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1

INTRODUCAO

Considerando o interesse econémico da cultura do
milho, alvo de ataque de fungos micotoxigénicos,
esta investigacdo teve por objetivo a producédo e
caracterizacdo bioquimica parcial de amilase das
principais  espécies  problematicas  (Fusarium
moniliforme e Aspergillus flavus). Empregando-se
cultivo em caldo de milho verde, adicionado de milho
triturado, a maximizacédo da producédo de amilase de
F. moniliforme e A. flavus ocorreu no 15° dia de
fermentacdo. Submetendo-se o sobrenadante de
cultura a precipitacdo fracionada com sulfato de
amonio, entre 60 a 90% de saturacdo, obteve-se a
amilase flngica, que foi caracterizada perante pH,
temperatura e estabilidade térmica por metodologia
de superficie de resposta. Em ambos os grupos
fungicos, a atividade enzimética foi maximizada em
temperatura proxima a 40 °C, com pH em torno de
6,7 para amilase de F. moniliforme e 55 para A.
flavus. A maxima estabilidade térmica da enzima de
F. moniliforme ocorreu préximo a 21,0 °C.

O milho é uma cultura mundial, aparentemente originaria do México, que
se difundiu da América para outros continentes (WATSON & RAMSTAD,
1987). Destaca-se entre as principais culturas pela producao anual de 440
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milhdes de toneladas, das quais os Estados Unidos produzem
aproximadamente 50% do total, enquanto que o Brasil participa com 8%
(CORTES, 1997).

A composicdo de milho favorece o atague de insetos predadores e a
deterioracao fungica, com destaque para F. moniliforme, F. proliferatum, F.
oxysporum, Aspergillus spp, A. flavus, A. parasiticus, Diploidia spp e
Penicillium spp (GONZALEZ et al., 1995).

Os danos fungicos no milho manifestam-se sob forma de perda de peso,
descoloracao, necrose dos graos e consequente producdo de micotoxinas,
cuja presenca afeta a liberacdo e comercializagdo internacional de
produtos agricolas (JULIAN et al., 1995).

F. moniliforme e F. proliferatum, as espécies mais frequentes,
caracterizam-se pela producédo de fumonisinas (LOGRIECO et al., 1995,
GONZALEZ et al., 1995, THIEL et al., 1991; JULIAN et al., 1995). Este
grupo de micotoxinas, descoberto por BEZUIDENHOUT et al. (1988) causa
leucoencefalomalacia em equinos (BEZUIDENHOUT et al.,, 1988),
sindrome de edema pulmonar em suinos (ROSS et al., 1991), depresséo
no desenvolvimento de aves (WEIBKING et al., 1993) e cancer esofagico
humano (NORRED & VOSS, 1994; BULLERMAN & DRAUGHON, 1994).

No milho brasileiro, a pesquisa de F. moniliforme e fumonisinas revelou
incidéncia do fungo em 85% das 48 amostras estudadas com ocorréncia
de 100 e 97,4%, respectivamente, para fumonisinas FB; e FB, (HIROOKA
et al.,, 1996). Situacdo similar foi relatada na Comunidade Européia, na
Africa e em Honduras (DOKO et al., 1995; LOGRIECO et al., 1995;
GONZALEZ et al., 1995; JULIAN et al., 1995). Esta constatac&o indica que
o controle fitossanitario é fundamental para assegurar a qualidade dos
produtos consumidos. N&o obstante, além de elevado custo, os pesticidas
sintéticos empregados na atualidade ocasionam problemas ambientais,
sociais e agropecuarios (KRIEGER & SCHUTTERER apud GOMES &
XAVIER-FILHO, 1994). Para contornar tais problemas, pesquisas sobre
mecanismos naturais de defesa das plantas contra patégenos
despontaram como solugdo adequada para aumentar a produtividade
agricola, com a vantagem de minimizar a aplicacao de pesticidas (GOMES
& XAVIER-FILHO, 1994). Entre estes mecanismos, o inibidor de amilase
vem sendo apontado como ferramenta promissora no controle de
fitopatogenos (GATEHOUSE, 1992). Sendo o amido, o componente que
participa com maior percentagem nos graos, constitui-se alvo de ataque
das amilases fungicas, que propiciam melhor crescimento micelial e
subsequente deterioracdo/producédo de toxinas.

O presente trabalho prop0s a padronizagéo da produgédo de amilase de F.
moniliforme e A. flavus em substrato a base de milho, seguida de
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caracterizacdo de enzimas obtidas perante pH, temperatura e estabilidade
térmica, empregando-se metodologia de superficie de resposta.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MICRORGANISMOS

Fungos relacionados com micotoxicologia de milho, isolados pelo
Departamento de Tecnologia de Alimentos e Medicamentos/CCA/UEL,
foram empregados para a producdo de amilase.

F. moniliforme 113F, isolado de racdo de milho envolvido em intoxicagao
animal, caracterizou-se pela producao inicial de 54,21 e 87,31 ug/g,
respectivamente, de FB; e FB,. A. flavus produtora de aflatoxina foi isolada
de racdo contaminada e analisada pelo controle de qualidade.

As linhagens foram mantidas a 4 °C com repique semestral em agar batata
dextrose (BDA).

2.2 MEIO MILHO

A amilase de F. moniliforme ou de A. flavus foi produzida em meio
constituido por sobrenadante de milho verde, adicionado de 2% de milho
maduro triturado, esterilizado a 121 °C por 15 min. O sobrenadante de
milho verde foi obtido pela homogeneizacéo de 350 g de milho verde com
250 mL de agua destilada, seguida de centrifugacdo a 900 x g por 10
minutos (FIGUEIRA, 1999).

2.3 PADRONIZACAO DE FERMENTACAO PARA AMILASES
FUNGICAS

Os conideos fungicos, previamente ativados a 25 °C por 7 dias em BDA,
foram coletados em 10 mL de &agua, contendo 0,1% de Tween 80. No
preparo de in6culo, 10’ conideos foram transferidos para erlenmeyer de
250 mL, contendo 100 mL de meio milho e incubados a 25 °C por 48 horas.
A seguir, uma série de 7 erlenmeyers de 125 mL, contendo 30 mL de meio
milho, em duplicata, foi inoculada com 1,5 mL de cultura e incubada a
25 °C em cultivo estético. A fermentacao foi interrompida no 5°, 10°, 15°,
20°, 30°, 40° e 50° dia, centrifugando-se o cultivo a 5.000 x g a 4 °C por 10
min. Determinaram-se no sobrenadante (extrato bruto) obtido, a atividade
amilasica, proteina solivel e atividade especifica, estando esta ultima
relacionada com o tempo de produgdo das amilases para construir as
respectivas curvas.
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2.4 PRODUCAO DE AMILASE

A amilase de A. flavus e F. moniliforme foi produzida pela transferéncia de
24 mL do in6culo para erlenmeyer de 2.000 mL, contendo 480 mL de meio
milho. O cultivo foi incubado a 25 °C, em cultivo estatico durante 15 dias,
empregando-se as condi¢cdes padronizadas no item 2.3. A fermentacao foi
interrompida e o cultivo centrifugado a 5.000 x g a 4 °C durante 10 min. No
extrato bruto foram determinadas a atividade amilasica, proteina soltvel e
atividade especifica.

2.5 PRECIPITACAO FRACIONADA DAS AMILASES

O extrato bruto foi submetido a precipitagdo com (NH4).SO4 entre 0 e 20%
de saturacédo, a 4 °C, centrifugada a 30.000 x g a 4 °C durante 15 min. No
sobrenadante S,y procedeu-se precipitacdo fracionada até 30% de
saturacao, seguida de 40% e sucessivamente até 100% de saturacdo com
(NH4)2S0O4. Os precipitados (P20, P30, ... P1oo) foram solubilizados em
tampado KH,PO4-NaOH 0,05M, pH 6,0 e dialisados contra o mesmo
tamp&o. No extrato dialisado foram determinados o teor de proteina
soluvel, atividade amilasica e respectiva atividade especifica, visando obter
o perfil da atividade especifica em funcdo da porcentagem de saturacao.

O intervalo entre 60-90% de saturagcdo com (NH4)>SO4, na recuperacao da
amilase fangica foi estabelecido com base nos dados obtidos. O
precipitado (Peo-90) foi solubilizado e dialisado contra agua destilada e
utilizado na determinacdo do pH e temperatura Otimos de atividade e
estabilidade da amilase de A. flavus e F. moniliforme.

2.6 CARACTERIZACAO PARCIAL DAS AMILASES FUNGICAS

Para determinacdo de pH e temperatura 6timos utilizou-se delineamento
experimental, denominado de planejamento em estrela, conforme descrito
por BARROS NETO et al. (1995). As variaveis consistiram de X;=
temperatura de reacao avaliada no intervalo de -2,4 a 82,4 °C e X,= pH no
intervalo de 3,0 a 9,0, em 5 niveis, totalizando 11 experimentos com 3
repeticdes no ponto central. Nos ensaios aleatorizados foram avaliados pH
e temperatura o6timos, medindo-se a atividade amildsica. As funcdes
respostas, expressas em atividade especifica de amilase de F. moniliforme
e A. flavus, foram transformadas em logaritmo neperiano para assegurar a
normalidade (BOX & DRAPPER, 1987). As analises de regressao e
variancia foram realizadas no programa SAS (Statistical Analyses
Sistems), versdo 6.12 e os graficos no programa STATISTICA verséo 5.

Determinou-se a estabilidade térmica das amilases fungicas, utilizando-se
0 mesmo delineamento citado anteriormente, porém alterando as variaveis
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para Xz=tempo entre 13,8 a 56,2 min e X,;= temperatura, variando de 0,4 a
79,6 °C. Neste delineamento manteve-se o pH fixo em 5,5 para A. flavus e
6,7 para F. moniliforme, procedendo-se também os ensaios aleatorizados.
A atividade amilasica residual foi determinada a 40 °C, conforme
estabelecido anteriormente. As funcdes respostas foram expressas em
atividade especifica para amilase de F. moniliforme e A. flavus,
respectivamente e transformadas em logaritmo neperiano para assegurar a
normalidade (BOX & DRAPPER, 1987).

2.7 DETERMINACAO DE ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade amilasica foi determinada pelo método iodométrico (WILSON &
INGLEDEW 1982), em que 1 unidade de atividade amilasica (1U)
corresponde a degradacéo de 0,1 mg de amido em 10 min de reac¢éo, na
presenca de 5 mg de substrato.

Determinou-se o teor de proteina pelo método de LOWRY et al. (1951).

A atividade especifica foi expressa pela relacao entre atividade amilésica e
concentracao de proteina (U/mg).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PADRONIZAQAO DE FERMENTACAO PARA AMILASES
FUNGICAS

As Figuras 1 e 2 mostram, respectivamente, os resultados da producéo de
amilase por F. moniliforme e A. flavus, em relacdo ao tempo de cultivo.
Observou-se atividades especificas maximas de 90,00 U/mg de proteina
para F. moniliforme e 1.373,21 U/mg para A. flavus, sendo tais valores
atingidos no 15° dia de fermentacdo. Este tempo foi superior aos
encontrados na literatura, jA que a producdo méxima de amilase em
Penicillium expansum, visando obter maltose de amido ocorreu apés 3 dias
de fermentacédo (DOYLE et al., 1989), enquanto que Fusidium spp exigiu 2
dias e 20 horas (OHNO et al., 1992). SAHA & BOTHAST (1993) obtiveram
atividade maxima de amilase em Aureobasidium pullulans apos 4 dias de
fermentacdo. SHAH et al. (1991) demonstraram que o tempo de incubacéo
também dependeu de caracteristicas do meio, ja que Aspergillus oryzae
produziu melhor apds 6 dias de fermentacdo em meio liquido, em relacéo a
2,5 dias em meio solido.

A producdo maxima de amilase em F. moniliforme (Figura 1) e A. flavus
(Figura 2) no 15° dia de fermentacdo se deve, provavelmente, ao
prolongamento da fase logaritmica de crescimento no meio milho, que
consiste de substrato altamente nutritivo. Sup8e-se que a atividade

B.CEPPA, Curitiba, v. 18, n. 1, jan./jun.2000 17



amilasica maxima ocorra no final desta fase, tendo em vista que
inicialmente os fungos utilizariam glucose, frutose, sacarose e o0s
aminoacidos livres existentes no milho verde. A producdo de amilase seria
estimulada pelo amido proveniente do milho maduro, apdés esgotar
reservas de mono e dissacaridios. Assim, observou-se que houve
retardamento no pico de producdo de amilase, porém o incremento inicial
de biomassa assegurou maior quantidade de amilase produzida.

FIGURA 1 - PRODUCAO DE AMILASE POR F. moniliforme 113F
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Salienta-se que a atividade maxima de amilase de A. flavus foi dez vezes
maior que a de F. moniliforme. O fato explicaria em parte, a predominancia
de F. moniliforme endofitico em nivel de campo, no estagio de milho
leitoso. Em contrapartida, as caracteristicas inerentes de A. flavus
favoreceria a sobrevivéncia em pos-colheita, que se manifesta na
armazenagem, estando tal constatacdo de acordo com WATSON &
RAMSTAD (1987).

3.2 PRECIPITACAO FRACIONADA DE AMILASES FUNGICAS

A precipitacdo fracionada da amilase de A. flavus com (NH;).SO,
recuperou a atividade enzimatica, no intervalo de 60 a 90% de saturacéo
(Figura 3). A amilase de F. moniliforme também apresentou perfil similar,
sendo que pequena fracdo com baixa atividade especifica precipitou na
regido de 30 a 50% de saturacdo (Figura 4). Estes resultados diferem de
SAHA & BOTHAST (1993) e OHNO et al. (1992), que fracionaram a alfa-
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amilase de Aureobasidium pullulans e Fusidium spp no intervalo de 0 a
80% de saturacao.

FIGURA 2 - PRODUGAO DE AMILASE POR A. flavus
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O fracionamento com (NH4),SO, entre 60-90% de saturacdo indicou o
carater hidrofilico das amilases fungicas estudadas (Figura 1 e 2), que
necessitaram de alta concentracdo salina para remover agua de hidratacéo
e promover a precipitacao.

FIGURA 3 - PRECIPITACAO FRACIONADA DA AMILASE DE A. flavus
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FIGURA 4 - PRECIPITA(;AO FRACIONADA DA AMILASE DE
F. moniliforme 113F
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3.3 CARACTERIZACAO PARCIAL DAS AMILASES FUNGICAS

Obteve-se 0 modelo matematico apenas com parametros significativos, i.e,
referentes a analise da temperatura e pH da amilase de F. moniliforme
113F (Figura 5) e A. flavus (Figura 6), assim como para a estabilidade da
amilase de F. moniliforme 113F (Figura 7), porém ndo se determinou o
mesmo para A. flavus.

A regressao linear, quadratica e completa foi significativa (p<0,05) para os
efeitos de pH, temperatura e estabilidade térmica da amilase de
F. moniliforme. No que se refere aos efeitos de pH e temperatura na
amilase de A. flavus, apenas a regressdo quadratica e completa foi
significativa (p<0,05). Entretanto, a falta de ajuste foi, também, significativa
para ambas as analises de variancia, devido ao baixo nivel de erros puros
nos quadrados médios, ou seja, da ordem de 10 a 10°. Segundo BOX &
DRAPER (1987) o teste de significancia para a falta de ajuste ndo deve ser
considerado relevante, caso os quadrados médios do erro puro sejam
muito baixos. Consequientemente, na analise de variancia obteve-se
coeficiente de determinacao total (R?) de 0,95; 0,92 e 0,98, indicando que o
modelo explicou 95 e 92 das variacdes para temperatura e pH da amilase
de F. moniliforme e A. flavus, além de 98% das variacbes para a
estabilidade térmica da amilase de F. moniliforme, demonstrando ajuste
adequado do modelo aos dados experimentais. O coeficiente de variagcéo
(c.v.) foi de 10,94; 12,80 e 6,30%, respectivamente, para temperatura e pH
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da amilase de F. moniliforme e A. flavus e estabilidade térmica da amilase
de F. moniliforme, indicando baixa variabilidade nos resultados.

FIGURA 5 - SUPERFICIE DE RESPOSTA DOS EFEITOS DE

TEMPERATURA E pH SOBRE ATIVIDADE AMILASICA DE
F. moniliforme
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FIGURA 6 - SUPERFICIE DE RESPOSTA DOS EFEITOS DE

TEMPERATURA E pH SOBRE ATIVIDADE AMILASICA DE
A. flavus
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FIGURA 7 - SUPERFICIE DE RESPOSTA DOS EFEITOS DA
ESTABILIDADE TERMICA SOBRE ATIVIDADE AMILASICA
DE F. moniliforme
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Verificou-se que a atividade amilasica (Figuras 5 e 6) tende ao maximo na
proximidade de 40 °C, em ambos os fungos e pH 55 e 6,7,
respectivamente para A. flavus e F. moniliforme. De acordo com a Figura 7
a maxima estabilidade térmica da amilase de F. moniliforme ocorreu na
regido proxima a 21,0 °C. Estes resultados indicam que a atividade e
estabilidade (Figuras 5 e 7) tenderam a maximizacdo, nas condicdes de
maior crescimento fungico (22,5 a 27,5 °C e pH préximo de 7,0), conforme
ja descrito por BACON & NELSON (1994) e MARIN et al. (1995).

Em termos praticos, a producdo de amilase nos fungos micotoxigénicos
tem como utilidade fornecer substrato adequado para o estudo de
inibidores enzimaticos, visando controle mediante mecanismos naturais de
defesa de planta. Assim sendo, os resultados apresentados demonstraram
constancia na atividade amilasica em dada temperatura (Figura 7). O fato
viabiliza o ensaio com os inibidores, cuja reacgdo inicia-se com preé-
incubacéo da enzima e do inibidor (IDA et al., 1994) no intervalo de tempo
e temperatura utilizado na avaliacdo da estabilidade térmica (Figura 7). A
mesma figura indica que a reducdo na atividade seria exclusivamente
decorrente de agdo dos inibidores enziméticos, ja que o fator tempo néo
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influenciou na atividade amilasica, na faixa em que ocorreu maior
sensibilidade da reac&o. Os resultados referentes a temperatura e pH da
amilase de fungos micotoxigénicos podem fornecer os parametros
necessarios ao estudo posterior sobre inibidores, tendo em vista que a
caracterizacao do substrato complementaria a interacdo enzimatica.

4  CONCLUSAO

A maximizacdo da producédo de amilase em F. moniliforme e A. flavus no
meio milho ocorreu no 15° dia de fermentagdo, cuja enzima apresentou
caracteristica hidrofilica, precipitando-se no intervalo entre 60 a 90% de
saturacao salina. A metodologia de superficie de resposta explicou de 92 a
98% das variagbes ocorridas para temperatura, pH e estabilidade térmica
de amilases. A enzima de F. moniliforme mostrou-se estavel em
temperatura ambiente, cuja maximizagdo de atividade ocorreu préximo a
40 °C em pH 5,5 e 6,7, respectivamente, para F. moniliforme e A. flavus.

Abstract

Regarding the economic relevance of corn culture and the fact that it can be a target to
micotoxigenic fungi under improper storage conditions, this research aims the production
of amylase and its partial biochemical characterization of the main problematic species
Fusarium moniliforme and Aspergillus flavus. The fungi were cultivated in prepared
medium containing both unripe and ground corn kernels. Maximum amylase production
occurred on the 15" day of fermentation for both strains. The supernatant phase was
fractionally precipitated with ammonium sulfate between 60 and 90% of saturation and the
separated amylase had its parameters (pH, temperature and thermal stability)
characterized by response surface methodology. Maximum activity was obtained at 40 °C
and pH of 6.7 for the amylase of F. moniliforme and pH of 5.5 for the amylase of A. flavus.
The optimal thermal stability for the enzyme of F. moniliforme occurred at 21 °C.
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