amilolitica em funcdo da temperatura 6tima, visto que ha influéncia direta do
seu produtor, no caso, os fungos filamentosos. Nesta perspectiva, hd relatos onde as
enzimas amiloliticas produzidas por Fusarium sp. demonstraram uma alta atividade
enzimatica numa faixa de temperatura de 40 a 70°C, com a maxima observada em 50°C

(NWAGU, 2011). Ja Pereira (2014) verificou que as amilases produzidas pelo fungo
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estudado tiveram uma perda significativa em sua atividade a partir de 60°C. Neste estudo,
ndo foi possivel avaliar variacdes de condigdes fisicas, o que ficara como perspectivas
para estudos futuros, visto que a atividade enzimatica podera ser melhorada.

Por fim, observa-se uma boa atividade apresentada pelo fungo filamentosoMS30B,
isolado da abelha sem ferrdo M. scutellaris, porém sao necessarios estudos futuros para
elucidar a otimizagdo de sua agdo, a partir de variagdes de temperatura, pH etempo de

reacdo, permitindo assim, melhor caracterizagao da enzima.

6. CONCLUSAO

A partir das analises macro e microscopicas foi possivel visualizar 8 fungos com
caracteristicas semelhantes de crescimento, bem como esporos externos (exosporos) e
micélio vegetativo septado, o que indicaria géneros principalmente pertencentes ao filo
Ascomycota. O screening inicial a partir do nivel de atividade amilolitica em func¢do do
indice Enzimatico demonstrou que a maioria dos fungos sio capazes de produzir amilase,
sendo que 50% deles foram fortemente produtores da enzima, demonstrando grante
potencial biotecnologico desses micro-organismos. O fungo MS30B demonstrou
produzir um extrato enzimatico com atividade de 4,4U/mL, o que pode ser considerado
uma boa atividade, no entanto, a caracterizagdo da enzima quanto aos fatores que
influenciam essa atividade podera resultar otimizagdo de sua produgdo e alcangar valores
de atividade ainda maiores. Este estudo representa o inicio para produg¢ao de uma nova
amilase, um produto biotecnoldgico com alto valor e aplicabilidade importante para as

industrias brasileiras.
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