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Resumo:

O amido é a principal molécula de reserva de muitos graos. Indastrias de
processamento do amido usam a hidrolise enzimética, com uso de amilases,
para obtencdo de produtos. A producdo de amilase por Epicoccum nigrum é
conhecida, mas a enzima ainda ndo foi caracterizada. Neste trabalho, a
producdo de amilase por E. nigrum foi otimizada e a enzima produzida foi
parcialmente purificada e caracterizada.

Introducao

Para uso industrial, o amido, que n&do tem sabor, necessita ser
degradado em produtos de sabor adocicado. A hidrélise se da por
desdobramento total das moléculas de amilose ou amilopectina em
dextrinas, maltose e glicose.

As amilases podem ser divididas em duas classes, conforme o mecanismo
de acdo. As endoamilases catalisam a hidrélise das ligacGes glicosidicas do
tipo a-1,4, no interior da molécula de amido, enquanto que as exoamilases
hidrolisam ligac@es glicosidicas a partir da extremidade ndo redutora.

O Epicoccum nigrum € um fungo sapréfita, que produz um pigmento usado
como antifangico. Ndo ha relatos de estudos de producdo ou de
caracterizacado da amilase de E. nigrum. Portanto, este trabalho teve como
objetivos estudar a producéo e caracterizar a amilase deste fungo.
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Materiais e Métodos

Microrganismo e condi¢des de cultivo para a producdo da enzima

O isolado de E. nigrum utilizado foi anteriormente bioprospectado de
sementes de milho apresentando sinais de podriddo (ABE et al., 2015). O
seguinte meio de cultivo foi inicialmente utilizado: extrato de levedura 3 g/L,
peptona 5 g/L, NaH,PO,4 21 mmol/L, NazHPO,4-7H,O 29 mmol/L, pH 7,0, e
amido soluvel 2 g/L. Frascos de 125 mL contendo 25 mL do meio foram
esterilizados em autoclave e inoculados com fragmentos de 1 cm® de cultura
em BDA solido. Apos incubagdo estaciondria por 5 dias, a 25 °C, as culturas
foram homogeneizadas em malha de inox e passagem por agulha (16G) e
um mL do homogeneizado foi utilizado como in6culo (4% v/v) para novos
frascos de 125 mL contendo 25 mL do mesmo meio. Estes frascos foram
incubados por 3 dias, sob agitacdo a 100 rpm, a 25 °C. Apds, as culturas
foram filtradas em papel de filtro e a atividade enzimatica foi avaliada no
filtrado pela descoloragcdo do complexo amido-iodo (PALANIVELU, 2001). O
peso do micélio seco a 50 °C foi utilizado como medida de crescimento do
fungo.

Otimizacédo das condi¢cdes de cultivo

Os seguintes parametros foram avaliados: agitacdo, tempo e
temperatura de cultivo, pH inicial do meio, tamanho do inéculo, presenca de
ions e fontes de carbono do meio, além da variacdo da concentracdo da
fonte de carbono e do ion indutor. Os resultados apresentados sao a média
e o desvio padréo dos dados obtidos em trés frascos de cultivo.

Purificacéo parcial da enzima

Proteinas de 250 mL de filtrado foram precipitadas com sulfato de
amonio a 90%, coletadas por centrifugagédo (21.000g, 5 min), dialisadas em
tampao fosfato 50 mmol/L, pH 7,0 e utilizadas como fonte da enzima.
Parametros cinéticos

Os parametros: temperatura 6tima, estabilidade térmica, ativadores e

inibidores, especificidade, Ky e Vmax foram obtidos com uso da reacéo
enziméatica estabelecida e com mudancas nas condi¢cfes de ensaio.
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Resultados e Discussao

A incubacao estacionaria para o pré-inéculo, e sob agitacdo de 100 rpm,
a 25 °C, para o segundo cultivo, foi melhor para a producdo da enzima e para
o crescimento do fungo. A curva de crescimento obtida para o E. nigrum (Figura
1A) mostra que o melhor tempo de cultivo para a producédo da enzima foi de
72h (3 dias). Um pH inicial do meio de cultivo de 7,0 foi melhor para a
producéo da enzima (Figura 1B) e um inéculo 8% (v/v) resultou em uma maior
uniformidade de producéo da enzima (Figura 1C)
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Figura 1 — Curva de crescimento do E. nigrum e producdo da amilase (A). Influéncia
do pH inicial do meio de cultura (B) e do tamanho do inéculo (C) para a producao da
enzima. Médias seguidas de letras diferentes sdo diferentes pelo Teste de Tukey a 1% de
significancia.

O amido (0,2%, wi/v) foi a melhor fonte de carbono para a producdo da enzima
(Figura 2A e 2B). A presenca, no meio de cultivo, de Tween 80 (0,2 %, v/v),
CuSO,4 e MgSO,4 (ambos a 10 umol/L) inibiu tanto o crescimento quanto a
producdo da enzima. A adicdo de KCI (10 pmol/L ou 20 pmol/L) ao meio de
cultivo aumentou em 30% a producédo da enzima (dados ndo mostrados).

O Ku € a Vmax encontrados (Figura 3A) sdo 1,74 mg/mL e 1,53 mg/mL.min,
respectivamente. A temperatura 6tima da enzima é de 50 °C (Figura 3B) e 0
pH 6timo é 6,0 (Figura 3C). A temperatura em que a enzima perde 50 % da
sua atividade (Tsp), calculada da curva polinomial obtida, é 46,25 °C (Figura
3D). Cobalto e calcio atuaram como ativadores e SDS e Tween 80 como
inibidores da enzima (dados ndo mostrados).

Conclusodes

A nova amilase caracterizada representa uma alternativa para a
hidrélise enzimética do amido.
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Figura 2 — A) Fontes de carbono para producédo da amilase. B) Variacdo na concentracédo
do amido. Diferentes letras indicam significaAncia a 1% pelo Teste de Tukey.
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Figura 3 — A) Gréfico duplo-reciproco. B) Temperatura 6tima. C) pH 6timo. D) Estabilidade
térmica. Os dados representam médias e desvios padrdo de triplicatas.
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