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RESUMO

O estudo buscou caracterizar a a-amilase produzida por um fungo filamentoso isolado do umbuzeiro. A
determinacdo dos valores oOtimos de pH e temperatura para a atividade enzimatica foi conduzida usando
metodologia de superficie de resposta com o planejamento Doehlert. A termoestabilidade da enzima foi avaliada
submetendo a solugdo enzimatica as temperaturas de 60 °C, 70 °C e 80 °C por 10, 30 e 50 minutos em pH 3,0. Foi
possivel identificar como condi¢des 6timas pH 3,0 e temperatura em torno de 65 °C. O pH acima de 5,0 e
temperaturas acima de 65 °C reduziram a atividade enzimatica. A enzima pode ser considerada termoestavel
(p<0,05) sob aquecimento a 70 °C, por até 30 minutos. O modelo experimental empregado, permitiu identificar
condigdes Otimas que favoreceram a atividade enzimatica da a-amilase produzida pelo fungo endofitico isolado
do umbuzeiro. Além disso, a enzima demonstrou ser termoestavel, nas condigdes avaliadas, tais fatores a tornam
relevantes para aplicagdes biotecnologicas.
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ABSTRACT

The study sought to characterize the alpha-amylase produced by a filamentous fungus isolated from the umbu tree.
The determination of the optimal pH and temperature values for enzymatic activity was conducted using response
surface methodology with Doehlert planning. The thermostability of the enzyme was evaluated by subjecting the
enzyme solution to temperatures of 60 °C, 70 °C and 80 °C for 10, 30 and 50 minutes at pH 3.0. It was possible to
identify pH 3.0 and a temperature around 65 °C as optimal conditions. pH above 5.0 and temperatures above 65 °
C reduced enzymatic activity. The enzyme can be considered thermostable (p<0.05) when heated to 70 ° C for up
to 30 minutes. The experimental model used allowed us to identify optimal conditions that favored the enzymatic

activity of alpha-amylase produced by the endophytic fungus isolated from the umbuzeiro. Furthermore, the
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enzyme demonstrated to be thermostable under the conditions evaluated, such factors make it relevant for
biotechnological applications.

Keywords: endophytic fungus, response surface, thermostability.

INTRODUCAO

As amilases (EC 3.2.1.1) desempenham um papel essencial na digestdo de carboidratos, pois quebram
moléculas de amido em unidades mais simples, monossacarideos (BUSSA et al., 2019; DENTI, 2021). A a-amilase
¢ capaz de atuar nas ligagdes o (1,4) dos polissacarideos que contém trés ou mais unidades de D-glicose, resultando
na quebra dessas ligagdes (GOMES et al., 2007; SANTOS et al., 2020).

A capacidade das amilases em acelerar reagdes quimicas especificas, sem serem consumidas no processo,
destaca sua importancia biolégica (ROBINSON, 2015). Essa capacidade torna as amilases versateis para o ramo
industrial, considerando seu envolvimento e aplicagdo em diferentes processos, como na producdo de alimentos,
na fabricag@o de produtos farmacéuticos e na industria téxtil (EL-GENDI et al., 2021).

Os fungos filamentosos sdo microrganismos reconhecidos por sua adaptabilidade e versatilidade
metabolica. Para isso, os fungos produzem uma variedade de enzimas (RODER et al., 2023), incluindo amilases,
capazes de operar em condi¢des ambientais diversas (SANTOS et al., 2020). Esta capacidade adaptativa nao
apenas desempenha um papel crucial na sobrevivéncia desses microrganismos, mas também confere as amilases
fungicas propriedades unicas quanto & velocidade de producdo e a diversidade em aplicagdes biotecnologicas
(GOMES et al., 2007).

Amilases fungicas sdo alvos de pesquisa e proporcionam insights valiosos para a compreensdo de
processos fisiologicos (SHAHRYARI et al., 2019) e da complexidade bioquimica dessas enzimas (SHAHRYARI
et al., 2019). Mas além disso, essas enzimas tém sido estudadas no desenvolvimento de aplicagdes praticas
inovadoras, como aplicagdes diagnoésticas e terapéuticas para o cancer, infecgdes e cicatrizagdo de feridas
(AZZOPARDI et al., 2016). O interesse por pesquisas envolvendo amilases fungicas pode ser um reflexo da
importancia econdmica das amilases, uma vez que cerca de 30% da producdo global de enzimas ¢ composta por
amilases (GAETE et al., 2020).

Neste contexto, explorar as propriedades e fungdes, bem como entender as melhores condi¢des de
atividade das enzimas amilases torna-se crucial para uma compreensdo mais profunda da bioquimica e para o
avango de tecnologias que envolvem a manipulagdo eficiente de substratos amilaceos. Dessa forma, o objetivo
desse estudo foi obter uma amilase a partir de um fungo filamentoso isolado do umbuzeiro (Spondias tuberosa

Arruda Camara) e caracteriza-la de modo a determinar o pH e temperatura 6timos para a atuagéo da enzima.

MATERIAL E METODOS

Microrganismo

O fungo foi obtido da Colecdo de Fungos Filamentosos Endofiticos Isolados de Umbuzeiro da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (SANTOS; SILVA, 2022) e mantido em Agar Batata e Dextrose
(BDA), a 4 °C até o inicio dos experimentos.

Producio da amilase

O microrganismo foi inicialmente cultivado em meio BDA por um periodo de 7 dias a 30 °C (em uma
incubadora BOB s1200/90-solab). Posteriormente, o fungo foi inoculado em meio liquido composto por amido (10
g/L), extrato de levedura (3 g/L), extrato de malte (3 g/L) e sulfato de magnésio (0,758 g/L) em pH 7,0. Em seguida,

uma concentragdo de 1 x 107 esporos/mL do microrganismo foi inoculada ao meio. O processo de fermentagio foi
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conduzido em um agitador rotativo (incubadora shaker sl 222, Solab) a 150 rpm, ao longo de 120 horas. Apods a
fermentacdo, o meio de cultura foi filtrado a vacuo e o sobrenadante resultante foi utilizado como extrato
enzimatico bruto.

Ensaio de determinaciio da atividade enzimatica

A avaliacdo da atividade da amilase foi conduzida conforme a metodologia proposta por Miller (1956).
O método se baseia na quantificacdo de agtcares redutores liberados no meio de reagéo pela interagdo de 0,1 mL
de extrato enzimatico bruto com 0,1 mL de solug¢do de amido a 1% em tampao fosfato pH 7,0, durante um periodo
de 10 minutos a 50 °C. Posteriormente a incubagdo, 0,2 mL de acido 3,5-diitrosalicilico (DNS) foi adicionado, ¢
a mistura foi aquecida a 100 °C por 5 minutos, seguida de resfriamento com 2 mL de agua destilada. A atividade
enzimatica foi determinada pela leitura da absorbancia a 540 nm em um espectrofotdmetro (Mars Spectro 560) e
comparada com uma curva-padrdo de glicose obtida nas mesmas condig¢des.

Determinacfio dos valores 6timos de pH e temperatura

A determinagdo dos valores 6timos de pH e temperatura para a atividade amilasica foi conduzida através
da aplica¢@o da metodologia de superficie de resposta, utilizando o planejamento de Doehlert. A investigacdo da
variavel de pH envolveu a exploragio de cinco niveis (3,0; 4,0; 5,0; 6,0 e 7,0), enquanto a temperatura foi analisada
em trés niveis distintos (30 °C, 50 °C ¢ 70 °C). Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata (n=3) e
replicata do ponto central (n=9), para aferir possiveis erros experimentais. A analise estatistica foi realizada no
software Statistica® versdo 7, com a analise de variancia (ANOVA).

Avaliacio da termoestabilidade

Para a analise da termoestabilidade, a solu¢do enzimatica foi submetida a aquecimento (60 °C, 70 °C e 80
°C) por 10, 30 e 50 minutos em pH constante (3,0). Ap6s cada tratamento, a atividade da amilase foi determinada.
O Teste de Tukey foi realizado, ao nivel de 5% de significancia (p<0,05), para verificar se houve diferenga

significativa entre os tratamentos, utilizando o Microsoft Excel.

RESULTADOS
A Tabela 1 exibe os valores observados e preditos de atividade enzimatica (UA) sob condi¢des especificas

determinadas pelo planejamento experimental de Doehlert.

Tabela 1. Planejamento experimental Doehlert aplicado na otimizagdo do pH e temperatura de atuag@o da amilase

produzida pelo fungo obtido do umbuzeiro (Spondias tuberosa Arruda Camara).

Experimento pH Temperatura Valores observados Valores preditos

(°O) (UA) (UA)

1 4 (-0,5) 70 (+0,866) 0,1614 0,1627
2 6 (+0,5) 70 (+0,866) 0,1409 0,1395
31 50 (0) 0,1635 0,1622

4C 5(0) 50 (0) 0,1513 0,1551
4C 5(0) 50 (0) 0,1568 0,1551
4C 5(0) 50 (0) 0,1571 0,1551
5 7 (+1) 50 (0) 0,1303 0,1316
6 4 (-0,5) 30 (-0,866) 0,1362 0,1375
7 6 (+0,5) 30 (-0,866) 0,1313 0,1300

C: ponto central; UA: umol/min. Os valores codificados sdo apresentados em parénteses.
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As condi¢es otimas que conduziram a melhor atividade enzimatica da amilase produzida pelo fungo
filamentoso obtido do umbuzeiro foi pH acido, em torno de 3,0 ¢ temperaturas entre 60 e¢ 70, como pode ser
observado na Figura 1. A maioria das enzimas possui um pH ideal especifico no qual a velocidade da reagio
catalisada atinge seu maximo e, qualquer variagdo acima ou abaixo do valor resulta em uma diminui¢do da
sua atividade Em pH 6timo, a estrutura tridimensional da enzima, especialmente o seu sitio ativo, ¢ mantida
de forma que a catalise da reacdo seja maximizada. Em um pH adequado, as cargas elétricas dos grupos
funcionais da enzima e do substrato s@o ideais para a ligagdo e favorecem a catalise. Por outro lado, se a
enzima for mantida fora do seu pH o6timo, pode ocorrer desnaturagdo, comprometendo a estrutura e,
consequentemente, sua fungdo (ROBINSON, 2015).

b)

Temperatura

B o2 25 30 35 490 45 50 55 , 65 70 15
pH
Figura 1. Graficos de superficie de resposta e curva de niveis para a otimizacéo do pH e temperatura 6timos para

a atividade enzimatica da amilase produzida pelo fungo obtido do umbuzeiro (Spondias tuberosa Arruda Camara).

Equacdo que explicou a resposta:
UA=-0,015309 (% 0,001904)pH -0,004077(x0,001505)pH? + 0,017401 (£0,003297)T — 0,021217 (£0,004515)T?>
—0,007845 (+0,003297)pH*T.

Em que, T ¢ a temperatura em graus Celsius.

A influéncia das variaveis pH e temperatura no processo ¢ descrita no Grafico de Pareto (Figura 2), com
nivel de confianga de 95%. A analise do diagrama de Pareto indicou que as variaveis pH e temperatura linear,
foram significativas no processo, bem como a temperatura quadratica. O pH quadratico e a relagdo linear entre pH

e temperatura ndo indicaram significancia no processo.
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(DpHL) -8,04244

(2)Temperatura(L) 5,277809

1Lby2L

p=.05

Figura 2. Diagrama de Pareto com a significancia das variaveis pH e temperatura na atividade enzimatica da
amilase produzida pelo fungo obtido do umbuzeiro (Spondias tuberosa Arruda Camara). (L)= Linear; (Q)=
Quadratico.

A analise de variancia (ANOVA) (Tabela 2) foi conduzida para avaliar a adequagdo do modelo aos
resultados experimentais. A analise da regressdo apresentou um valor calculado para a distribui¢do de Fisher maior
que o valor tabelado (25,18 > 9,013), permitindo inferir que o modelo experimental esta bem ajustado, comprovado
pelo valor obtido na falta de ajuste, com F calculado igual a 0,94, inferior ao F tabelado de 18,51, indicando que
os resultados encontrados nio sdo aleatorios. O coeficiente de determinag@o R? foi de 0,98, indicando que 98%

dos resultados sdo explicados pelo modelo experimental.

Tabela 2. Analise de varidancia (ANOVA) para a otimizagdo do pH e temperatura de atuacéo da amilase produzida

pelo fungo obtido do umbuzeiro (Spondias tuberosa Arruda Camara).

SQ gl MQ Fealculado Ftabelado
Regressao 0,001343 5 0,0002686 25,18 9,013
Residuo 0,000032 3 1,0666 x 10
Falta de ajuste 0,000010 1 0,000010 0,94 18,51
Erro puro 0,000022 2 0,000011
Total SQ 0,001375 8

SQ: Soma quadratica; gl: Graus de liberdade; MQ: Média quadratica. R? 0,98.

A influéncia da temperatura na atividade enzimatica da amilase foi analisada (Figura 3). Os resultados
indicaram que os tratamentos T7, T8 e T9 foram equivalentes e ndo resultaram em mudangas na atividade
enzimatica, assim como os tratamentos T1, T2 e T3. Na temperatura de 70 °C, os tratamentos T4, T5 e T6 também
nao apresentaram diferengas significativas entre si, nem em comparag@o com os tratamentos a 60 °C. Isso sugere
que a atividade da amilase permanece estavel durante o aquecimento por até 30 minutos, a 70 °C. Houve também
uma diminui¢do da atividade enzimatica com o aquecimento a 80 °C, entretanto, essa diminui¢do nao dependeu

do tempo de aquecimento.
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Figura 3. Grafico da avaliagdo da termoestabilidade da amilase produzida pelo fungo obtido do umbuzeiro
(Spondias tuberosa Arruda Camara) a 60 °C, 70 °C e 80 C por 10, 30 e 50 minutos (T9-T1). Teste de Tukey a 5%
de significancia (p<0,05).

DISCUSSAO

As amilases fungicas apresentam vantagens que as tornam escolhas preferenciais em diferentes aplicagdes
industriais, consistindo em alta eficiéncia na quebra das ligacdes do amido (BUSSA et al., 2019), estabilidade
durante as reagdes catalisadas (PINTO et al., 2020), versatilidade de aplicagdes (AZZOPARDI et al., 2016) e
facilidade em obter utilizando microrganismos (EGBUNE et al., 2022). Fungos s3o organismos que podem ser
cultivados de forma sustentavel, tornando as amilases de origem fiingica uma op¢ao favoravel para industrias que
buscam alternativas mais sustentaveis em seus processos (ABDULAAL, 2018).

O carater acido do pH e a temperatura elevada na qual a o-amilase produzida pelo fungo obtido do
umbuzeiro (Spondias tuberosa Arruda Camara) é comparavel as amilases obtidas dos fungos filamentosos
Rhizopus microspores var. oligosporus (SANTOS et al., 2020) e de Fomitopsis palustres (TANAKA et al., 2020).

A atividade enzimatica ¢ estabilidade das enzimas sdo fatores sensiveis a acdo da temperatura. Como
resultado, em altas temperaturas durante um determinado periodo de tempo, pode ocorrer desnaturagdo da enzima
e perda da sua atividade de forma parcial ou total (SANTOS et al., 2020; SHAHRYARI et al., 2019).

A amilase produzida pelo fungo filamentoso obtido do umbuzeiro € resistente ao aquecimento, mantendo
sua atividade catalitica em temperaturas em torno de 70 °C e com uma redugio sob a condig@o de temperatura de
80 °C. O aumento da temperatura impactou a atividade enzimatica de uma amilase produzida pelo fungo
Neurospora intermedia em estudos conduzidos por Shahryari et al. (2019). A enzima apresentou atividade
acentuada em torno de 65 °C, no entanto, a partir desse ponto, em temperaturas a partir de 70 °C foi observado um
declinio significativo na atividade enzimatica.

Uma maior termoestabilidade ou resisténcia a acidos de a-amilases fungica ajudara a melhorar os processos
industriais e a reduzir os custos de produgéo (LI et al., 2020). As amilases sdo amplamente utilizadas em diversas
inddstrias, cada uma exigindo uma o-amilase com propriedades especificas. Por isso, a busca por novos
microrganismos ¢ a exploragdo de caracteristicas como termoestabilidade e perfil de pH dessas enzimas sdo
continuas e essenciais (SOUZA; MAGALHAES, 2010).
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CONCLUSAO

A caracterizacdo da o-amilase produzidas pelo fungo endofitico isolado do umbuzeiro revelou que as
condigdes otimas de pH em torno de 3 e temperatura em torno de 65 °C resultam em atividade enzimatica
acentuadas, de acordo com a metodologia de superficie de resposta. Além disso, a enzima estudada foi considerada
termoestavel quando submetida a temperatura de 70 °C por até 30 minutos, sem perda significativa de atividade.
Esses resultados indicam o potencial dessa o-amilase para aplicagdes industriais e biotecnologicas, especialmente

nas condi¢des identificadas de pH e temperatura, otimizando sua eficiéncia e estabilidade térmica.
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