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RESUMO

As amilases sdo carboidrases amplamente distribuidas na natureza, podendo ser encontradas
em animais, vegetais e micro-organismos. A amilase é usada principalmente na industria
farmacéutica como auxiliar digestivo, desbridamento, cicatrizagdo de feridas e terapia
anticancer. Fungos filamentosos do complexo de espécies Fusarium solani sdo bons produtores
de enzimas extracelulares. O objetivo deste trabalho foi avaliar uma fracdo parcialmente
purificada de Fusarium solani, como fonte de enzimas biocatalizadoras de carboidratos para
uso na industria. Ap6s a PCR e eletroforese a identificacdo molecular foi confirmada com o
padrdo de 560 pb para o fungo Fusarium solani. O extrato bruto obtido da fermentacédo
submersa de Fusarium solani utilizando amido 6 %, foi submetido a purificacdo parcial
realizada com sulfato de amonio em duas fragdes com graus de saturacéo diferentes: F1(0-40%)
e F2 (40-80%). A amilase parcialmente purificada de F2 exibiu atividade especifica de 4.603
U/mg de proteina. ApoOs observar a alta atividade amilolitica nesta fracdo, realizou-se a
caracterizacdo fisico-quimica das amilases. O pH e a temperatura Gtimas para a atividade
enzimatica foram 4,5 e 95°C, respectivamente. Verificou-se que a estabilidade térmica da
enzima se manteve apds 1 h. A atividade amilolitica da F2 de Fusarium solani de foi inibida na
presenca dos elementos Fe **, Na *, Ca 2*, Mn 2*, Cu ?*, Cl -, Zn 2*, K" nas concentracdes 5 e
10 mM. A enzima purificada apresentou notavel estabilidade em relacdo aos surfactantes
(Triton X-100, Tween 20, Tween 80 e SDS). Na presenca de EDTA a atividade de amilolitica
da F2 foi levemente aumentada, sugerindo que esta enzima tem interacéo fraca com o reagente
quelante. A amilase extremofilica foi estavel na presenca de varios solventes organicos como
metanol, isopropanol, etanol e acetona. Estas propriedades indicam potenciais aplicacdes

biotecnoldgicas desta enzima na industria com producédo ecologicamente correta.

Palavras chaves: Enzimas; fermentacéo submersa; amido; biotecnologia



ABSTRACT

Amylases are carbohydrases widely distributed in nature and can be found in animals, plants
and microorganisms. Amylase is mainly used in the pharmaceutical industry as a digestive aid,
debridement, wound healing and anti-cancer therapy. Filamentous fungi of the Fusarium solani
species complex are good producers of extracellular enzymes. The objective of this work was
to evaluate a partially purified fraction of Fusarium solani as a source of carbohydrate
biocatalyst enzymes for use in the industry. After PCR and electrophoresis, the molecular
identification was confirmed with the 560 bp pattern for the fungus Fusarium solani. The crude
extract obtained from the submerged fermentation of Fusarium solani using 6% starch was
subjected to partial purification carried out with ammonium sulfate in two fractions with
different degrees of saturation: F1(0-40%) and F2 (40-80%). Partially purified F2 amylase
exhibited specific activity of 4603 U/mg protein. After observing the high amylolytic activity
in this fraction in relation, the physicochemical characterization of the amylases was carried
out. The optimum pH and temperature for enzymatic activity were 4.5 and 95°C, respectively.
It was found that the thermal stability of the enzyme was maintained after 1 h. The F2
amylolytic activity of Fusarium solani de was inhibited in the presence of the elements Fe 3*,
Na*, Ca?",Mn?2*, Cu?*,Cl-, Zn?*, K" at concentrations of 5 and 10 mM. The purified enzyme
showed remarkable stability in relation to surfactants (Triton X-100, Tween 20, Tween 80 and
SDS). In the presence of EDTA the amylolytic activity of F2 amylases was slightly increased,
suggesting that this enzyme has a weak interaction with the chelating reagent. Extremophilic
amylase was stable in the presence of various organic solvents such as methanol, isopropanol,
ethanol and acetone. These properties indicate potential biotechnological applications of this

enzyme in industry, with ecologically correct production.

Keywords: Enzymes; submerged fermentation; starch; biotechnology
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Estrutura tridimensional da a-amilase pancreéatica de porco ilustrando
os trés dominios que compdem a estrutura da a-amilase. Dominio A —
verde; dominio B — azul; dominio C — laranja.

Estrutura catalitica da a-amilase de porco. (B/a)8-barril ou TIM-barril
composta por oito a-hélices intercaladas por oito 3-folhas.

Representacdo do sitio ativo de uma a-amilase ilustrando os seus
subsitios. Cada subsitio interage com uma unidade de glicose do
substrato. A fenda catalitica da enzima esta indicada pela seta lilas. A
quantidade de subsitios varia entre diferentes organismos.

Estrutura a a-amilase pancreatica de porco complexada com arcabose
(preto) na fenda de ligacdo do substrato mostrando os dominios,
residuos cataliticos e sitios de célcio e cloreto. Observam-se 0s
dominios A, B e C, além dos residuos cataliticos indicados por *
(Aspl97, cinza escuro, Glu233, cinza claro, Asp300, cinza medio), e a
triade protease-like (Glu27, cinza escuro, Ser340, cinza medio,
His386, cinza claro) indicada por °.

Caracteristicas morfoldgicas de Fusarium solani. a- — Macroconideos
e microconideos; b- Conidiéforo simples; c- Conidiéforo como
monofialides;d- Microconideo em falsa cabeca; e- clamiddsporo; f-
Conidiéforo  ramificado  g-Clamiddsporo  ramificado;  h-
Macroconideo.
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