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RESUMO

Sabe-se que uma variedade de microrganismos produzem um ou mais
tipos de amilases para degradar os amilaceos presentes no ambiente e que
as amilases produzidas por microrganismos termofilicos apresentam
caracteristicas mais termoestaveis do que aquelas produzidas por mesofilos.
Essas amilases termoestaveis sao de grande interesse na industria de
processamento de amido, uma vez a temperatura do gelatinizacao do
mesmo, etapa importante do processo, fica em torno de 70°C. Além disso, os
processos que ocorrem em altas temperaturas, tém menor risco de
contaminacao por mesofilos e a diminuicao da viscosidade do meio permite
trabalhar com elevadas concentracoes de substrato.

No presente trabalho foram isoladas, a partir de amostras de
solos, compostagens e residuos agro-industriais, 339 linhagens microbianas
termofilicas (326 bacterianas e 13 fangicas) capazes de crescer a 55°C em
meio contendo amido como unica fonte de carbono. As 163 linhagens (162
bactérias e 1 fungo) que se destacaram quanto a producao de amilases e a
velocidade de crescimento em meio solido, foram selecionadas e submetidas
as fermentacoes submersa (meio nutriente) e semi-solida (farelo de trigo). As
atividades enzimaticas foram determinadas pelo método dextrinizante (o-
amilase), pela quantificacdo da glicose (glucoamilase) e de acucares
redutores liberados a partir da hidrélise do amido. Das linhagens testadas,
nove mostraram-se boas produtoras de a-amilase em fermentacao submersa
e/ou semi-solida, fato pelo qual foram selecionadas para producao de
amilases em meios formulados a partir de residuos liquidos da extracao de
mandioca e milho (fermentacao submersa) e solidos, constituidos de farelos
de mandioca, milho e trigo (fermentacao semi-sélida). Quatro linhagens se
destacaram, sendo suas enzimas brutas caracterizadas quanto as
propriedades fisico-quimicas. As enzimas produzidas pelo Szc//ussp A13-22
e pelo Mucorsp A13-36 produziram amilases com temperatura 6tima de 70 e
80°C e pH otimo de 6,5 e 4,5, respectivamente. Tais enzimas, aplicadas na
hidrélise do amido de mandioca a 25%, produziram xaropes com elevados

DE, sugerindo seu potencial para uso comercial.

Palavras-chave: microrganismos, termofilia, amilase, xarope.



ABSTRACT

It is known that some microorganisms produce one or more amylase
types that degrade organic compound present in the environment. The
amylases produced by thermophilic microorganisms present characteristics
more thermostable than those produced by mesophilics. Since starch
gelatinization temperature is around 70°C, the thermostable amylases are
very important to starch processing industry. Besides, the processes that
happen in high temperatures have less risk of contamination for the
mesophilic microorganisms, the decrease of the viscosity of the media and
allows to work with high substrate concentrations. In the present work
thermophilic microorganisms (326 bacteria and 13 fungi) were isolated from
soil samples, decaying agricultural waste and agriculture-industrial
residues. They are able to grow at 55°C in media containing starch as only
carbon source. 163 strains (162 bacteria and 1 fungus) that showed high
amylase production and fast growth in solid media were selected and
submitted to the submerged (nutrient media) and semi-solid (wheat bran)
fermentations. The enzymatic activities were determined by dextrinogenic
method (o-amylase), by the quantification of the glucose (glucoamylase) and
of the reducing sugars released from the starch hydrolysis. Among the tested
strains, nine have shown high a-amylase production in submerged and/or
semi-solid fermentations and because of this they were selected for amylase
production in medium formulated with liquid wastes of extraction starch
from the cassava and corn (submerged fermentation), and solid wastes
constituted of cassava, corn, and wheat brans (semi-solid fermentation).
Among these strains, four were selected and their crude enzymes were
characterized regarding to their physicochemical properties. The strains
Lacillus sp Al13-22 and Hucorsp A13-36 produced amylases with optimum
temperature of 70 and 80 °C and optimum pH of 6.5 and 4.5, respectively.
Such enzymes, when applied in the hydrolysis process of cassava starch,
produced syrups with high DE, suggesting a good potential for commercial

use.

Keywords: microorganisms, thermophilic, amylase, syrup.



INTRODUCAO

1. Estrutura e utilizacao do amido

O amido faz parte da dieta fundamental do homem desde os tempos
da pré-historia. A facilidade com que € hidrolisado e assimilado, o torna um
dos elementos mais importantes na alimentacao humana. Em quase todas
as partes do mundo, certos cereais, fundamentalmente o arroz e o trigo, cuja
composicdo de amido corresponde a 75%, constituem a base alimentar da
populacado. Grande parte do amido consumido esta na forma de componente
de vegetais, mas o amido refinado ou modificado ocupa um lugar de
destaque na industria de processamento de alimentos. Depois da celulose, o
amido € o polissacaridio mais abundante na natureza e mais o importante
comercialmente. E sintetizado principalmente em vegetais superiores,
através de fotossintese e constitui a principal fonte de reserva glicidica
destes (GUZMAN-MALDONADO e PAREDES-LOPEZ, 1995; VIHINEN e
MANTSALA, 1989).

Quimicamente, o amido € uma mistura de dois polissacarideos muito
semelhantes, a amilose e a amilopectina, em proporcoes que variam entre as
diferentes espécies de origem e de acordo com o grau de maturacado da
planta. A amilose (Fig. 1) € formada de cadeias lineares helicoidais de

residuos de glicose unidos por ligacoes glicosidicas o-1,4, na qual cada volta
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da espiral € formada por aproximadamente seis unidades de glicose. A
amilopectina (Fig. 2) apresenta estrutura altamente ramificada, possuindo
cadeias de residuos de glicose unidos por ligacoes glicosidicas «-1,4 das
quais partem ramificacoes unidas por ligacoes a-1,6 a cada 25 residuos de

glicose, aproximadamente (LASZLO et al., 1986).

Figura 1 — Representacao da estrutura primaria da amilose.

Figura 2 - Representacao da estrutura primaria da amilopectina.

Grande parte do amido processado industrialmente € destinado a
propositos alimentares, sendo responsavel por melhorar as propriedades
funcionais de alguns produtos alimenticios e por suprir uma numerosa
quantidade de oligo, di e monossacarideos. Nas industrias de alimentos, o
amido € empregado na producao de hidrolisados que funcionam como
adocantes em refrigerantes e doces, assim como, espessante em alimentos
semi soélidos. Cerca de um terco da producao de amido é utilizada em outros
tipos de industrias, principalmente as industrias de papel, tecido e
embalagens que utilizam o amido como aglutinante de fibras e como adesivo.
Entretanto, o maior uso do amido processado € para a producao de glicose, a

qual pode ser subsequientemente convertida por fermentacdo em etanol, gas
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hidrogénio e antibidtico; por isomerizacao, em frutose, e por hidrogenacao

quimica, em sorbitol (BIGELIS, 1993).

2. O complexo amilolitico

Os amidos sao facilmente hidrolisados por acidos minerais, mas a
aplicacao de biocatalisadores nestes processos, tem conduzido ao uso de
enzimas em substituicao as substancias quimicas na producao de uma
variedade de produtos a base de glicose (GUZMAN-MALDONADO e
PAREDES-LOPEZ, 1995).

As enzimas sao proteinas simples ou conjugadas com outros
grupamentos, que catalisam reacoes quimicas que de outra maneira
ocorreriam em velocidades baixas (LEHNINGER et al., 1995). Com base no
local de acado, sao considerados dois tipos de enzimas: enzimas
intracelulares (atuacao dentro da célula) e enzimas extracelulares (atuacao
fora da célula). A principal funcao das enzimas extracelulares € a de
executar as alteracoes necessarias a penetracao dos nutrientes para o
interior das células. As enzimas intracelulares sintetizam o material celular e
também realizam reacoes catabdlicas que suprem as necessidades
energéticas da célula (PELCZAR et al., 1981).

As enzimas que sao capazes de hidrolisar as ligacoes glicosidicas dos
polissacarideos que compodoem o granulo de amido, amilose e amilopectina,
sao denominadas enzimas amiloliticas ou amilases. Conforme seu modo de
acao, as enzimas amiloliticas podem ser divididas em duas grandes
categorias: endoamilases, que hidrolisam ligacoes glicosidicas ao acaso ao
longo das cadeias de amilose e amilopectina, e as exoamilases que
hidrolisam, sucessivamente, ligacoes glicosidicas a partir da extremidade
nao redutora das mesmas (GUZMAN-MALDONADO e PAREDES-LOPEZ,
1995). A degradacao do complexo amilolitico € descrita, resumidamente, na

Figura 3 (VIHINEN e MANTSALA, 1989).
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Figura 3 — Representacado esquematica da estrutura da amilopectina e
modelo de acdo de algumas amilases. Os circulos representam unidades
de glicose, e as flechas representam a posicdo que as enzimas amiloliticas
podem hidrolisar (VIHINEN e MANTSALA, 1989).

Para que ocorra uma conversao eficiente das macromoléculas do
amido a compostos de baixo peso molecular, é necessario a acao coordenada
de muitas enzimas cujas especificidades sao descritas a seguir (VIHINEN e

MANTSALA, 1989; ANTRANIKIAN et al., 1995):

o-amilases (EC 3.2.1.1 1,4-0-D-glicano glicanoidrolase) correspondem a
endoamilases, que atuam ao acaso ao longo das cadeias de amilose e
amilopectina hidrolisando as ligacoes «-1,4 e liberando malto-
oligossacarideos. Também chamadas de enzimas dextrinizantes, estas
enzimas sao divididas em duas categorias, de acordo com o grau de hidrélise
do substrato: o-amilases sacarificantes que hidrolisam 50 a 60% do

substrato e as liqueficantes, que quebram cerca de 30 a 40% do substrato;

B-amilases (EC 3.2.1.2 1,4-0-D-glicano maltoidrolase) sdo exo-enzimas
que hidrolisam a penultima ligacdo a-1,4 a partir de extremidade nao
redutora da molécula liberando maltose, nao sendo capazes de hidrolisar

ligacoes o-1,6 dos substratos ramificados;
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o-D-glicosidases (EC 3.2.1.20 o-D-glicosideo glicoidrolase) sao
extensamente distribuidas entre os microrganismos, incluindo fungos,
leveduras e bactérias. Estas enzimas sado exo-hidrolases que hidrolisam
ligacoes glicosidicas do tipo o-1,4 e/ou o-1,6 de oligossacarideos de cadeia

curta, geralmente formados pela acao de outras amilases;

Exo-1,4-a-D-Glicanases (EC 3.2.1.60/3.2.1.98) sao exoamilases que ao
invés de liberar sucessivas unidades de maltose, como € o caso da B-amilase,
liberam, por exemplo, maltotetrose e maltohexose como os maiores produtos

da acao da enzima sobre o amido;

Ciclomaltodextrina D-Glicotransferases (EC 2.4.1.19 1,4-0-D-(1,4-D-
Glicano) transferase “cyclizing”) sao exoamilases capazes de hidrolisar
amido por uma série de complexas reacoes, a oligossacarideos ciclicos nao

redutores (ciclodextrina);

Glicoamilases (EC 3.2.1.3 1,4-o-D-glicano glicoidrolase) sao
exoamilases que produzem B-D-glicose a partir da extremidade nao-redutora
da cadeia de amilose, amilopectina e glicogénio através da hidrolise das
ligacoes glicosidicas «-1,4 removendo sucessivas unidades de glicose. As
glicoamilases hidrolisam também ligacoes do tipo o-1,6, mas com uma
velocidade muito menor. Também chamadas de enzimas de sacarificacao,
sao capazes de hidrolisar completamente amido em incubacoes por longos

periodos;

Pululanases (EC 3.2.1.41 o-dextrina-6-glicanohidrolase) sao enzimas
desramificantes que quebram as ligacdoes «-1,6 do pululano, um
polissacaridio linear que consiste de maltotrioses unidas por ligacoes
glicosidicas «o-1,6 e que nao pode ser degradado por o ou P-amilase. O
produto dessa hidrolise corresponde as maltotrioses. Dentro dessa categoria,
estdo também as  isopululanases (EC 3.2.1.57 pululano-4-
glicanohidrolase) que sao enzimas que quebram também as ligacoes
glicosidicas o-1,4 do pululano mas que nao tém nenhuma atividade sobre o

amido. O produto da acao dessas enzimas € a isopanose;
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Isoamilases (EC 3.2.1.68 glicogénio-6-glicanohidrolase) hidrolisam as
ligacoes o-1,6 da amilopectina, glicogénio e oligossacarideos, mas nao

hidrolisa a ligacao 0-1,6 do pululano.

As amilases sao amplamente distribuidas na natureza e, além de
serem as responsaveis pela reciclagem do carbono contido nos amilaceos em
geral, exercem um importante papel na industria de processamento de
amido (GUZMAN-MALDONADO e PAREDES-LOPEZ, 1995).

Um dos processos que utiliza as amilases € o de conversao do amido
em: dextrinas, que sao utilizadas em formulacoes clinicas, como material
para sacarificacao enzimatica, estabilizadores, espessantes, etc.; maltose,
usada em confeitarias, refrigerantes, cervejaria, fermentacoes para producao
de etanol, fabricacao de geléias e sorvetes; glicose, usada em refrigerantes,
na panificacdo, cervejarias e fermentacoes para producdo de etanol; e
frutose, usada em refrigerantes, geléias, iogurtes e frutas enlatadas (GLAZER
e NIKAIDO, 1995).

Além da industria de alimentos, segundo Glazer e Nikaido (19995), a
industria téxtil tem utilizado as amilases para a remocao da pasta de amido
aplicada ao fio com a finalidade de aumentar a resisténcia do mesmo a
friccado durante o processamento. Essa pasta, quando nao totalmente
removida, dificulta o processamento final das roupas (tingimento,
clareamento ou outro tipo de acabamento).

As o-amilases tém sido determinadas em sementes de cereais, raizes,
organismos animais e em microrganismos (GOTO et al., 1998). Em funcao de
sua grande aplicacao na industria, essas enzimas tém sido alvo de intensas
pesquisas enfocando principalmente, sua producdo, especificidade e
mecanismos de acao (KILIKIAN, 1996).

As glicoamilases podem ser derivadas de uma grande variedade de
plantas, animais e microrganismos. No entanto, a maioria das glicoamilases
ocorre em fungos (VIHINEN e MANTSALA, 1989). Esta enzima € capaz de
hidrolisar completamente o amido se incubada por longos periodos. E usada
principalmente na producao de xarope de glicose, xarope de milho com alto

teor de frutose (HFCS), industria panificadora, fermentacao de cervejas de
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baixas calorias e na completa hidrélise de amido de sementes para producao

de etanol (JAMES e LEE, 1997).

3. Microrganismos termofilicos

O uso de enzima como catalisador para a biotransformacdo € um
procedimento bem estabelecido e que tem sido objeto de numerosos
trabalhos e revisdes. A maioria das enzimas utilizadas em tais processos é
obtida de organismos mesofilicos e, apesar das muitas vantagens que
apresentam, sua aplicacao € restrita pelo seu limite de estabilidade a
temperatura, pH e forcas idnicas extremas (HOUGH e DANSON, 1999).

Uma das mais surpreendentes propriedades dos microrganismos é
sua habilidade em adaptar-se a ambientes extremos, nos quais fatores como
pH, temperatura, pressdao e concentracdo de sal ultrapassam valores
considerados como padrao para a maioria dos organismos (LASA e
BERENGUER, 1993). Microrganismos termofilicos tém sido encontrados em
habitats termais naturais ou artificiais espalhados pelo mundo todo.
Ambientes naturais e antropogénicos, incluindo efluentes industriais e
efluentes de pilhas de carvao, tém sido fontes para isolamento de novas
linhagens (KRISTJANSSON e HREGGVIDSSON, 1995).

A temperatura tem grande influéncia no funcionamento de moléculas
e estruturas biolégicas. Em funcdo disso, a maioria dos organismos
atualmente conhecidos pode crescer somente dentro de uma faixa estreita de
temperatura. Entretanto, a existéncia de ambientes geotérmicos estaveis tem
permitido a selecdo ou a persisténcia, de microrganismos que nao apenas
resistem, mas também requerem altas temperaturas para sobreviver. Estes
organismos sao chamados de termofilos ou termofilicos. Dependendo da sua
faixa de temperatura de crescimento, os organismos termofilicos foram
arbitrariamente divididos em trés classes (BROCK, 1978): moderadamente
termofilos, com crescimento oOtimo em temperaturas entre 45-60°C;
extremamente  termofilicos, com crescimento entre 60-95°C; e

hipertermofilicos, cuja temperatura 6tima de crescimento supera 90°C.
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Os processos metabodlicos e a funcao biologica especifica destes
microrganismos sao mediadas por enzimas e proteinas que atuam sob
condicoes extremas de temperatura (NIEHAUS et al., 1999).Uma correlacao
positiva entre a termofilia do organismo fonte e a termoestabilidade das
proteinas intra e extracelulares tem sido freqientemente demonstrada
(ANDRADE et al., 1999).

Como seria de se esperar, a diversidade taxondémica dos organismos
cai com o aumento de temperatura (BROCK, 1978; 1985). Assim, a maioria
dos eucariotos sao mesofilos, mas poucos destes, restritos a escassos fungos
e algas, poderiam ser incluidos dentre os moderadamente termofilicos. O
mesmo acontece com procariotos, embora entre estes haja mais grupos com
espécies capazes de desenvolvimento em temperaturas superiores a 45°C.
Seguindo esta reducao na diversidade, apenas poucos grupos de procariotos
poderiam  ser classificados com  extremamente termofilicos ou
hipertermofilicos, sendo descritos essencialmente representantes do Dominio
Archae, excetuando dois géneros de bactérias, 7Zerwioga e Aguyer HUBER
et al., 1986).

Fungos termofilicos possuem temperatura minima de crescimento em
torno de 20°C e temperatura maxima em torno de 50°C, sendo que formas
termotolerantes apresentam faixa de crescimento entre 20 e 55°C,
aproximadamente. Talvez pelo moderado grau de termofilia e pela
simplicidade do ambiente em que sdo encontrados, os fungos termofilicos
nao recebam muita atencao e publicidade (MAHESHWARI et al., 2000).

Embora microrganismos termofilicos tenham no seu citoplasma altas
concentracoes de substancias termoestabilizantes tais como poliaminas
(espermina, espermidina, termina), permanece a regra essencial que a
termoestabilidade reside em propriedades intrinsecas de cada componente
celular. Sabe-se ha muito tempo que as membranas de termofilicos sao
constituidas por lipideos contendo acidos graxos saturados e com formas
metiladas, os quais permitem um grau de fluidez dentro da faixa de
temperatura de crescimento do organismo (BROCK, 1978). Também, um alto
conteudo de G+C no DNA de termofilicos tem sido descrito como o principal

elemento para adaptacao a termofilia, embora a existéncia de mesoéfilos com



Introducao - 28 -

esta propriedade (por exemplo, Sreploriyces spp), € a recente descricao de
hipertermofilicos com baixo conteudo de G+C (HUBER et al., 1986) deixa
incerta a relevancia desse fator.

O papel das proteinas na adaptacao dos termofilicos € extremamente
importante. Uma unica mutacdao na sequéncia de aminoacidos de uma
proteina pode promover o aparecimento de uma forma termo-sensivel da
mesma, impossibilitando a linhagem mutada de crescer na mesma
temperatura da linhagem selvagem (FONTANA, 1991). Assim, todas as
evidéncias atuais indicam que o aumento da estabilidade de enzimas
termofilas nao pode ser atribuido a determinantes Unicos, mas € resultado
de varias mudancas nos aminoacidos com efeitos cumulativos na
estabilidade em relacdao a estrutura de proteinas homologas de mesofilos
(MATSUMURA et al., 1986).

De acordo com Legin et al. (1997), organismos termofilicos produzem
enzimas que, em geral, sdo mais termoestaveis que aquelas produzidas por
mesofilicos.

A habilidade de catalise em temperaturas elevadas, atribuida as
enzimas termofilicas, implica em muitas vantagens para sua aplicacao em
reatores ou fermentadores industriais, tais como a diminuicdo do risco de
contaminacao por microrganismos mesofilicos, que sao a maioria entre a
populacdo a temperatura ambiente; aumento da taxa de difusdao e
solubilidade, reducao da viscosidade e da tensao superficial dos
componentes envolvidos em um determinado processo (HOUGH e DANSON,
1989).

Apesar dessas vantagens que as enzimas termofilicas oferecem para o
uso rotineiro na industria, a aplicacao biotecnologica de termofilos tem sido
muito limitada até agora. As razoes para esta contradicdo sdo muitas, mas a
principal delas esta relacionada com o escasso numero de linhagens
termofilicas para a pesquisa de enzimas termoestaveis especificas,

disponiveis em colecoes (AQUINO, 2000).
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4. Producao e caracteristicas das amilases microbianas

As amilases sdo produzidas por quase todos o0s organismos
eucariotos e por muitos procariotos. Em ambos os grupos, estas enzimas
surgem como uma das principais responsaveis pela obtencdo de energia
para as funcdoes metabdlicas, a partir do amido como fonte de carbono.
Porém, na maioria dos eucariotos, estas enzimas atuam em tecidos ou
orgaos especificos, relacionados a nutricao do organismo, o que inviabiliza,
na maioria dos casos, a sua extracao e purificacao para uso comercial. Neste
contexto, os microrganismos surgem como uma alternativa simples e barata
para a producao de enzimas, uma vez que requerem condicoes muitas vezes
minimas de nutricao e manutencao, apresentam alta eficiéncia na producao,
além de secretarem as enzimas para o meio extracelular.

Na producao de amilases por fungos e bactérias, o efeito da fonte de
carbono na inducao e repressao € muito importante como fonte de regulacao
da biossintese. Amido e amilaceos tém sido descritos como os substratos
mais adequados para a alta produtividade de amilases (GHOSH et al., 1991;
ALI e HOSSAIN, 1991; KILIKIAN, 1996), podendo ser aproveitados residuos
agricolas ou de processamento de amido, os quais contém quantidades
residuais de amido suficientes para esse fim.

Inimeros trabalhos tém reportado a producdo de amilases por
microrganismos termofilicos. Estes dados indicam que fungos e bactérias
sao capazes de produzir diferentes tipos de amilases termoestaveis e
termofilicas, as quais apresentam caracteristicas fisico-quimicas variadas.
Na Tabela 1, sao dados exemplos dos tipos de amilases microbianas e de

suas caracteristicas.
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5. Uso de subprodutos e residuos agro-industriais em processos

biotecnologicos

De um modo geral, a preocupacao em relacdo a utilizacao mais
eficiente dos residuos agro-industriais, vem aumentando a cada ano.
Residuos como o bagaco de cana-de-acucar, casca/polpa de café e maca,
polpa de beterraba e residuos do processamento de mandioca, entre outros,
sdo gerados em grandes quantidades (PANDEY et al., 2000). Entretanto,
estdo sendo desenvolvidos varios processos que utilizam estes residuos como
substrato para producao de substancias quimicas e produtos de maior valor
comercial como etanol, proteina de biomassa microbiana, cogumelos,
enzimas, acidos organicos, aminoacidos, metabodlitos secundarios
biologicamente ativos, etc. (PANDEY, 1992, 1994; PANDEY et al., 1988,
2000).

A aplicacao de residuos agro-industriais em bioprocessos, por um
lado fornece substratos alternativos e, por outro, ajuda a solucionar os
problemas de poluicao que sua disposicao no ambiente poderia causar. Com
o advento de inovacoes biotecnologicas, principalmente na area de tecnologia
de enzimas e fermentacdo, muitos caminhos novos tém sido abertos para
sua utilizacao (PANDEY, et al., 2000).

O Brasil € um dos principais produtores mundiais de mandioca e o
segundo em processamento, logo apos a Tailandia. As principais
transformacoes industriais dessa raiz sao para a producao de farinha e
extracao do amido (ALVAREZ, 1997).

O processo de producao de farinha corresponde a uma atividade de
significativa importancia tanto no setor agro-industrial como no aspecto
social, tanto pela fixacdo do homem no campo como pela producdo do
principal alimento energético para milhdoes de pessoas no pais. Essa
atividade produz também, durante as diversas fases do processamento, uma
quantidade consideravel de materiais que sao atualmente descartados como
residuos ou sub-utilizados.

Devido a composicao quimica e de acordo com a destinacao final,

esses materiais geram elevadas cargas poluidoras que causam impactos
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negativos ao meio ambiente. Considerando apenas a parte solida, é
inaceitavel que um material com cerca de 70% de amido, 15% de fibras e um
poder calorifero em torno de 4000 kcal/kg, em base seca, seja subutilizado
ou simplesmente disposto no ambiente, sem nenhuma utilidade. Com essas
caracteristicas, se esses excedentes fossem manejados com tecnologias
apropriadas, poderiam resultar em um reaproveitamento de praticamente
todo o material descartado como matéria-prima de outros processos, o que
nao vem ocorrendo atualmente em grande parte das fabricas desse setor
(DEL BIANCHI, 1998).

Este mesmo autor estima uma producado anual brasileira desses
residuos, de cerca de 1,5 milhdo de toneladas de materiais extraidos durante
a lavagem das raizes, 100 a 200 mil toneladas de outros materiais
excedentes gerados durante o processo, além de 8 a 14 mil toneladas de
fécula de mandioca descartadas junto com a agua da prensagem das raizes,
em relacao aos residuos soélidos. E ainda relatado o uso estimado de cerca de
15 a 40 milhoes de metros cubicos de agua para a lavagem das raizes, que,
apoés o processo, correspondem a aproximadamente 40 mil toneladas de
Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) ou o equivalente a carga poluidora
diaria de uma cidade de dois milhoes de habitantes, e a extracao de até seis
milhoes de metros cubicos de um liquido obtido através da prensagem da
massa ralada de mandioca, com aproximadamente 480 mil toneladas de
DBO ou o equivalente a carga poluidora diaria de uma cidade de 24 milhoes
de habitantes.

Existem inumeras oportunidades que poderiam ser implementadas
para o aproveitamento desses residuos, de modo a proporcionar maiores
rentabilidades financeiras para as proprias empresas ou para suas possiveis
futuras subsidiarias, como as producoes de compostos de aroma, acidos
organicos, cogumelos e hidrolisados para aplicacao em bioprocessos
(PANDEY et al., 2000).

O milho ocupa posicao estratégica na agropecuaria e na economia
brasileira, sendo o Brasil o terceiro maior produtor mundial desse grao, com

producao inferior somente a dos Estados Unidos e a da China (ABIMILHO,
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2000a). Cerca de 81% do total produzido internamente € consumido sob a
forma de racao animal (CONAB, 1999).

O processo industrial de moagem umida € o segundo maior setor de
consumo do grao apos a alimentacdao animal, utilizando 12% do total
produzido (ABIMILHO, 2000b). Este, envolve transformacoes quimicas,
bioquimicas e operacdoes mecanicas com o objetivo de separar o grao do
milho em suas fracoes relativamente puras: germe, fibra, amido e gluten
(SINGH et al., 1997).

Os produtos primarios de moagem umida sao amidos alimenticios e
industriais, os quais podem ser convertidos em xaropes e etanol. Os co-
produtos incluem o o6leo de milho e os produtos destinados a producao de
racoes animais, tais como, o gluten de milho, farelo do gliten de milho,
farelo do germe de milho, fibras e licor de maceracado, sendo os ultimos,
solidos soluveis removidos durante a maceracdo e concentrados por
evaporacao. O licor resultante da maceracao, usualmente vendidos na base
de 50% de sélidos, € rico em vitaminas, especialmente do complexo B. Além
de ser usado em racdes, o licor também é aplicado na producao de
antibioticos e produtos farmacéuticos e fermentos. Combinados com outros
ingredientes esses itens na formulacao de racoes especificas de acordo com a
destinacao dos animais (ABIMILHO, 2000c,d).

O trigo nao se destaca na agropecuaria brasileira. Uma vez que a
planta é originaria de climas temperados, € cultivada mais intensamente na
regiao sul e raramente na regido sudeste do pais. Grande parte da producao
¢ destinada ao processamento para obtencdo da farinha, entre outros
produtos. Nesse contexto, o farelo € classificado como um subproduto,
podendo ser definido como produto obtido no processamento, composto de
pericarpo, particulas finas de germe e das demais camadas internas dos
graos e outros residuos resultantes do processamento industrial.

O farelo de trigo € usado principalmente como racao animal ou como
componente da dieta alimentar humana devido a grande quantidade de
fibras. Esse residuo tem baixo valor comercial e € rico em nutrientes, o que o
torna um substrato ideal para o cultivo de microrganismos, para obtencao

dos mais variados bioprodutos (FABRIANE e LINTAS, 1989).
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6. Producao de xaropes

O termo ‘hidrolisados de amido’ engloba todos os produtos
resultantes do fracionamento do amido, independente do catalisador
utilizado ou o grau deste fracionamento. Sao incluidos nesta denominacao
um importante numero de produtos diferentes como a glicose, maltose,
maltotetrose, frutose, ciclodextrinas, dextrinas, etc. (TEAGUE e BRUMM,
1992).

O mercado para esses produtos tem aumentado significativamente
nas ultimas décadas por serem substituintes do agucar comum (sacarose)
na industria de bebidas, além das novas aplicacoes dos hidrolisados na
industria de alimentos, devido as suas propriedades funcionais
(NAGODAWITHANA e REED, 1993; WOODS e SWINTON, 1995).

A literatura disponivel sobre a producao de xaropes, de modo geral,
se refere basicamente de produtos a base de amido de milho, mas outras
fontes amilaceas como trigo, arroz, cevada, batata, batata doce e mandioca
também podem servir como matéria prima.

A intensidade de hidrolise é definida pelo valor Equivalente em
Dextrose (DE), que se refere a porcentagem de acucares redutores,
calculados como glicose. Esta classificacdao, contudo, apresenta algumas
limitacoes visto que dois produtos hidrolisados por métodos diferentes
podem ter o mesmo valor DE, embora diferentes composicoes de sacarideos
e diferentes propriedades (BROOKS e GRIFFI, 1987).

Normalmente, as industrias que detém a producao de xaropes de
amido em paises como o Brasil, sdo multinacionais e utilizam o amido de
milho como matéria prima em seu pais de origem. Segundo Hebeda (1987), o
amido de milho € usado exclusivamente como matéria prima para a
producao de xaropes nos Estados Unidos. Isso se deve, basicamente aos
custos favoraveis, disponibilidade e propriedades de armazenamento do
milho, além dos rendimentos gerados pela producdo de amido e pelos co-
produtos como o 6leo e a racao animal.

Em um levantamento realizado, Alvares (1997) verificou que quatro

produtores de hidrolisados estao presentes no Brasil: Refinacao de Milho do
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Brasil, Cargill, Companhia Lorenz e Imasa Brasil LTDA, sendo que apenas a
Companhia Lorenz produz hidrolisados (amidos modificados,
maltodextrinas, etc.) exclusivamente de fécula de mandioca.

Existem trés processos basicos de conversdao de amido usados na
producao de adocantes de amido (SIMMS, 1985; HOBBS, 1986; HEBEDA,
1987):

Conversao acida: consiste na quebra de ligacoes o-1,4 e o-1,6 das
moléculas de amido de uma maneira aleatdria, usando temperaturas e
pressoes elevadas, em meio fortemente acido. O grau de conversao, que € a
extensdao na qual a molécula de amido € quebrada, € determinado pela
pressao, temperatura, tempo de residéncia e concentracdao do catalisador.
Esse processo € utilizado na producao de xaropes variando na faixa de 20-45

DE;

Conversao acido-enzimatica: inicialmente, é utilizado o mesmo processo
de conversao acida até que se consiga um xarope de 10 a 20 DE. Esse
estagio € seguido de hidrdlise enzimatica onde uma ou mais enzimas sao
adicionadas a solucao de amido liquefeito. Como as enzimas sdao muito
seletivas nas ligacoes do amido nas quais atuam, a variacao das enzimas e

quantidades a serem utilizadas pode resultar em diferentes tipos de xaropes;

Conversao dual-enzimatica: utiliza-se enzimas para os dois estagios de
liquefacao e sacarificacao do amido. Durante a gelatinizacao do amido sao
adicionadas enzimas liquefantes, as quais produzem hidrolisados de baixo
DE, do mesmo modo que a hidrdlise acida, mas sob condi¢cdées mais
controladas e menos severas. O segundo estagio € realizado utilizando
enzimas adequadas para aumentar a quantidade do agucar desejado, como

xaropes com altos teores de glicose ou maltose.

Atingido o DE e o perfil de carboidratos desejados, através da
utilizacao de acidos e/ou enzimas, as proteinas residuais do amido e
qualquer tratamento enzimatico sao removidas, geralmente, através de

centrifugacao e filtracdo a vacuo. Apoés filtracao, o liquido passa através de
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uma coluna de carvao ativado para a remocao de cor e sabor, inerentes ao
amido, ou substancias produzidas durante a hidrdlise. A maioria dos
xaropes sao apenas refinados, mas podem também ser desmineralizados de
acordo com aplicacoes especificas, como nos xaropes com alto teor de
glicose. Colunas trocadoras de ions sao usadas para remover tracos de flavor
e compostos coloridos, além de cinzas e sais soluveis nao removidos na
filtracao ou tratamento com carbono. Apos o estagio de refino, o xarope é
evaporado até nivel de solidos desejado, que geralmente varia de 70-80% de
solidos secos (HOBBS, 1986).

A necessidade de aumentar a produtividade, diversificar e melhorar a
qualidade dos produtos tém impulsionado o desenvolvimento de processos
catalisados por enzimas, que na maioria das vezes, tem substituido o
processo acido (HEBEDA et al., 1988).

O acido nao é um catalisador especifico para a hidrélise do amido, de
modo que reacoes indesejaveis podem ocorrer, resultando na formacao de
subprodutos dificeis de serem removidos do produto final, como compostos
coloridos, além da diminuicao do flavor. A hidrolise aleatéria sobre as
ligacoes a-1,4 e o-1,6 também dificulta o controle dos produtos finais que
podem apresentar o mesmo valor DE, porém com perfis de carboidratos e
propriedades funcionais diferentes. Contudo, segundo Crabb e Mitchinson
(1997), ao longo dos ultimos 30 anos, a maioria dos processos tem seguido o
método original (hidrdlise acida a 140°C ou mais) com adicao de uma o-
amilase previamente ao cozimento, com isso aperfeicoando o processo e o
produto.

Por sua vez, a hidrolise enzimatica € muito mais especifica que a
acida e a introducao de enzimas visando a substituicao da conversao acida,
mesmo que parcialmente, tem colaborado muito para minimizar a formacao
de cor, produtos de degradacao e perda de flavor, resultando em produtos de
melhor qualidade e reduzindo custos de refino (HEBEDA, 1987).

As enzimas que atuam de algum modo na producdo de xaropes de
amido sdo a o-amilase bacteriana, glicoamilase, B-amilase, pululanase,

isolamilase e o-amilase fungica. A glicose-isomerase também € utilizada na
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isomerizacao da glicose em frutose para a producao de xaropes com altos
teores de frutose.

A producao industrial de glicose tem inicio com a liquefacdao do
amido, geralmente realizada em dois passos: um primeiro estagio de 5 a 15
minutos a 105-107°C, seguido de um segundo estagio de 60 a 80 minutos a
95-98°C, em concentracoes de amido de no maximo 38% e pH com valores
entre 5,8 e 6,2. As o-amilases termoestaveis, derivadas geralmente de
Luacillus lcrengornns e B stearotzerziopiiis, sao adicionadas ao processo
gerando, ao final da liquefacdo, um hidrolisado claro, negativo ao teste com
iodo e com valor DE aproximadamente de 10 a 18 (BRUMM, 1998). O
objetivo da liquefacdo & converter uma suspensao concentrada de amido
granular purificado em uma solucao de soluveis, ou seja, dextrinas com
comprimentos de cadeias curtos (CRABB e MITCHINSON, 1997).

Apos a liquefacdo, o amido € entdo resfriado a 60°C, e o pH é
ajustado para 4 a 5,2 para o passo de sacarificacao, realizado pela adicao de
enzimas sacarificantes. O processo de remocao de residuos de glicose
simples de um oligossacarideo soluvel € chamado sacarificacao, e em sua
forma mais simples, € catalisado por uma glicoamilase. Normalmente sao
utilizadas enzimas produzidas por espécies do género Aspergil/us (por
exemplo, A4 rzere A awamord, as quais podem ser obtidas em grandes
quantidades nos processos de fermentacao. Tais enzimas apresentam pH

otimo em torno de 4,2 e sao estaveis a 60°C (CRABB e MITCHINSON, 1997).

7. Producao enzimatica brasileira

O Brasil, por suas caracteristicas climaticas e territoriais, ocupa no
mundo uma posicao privilegiada tanto em termos de biodiversidade quanto a
sua capacidade de gerar recursos renovaveis em grande escala, sendo deste
modo, referéncia mundial para a busca de linhagens microbianas de
interesse biotecnologico, do mesmo modo que suas espécies animais e
vegetais. Apesar disso, ainda nao se explora suficientemente a nossa

biodiversidade em termos de pesquisas nacionais, ficando o pais, muitas
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vezes, na dependéncia da importacdo de microrganismos melhorados
geneticamente para o desenvolvimento de processos, os quais sao adaptados
a outros ambientes e raramente desenvolvem-se bem aqui, pois além dos
fatores genéticos, os fatores ambientais, como o clima e o substrato, devem
ser levados em consideracao.

Em termos de producado e uso de enzimas, existe abundancia de
matéria prima a ser utilizada em processos fermentativos, a qual compode
uma enorme quantidade e variedade de biomassa passivel de ser
transformada, por via enzimatica, em produtos uteis diversificados de maior
valor comercial. Contudo, o Brasil nao se encontra em uma boa posicao
quanto ao uso de enzimas, estimando-se que o mercado brasileiro seja bem
restrito em relacao ao mercado mundial.

Dados sobre o comércio de enzimas, fornecidos pela Secretaria de
Comércio do Banco do Brasil, sdo apresentados na Tabela 2 e ilustrado na
Figura 4.

Esses dados indicam que a quantidade de enzimas produzidas no
pais esta longe daquela requerida para suprir suas necessidades. Neste
contexto, a descoberta de novas linhagens produtoras de enzimas de
interesse industrial poderia vir a contribuir para minimizar essas diferencas,
além de contribuir com o desenvolvimento da tecnologia enzimatica no pais.

Em funcao disso, foi desenvolvido um projeto no qual buscou-se o
isolamento e selecao de linhagens microbianas termofilicas capazes de
produzir amilases termofilicas e termoestaveis, em meios a base de residuos

amilaceos.
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Figura 4 - Comércio de enzimas, importacdo e exportacdo no Brasil, nos
periodos de 1997, 1998, 2000 e 2001.



OBJETIVOS

a) Isolar e selecionar linhagens microbianas termofilicas produtoras
de amilases termofilicas e termoestaveis a partir de amostras de solo,

compostagem, residuos industriais, etc.;

b) produzir enzimas amiloliticas pelas linhagens selecionadas em

meio liquido e em meio composto por residuos agricolas e agro-industriais;

c) caracterizar as enzimas produzidas;

d) aplicar a enzima bruta das linhagens selecionadas na hidrodlise do

amido de mandioca.



MATERIAL E METODOS

1. Meios de cultivo
1.1. Meio nutriente

Foi utilizado o meio nutriente conforme descrito por Mandels e
Sternberg (1976) com pequena modificacao: 1% de amido soluvel; 0,14% de
(NH4)2S0O4; 0,20% de KoHPO4; 0,02% de MgS0O4.7H20 e 0,10% de solucao de
micronutrientes (5 mg/L FeS04.7H20; 1,6 mg/L MnSO2H>20; 1,4 mg/L
ZnS04.7H20; 2,0 mg/L CoCly).

1.2. Meio para isolamento das linhagens

Foi utilizado o meio nutriente acrescentando-se 3% de agar (a
porcentagem maior de agar que a usual de 2% serviu para diminuir a fluidez

do meio a temperaturas mais altas).

1.3. Meio para manutencao das culturas selecionadas

As culturas de fungos foram mantidas em meio de BDA (batata,
dextrose, agar) e as culturas de bactérias em meio NA (peptona, extrato de
carne, glicose e agar), ambos acrescidos de 0,5% de amido soluvel.

1.4. Meios para a selecao das linhagens produtoras de amilases
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1.4.1. Meio para fermentacao submersa

Para a producao das enzimas foi utilizado o meio composto por 1% de
amido soluvel, 0,1% de KH2PO4, 0,5% KoHPO4, 0,05% de MgS04.7H20, 0,2%
de (NH4)2SO4, 0,2% de extrato de carne e 0,05% de solucdo de
micronutrientes (5 mg/L FeSO4.7H20; 1,6 mg/L MnSO4.H20; 1,4 mg/L
ZnS04.7H20; 2,0 mg/L CoClz), com pH ajustado para 6,5 para o cultivo das

linhagens bacterianas e 5,5 para as linhagens fingicas.

1.4.2. Meio para fermentacao semi-sdlida

Para fermentacao semi-solida foi utilizado o meio composto de 5 g de
farelo de trigo esterilizado umedecido com 10 mL de solucao de sais

composta por 0,1% de MgS0O4.7H20 e 1% de (NH4)2SOa.

1.5. Meios para estudo da producao de amilases pelas linhagens

selecionadas

1.5.1. Meios para fermentacao submersa
1.5.1.1. Meio nutriente enriquecido

Para estudo do efeito do tempo de cultivo na producao de amilases foi
utilizado o meio nutriente (item 1.4.1.) enriquecido com 0,5% de extrato de

levedura e 0,2% de peptona.

1.5.1.2. Meio nutriente-mandioca e nutriente-milho

Para esses ensaios foi utilizado o meio nutriente (item 1.5.1.1.)

substituindo-se o amido por 1% de farelo de mandioca e farelo de milho,
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obtidos do processamento de mandioca e do residuo da extracdao de gérmen

de milho, respectivamente.

1.5.1.2.1. Processamento da mandioca

Realizou-se o processamento da mandioca no intuito de se obter
substratos para as fermentacoes semi-solida (farelo de mandioca) e
submersa (agua de decantacao do polvilho doce) pelas linhagens
selecionadas.

A mandioca, cerca de 4 Kg, foi adquirida no comércio local. No
laboratorio as raizes foram lavadas, descascadas e picadas. As cascas
(periderme) foram submetidas a secagem em estufa a 50°C e reservadas para
uso na fermentacao semi-solida.

As raizes desprovidas da periderme foram trituradas com auxilio de
um liquidificador domeéstico. A polpa obtida foi lavada por varias vezes com
agua destilada até a completa remocao do caldo (leite de amido). Uma
prensa, confeccionada com tecido de algodao poroso, foi usada para separar
a parte solida da agua de lavagem (manipueira).

A manipueira foi acondicionada em fracos que foram mantidos em
camara fria, a 5°C por aproximadamente quatro horas, para decantacao do
polvilho.

O polvilho decantado foi separado da fracado liquida, sendo esta
reservada para uso como residuo liquido, e submetido a secagem em estufa
a 50°C por 24 horas.

A polpa seca foi triturada e peneirada (malha granulométrica de 2,5
mm), separando-se o farelo (granulometria > 2,5 mm) da farinha
(granulometria < 2,5 mm). O farelo foi utilizado como substrato para
fermentacdo semi-sélida e a farinha foi utilizada como fonte de carbono
alternativa para fermentacao submersa.

O processamento esta esquematizado na Figura 5:
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Figura 5 - Fluxograma do processamento da mandioca.

1.5.1.2.2. Residuos de milho

Foi considerado residuo de milho toda a fracao resultante do
processamento dos graos apos a maceracao e retirada do gérmen. O material
foi fornecido pelo departamento de Engenharia de Alimentos do
IBILCE/UNESP. E importante ressaltar que o material em questdo néao
constitui um residuo descartado pelas industrias de processamento de

amido, pois trata-se de um material rico em amido, fibras e proteinas. Esse
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material contém também residuos de acido latico e dioxido de enxofre
usados na fase inicial da moagem.

O residuo foi filtrado e a fracao soélida foi submetida a secagem em
estufa a 50°C, trituracao em liquidificador e peneiramento (peneira com
malha granulomeétrica de 2,5 mm), separando-se o farelo (granulometria >
2,5 mm) da farinha (granulometria < 2,5 mm). O farelo foi utilizado como
substrato para fermentacao semi-solida e a farinha foi utilizada como fonte

de carbono alternativa para fermentacao submersa.

1.5.1.3. Residuo liquido de mandioca

Foi utilizado como residuo liquido de mandioca, a agua de
decantacao do polvilho, obtida pelo processamento da mandioca descrito no
item 1.5.1.2.1.

Para uso na fermentacao submersa, o residuo foi acrescido de 0,2%
de (NH4)2SO4, 0,05% de MgS04.7H20 e 0,05% de solucao de micronutrientes
(item 1.1.), sendo o pH corrigido com KoHPO4 ou KH2PO4 a 5,5, ou 6,5 para

as linhagens fuangicas ou bacterianas, respectivamente.

1.5.1.4. Residuo liquido de milho

Foi utilizada a fracdo liquida da matéria residual do processamento
de milho para extracdo do gérmen, como descrito no item 1.5.1.2.2, sendo
esta diluida 10 vezes e acrescida de 0,2% de (NH4)2SO4, 0,05% de
MgS04.7H20 e 0,05% de solucao de micronutrientes (item 1.1.), sendo o pH
corrigido com KoHPO4 ou KH2PO4 a 5,5 ou 6,5 para as linhagens fungicas ou

bacterianas, respectivamente.
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1.5.2. Meios para fermentacao semi-solida

1.5.2.1. Farelo de mandioca

Para fermentacdo semi-sélida, foram utilizados S g de farelo de
mandioca (item 1.5.1.2.1.), em frascos de 125 mL. O meio foi umedecido com

10 mL de solucao de sais (item 1.4.2).

1.5.2.2. Farelo de milho

Foram utilizados 5 g de farelo de milho, em frascos de 125 mlL,
constituido da fracao sélida da matéria residual do processamento do milho
para extracao do gérmen (item 1.5.1.2.2.). O meio foi umedecido com 10 mL

de solucao de sais (item 1.4.2).

1.5.2.3. Farelo de trigo

Foi utilizado farelo de trigo como descrito no item 1.4.1.

2. Selecao dos microrganismos

2.1. Coletas

Visando a obtencao de microrganismos amiloliticos termofilicos, vinte
coletas foram realizadas em locais que ao mesmo tempo forneciam amido
como uma das fontes de carbono disponiveis e temperaturas elevadas.
Foram coletadas amostras de compostagem de esterco animal, solos
agricolas cultivados, matéria organica em decomposicao e em um frigorifico
de frangos. Na Tabela 3, sdo mostrados os locais de coleta, o numero de
coletas realizados em cada local, o tipo de material coletado e o nimero de

identificacao das amostras.
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Tabela 3 — Locais de coleta e tipo de amostra coletada para isolamento das linhagens
microbianas termofilicas

o
Coleta N.% de Local de Coleta Material Coletado
coletas
Al 2 Faz. Caporusso — solo das hortas (com esterco animal)
Guariba - SP — esterco bovino em compostagem
— solo de canteiro de mandioca
A2 1 Pantanal - MT — agua de rios
A3 3 Canteiro — Folhas e raiz de mandioca em decomposicio
IBILCE/UNESP — solo de plantacédo de mandioca
— matéria organica vegetal em decomposicao
A4 3 Frango Sertanejo — agua do escaldador de frango(i, 2, 3) € depenadeira
Guapiacu — SP 4) restos alimentares contidos na moela (5), pro-
ventriculo ) e papo (7) de frangos
AS 2 Sitio Trés-Marias — cama de frango em compostagem
Nova Europa — SP — solo de horta
— folhas em decomposicao
A6 1 Chacara Santa Cruz - bagaco de cana em compostagem
SJRP - SP — esterco bovino em compostagem
— solo das hortas (com esterco animal)
— folhas de hortalicas em decomposicao
A7 1 Estancia Santa Rosa - raiz de milho
Neves Paulista — SP - monte de palha de café
— solo das hortas e plantacdo de milho
A8 1 Chacara 3E / Piraja- - esterco bovino em compostagem
Neves Paulista - SP - solo das hortas
— folhas em decomposicao
A9 1 Fabrica de farinha - 4gua de decanto de amido
Regido Botucatu — SP - amido decantado
— fibra sedimentada
— casca de mandioca
Al0 1 Fazenda Dois Morros - solo de plantacdo de milho, abacaxi, banana e
Campinépolis — MT gengibre
— bucha: monte com material em decomposicao
— palhada de arroz apés colheita
All 1 Chacara Sao Joaquim - esterco bovino em compostagem
Guariba — SP
Al12 1 Matadouro Municipal - esterco bovino em compostagem
Guariba — SP
Al13 1 Chacara Baldan — cama de frango
Guariba - SP — esterco bovino em compostagem
— solo de plantacdo de mandioca
Al4 1 Chacara. Della Corte - bagaco de cana
Guariba — SP — solo com restos de esterco bovino misturado com

cevada
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2.2. Isolamento das culturas

Foi seguido o procedimento de Da Silva (1992), esquematizado na
Figura 6. Aproximadamente 0,5 g de amostras de solos sombreados e
agricolas, de matéria organica em decomposicao, residuos amilaceos e
compostagem ou 2 mL de residuos liquidos de industrias, foram transferidos
diretamente para tubos contendo 5 mL de meio nutriente. As amostras
foram incubadas a 55°C por aproximadamente 24 horas. Por semeadura em
superficie, 0,1 mL do material foi transferido para placas de Petri contendo o
meio de selecao, as quais foram incubadas a 55°C até o surgimento das
colonias de bactérias e fungos.

Foram selecionados todos os tipos morfologicos existentes nas placas,
com base na cor, forma, elevacdo e brilho das colonias. Os fungos foram
separados com base no aspecto do micélio e cor dos esporos e outras
caracteristicas do anverso e reverso das colonias.

Cada colonia foi reinoculada por estrias de esgotamento em meio de
selecao, até a obtencado de culturas puras. Apds essa purificacdo, foi
realizado um exame microscopico para analise do tamanho, forma e outras
caracteristicas celulares e também para constatar a pureza das culturas.
Cada cultura recebeu uma identificacdo baseada no local e material de
coleta, sendo estocada em camara fria em tubos contendo meio inclinado

cobertos com oleo mineral estéril e vedados com parafilme.
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Figura 6 - Representacao esquematica do procedimento realizado para a coleta e isolamento
das linhagens microbianas termofilicas amiloliticas.

2.3. Avaliacao da hidrolise do amido em meio sodlido

A hidrolise do amido foi avaliada inoculando-se as culturas
purificadas em pontos, em placa de Petri contendo meio de selecao. Apos 24
horas de incubacao, o diametro de cada colonia foi medido e a placa foi
inundada com solucao de iodo. O halo claro formado ao redor das colonias
foi medido e utilizado como referéncia da intensidade de hidrolise do amido e

da quantidade de enzima liberada ao meio.

2.4. Avaliacao do crescimento a 60°C

As amostras foram isoladas em meio sélido a 55°C, uma vez que
acima dessa temperatura ocorreu liquefacdo do meio a base de agar

utilizado. Para avaliacdo da capacidade de crescimento a 60°C as linhagens
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foram inoculadas em 5 mL de meio liquido (item 1.1) e incubadas até

crescimento visivel ou, no maximo, por 48 horas.

3. Selecao das linhagens produtoras de amilases

3.1. Pré-inoculo

O pré-inoéculo foi obtido por inoculacao de 10 mL do meio nutriente
(item 1.4.1) com duas alcas de células ou esporos obtidas a partir de cultura
estoque. A fermentacao foi realizada em frascos de 50 mL, com agitacao de
200 rpm a 55°C por periodos de 24 a 48 horas, dependendo da velocidade de

crescimento de cada cultura.

3.2. Fermentacao submersa

O procedimento realizado para avaliacao da producao de amilases em
fermentacdao submersa € esquematizado na Figura 7. As linhagens foram
inoculadas com 2,0 mL do pré-inéculo em 25 mL de meio de producao
contidos em frascos de 125 mL. Os cultivos foram realizados sob agitacao de
200 e 100 rpm, para bactérias e fungos respectivamente, a 55°C, durante 48
horas. Em alguns casos, a incubacao ocorreu a 50 ou 60°C.

Para estimativa do crescimento bacteriano, o meio de fermentacao foi
submetido a leitura de absorbancia a 600 nm, em espectrofotémetro, contra
um branco constituido de meio de cultura sem inoculo.

O meio de cultivo fermentado foi centrifugado a 10000 xg por 20
minutos, a 10°C. O sobrenadante livre de células foi utilizado como solucao

enzimatica bruta.
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Figura 7 — Representacdo esquematica do procedimento realizado para obtencdo da solucao
enzimatica bruta em fermentacao submersa.

3.3. Fermentacao semi-sélida

O procedimento realizado para obtencado da solucao enzimatica bruta
em fermentacdo semi-solida € esquematizado na Figura 8. Todo o
crescimento celular de um tubo de ensaio foi suspendido, com auxilio de
uma alca de inoculacdo, em 10 mL de solucdao de sais nutrientes. A
suspensao de células foi vertida em 5 g de substrato esterilizado, contidos
em frascos de 250 mL. O material foi homogeneizado e mantido em estufa a
55°C por aproximadamente 96 horas. Algumas linhagens foram cultivadas a
S50 ou a 60°C. Durante o periodo de incubacdo, quantidades adicionais de
agua destilada esterilizada foram acrescentadas ao meio, sempre que
necessario, para manter a umidade do mesmo .

Para extracdao da solucdo enzimatica bruta foram acrescentados 30
mL de agua destilada ao substrato fermentado, de modo a se obter um

volume de suspensao proximo aquele obtido pela fermentacao submersa.
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Apds 30 minutos sob agitacao moderada (aproximadamente 60 rpm) o meio
foi filtrado em gaze hidrofila. O filtrado foi centrifugado a 10000 xg, por 20
minutos a 10°C. O sobrenadante foi utilizado como solucdo enzimatica

bruta.

ssoci72-96h € W
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\ / / 250mL '\ -

4 250 mL

L /
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ENZIMATICA ’_|
Filtrado
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“SOL. ENZIMATICA BRUTA"

Células.: Descarte

Figura 8 - Representacdo esquematica do procedimento realizado para obtencao da solucao
enzimatica bruta em fermentacao semi-solida.

4. Efeito do tempo de cultivo na producao de amilases pelas linhagens

selecionadas

4.1. Pré-inoculo

Para obtencdao do pré-inéculo foi utilizado o meio nutriente
enriquecido (1.5.1.1), procedendo-se como descrito no item 3.1.

Com a finalidade de minimizar possiveis interferéncias nos resultados
o mesmo pré-inoculo de uma determinada linhagem foi utilizado nos

diferentes meios de cultivo.
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4.2. Fermentacao submersa

Para estudo do efeito do tempo de cultivo na producao de amilases
foram utilizados os meios nutriente enriquecido (item 1.5.1.1), nutriente-
mandioca e nutriente-milho (item 1.5.1.2.), residuo liquido de mandioca
(item 1.5.1.3) e residuo liquido de milho (item 1.5.1.4). Para cada meio foram
preparadas séries de cinco frascos contendo 25 mL de meio, para cultivo de
24 a 120 horas. Cada frasco foi inoculado com 2 mL de pré-inoéculo (item
4.1), sendo o cultivo realizado sob agitacao de 200 rpm a 50°C, para
bactérias, e 100 rpm a 45°C, para a linhagem fungica. A cada 24 horas foi
retirado um frasco de cada meio para determinacao da atividade enzimatica.

Para estimativa de crescimento do inoculo em meio nutriente
enriquecido, apo6s a incubacao nos diferentes tempos, procedeu-se como
descrito no item 3.2. Para os demais meios nao foi realizado esse controle
por estes apresentarem particulas soélidas (meios nutrientes milho e
mandioca ) ou por nao serem translucidos (residuos liquidos de milho e
mandioca).

A solucao enzimatica bruta das linhagens bacterianas foram obtidas
como descrito no item 3.2., e da linhagem fungica foi obtido a partir de

filtracao a vacuo do meio de cultura fermentado.

4.3. Fermentacao semi-sélida

Para fermentacado semi-solida utilizou-se séries de cinco frascos para
cada meio (farelos de mandioca, milho e trigo) para cultivo de 24 a 120
horas.

Uma vez que cada frasco de meio deve ser inoculado com todo
crescimento microbiano de um tubo de ensaio, diferencas de crescimento em
cada tubo de cultura poderiam causar diferencas na quantidade de inoculo
e, consequentemente, diferencas na producao em cada cultivo.

Para minimizar tal interferéncia, a suspensao de células ou esporos
foi preparada com o crescimento de varios tubos de cultivo. Para cada

linhagem, os diferentes substratos receberam 10 mL do mesmo inéculo.
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Depois de homogeneizados, os cultivos foram mantidos em estufa B.O.D. a
50°C (linhagens bacterianas) ou 45°C (linhagem fuangica), sendo retirado um
frasco de cada meio a cada 24 horas.

Para obtencao da solucao enzimatica bruta das linhagens bacterianas
procedeu-se como descrito no item 3.3. A linhagem fuingica nao foi
submetida a centrifugacdo, sendo a solucao enzimatica bruta obtida por

filtracao a vacuo.

5. Métodos de avaliacao da atividade enzimatica

5.1. Medida da atividade de c-amilase (reacao dextrinizante)

A atividade de o-amilase foi determinada medindo-se a diminuicao da
capacidade de ligacao entre o amido e o iodo de uma solucao de amido
tratada com uma solucao enzimatica bruta seguindo o método descrito por
Fuwa (1954), com modificacoes. Para as solucoes enzimaticas obtidos a
partir da fermentacao submersa, a mistura para reacao foi constituida de
0,7 mL de solucao de amido soluvel a 0,3% (p/v), em tampao acetato 0,25 M,
pH 5,0 e 0,3 mL de solucdao enzimatica bruta, convenientemente diluida.
Para as solucoes enzimaticas obtidas a partir da fermentacao semi-solida,
utilizou-se 0,9 mL de solucdo de amido soluvel a 0,3% (p/v) em tampao
acetato 0,25 M, pH 5,0 e 0,1 mL da solucao enzimatica bruta
convenientemente diluida. Apos incubacao a 60°C, por 10 minutos, a reacao
foi paralisada pela adicao de 4,0 mL de solucao de HCI 0,2 M, sendo em
seguida foi adicionados 0,5 mL de reativo de lodo (KI 0,30% + I> 0,03%).
Apdés homogeneizacdo a mistura de reacao foi diluida com 10 mL de agua
destilada.

O controle foi preparado conforme o processo descrito, porém em
duas etapas: o controle do substrato (amido) foi preparado substituindo-se a
enzima pelo volume equivalente em agua destilada e o controle da enzima,

substituindo-se a solucao de amido pelo volume equivalente de tampao
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acetato. Em espectrofotometro, a absorbancia foi determinada a 600 nm
contra um branco constituido de agua destilada.

Uma unidade de enzima (U) foi definida como a quantidade de enzima
requerida para hidrolisar 10 mg de amido em 10 minutos nas condicoes de

ensaio, calculada segundo a equacao:

U/mL = [(C — Abs) + C] x Qs +10 x fd +Ve

onde: U = unidade de enzima;
C = controle (soma da absorbancia do controle do amido e do controle
da enzima);
Abs = absorbancia da amostra;
Qs = quantidade de substrato, em mg, utilizada na reacao;
10 = fator de referéncia de hidrolise de amido (10 mg);
fd = fator de diluicao;

Ve = volume de enzima utilizado na reacao.

5.2. Medida da atividade de amilase através da dosagem do acucar

redutor liberado

A atividade de amilase foi determinada também através da dosagem
do acucar redutor liberado pela incubacao da enzima com amido 0,5% (p/v).

Para as solucoes enzimaticas obtidas a partir da fermentacao
submersa a mistura de reacao foi constituida de 0,5 mL de solucao de amido
soluvel a 0,5% (p/v) em tampao acetato 0,25 M, pH 5,0 e 0,5 mL de solucao
enzimatica bruta, convenientemente diluida. Para as solucdes enzimaticas
obtidas a partir da fermentacao semi-soélida, utilizou-se 0,9 mL de solucao de
amido soluvel a 0,5% (p/v) em tampao acetato 0,25 M, pH 5,0 e 0,1 mL da
solucao enzimatica bruta convenientemente diluida. Apos 10 minutos de
incubacao a 60°C, o acucar redutor liberado pela acao enzimatica foi dosado

pelo método do DNS, descrito por Miller (1959) (item 6).
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O controle foi preparado conforme o processo descrito, em duas
etapas: o controle do substrato (amido) foi preparado substituindo-se a
enzima pelo volume equivalente em agua destilada e o controle da enzima,
substituindo-se a solucao de amido pelo volume equivalente de tampao
acetato.

Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para produzir um umol de glicose, por minuto, nas condicoes de

ensaio.

5.3. Medida da atividade de glicoamilase

Para a determinacao da atividade glicoamilase, utilizou-se mistura de
reacdo constituida de 0,5 (ou 0,9) mL de solucdo de amido soluvel a 0,5%
(p/v) em tampao acetato 0,25 M, pH 5,0 e 0,5 (ou 0,1) mL de solucao
enzimatica bruta, convenientemente diluida. Apés incubacao a 60°C, por 10
minutos, as amostras foram resfriadas em banho de gelo. A glicose liberada
foi quantificada por reacdo de acoplamento com glicose oxidase
(BERGMEYER e BERNT, 1974) utilizando o kit comercial Glcose Zrz-
Color] Lrodmagroszea, utilizando uma curva padrao linear de concentracao de
glicose.

O controle foi preparado conforme o processo descrito, em duas
etapas: o controle do amido foi preparado substituindo-se a enzima pelo
volume equivalente em agua destilada e o controle da enzima, substituindo-
se a solucao de amido pelo volume equivalente de tampao acetato. A leitura
da absorbancia foi realizada a 500 nm contra um branco preparado como
descrito, substituindo-se o volume de amostra por agua destilada.

Uma unidade de enzima foi definida como a quantidade necessaria

para liberar um pumol de glicose por minuto, nas condi¢oes de ensaio.
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6. Dosagem de acucares redutores

A dosagem de acucares redutores foi realizada pelo método DNS
(3,5-acido dinitrosalicilico) proposto por Miller (1959), com modificacoes. A
mistura de reacao foi constituida de 1,0 mL da amostra devidamente diluida
e 1,0 mL do reagente DNS. Apos homogeneizacao e incubacao durante 8
minutos em banho de ebulicao a mistura de reacao foi resfriada em banho
de gelo e diluida com 10 mL de agua destilada. A leitura foi realizada a 540
nm contra um branco preparado como descrito, substituindo-se o volume de
amostra por agua destilada. A conversao dos valores de absorbancia em ug
foi feita através da equacao de regressao obtida pela curva padrao de glicose

(100 a 900 ug).

7. Identificacao das linhagens microbianas

Para identificacao das linhagens bacterianas foram realizados testes
morfologicos, tais como coloracao de Gram, coloracao de esporos, avaliacao
da forma e tamanhos das células e presenca de catalase.

A linhagem fungica foi examinada quanto a morfologia da colonia e

microestruturas obtidas por microcultivo.

8. Caracterizacao das enzimas

As enzimas obtidas a partir do cultivo das linhagens escolhidas como
melhores produtoras foram caracterizadas quanto ao pH e temperatura
otimos de atividade e quanto a estabilidade as variacoes de pH e

temperatura, em auséncia de substrato.
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8.1. Determinacao do pH 6timo

Na determinacao do pH o6timo das enzimas trabalhou-se na faixa de
pH de 3,0 a 10,0. Para isso, foram preparadas diferentes solucoes tampao a
0,25 M, a saber: tampao acetato de sodio (pH 3,0 a 5,0), tampao citrato-
fosfato (pH 5,0 a 7,0), tampao tris-HCI (pH 7,0 a 8,5) e tampao glicina-NaOH
(pH 8,5 a 10,0).

A atividade enzimatica foi realizada pelo método dextrinizante (item
5.1.) utilizando-se 0,7 mL de solucao de amido soluvel da marca Azager a

0,3% (p/v) e 0,3 mL da solucao enzimatica bruta convenientemente diluida.

8.2. Determinacao da temperatura 6tima

Para determinacao da temperatura oOtima realizou-se a reacao
enzimatica dextrinizante como descrito anteriormente (item 5.1.), utilizando
o pH 6timo de cada enzima e temperaturas de incubacao que variaram de 55
a 85°C.

8.3. Estabilidade frente a variacao de pH

Para verificacao da estabilidade da enzima a variacdo do pH foram
utilizados os tampoes Mcllvaine na faixa de pH de 3,0 a 8,0 e Glicina-NaOH
de 8,0 a 10,0 ambos a 0,25M. Para isso, 0,5 mL da solucdo enzimatica bruta
foi misturada a 0,5 mL das diferentes solucoes tampao, nos diferentes pH. A
mistura foi incubada, em tubos de rosca, em estufa B.O.D., por 24 horas a
25°C.

Determinou-se a atividade residual pelo método dextrinizante (item
5.1) utilizando 0,7 mL de solucao de amido 0,3% (em pH e temperatura
otimos, determinados para cada linhagem), e 0,3 mL da mistura

enzima+tampao convenientemente diluida.
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8.4. Estabilidade frente a variacao de temperatura

Para verificar a estabilidade das enzimas frente a variacao de
temperatura, a solucao enzimatica bruta de cada linhagem foi submetida a
incubacao, em tubos de rosca, em temperaturas de 50 a + 95°C (ebulicao),
com intervalos de 5°C, durante uma hora.

Mediu-se a atividade enzimatica residual pela reacao enzimatica
dextrinizante (item 5.1), realizada em pH e temperatura otimos de cada

enzima.

9. Efeito dos ions Ca2* na atividade das amilases bacterianas

Estudou-se o efeito dos ions calcio na atividade das amilases do
Lacillus sp A13-22. Para isto, a solucao enzimatica bruta obtida a partir do
cultivo em fermentacao submersa foi submetida a reacdo enzimatica
dextrinizante (item 5.1.) em presenca de CaZ?*, utilizando-se CaClo em

concentracoes que variaram de 10 a 200 ppm.

10. Estudo da hidréolise do amido de mandioca utilizando solucao

enzimatica bruta

10.1. Liquefacao do amido de mandioca em duas etapas

A Figura 9 esquematiza o procedimento realizado para liquefacao do
amido de mandioca em duas etapas. Suspensoes de amido de mandioca 25%
(p/p), base seca, foram submetidas a acdo de enzimas das solucoes
enzimaticas brutas obtidas do SuczZzs sp A13-22 e do Hucorsp A13-36. Os
ensaios foram realizados no pH 6timo das respectivas enzimas (determinados
no item 8.1.), em frascos Erlenmeyer de 50 mL com tampa de rosca.

Na primeira etapa, a suspensao de amido foi incubada com um
volume de solucdo enzimatica bruta equivalente a 10 U de atividade da

enzima por grama de amido, totalizando um peso final de 10 g
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(aproximadamente 10 mL), durante uma hora em banho-maria, com
agitacao constante, a 85 °C. Ao final da primeira etapa, os hidrolisados
foram autoclavados durante 15 minutos a 120°C, resfriados a 85 °C e
acrescidos de um volume de enzima equivalente a 10 U/g de amido inicial.
Quando a atividade enzimatica das respectivas solucoes enzimaticas foram
diferentes o volume final foi acertado com agua destilada, de modo a permitir
comparacao dos hidrolisados. A segunda etapa de hidrolise ocorreu nas
mesmas condicoes de agitacdo, temperatura e tempo de incubacao da
primeira.

Os produtos finais de hidréolise foram analisados quanto aos
teores de acucares redutores (MILLER, 1959), reacao com reativo de iodo (KI
0,3% + 12 0,03%) e analises cromatograficas em papel (item 10.3.).

O DE (equivalente em dextrose) foi determinado a partir dos acucares
redutores presentes no hidrolisado, expressos como dextrose e calculados

como porcentagem de matéria seca total (peso seco de amido inicial).

Sol. Enz. Bruta

(10U/g Amido) ‘

85°C/1h ) AUTOCLAVAGEM ) RESFRIAMENTO
some Agitacéo

120 °C/15 min 80°C
)

SOL. AMIDO
(25% p/p)

) n
ANALISE Sol. Enz. Bruta

(10U/g Amido)

2 Teor de aglcar redutor .
50 mL ‘ 85°C/ 1 h 50 mL
Agitacéo

> Reacdo com iodo

2 Cromatografia de papel — ) )
(agUcares presentes no hidrolisado) HIDROLISADO
Figura 9 - Representacdo esquematica do procedimento realizado para obtencao do

hidrolisado de amido de mandioca pelo uso das solucdes enzimaticas fangica e bacteriana
(20 U/g amido), em duas etapas, durante duas horas.
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10.2. Efeito do tempo e concentracao da enzima fangica na hidrolise

do amido de mandioca em etapa unica

A Figura 10 esquematiza o procedimento realizado para obtencao do
hidrolisado de amido de mandioca em etapa uUnica variando-se a
concentracdao da solucado enzimatica fuangica e o tempo de incubacao.
Suspensoes de amido 25% (p/p), base seca, foram incubadas com um volume
de solucao enzimatica fingica equivalente a 20 U/g de amido, totalizando um
peso final de 10 g, durante meia, uma, duas e trés horas em banho com
agitacao constante a 85 °C.

Fixando-se o tempo de hidrolise em uma hora, o efeito da concentracao
de enzima na hidrdlise do amido de mandioca foi estudado utilizando-se
volumes de solucao enzimatica bruta fungica equivalentes a 20, 30 e 40 U/g
de amido. Os ensaios foram realizados nas mesmas condicoes de
temperatura e agitacdo mencionadas anteriormente.

Os produtos finais de hidrélise foram analisados quanto aos teores de
acucares redutores e reacao com reativo de iodo (KI 0,3% + I2 0,03%). O DE

foi calculado como descrito anteriormente (item 10.1).

Sol. Enz. Bruta
(20, 30 e 40 U/g Amido)

-

85°C/ 1,2 e3h A
- lzeshy, . mmmp ANALISE
Agitagéo
) | ) O Teor de aglcar redutor
SOL. AMIDO HIDROLISADO 2 Reacdo com iodo
(25% plp) > Cromatografia de papel

(aclcares presentes no
hidrolisado)

Figura 10 - Representacdo esquematica dos procedimentos realizados para obtencao do
hidrolisado de amido de mandioca pelo uso de solucao enzimatica fangica (20, 30 e 40 U/g
amido), em etapa Unica, durante uma, duas e trés horas.
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10.3. Analise cromatografica dos produtos de hidrédlise presentes nos

hidrolisados obtidos a partir da hidrélise em duas etapas

Os produtos da hidrolise enzimatica (descrita no item 10.1.) foram
estudados por cromatografia de papel descendente (TREVELIN et al., 1950),
utilizando-se o papel Haz7zerz n°l e como solvente de corrida a mistura de
acetato de etila, isopropanol e agua na proporcao 6:3:1. A corrida deu-se por
12 horas em sala climatizada com temperatura de aproximadamente 25°C.
Apobs a corrida, o papel foi seco a temperatura ambiente realizando-se em
seguida a revelacdao por mergulho do cromatograma seco em mistura de
acetona e solucao saturada de nitrato de prata, seguida de lavagem com
hidroxido de sodio alcoolico 0,5 N e tiossulfato de sodio a 10%. Glicose,
maltose, maltotriose, maltotetrose, maltohexose e maltoheptose, todos da

marca Sz, foram utilizados como padroes.

10.4. Perfil de aciicares liberados na hidrélise do amido em solucao a
1%

Com intuito de analisar o perfil de acucares redutores liberados nos
primeiros 30 minutos de hidrélise, o amido de mandioca a 1% (p/p) foi
hidrolisado com um volume de solucado enzimatica fungica e bacteriana
equivalente a 20 U/g de amido inicial, em pH oOtimo para cada enzima,
totalizando um peso final de 10 g.

A hidrolise foi realizada em banho-maria a 85°C sob agitacdo continua,
sendo retiradas aliquotas de 50 uL da suspensao a cada S5 minutos, as quais
foram analisadas quanto ao teor de agucares redutores e aplicadas em papel
Whatnazzn® 1 para desenvolvimento da cromatografia de papel descendente

(item 10.3).



Material e Métodos - 66 -

10.5. Perfil de viscosidade dos amidos de mandioca natural e tratado

com solucao enzimatica bruta

A acao das enzimas sobre o amido de mandioca também foi
acompanhada utilizando-se um rapido visco analisador (modelo RVA-4,
Newport Scernifze, Australia). Suspensoes de amido (9% p/p, 27,5 g peso
total), natural e com enzima (20 U/g), foram equilibradas a 30°C por um
minuto, aquecidas a 95°C a uma razao de 6°C/minuto, mantidas a 95°C por
5,5 minutos, resfriadas a 50°C a uma razao de 6°C/minuto e finalmente
mantidas a 50°C por dois minutos, conforme sugestdao do fabricante. A

suspensao foi agitada a 160 rpm durante todo experimento.



RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Coleta e isolamento das linhagens

Foram realizadas vinte coletas (Tab. 3) das quais foram isoladas 339
linhagens microbianas termofilicas capazes de crescer em meio seletivo com
amido como unica fonte de carbono. Destas, 326 corresponderam a
bactérias e 13 a fungos.

O isolamento de linhagens bacterianas a partir de amostras de solo
tem sido frequente (SOARES et al., 1999; SOARES et al., 2001; GOMES et
al., 2001). Isso €& possivel pela presenca de esporos que conferem a estes
microrganismos resisténcia as condicoes desfavoraveis que estes locais
podem oferecer. A busca em solos cultivados com plantacdées como a de
mandioca e milho, que tém o amido como substancia de reserva, aumenta a
possibilidade de se encontrar linhagens amiloliticas, uma vez que o tipo de
microrganismo que esta presente na microflora do solo esta relacionado com
as oportunidades nutricionais oferecidas pelo ambiente naquele momento.

Da mesma forma, pode-se justificar a busca por linhagens
amiloliticas termofilicas em compostagens de matéria organica como a cama
de frango e o esterco bovino, devido as caracteristicas que estas apresentam:

excretas com possivel presenca de residuos de amido provenientes da dieta
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alimentar destes animais e a alta temperatura alcancada no interior dos
montes.

A industria “Frango Sertanejo” foi escolhida para coletas pois sabia-
se previamente que os frangos criados em granjas possuem dieta rica em
residuos de amido. Desta forma, a possibilidade de se encontrar
microrganismos amiloliticos aderidos ao corpo, penas e excretas destes
animais era bastante grande. Frente a estas informacoes, a iniciativa de se
coletar em residuos da industria foi uma das solucoes encontradas na busca
de microrganismos termofilicos, uma vez que somente estes resistiriam a
temperatura de aproximadamente 70°C que € atingida pela agua dos
escaldadores e das depenadeiras de frango. A presenca dos mesmos em
residuos alimentares contidos na moela, pro-ventriculo e papo também era
possivel devido a existéncia de formas esporuladas.

Em amostras de aguas de rios nao foi encontrado nenhum
microrganismo termofilico, embora a presenca dos mesmos nesse ambiente
seja possivel em caso de lixiviacdo de esporos provenientes dos solos
adjacentes.

A maior proporcao de bactérias, em relacao aos fungos, isoladas no
presente trabalho, corrobora os dados de Soares et al. (1999), cuja proporcao
de bactérias pectinoliticas isoladas em screenzzg ultrapassou 90% dos
fungos filamentosos.

Essa discrepancia pode estar relacionada a maior velocidade de
crescimento das bactérias, o que acaba por inibir o crescimentos dos fungos
na mesma placa de Petri. Por outro lado, deve-se considerar que, a presenca
de bactérias termofilicas no ambiente € maior que a de fungos termofilicos,
aléem da termofilia de fungo ser menos intensa que a de bactérias
(MAHESHWARI et al., 2000).

A identificacao de cada linhagem, bem como o local em que foram

coletadas sdo mostrados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Origem das linhagens coletadas e hidrélise do amido em meio s6lido

DIAMETRO

LINHAGEM MATERIAL COLETADO - HALO (cm)
COLONIA (cm)
1 Al-1* Compostagem de esterco bovino 1,5 0,3
2 Al1-2* Compostagem de esterco bovino 1,7 0,2
3 Al1-3 Compostagem de esterco bovino 0,8 AH
4 Al-4 Compostagem de esterco bovino 0,5 AH
5 Al-5 Solo de horta 0,7 0,2
6 Al-6 Solo de horta 0,5 0,2
7 Al1-7 Solo de horta 0,7 AH
8 Al1-8 Solo de horta 0,5 HDC
9 A1-9 Solo de plantacdo de mandioca 0,5 HDC
10 A1-10 Solo de plantacdo de mandioca 0,3 HDC
11 Al-11 Compostagem de esterco bovino 0,3 0,1
12 Al-12 Compostagem de esterco bovino 0,5 0,3
13 Al1-13 Compostagem de esterco bovino 1,0 0,1
14 Al-14 Compostagem de esterco bovino 0,5 AH
15 Al1-15 Compostagem de esterco bovino 0,6 0,1
16 Al-16 Compostagem de esterco bovino 0,3 AH
17 Al-17 Compostagem de esterco bovino 0,2 AH
18 A1-18 Compostagem de esterco bovino 0,3 AH
19 A1-19 Compostagem de esterco bovino 0,2 AH
20 A1-20 Solo de plantacdo de mandioca 0,2 AH
21 Al1-21 Solo de plantacéo de mandioca 0,3 HDC
22 A1-22 Solo de plantacdo de mandioca 0,2 AH
23 A1-23 Compostagem de esterco bovino 0,4 AH
24 Al1-24 Compostagem de esterco bovino 0,5 AH
25 A1-25 Compostagem de esterco bovino 0,4 HDC
26 A1-26 Compostagem de esterco bovino 1,0 0,2
27 A1-27 Compostagem de esterco bovino 0,4 0,1
28 A3-1 Solo de canteiro de mandioca 0,6 AH
29 A3-2 Solo de canteiro de mandioca 0,5 AH
30 A3-3 Solo de canteiro de mandioca 0,4 AH
31 A3-4 Solo de canteiro de mandioca 0,8 0,3
32 A3-5 Folhas de mandioca 0,5 AH
33 A3-6 Folhas de mandioca 0,4 AH
34 A3-7 Solo de canteiro de mandioca 0,2 AH
35 A3-8 Solo de canteiro de mandioca 0,3 0,2
36 A3-9 Solo de canteiro de mandioca 0,4 HDC
37 A3-10 Solo de canteiro de mandioca 0,2 AH
38 A3-11 Mandioca em decomposicao 0,6 0,1
39 A3-12 Mandioca em decomposicao 0,5 0,2
40 A3-13 Mandioca em decomposicao 0,2 AH
41 A3-14 Mandioca em decomposicao 0,5 AH
42 A3-15 Mandioca em decomposicao 0,6 AH
43 A3-16 Mandioca em decomposicao 0,4 HDC
44 A3-17 Mandioca em decomposicao 0,7 AH
45 A3-18 Caule de mandioca em decomposicéao 0,7 0,1
46 A3-19 Caule de mandioca em decomposicéao 0,5 0,1
47 A3-20 Caule de mandioca em decomposicéo 0,5 0,2
48 A4-1 Agua do escaldador de frangos 0,3 HDC
49 A4.-2 Agua do escaldador de frangos 0,9 AH
30 A4i-a Agua do escaldador de frangos 0,2 HDC
51 A4,-b Agua do escaldador de frangos 0,4 0,6
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Tabela 4 - Origem das linhagens coletadas e hidrdlise do amido em meio soélido
(continuacao)
LINHAGEM MATERIAL COLETADO DI‘?METRO HALO (cm)
COLONIA (cm)
52 A4,-c Agua do escaldador de frangos 0,8 HDC
353 A4,-d Agua do escaldador de frangos 0,8 0,6
54 A4q-e Agua do escaldador de frangos 0,6 0,6
355 A4,-f Agua do escaldador de frangos 0,6 AH
56 A4,-g Agua do escaldador de frangos 0,4 AH
37 A4:-h Agua do escaldador de frangos 0,5 AH
358 A4,-1 Agua do escaldador de frangos 0,3 AH
59 A4o-2 Agua do escaldador de frangos 0,5 HDC
60 Ado-a Agua do escaldador de frangos 0,8 AH
61 A45-b Agua do escaldador de frangos 0,6 AH
62 A4o-c Agua do escaldador de frangos 0,8 AH
63 A4,-d Agua do escaldador de frangos 0,7 AH
64 A4s-1 Agua do escaldador de frangos 0,2 AH
65 A4s-a Agua do escaldador de frangos 0,6 AH
66 A43-b Agua do escaldador de frangos 0,4 AH
67 A4;-c Agua do escaldador de frangos 0,3 AH
68 Ady4-a Agua da depenadeira de frangos 0,3 0,5
69 A44-b Agua da depenadeira de frangos 0,6 0,5
70 Ad4-c Agua da depenadeira de frangos 0,5 AH
71 A44-d Agua da depenadeira de frangos 0,4 AH
72 Ads-e Agua da depenadeira de frangos 0,5 0,5
73 A4, Agua da depenadeira de frangos 1,0 0,5
74 Ady4-g Agua da depenadeira de frangos 0,3 AH
75 A44-h Agua da depenadeira de frangos 0,3 0,1
76 Ad4-i Agua da depenadeira de frangos 1,0 0,5
77 Ad4-j Agua da depenadeira de frangos 0,3 AH
78 A4,4-1 Agua da depenadeira de frangos 0,3 AH
79 A44-m Agua da depenadeira de frangos 0,2 AH
80 A4s-1 Restos alimentares de moela 0,3 AH
81 A4s-2 Restos alimentares de moela 0,2 0,5
82 Ads-a Restos alimentares de moela 0,7 0,6
83 A4s-b Restos alimentares de moela 0,5 0,7
84 Ade-1 Restos alimentares do pro-ventriculo 0,4 AH
85 Ade-a Restos alimentares do pré-ventriculo 0,2 AH
86 A46-b Restos alimentares do pro-ventriculo 0,3 AH
87 Ade-c Restos alimentares do pro-ventriculo 1,5 0,3
88 Ade-d Restos alimentares do pro-ventriculo 1,8 0,3
89 Ade-e Restos alimentares do pré-ventriculo 0,2 AH
90 Ade-f Restos alimentares do pro-ventriculo 0,5 0,5
91 Ade-g Restos alimentares do pré-ventriculo 0,3 AH
92 A46-h Restos alimentares do pré-ventriculo 0,3 AH
93 Ade-i Restos alimentares do pré-ventriculo 0,5 AH
94 Ade-j Restos alimentares do pro-ventriculo 0,3 AH
95 A46-k Restos alimentares do pré-ventriculo 0,4 AH
96 A4e-1 Restos alimentares do pré-ventriculo 0,2 AH
97 A4:-1 Restos alimentares do papo 3,0 0,4
98 A5-1 Compostagem de cama de frango 0,7 0,3
99 A5-2 Compostagem de cama de frango 0,4 AH
100 AS5-3 Compostagem de cama de frango 0,5 AH
101 A5-4 Compostagem de cama de frango 0,3 AH
102 AS5-5 Compostagem de cama de frango 0,4 0,2
103 A5-6 Compostagem de cama de frango 0,5 0,2
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Tabela 4 - Origem das linhagens coletadas e hidrdlise do amido em meio soélido
(continuacao)
LINHAGEM MATERIAL COLETADO DI‘?METRO HALO (cm)
COLONIA (cm)
104 A5-7 Solo de horta 0,2 AH
105 A5-8 Solo de horta 0,2 AH
106 A5-9 Compostagem de cama de frango 1,0 0,1
107 A5-10 Compostagem de cama de frango 0,6 AH
108 A5-11 Compostagem de cama de frango 0,5 AH
109 A5-12 Solo de horta 0,2 AH
110 A5-13 Compostagem de cama de frango 0,7 0,5
111 A5-14 Compostagem de cama de frango 0,7 0,3
112 A5-15 Compostagem de cama de frango 0,3 AH
113 A5-16 Solo de horta 0,2 AH
114 A5-17 Solo de horta 0,5 AH
115 A5-18 Solo de horta 0,2 AH
116 A5-19 Solo de horta 0,2 AH
117 A5-20 Solo de horta 0,3 AH
118 A5-21 Serrapilheira 0,2 AH
119 A5-22 Serrapilheira 0,2 AH
120 A5-23 Serrapilheira 0,3 AH
121 A5-24 Serrapilheira 0,4 AH
122 A5-25 Solo de horta 0,4 0,2
123 A5-26 Serrapilheira 0,3 AH
124 AS5-27 Compostagem de esterco bovino 0,2 AH
125 A5-28 Compostagem de esterco bovino 0,2 AH
126 A5-29 Solo de horta 0,2 AH
127 A5-30 Solo de horta 0,3 AH
128 AS5-31 Solo de horta 0,4 AH
129 A5-32 Compostagem de esterco bovino 0,5 AH
130 A5-33 Compostagem de esterco bovino 0,2 AH
131 A5-34 Compostagem de esterco bovino 0,3 AH
132 A5-35 Compostagem de esterco bovino 0,2 AH
133 A5-36 Compostagem de esterco bovino 0,2 AH
134 A5-37 Compostagem de cama de frango 0,7 0,2
135 A5-38 Compostagem de cama de frango 0,6 0,2
136 A5-39 Compostagem de cama de frango 0,5 0,2
137 A5-40 Compostagem de cama de frango 0,5 AH
138 A5-41 Compostagem de cama de frango 0,3 0,2
139 A5-42 Compostagem de cama de frango 0,2 AH
140 A5-43 Compostagem de cama de frango 0,1 AH
141 A5-44 Compostagem de cama de frango 0,2 AH
142 A5-45 Compostagem de cama de frango 0,3 AH
143 A5-46 Compostagem de cama de frango 0,3 AH
144 A5-47 Solo de horta 0,5 AH
145 A5-48 Solo de horta 0,2 AH
146 A5-49 Compostagem de cama de frango 0,4 AH
147 AS5-50 Compostagem de cama de frango 0,5 0,3
148 A5-51 Compostagem de cama de frango 0,3 AH
149 A5-52 Compostagem de cama de frango 0,5 0,3
150 A5-53 Compostagem de cama de frango 0,2 0,2
151 A5-54 Compostagem de cama de frango 0,2 AH
152 A5-55 Compostagem de cama de frango 0,3 AH
153 A5-56 Compostagem de cama de frango 0,4 AH
154 AS5-57 Compostagem de esterco bovino 0,4 AH

155 A5-58 Compostagem de esterco bovino 0,3 0,2
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Tabela 4 - Origem das linhagens coletadas e hidrdlise do amido em meio soélido
(continuacao)
LINHAGEM MATERIAL COLETADO DI‘?METRO HALO (cm)
COLONIA (cm)
156 A5-59 Compostagem de esterco bovino 0,3 AH
157 A5-60 Compostagem de esterco bovino 0,2 AH
158 A5-61 Compostagem de cama de frango 0,3 AH
159 A5-62 Compostagem de cama de frango 0,1 AH
160 A5-63 Compostagem de cama de frango 0,3 AH
161 A5-64 Compostagem de cama de frango 0,3 HDC
162 AbG;-1* Bagaco de cana em compostagem 0,2 HDC
163 A61-2 Bagaco de cana em compostagem 0,2 HDC
164 A6:-3 Bagaco de cana em compostagem 0,3 AH
165 A6o-1 Compostagem de esterco bovino 0,5 0,3
166 AbBo-2 Compostagem de esterco bovino 0,2 AH
167 A65-3 Compostagem de esterco bovino 0,3 AH
168 Ab6o-4 Compostagem de esterco bovino 0,2 AH
169 A6o-5 Compostagem de esterco bovino 0,5 HDC
170 Ab6,-6 Compostagem de esterco bovino 0,2 AH
171 A6o-7 Compostagem de esterco bovino 0,3 0,1
172 A6o-8 Compostagem de esterco bovino 0,3 HDC
173 Ab63-1 Solo de horta 0,4 AH
174 A7:-1 Raiz de milho 0,3 AH
175 A71-2 Raiz de milho 0,2 AH
176 A7:-3 Raiz de milho 0,5 HDC
177 A7:-4 Raiz de milho 0,4 AH
178 A71-5 Raiz de milho 0,3 AH
179 A75-1 Palha de café 0,2 AH
180 A73-1 Solo plantacédo milho 0,5 HDC
181 A73-2 Solo plantacédo milho 0,3 HDC
182 A73-3 Solo plantacao milho 0,5 HDC
183 A73-4 Solo plantacdo milho 0,4 HDC
184 A8:-1 Compostagem de esterco bovino 0,4 HDC
185 A8,-2 Compostagem de esterco bovino 0,3 AH
186 A8:-3 Compostagem de esterco bovino 0,4 AH
187 A85-1 Solo de horta 0,2 AH
188 A85-2 Solo de horta 0,5 HDC
189 A85-3 Solo de horta 0,3 AH
190 A83-1 Folhas em decomposicao 0,5 HDC
191 A9>-1 Agua de decanto de amido 0,3 AH
192 A9,-2 Agua de decanto de amido 0,2 AH
193 A93-1 Amido decantado 0,5 0,2
194 A93-2 Amido decantado 0,2 AH
195 A93-3 Amido decantado 0,2 AH
196 A94-1 Fibra sedimentada 0,4 AH
197 A94-2 Fibra sedimentada 0,3 AH
198 A9,4-3 Fibra sedimentada 0,5 AH
199 A9s-1 Casca de mandioca 0,8 0,3
200 A9s5-2 Casca de mandioca 0,5 0,2
201 A9s5-3 Casca de mandioca 0,6 0,2
202 A9s-4 Casca de mandioca 0,3 0,1
203 A10;-1 Solo de plantacao de milho 0,5 AH
204 A10,-2* Solo de plantacao de milho 0,4 AH
205 A10;-3 Solo de plantacao de milho 0,3 AH
206 A10:-4 Solo de plantacao de milho 0,5 0,2

207 A10:-5 Solo de plantacao de milho 0,6 HDC
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Tabela 4 - Origem das linhagens coletadas e hidrdlise do amido em meio soélido
(continuacao)
LINHAGEM MATERIAL COLETADO DI‘?METRO HALO (cm)
COLONIA (cm)
208 Al10:-6 Solo de plantacdo de milho 0,3 HDC
209 A10,-7 Solo de plantacdo de milho 0,2 HDC
210 A10:-8 Solo de plantacdo de milho 0,4 AH
211 A10;-a Solo de plantacao de milho 0,3 0,1
212 A10;-c Solo de plantacdo de milho 0,6 0,2
213 Al10:;-h Solo de plantacdo de milho 0,4 HDC
214 A10;-i Solo de plantacao de milho 0,4 0,2
215 Al0s-1 Solo de plantacao de abacaxi 0,3 AH
216 A103-a Solo de plantacao de abacaxi 0,3 0,1
217 Al104-1 Solo de plantacao de banana 0,3 AH
218 A104-2 Solo de plantacao de banana 0,6 0,7
219 A104-3 Solo de plantacao de banana 0,4 0,2
220 A104-4 Solo de plantacao de banana 0,2 HDC
221 A104-a Solo de plantacao de banana 0,3 HDC
222 A104-b Solo de plantacao de banana 0,3 0,1
223 A104-d Solo de plantacao de banana 0,3 AH
224 A104-e Solo de plantacao de banana 0,5 AH
225 A10s-1 Palhada de arroz apo6s colheita 0,3 0,1
226 A10s-2 Palhada de arroz apo6s colheita 0,4 0,1
227 A10s-3 Palhada de arroz apo6s colheita 0,3 0,2
228 A10s-4 Palhada de arroz apo6s colheita 1,0 0,5
229 A10s5-5* Palhada de arroz apos colheita 1,0 HDC
230 A10s5-6* Palhada de arroz apos colheita 0,3 HDC
231 A10s-7 Palhada de arroz apos colheita 0,4 AH
232 A10s5-8* Palhada de arroz apo6s colheita 0,6 0,4
233 A105-9 Palhada de arroz apo6s colheita 1,2 0,9
234 A10s-10* Palhada de arroz apos colheita 1,5 HDC
235 A10s-a Palhada de arroz apo6s colheita 0,2 0,1
236 A10s-b Palhada de arroz apo6s colheita 0,3 0,5
237 A10s-c Palhada de arroz apo6s colheita 0,5 0,5
238 A10s-d Palhada de arroz apo6s colheita 0,3 0,1
239 Al0s-e Palhada de arroz apos colheita 0,5 HDC
240 A107-b Bucha vegetal em decomposicao 0,6 HDC
241 Al1-1 Compostagem de esterco bovino 0,6 0,1
242 A11-2 Compostagem de esterco bovino 0,4 0,1
243 A11-3 Compostagem de esterco bovino 0,5 HDC
244 Al1-4 Compostagem de esterco bovino 0,3 0,1
245 Al11-5 Compostagem de esterco bovino 0,5 0,2
246 Al1-6 Compostagem de esterco bovino 2,5 0,4
247 Al1-7 Compostagem de esterco bovino 0,3 0,2
248 A11-8 Compostagem de esterco bovino 0,5 0,1
249 A11-9 Compostagem de esterco bovino 0,3 HDC
250 A11-10 Compostagem de esterco bovino 1,0 HDC
251 Al1-11 Compostagem de esterco bovino 0,3 AH
252 Al11-12 Compostagem de esterco bovino 0,5 AH
253 A11-13 Compostagem de esterco bovino 0,5 AH
254 Al11-14 Compostagem de esterco bovino 0,3 0,1
255 A11-15 Compostagem de esterco bovino 0,4 0,3
256 All-16 Compostagem de esterco bovino 0,5 0,2
257 A11-17 Compostagem de esterco bovino 0,3 0,3
258 A11-18 Compostagem de esterco bovino 0,2 0,1

259 A11-19 Compostagem de esterco bovino 0,3 AH
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Tabela 4 - Origem das linhagens coletadas e hidrdlise do amido em meio soélido
(continuacao)
LINHAGEM MATERIAL COLETADO DI‘?METRO HALO (cm)
COLONIA (cm)
260 A11-20 Compostagem de esterco bovino 0,5 AH
261 Al1-21 Compostagem de esterco bovino 0,4 AH
262 Al11-22 Compostagem de esterco bovino 0,2 AH
263 A11-23 Compostagem de esterco bovino 0,2 0,1
264 Al1-24 Compostagem de esterco bovino 1,5 HDC
265 Al2-1 Compostagem de esterco bovino 0,3 0,1
266 Al12-2 Compostagem de esterco bovino 0,4 AH
267 Al12-3 Compostagem de esterco bovino 0,3 HDC
268 Al2-4 Compostagem de esterco bovino 0,5 AH
269 Al12-5 Compostagem de esterco bovino 0,5 HDC
270 Al2-6 Compostagem de esterco bovino 0,3 0,1
271 A12-7 Compostagem de esterco bovino 0,3 HDC
272 Al12-8 Compostagem de esterco bovino 3,5 0,4
273 A12-9 Compostagem de esterco bovino 0,5 0,2
274 A12-10 Compostagem de esterco bovino 0,3 AH
275 A12-11 Compostagem de esterco bovino 2,0 0,4
276 A12-12 Compostagem de esterco bovino 0,3 0,1
277 A12-13 Compostagem de esterco bovino 3,7 0,1
278 A12-14 Compostagem de esterco bovino 0,5 0,1
279 A12-15 Compostagem de esterco bovino 0,5 0,2
280 A12-16 Compostagem de esterco bovino 0,4 AH
281 A12-17 Compostagem de esterco bovino 0,2 AH
282 A12-18 Compostagem de esterco bovino 0,7 HDC
283 A12-19 Compostagem de esterco bovino 0,3 0,1
284 A12-20 Compostagem de esterco bovino 1,0 0,3
285 A13-1 Compostagem de cama de frango 0,2 AH
286 A13-2 Compostagem de cama de frango 3,0 0,3
287 A13-3 Compostagem de cama de frango 0,2 AH
288 A13-4 Compostagem de cama de frango 0,5 0,2
289 A13-5 Compostagem de cama de frango 0,8 HDC
290 A13-6 Compostagem de cama de frango 3,8 0,5
291 A13-7 Compostagem de cama de frango 0,5 AH
292 A13-8 Compostagem de cama de frango 2.5 0,3
293 A13-9 Compostagem de cama de frango 3,0 0,3
294 A13-10 Compostagem de cama de frango 0,2 HDC
295 A13-11 Compostagem de cama de frango 0,5 HDC
296 A13-12 Compostagem de cama de frango 0,4 HDC
297 A13-13 Compostagem de cama de frango 0,3 AH
298 A13-14 Compostagem de cama de frango 0,2 AH
299 A13-15 Compostagem de cama de frango 0,5 HDC
300 A13-16 Compostagem de cama de frango 0,7 0,3
301 A13-17 Compostagem de esterco bovino 3,1 0,2
302 A13-18 Compostagem de esterco bovino 1,2 0,3
303 A13-19 Compostagem de esterco bovino 1,0 0,3
304 A13-20 Compostagem de esterco bovino 1,5 0,2
305 A13-21 Compostagem de esterco bovino 1,5 0,2
306 A13-22 Compostagem de esterco bovino 0,5 0,1
307 A13-23 Compostagem de esterco bovino 0,4 0,1
308 A13-24 Compostagem de esterco bovino 0,5 0,3
309 A13-25 Compostagem de esterco bovino 1,4 0,1
310 A13-26 Compostagem de esterco bovino 0,5 HDC

311 A13-27 Compostagem de esterco bovino 0,4 HDC




Resultados e Discussao - 75 -

Tabela 4 - Origem das linhagens coletadas e hidrdlise do amido em meio soélido
(continuacao)
LINHAGEM MATERIAL COLETADO DI‘?METRO HALO (cm)
COLONIA (cm)
312 A13-28 Compostagem de esterco bovino 0,8 0,2
313 A13-29 Compostagem de esterco bovino 0,2 AH
314 A13-30 Compostagem de esterco bovino 0,3 0,1
315 A13-31 Solo de plantacdo de mandioca 0,3 HDC
316 A13-32 Solo de plantacdo de mandioca 0,5 0,4
317 A13-33* Solo de plantacdo de mandioca 0,5 0,4
318 A13-34* Solo de plantacdo de mandioca 1,0 0,5
319 A13-35* Solo de plantacdo de mandioca 0,6 HDC
320 A13-36* Solo de plantacdo de mandioca 0,5 0,3
321 A13-37* Solo de plantacéo de mandioca 0,3 HDC
322 Al4-1 Bagaco de cana 0,2 0,1
323 Al4-2 Bagaco de cana 0,5 0,2
324 Al14-3 Bagaco de cana 0,2 0,1
325 Al4-4 Bagaco de cana 0,3 0,1
326 Al14-5 Bagaco de cana 0,9 HDC
327 Al4-6 Bagaco de cana 0,2 AH
328 Al14-7 Bagaco de cana 0,6 0,2
329 A14-8 Bagaco de cana 0,4 HDC
330 Al14-9 Solo com esterco animal/cevada 0,3 HDC
331 Al14-10 Solo com esterco animal/cevada 0,5 0,3
332 Al4-11 Solo com esterco animal/cevada 0,2 AH
332 Al14-12 Solo com esterco animal/cevada 0,5 0,1
334 Al4-13 Solo com esterco animal/cevada 0,5 0,2
335 Al4-14 Solo com esterco animal/cevada 1,0 0,2
336 Al4-15 Solo com esterco animal/cevada 0,3 HDC
337 Al4-16 Solo com esterco animal/cevada 0,3 HDC
338 Al14-17 Solo com esterco animal/cevada 0,2 HDC
339 Al4-18 Solo com esterco animal/cevada 0,2 HDC

HDC = hidrélise na dimensédo da coldnia; AH = auséncia de hidroélise; * = linhagens fangicas
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2. Teste de hidrdlise do amido em meio sélido

As linhagens isoladas e purificadas foram submetidas a testes de
hidrélise do amido em meio sélido (Tabela 4). Das 339 linhagens termofilicas
isoladas, 123 produziram amilases extracelulares evidenciadas em nitidos
halos ao redor das coldnias, enquanto 59 produziram halos muito sutis, o
quais foram discriminados na tabela como hidroélise na dimensao da colénia
(HDC). As demais, apesar de se desenvolverem bem no meio com amido
como Unica fonte de carbono, ndao mostraram indicios de excrecao de
amilases além dos limites da colonia, sendo designadas AH (auséncia de
hidrolise).

A presenca de crescimento de microrganismos em meio que possui
amido como unica fonte de carbono sugere que todos os microrganismos
isolados produzem amilase extracelular, uma vez que a molécula de amido,
por apresentar alto peso molecular, ndo entra na célula microbiana. Dessa
forma, pode-se sugerir que todos os microrganismos isolados produziram
amilases extracelulares porém, para algumas linhagens, estas nao
difundiram-se no meio de cultura, podendo ter ficado adsorvidas a parede
celular ou no espaco periplasmatico destes. Inumeros trabalhos tém
demonstrado a presenca de enzimas ligadas a células, como no caso de
Alebswella oxyloca € Clostrzzzn Sp, ou no espago periplasmatico, como
Luacteroxzes sp (SALYERS et al., 1996).

Nos experimentos, além da avaliacdo da producao de amilase em
placa, também foi considerada a velocidade de crescimento do
microrganismo, uma vez que a temperatura de 55°C desfavorece a
manutencao de placas e tubos por periodos de incubacdo prolongados
devido a perda de agua do meio solido por evaporacao. Das linhagens
testadas, 176 levaram mais de 24 horas para o surgimento de colonias
visiveis. Estas culturas, portanto, foram consideradas pouco adequadas para

os estudos de producao de amilases.
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3. Avaliacao do crescimento a 60°C

As linhagens que apresentaram melhor crescimento a 55°C,
independentemente do tamanho do halo de hidrolise apresentado em placa,
foram testadas quanto ao crescimento a 60°C. Das linhagens testadas, 17
linhagens Dbacterianas apresentaram um bom crescimento nessa
temperatura, sendo que quatro delas, mostraram maior intensidade e
velocidade de crescimento (Tab. 5).

A faixa de variacao para o crescimento de microrganismos termofilicos
geralmente varia de 45 a 60°C, sendo essa a razao para o isolamento das
linhagens a 55°C e a verificacao de seu possivel crescimento a 60°C, visto
que, que na maioria das vezes, as amostras foram coletadas em locais onde a
temperatura superavam estes limites.

Tabela 5 - Crescimento das linhagens selecionadas em meio

liquido, contendo amido como fonte de carbono, a 60°C por
24 horas

LINHAGEM CRESCIMENTO

A3-4 ++
A3-18 +
A4s-a ++
A4,-1 ++
A5-1 +
A5-9
A5-13
A5-14
A5-37
A5-64
A104-2
A10s-4
A10s-9
A12-2
A12-3
A13-10
A13-21

+
T+

e e e e
1o N rP OO —o 0PN U D WN =
+ 4+ + + + 4+ + ++
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4. Fermentacao submersa e semi-solida para selecao das linhagens

produtoras de amilases

Para selecao das melhores linhagens produtoras de amilases, foram
testadas 163 linhagens em fermentacao semi-solida (farelo de trigo) e 162 em
fermentacdao submersa (meio nutriente liquido). Como nem sempre ocorre
uma relacao direta entre a producao de enzimas extracelulares em placa e a
producao em meio liquido ou solido (SOARES et al., 1999), foram testadas as
linhagens que melhor cresceram em meio seletivo, independente da
producao ou nao de halo. Os resultados obtidos sao mostrados na Tabela 6.

Verificou-se que em fermentacao submersa, 18 linhagens (11%) das
162 testadas, produziram atividade amilolitica detectada pelos trés métodos
de avaliacao; 72 linhagens (45%) tiveram atividade enzimatica detectada por
dois dos métodos; 62 linhagens (38%) produziram atividade amilolitica em
apenas um dos métodos de avaliacao e 10 linhagens (6%) nao apresentaram
atividade enzimatica detectada em nenhum dos trés métodos de avaliacao.

Esses dados estao representados na Figura 11.

6% 11%

OTrés Métodos
B Dois Métodos
B Um Método
B Nenhum

38%

Figura 11 - Distribuicdo das linhagens selecionadas com
relacdo aos tipos de amilases detectadas em fermentacao
submersa (meio nutriente).

Em fermentacao semi-soélida, 90 linhagens (55%), das 163 linhagens
testadas, produziram amilolitica detectada pelos trés métodos de avaliacao;
56 linhagens (34%) produziram atividade enzimatica detectada por dois dos

métodos de avaliacao; 14 linhagens (9%) produziram atividade detectada por
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um dos meétodos e 3 linhagens (2%) nao tiveram atividade amilolitica

detectada por nenhum dos métodos de avaliacao (Fig. 12).

OTrés Métdos
Il Duas Métodos

v 55% B Um Método
B Nenhum
Figura 12 - Distribuicdo das linhagens selecionadas com

relacao aos tipos de amilases detectadas em fermentacdo semi-
sélida (farelo de trigo).

Com relacao ao tipo de enzima produzida, em fermentacao submersa,
132 linhagens (81,5%) apresentaram atividade preponderante dextrinizante,
84 linhagens (52%) atividade preponderante amilolitica dosada pela
liberacao de acucares redutores e 54 linhagens (33%) apresentaram

atividade preponderante de glicoamilase (Fig. 13).

140 - 81,5%
2
o 120 -
o
‘_g 100 T 52%
5 80 A
S 60 - S5
o
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3 20 -
Z
0 T
Dextri AR Glico
Reacao Enzimatica
Figura 13 - Distribuicdo das linhagens selecionadas com

relacao as atividades de o-amilase (Dextri), amilases (AR) e
glicoamilase (Glico) detectadas em fermentacdo submersa (meio
nutriente).

Em fermentacao semi-solida, 152 linhagens (93,2%) apresentaram

atividade preponderante dextrinizante, 150 linhagens (92%) apresentaram
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atividade preponderante amilolitica pela liberacao de agucares redutores e
108 linhagens (66,3%) apresentaram indicios de atividade preponderante de

glicoamilase (Fig. 14).

160 - 93,2% 92%
2 140 -
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=
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Dextri AR Glico
Reacao Enzimatica
Figura 14 - Distribuicdo das linhagens selecionadas com

relacao as atividades de o-amilase (Dextri), amilases (AR) e
glicoamilase (Glico) detectadas em fermentacdo semi-sélida
(farelo de trigo).

Diante do exposto, nota-se que a enzima com maior atividade em
ambas as fermentacoes foi a o-amilase, sendo o farelo de trigo o meio em que
houve maior expressao de todas as enzimas.

As linhagens que apresentaram maior atividade dextrinizante (o-
amilase) em fermentacdao submersa, foram: A3-16 (1,5 U/mL), A44-h (1,59
U/mL), A5-13 (1,48 U/mL), A5-14 (2,11 U/mL), A931 (1,60 U/mL) e A10s-b
(2,52 U/mL); e em meio fermentacao semi-solida foram: A4:-b (26,13 U/mL),
A44-f (23,57 U/mL), A44-i (21,43 U/mL), A4s-2 (25,38 U/mL), A47-1 (30 U/mL)
e A5-41 (14,59 U/mL).

As linhagens que produziram maior atividade amilolitica pela
quantificacdo dos acucares redutores liberados em fermentacdo submersa,
foram: A44-f (3,36 U/mL), A47-1 (3,57 U/mL), A11-20 (3,79 U/mL), A12-13
(4,01 U/mL), A13-9 (2,40 U/mL) e A14-13 (2,28 U/mL); e em fermentacao
semi-solida foram: A4:-b (55,69 U/mL), A44+-h (19,05 U/mL), A47-1 (21,27
U/mL), A12-9 (19,42 U/mL), A13-22 (25,98 U/mL) e A13-23 (19,96 U/mlL).
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Quanto a expressao de glicoamilase, todas as linhagens testadas
apresentaram atividade muito baixa ou esta nao foi detectada. Isto ja era
esperado uma vez que as linhagens testadas consistiam quase que
exclusivamente de bactérias, e relatos na literatura mencionam fungos como
bons produtores (VIHINEN e MANTSALA, 1989).

Os dados da atividade de o e possivelmente uma B-amilase pelas
linhagens testadas mostraram-se promissores quando comparados com
dados da literatura. Mulimani et al. (2000), em seus experimentos com fungo
Cwoerella juikuro; em fermentacdo semi-solida, obtiveram 42 U/g de
substrato, quando a atividade enzimatica foi quantificada pela dosagem dos
acucares redutores liberados. Utilizando os mesmos substrato e método de
quantificacdo, as melhores linhagens estudadas produziram de 14,6 a 55,7
U/mL, o que corresponde a producao de 87,6 a 334,2 U/g de farelo de trigo.
Pelo mesmo método, porém em fermentacdo submersa, utilizando amido
como fonte de carbono, Canganela et al. (1994) obtiveram 13,0 e 0,8 U/mL
para as linhagens de Tys e Ty de /Ae&rzudobacierzez sp, respectivamente,
enquanto Lin et al. (1994) obtiveram, 12,3 U/mL para Szc//zssp. Em nossos
experimentos em fermentacdo submersa, as melhores producoes foram de
2,28 a 4,01 U/mL, bem abaixo dos dados de literatura.

Das linhagens testadas, A4i-b, A44-i e A47-1 foram as melhores
produtoras de enzimas amiloliticas quando cultivadas em meio semi-sélido,
seguidas pelas linhagens A44-f, A4s5-2, Al11-4, A13-8 e A13-22. Estas
linhagens além de serem boas produtoras, sao de facil manuseio e tém
crescimento rapido a 55°C, tanto em meio liquido como em meio sélido,
justificando-se assim a escolha das mesmas para dar continuidade ao
trabalho. Entre os fungos, novos testes foram feitos, selecionando-se a
linhagem A13-36 para a realizacao dos ensaios de producao.

Analisando-se a Tabela 6 verifica-se que, na maioria das vezes, as
linhagens apresentaram um bom crescimento no meio de cultivo utilizado, o
qual possui o amido como Unica fonte de carbono e energia (estimativa do
crescimento bacteriano pela leitura da absorbancia a 600 nm do meio de

fermentacao, item 3.2 - material e métodos).



-82-

aN aN LTET an 2990 6200 19L°1 DOUH S0 ole vV 45
aN L00°0 z8C0 0LL0 60C‘v 11+°0 £€85°0 90 90 SS o-1pY 1€
an 900°0 an S89°0 661V €920 +95°0 90 80 SS pP-bv 0¢
900°0 2000 T69°GS an 621°9C 061°0 +2C0 90 0 SS q-1py 6C
+00°0 aN 69¢°T an 990 1€0°0 9990 HV 60 SS il 14
2000 an SOT‘T 66£0 96£°0 LLT0 THE1 co S0 SS 0C-€V LT
1000 aN 6EY'0 aN €290 S+20 8CS‘T 1°0 S0 ole 61-CV 9T
€00°0 aN 88.L°C 9S820 8+9°0 9200 090°C 1°0 L0 09 81-€V ST
aN an 809t 6,60 1880 8EY°0 TSS°T HV L0 SS LI-€V +T
dN 2000 aN +68°0 S6S'T 9611 +29°0 OQH +0 SS 91-€V €T
1000 an 68.L°C €9%°0 2290 8L1°0 00S°‘T HV 90 SS SI-€V ce
€00°0 an +09°C an 699°0 89¢C°0 Tre'l HV S0 SS Y1-€V 1T
S00°0 aN 6vET €96°T 8+€°0 SLT0 0S9°1 co S0 ole CI-¢V 0cC
aN aN STel an 899°0 6,00 YETT 1°0 90 ole 11-€V 61
an aN 99¢‘1 an 6,90 620 61T OUH +0 ole 6-CV ST
100°0 800°0 an 888°0 S0C'P €150 801 co €0 ole 8-¢V LT
+0°0 an L0T‘C 99+°0 9ST°0 L¥T0 1,€°1 €0 380 09 Y€V 91
aN an 8€9°1 anN 1290 1200 SoC‘1 10 +0 SS LTIV ST
LT0°0 an 169°C S€9°0 S0S‘0 S6C°0 22! co 01 GS 9¢-1V !
an aN 09TT1°T an +29°0 6S0°0 09+°1 OUH +0 ole SC-1V el
100°0 aN crse an L1S0 110 98S°1T HV S0 ole Y1V 4
800°0 aN LTO°T an 299°0 L¥T0 +0C'1T 1°0 €0 ole 12-1V T
aN an 099°1 anN €990 +€1°0 L18°0 1°0 90 SS SI-1V 01
ST0°0 9000 an aN SYE0 6110 08T1°T HV S0 SS $1-1V 6
0T0°0 an 60S' ¥ L+¥0°0 299°0 0+0°0 0951 1°0 01 SS CI-1V 8
+00°0 an Sov'e anN +00°C 16%°0 128°1 €0 S0 SS CI-1V L
2000 aN 8617 C S90°T 800°C €01°0 6,80 1°0 €0 ols 11-1V 9
900°0 aN SE]’T an 9¢5‘0 9%1°0 69°T OUH S0 ole 6-1V S
+00°0 aN L16°0 an 6210 181°0 LETT OUH S0 ole -1V %
+00°0 an 010°C anN 6120 SYT0 800°T (4l S0 SS 9-1V e
1100 an €850 8860°0 9¢+'0 9%1°0 +09°0 co L0 SS S-1V 4
an VN 9G8°0 VN 6,20 VN VN €0 Sl 0S 1-1V 1

Varios's *d vs¥amwdgns ‘g Vvalrios's ‘4 VS¥AWdns *d vAITO0S'S ‘' VS¥IWdNS ‘d (Wo) VINOTOD

(WN 009 "sgV) (WD) OTVH .
ASVIINVOIITY) (Av) asviImy ALNVZINRLLXAJQ oaindyr ‘W Wa OALINVIA osday)

INTODVHNI
(0) L 1

OLNAWIOSTAD
(T /) VOLLVIIZNE TAVAIALLY VOVId WA OAINY Od ASTIQVAIH

(03113 op ofoIe)) BPI[OS-TWAS 9 (JULLIINU OIOW) BSIAWGNS 08ILJUIUWLIS] WD epIznpoid eonI[o[Iue apeplAlje ep oedeleAy — 9 e[aqe]



- 83 -

+00°0 aN L¥L0 an +61°0 G810 1601 OUH S0 ole 1-€LV +9
100°0 aN 98¢0 an 1120 600°0 SIH'T HV +0 SS P-1LV €9
+00°0 an 00+°0 anN 98+%°0 9%1°0 896°0 OaH €0 SS 8-20Y )
600°0 an SoC‘1 4570) $IT°0 9220 69¢°0 1°0 €0 ole 1-29V 19
z00°0 an an 0€T‘0 80%°0 6€T°0 LT OUH S0 ole G-2Qy 09
+10°0 an 0v8°T an cLT0 0910 6€0°T OUH €0 09 +9-GV 6S
€00°0 aN S8%°0 €120 L¥PT0 8110 +CS1 co a0 ols £G-GV 8G
2000 an an 9€T 0 aN ¥L1°0 €o%°0 €0 S0 SS CS-SV LS

aN an aN S120 dN 0ST0 €LL°0 €0 S0 SS 0S-SV 9g
1€0°0 200°0 I1S+'8 an €65 v1 98T1°0 CTLT co €0 SS I1+-SV SS
+00°0 [\ S16°0 0.0°0 €820 €200 166°T co S0 ole 6£-SV +S
2000 aN L9€ Y 0¥1°0 9¢.L9 0€0°0 obb'1 co L0 09 LE-SV ol
1€0°0 €00°0 LLO°T an 9590 88¢C°0 1.0 co +0 ols SC-SV 4
1100 €00°0 918‘C 8S¢‘0 9481 YI1C 1,50 €0 L0 09 +1-SV IS

aN €00°0 0L8°T 6920 99¢°1T SLY'T 9SS0 S0 L0 09 €1-GV 0S
c00‘0 an aN aN 96C v €101 420 HV 01 09 6-SV 61
1T0°0 [\ 9.0°C 960°0 0620 S9z0 T¥8°T co S0 ole 9-GV P
100°0 an 12! 9120 0ST‘0 2S00 0681 o +0 SS S-QV LY
2000 an 9580 an STy SE0°T 681°T €0 L0 09 1-SV 9%
S00°0 £00°0 SLT1T 1.5 000°0¢ 1,280 8201 0 0‘c 09 1-4bV St

an 9000 1+0°C 6850 11¢v CoT‘T 0T.L0 S0 S0 ols pain’s N

aN aN Yool an LLT Y 9650 GES0 €0 81 ole P-9pV 9%

an 0100 LETT TLT'T 09T ‘v 990 T¢L9°0 €0 ST SS 0-9pV (A7

aN aN aN 1S8°0 SS90 L¥0°0 188°1 L0 S0 SS q-spv 1t

an an an an an PSPT 1140 90 L0 09 B-Spy (04
9100 200°0 +€8°91 aN S8¢€‘ST €20 9920 S0 a0 ole cSvv 6€
€100 200°0 +S0°61 6%S°T 6Cv'1C aN tdo! S0 0T ole b4y 8¢

an an an aN 61CT L8S°T 4570 1°0 €0 ols U-t4y L€
2000 9000 8C6'0 96¢e‘e 1.S°€T aN 870 S0 0T ols eV 9¢
600°0 an 1LTS‘1 0€€‘0 0L£°0 SP1°0 LS9°T S0 S0 SS 9-vpY S¢e
0100 2000 an an 12+°0 6%1°0 €19°0 S0 90 SS q-tpv +<
,00°0 +00°0 €150 0S¢‘1 e 4}] 1250 4fy0] S0 €0 ofe B-rpy fofS

varios's ‘d vsyandng 'y varios's ‘Jd vsyawdns ‘J varios's ‘d vsduanwdans ‘dqd

oo ) oomm ML)
ASVIINVOOITH (V) asvIImy FILNVZININLXEQ 0aIndr ‘W Wa LANvId O WaovHNIT

OLNANIISTAD (30) L
(T /) VOLLYIIZNF TAVAIALLY VOVId WA OAINY Od ASITOAAIH

(oedenurjuod) (03113 9p O[2JE]) BPI[OS-TWAS 2 (9jUSLIINU OIaW) BSIoWIgqns oedejusauLla) wo eprznpold eonIo[Iure apepIAl}e EP Oedel[eAy — g e[aqe|],



-84 -

aN aN +2€0 an aN aN 80G‘T OUH €0 0S 6-T1V 96
aN an aN anN 1L8€°0 6100 08¢‘1 1°0 S0 0S 8-T1V S6
+10°0 an aN aN 109°0 €TI0 1281 0 €0 0S LTIV +6
€00°0 an an L6£0 99,0 an LES'T 0 S‘C 0S 9-T1V €6
100 aN an 8CH'T 089°T aN 81G°T co S0 0S S-T1V 6
€€0°0 +00°0 CeP LT an LET VI aN 8G0‘T HV €0 ols P11V 16
S20‘0 200°0 TLI°T1 an SOTTT aN 290°0 OUH S0 ols c-T1V 06
8200 2200 1¢S‘CI aN COL'TT aN ++0°0 1°0 +0 ols c 11V 68
1200 200°0 08201 an $86°S ¥61°0 1,00 1°0 90 SS I-11V 88
aN an LLLLT 1920 LT8Y 9200 €191 OaH 90 SS q-201V 18
2000 an 609°0 zSTo T+1°0 16£°0 829°0 1°0 €0 SS P-S0TV 98
€00°0 1,000 €0C'T LTE0 €110 12S‘C €08‘T S0 €0 ole q-s01V S8
1000 aN 12€0 an 6,00 aN LbPT 1°0 a0 ole B-SQTV +8
aN aN 1260 +12°0 890°0 €91°0 8€L0 60 1 09 67501V €8
aN aN LOS‘T 091°0 L1120 0LT°0 19C°1 DOUH €0 ole B-YQTV z8
6100 an 1L81°0 2S00 c1co L6T1°0 +68°0 (40 +0 SS €-v01V 18
aN aN 9tv¢0 aN +€9°0 8E€H0 S10°C 1°0 €0 09 zr01v 08
S00°0 an €Tr0 8¥T1°0 660°0 880°0 9250 1°0 €0 ofe B-£0TV 6.2
€00°0 aN +2S‘0 an ¥2€0 610 +S8°T co 90 ole o-10TV 8/
z00‘0 an 968°0 AN €C10 cr10 690 1°0 €0 ole e-101V L
an an €90 an I1€T1°0 8ST°0 8061 co S0 ols +-101V 9/
0100 an an an 690 SH10 Tr1‘e A0 90 SS £-S6V S/
aN 2000 8680 +Sv°0 L€T0 €c10 989°T co S0 ole <6V v/
an an €280 LETO 680°0 6150 10S°T €0 80 SS 1-S6V 59
aN 1000 +98°0 1920 AN 66S°T SI6'1 co S0 SS 1-€6V cl
900°0 an 08¢0 an 91+0 9110 1GL°1 HV 40 ols %6V |92
aN anN S8S‘0 an 9%1°0 an 69€°T DQH S0 SS -8V 0L
z00°0 aN 0¥6'0 an 1S+°0 961°0 8¢+0 HV +0 ole c-1QV 69
aN aN CIv'l SET0 0020 1S2°0 1601 DUH +0 ofe 1-18V 89
aN an 8560 anN €010 9200 60+°1 OQH +0 SS P-ELV 19
aN an +16°0 aN G120 0.2°0 ¥1C°1 OQH S0 SS €LV 99
aN an 1L€L°0 aN LST1°0 I+1°0 980°T OQH €0 SS C¢LV S9

Varios's *d vs¥amwdgns ‘g Vvalrios's ‘4 VS¥AWdns *d vAITO0S'S ‘' VS¥IWdNS ‘d (Wo) VINOTOD

(WN 009 "sgV) (WD) OTVH .
ASVIINVOIITY) (Av) asviImy ALNVZINRLLXAJQ oaindyr ‘W Wa OALINVIA osday)

INTODVHNI
(0) L 1

OLNAWIOSTAD
(T /) VOLLVIIZNE TAVAIALLY VOVId WA OAINY Od ASTIQVAIH

(oedenurjuod) (03113 9p O[2JE]) BPI[OS-TWAS 2 (9jUSLIINU OIaW) BSIoWIgqns oedejusauLla) wo eprznpold eonIo[Iure apepIAl}e EP Oedel[eAy — g e[aqe|],



- 85 -

1200 +00°0 TLL YT an 06L°L aN 0S0‘0 €0 0T SIS 02-C1V 8CI
0200 €00°0 €8L°TT an 8.0°S aN SIT0 10 €0 GS 61-C1V 1.T1
aN an ceTy 960 ST1.°0 dN 16€°1 OdH L0 0S 81-CIV 9¢1
+00°0 an ce8 Y anN 9961 dN CIv'I HV z0 0S L1-CIV scl
0100 an an an aN 9%1°0 6.0 HV +0 0S 91-C1V izq!
aN aN TLE°T1 6%1°0 8191 aN CST'T co S0 0S SI-CIV eCl
0€0°0 9000 an an aN SY1°0 1280 1°0 S0 0S $I-CIV  c¢Cl
€00 1200 S61°6 €10y +S0°9 an +0.,°0 OUH L€ ols €1-CcIV 121
L00‘0 1,00 an SSO°T an zee0 GeS'T 10 €0 0S c1-cl1v 0cI
c100 aN aN aN €810 an co6v'l +0 0‘c 0S 11-C1V 611
9900 2200 0ct61 an 860°C an +EST co0 S0 0S 6-CIV 811
S20‘0 aN SHE9T 80T°T T69°T aN 1€9°0 ) e 0S 8-C1V LTT
620°0 +00°0 TIL°L1 an 80S°0T an 0ELT 1°0 €0 ole 9-C1IV 911
an aN aN an aN 121°0 €€o°T HV S0 0S S-C1V STT
8200 €00°0 T6S°ET an 0L¥'T aN 1880 OUH €0 09 c-C1V an!
¥€0°0 €00°0 06C°T1 an 8919 5200 TLS0 HV +0 09 cCiv €11
1+0°0 an 196901 aN 1421 800°0 442! 1°0 €0 0S 1-C1V 48!
8¢€‘0 200°0 0S€‘6 SE0°0 S80°L 1200 SS0°0 DAH ST SIS Y11V 111
S20‘0 aN 818°L €LT'T £ee0 P10 09.0 1°0 a0 0S €11V 0oTT
S00°0 aN 98,9 an 1,20 690°0 CHS'T HV a0 0S cC 11V 60T
aN aN 9zL'E 92.L0 L¥S0 1,00 1€S°0 HV +0 0S 1211V 80T
aN anN 0S9°S 06.L°€ 9L1°0 8620 0€9°1 HV S0 0S 0C-T1V 10T
an anN 9¢S‘p TvH°1 121°0 1210 0280 HV €0 (o]} 61-11V 901
aN an aN 1S40 Z6E0 081°0 1250 1°0 +0 0S 8I-T1V SOT
dN an ¥8S°L vELT 880°0 1.2°0 +€9°1 €0 €0 0S L1-T1V +01
aN aN 9tC‘9 coC'T 9250 LET0 S0¢‘T co S0 0S 91-T1V €01
aN 1,000 66 92.L0 aN 1820 0,91 €0 +0 0S SI-T1V o)1
aN aN aN aN 90¢C°T aN +EST 1°0 €0 0S PI-TIV 101
aN aN 666 € an aN 9100 ! HV S0 0S CI-11V 00T
aN an 09¢€‘e 0ve‘l 080°0 S80°0 42! HV S0 0S CI-11V 66
aN an €C9°L S29°0 STT0 6£0°0 G880 HV €0 0S T1-T1V 86
dN an +29°S ces1 8€T°0 4AN0) T10°T OdH 01 0S OT-T1V 16

Varios's *d vs¥amwdgns ‘g Vvalrios's ‘4 VS¥AWdns *d vAITO0S'S ‘' VS¥IWdNS ‘d (Wo) VINOTOD

(WN 009 "sgV) (WD) OTVH .
ASVIINVOIITY) (Av) asviImy ALNVZINRLLXAJQ oaindyr ‘W Wa OALINVIA osday)

INTODVHNI
(0) L 1

OLNAWIOSTAD
(T /) VOLLVIIZNE TAVAIALLY VOVId WA OAINY Od ASTIQVAIH

(oedenurjuod) (03113 9p O[2JE]) BPI[OS-TWAS 2 (9jUSLIINU OIaW) BSIoWIgqns oedejusauLla) wo eprznpold eonIo[Iure apepIAl}e EP Oedel[eAy — g e[aqe|],



- 86 -

000 aN 0¥8°S 1S6°0 LE6'T 861°0 zSe°T co 0T 0S YI-¥IV 091
1100 an 1,689 9.2°C 9971 aN 9991 40 S0 0S CI-vIV 6S1
900°0 an 6.,C'ST 81C'C 0950 an L8¥1 1°0 S0 0S Cl-v1Vv 8GT

aN an S60°6 aN 0L€°¢ dN S0L'1 €0 S0 0S OT-¥1V LST

aN aN L8°61 TLS'T £6€°C an T6%1 OUH €0 0S 6 V1V 9G1
9000 anN PSP T Sc0‘C 1v1°C aN 9LT°1 OUH +0 0S S-HIV GCT
900°0 aN 911°0T 1961 0S6°0 an T6L°T co 90 0S LPIV el
6200 aN €8.°6 an LSYC an GEo'T OUH 60 0S S-HIV €GT
€200 an 1,LL°6 aN dN dN 6¢L0 1°0 €0 0S b1V ZS1

aN an 1,659 1S6°1 SLT'C 8980 €v6°0 1°0 z0 0S CPIV 1ST
+10°0 an 9eH'Cl 1Cv'1 0S8‘1 aN 0,90 10 €0 0S 0€-€1V 0ST
L€00 €00°0 €0g‘CI an TceL0 SET0 1,00 co 80 ols 8C-€IV 6Vl
LE00 1000 I1€°S aN 92601 LOE0 I€°0 OUH +0 ols LCT-CIV 8Pl
8€0°0 £00°0 6S€CI an ceT'T zeeo 66€°0 OUH S0 ole 9C-€1IV LI
9%0°0 200°0 289°01 8%8°¢C 191°01 aN 6vC'1 €0 S0 ols YC-€IV oI
€v0°0 +00°0 €96°61 an Y61 € 1200 SE80 10 +0 SS €IV St1
8€0°0 1,000 TET9CT an LETET €90°0 099°0 1°0 S0 ofe CTCIV bl
+€0°0 200°0 6€.L°6 an Zv9°s €90°0 98,0 [4l0) ST 09 1C-C1V Pl
120°0 aN T19°L1 890°T 800°C aN S0C'T co ST 0S 0C-€1V 44!
9¢0°0 200°0 8C6' 6 600°C €01°¢ 1,200 0L+0 €0 0T ols 61-C1V 1
LT0°0 aN 1+6°'81 an 991°C aN LLET €0 1 0S 8I-€IV  OPbI
1€0°0 +00°0 CTh'ST aN 8CSTT 880°0 £60°0 co 1°¢ ole LI-€IV  6€1
9200 SO0 LL9°LT 068°T 90S°‘e an 19L°1 €0 L0 0S 91-C1V 8¢€1
0€0°0 +10°0 SEO VI 8150 aN an €0S°T 1°0 €0 0S CI-€1V LET
€00 €00°0 €0S°¢eT an LET'S reo +S€0 OQH +0 GS CI-€1V o¢T
S€0‘0 €00°0 92S01 an SE89 600°0 LL¥0 OUH S0 ols T1-€1V  S€I
+€0°0 €00°0 09501 aN STT Y 8.0°0 0€C1T OUH a0 09 0T-€IV €I
LE00 +00°0 €C09T 86€£C CTLY'TT an 9€T1 €0 0‘c ole 6-C1V el
S+0°0 +00°0 YPLLT an ZS1°6 aN +S0°0 €0 SC ols 8-C1V cel
€000 €00°0 81Tl an PHSTI dN 089°0 OQH 80 GS S-€1V 1€1
800°0 an T101°GT 9201 9C1‘C ¢61°0 062C°'1 o S0 0S v-€1V 0€T
S+0°0 +00°0 129°S1 L€0°0 +S0°C1T SOT‘0 L+0°0 €0 0‘c ol C-C1v 6¢C1

varios's ‘d vsyandng 'y varios's ‘Jd vsyawdns ‘J varios's ‘d vsduanwdans ‘dqd

oo ) oomm ML)
ASVIINVOOITH (V) asvIImy FILNVZININLXEQ 0aIndr ‘W Wa LANvId O WaovHNIT

OLNANIISTAD (30) L
(T /) VOLLYIIZNF TAVAIALLY VOVId WA OAINY Od ASITOAAIH

(oedenurjuod) (03113 9p O[2JE]) BPI[OS-TWAS 2 (9jUSLIINU OIaW) BSIoWIgqns oedejusauLla) wo eprznpold eonIo[Iure apepIAl}e EP Oedel[eAy — g e[aqe|],



- 87 -

BP0 OBU = (N ‘EPESI[EUE 0BU = YN ‘O[eY 9P BIOUISNE = HY ‘EIUO[0D BP 0BSUSWIP BU ISIOIPIY = DAH

aN an S90°¢ SPO‘1 02C0 €91°0 +8C°0 OQH z0 0S LI-vIV €91
aN an S61°L CSS°1 081°0 aN 129°0 OQH talo) 0S oT-+1V 91
aN aN €6.'C S9'1 66¢C 0 991°0 28T 0 OQH €0 0S ST-v1V 191
Varios's *d vs¥amwdgns ‘g Vvalrios's ‘4 VS¥AWdns *d vAITO0S'S ‘' VS¥IWdNS ‘d (Wo) VINOTOD
(wN 009 'say)  (Wo) OTVH © .
FASVIINVOOITY (MV) asVIINY ALNVZINILLXAQ 0QINdIT ‘W Wa OULANYIA OSTAY  aoVHNIT
OLNANIISTAD (9o) L

(T /) VOLLYIIZNF TAVAIALLY

VOVIid N3 OdINY Od dSITOAAIH

(oedenurjuod) (03113 9p O[2JE]) BPI[OS-TWAS 2 (9jUSLIINU OIaW) BSIoWIgqns oedejusauLla) wo eprznpold eonIo[Iure apepIAl}e EP Oedel[eAy — g e[aqe|],



Resultados e Discussao - 88 -

Levando-se em consideracao que o aumento da biomassa so6 se torna
possivel a partir da hidrolise do amido presente no meio, pode-se inferir que
as amilases estdo sendo produzidas pelo microrganismo e o amido esta
sendo consumido. Este fato pode ser comprovado pela auséncia de amido
residual ou reducao acentuada desse polimero no meio de cultura,
demonstrados pela reacao negativa dos meios de cultivo com iodo
(APENDICE A).

Considerando-se que as amilases estejam sendo produzidas, ha duas
possiveis explicacdoes para a baixa atividade ou a nao deteccao destas no
meio liquido. A primeira, seria a producao de enzimas que ficassem
adsorvidas a parede celular do microrganismo ou retidas no espaco
periplasmatico (cepas Gram negativas), conforme mencionado anteriormente
(item 2.). A segunda, seria a producao de enzimas extracelulares e a
posterior desnaturacao das mesmas, apés o término de sua funcao
catalitica, por fatores do proprio metabolismo microbiano, como producao de
proteases, ou pela falta estabilidade durante as condicoes de cultivo
(auséncia cofatores, temperatura, pH, etc.). Diante disso, fatores como tempo
de cultivo, fonte de nitrogénio e alteracoes provocadas no meio pelo
metabolismo microbiano devem ser levados em consideracao.

Novos ensaios foram realizados para o estudo do efeito do tempo de
cultivo sobre a producao de amilases, além do uso de meios liquidos e

solidos a base de residuos e subprodutos agro-industriais.

5. Efeito do tempo de cultivo na producao de amilases pelas linhagens
selecionadas em meios a base de residuos e subprodutos agro-

industriais

Foram testadas nove linhagens, selecionadas na etapa anterior do
trabalho, sendo oito bactérias e um fungo, quanto a producao de amilases
em fermentacdo submersa (meio nutriente; meio nutriente-mandioca;
residuo liquido de mandioca; meio nutriente-milho e residuo liquido de

processamento de milho) e semi-soélida (farelo de trigo, farelo de mandioca e
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farelo de milho). Os resultados estao apresentados, respectivamente, nos
APENDICES B e C, e nas Figuras 15 a 32. As analises dos resultados foram

realizadas por linhagem e discutidas posteriormente.

5.1. Linhagem bacteriana A4;-b

As Figuras 15 e 16 ilustram, respectivamente, as producoes
enzimaticas em fermentacdo submersa e semi-sélida, pela linhagem
bacteriana A4:-b. Analisando-se os graficos da Figura 15, pode-se verificar
que, quando avaliado pelo método dextrinizante (Fig. 15 A), o pico de
producao enzimatica ocorreu em 24 horas de cultivo, sendo as maiores
producoes verificadas nos meios nutriente (0,68 U/mL) e nutriente-mandioca
(0,69 U/mL). A analise da atividade amilolitica, através da dosagem dos
acucares redutores liberados pela hidrolise enzimatica do amido (Fig.15 B),
revela que os picos de atividade ocorreram em 24h de cultivo para os meios
nutriente, nutriente-mandioca e residuo liquido de mandioca; em 48 horas
para o residuo liquido de milho e em 120 horas para o meio nutriente-milho,
sendo que a maior producao de atividade enzimatica ocorreu no residuo
liquido de milho (6,38 U/mL). Quanto a glicoamilase (Fig. 15 C), as maiores
producoes também foram detectadas durante as primeiras 24 horas nos
meios nutriente (0,18 U/mL) e nutriente-mandioca (0,22 U/mL) e em 48
horas no meio nutriente-milho (0,25 U/mL).

Ainda com relacdo a fermentacdo submersa, pode-se verificar pelo
método dextrinizante que, de modo geral, ocorre um pico de producao
enzimatica em 24 horas, havendo um declinio gradual na atividade da
enzima até 120 horas. Ja para a atividade de amilase, avaliada pela
liberacao de acucares redutores e glicoamilase, apoés o pico de producao
segue-se uma queda abrupta destas atividades. Em alguns meios, nota-se
um novo pico de atividade apos 96 horas de cultivo.

Embora o pico de maior atividade enzimatica, determinada pela
quantificacdo dos acucares redutores liberados, tenha ocorrido em residuo

liquido de milho, em 48 horas de fermentacao, sugere-se que o melhor meio
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Figura 15 - Efeito do tempo de cultivo sobre a producao de amilases pela linhagem
bacteriana A4:-b em fermentacdo submersa. (A) atividade enzimatica dextrinizante (o-
amilase); (B) atividade enzimatica quantificada pela liberacdo de acguicares redutores e
(C) atividade enzimatica de glicoamilase.

Legenda: —m— meio nutriente; —o— meio nutriente-mandioca; —A— residuo liquido de

mandioca; —V— meio nutriente-milho; —e— residuo liquido de milho.
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para producao de amilases pela linhagem A4:-b, em fermentacao submersa,
foi o meio nutriente-mandioca, em 24 horas de cultivo, uma vez que foram
detectadas atividades enzimaticas pelos trés meétodos, o que indica a
presenca de o-amilase, glicoamilase e possivelmente outras enzimas do
complexo amilolitico.

E importante destacar que a linhagem A4:.b apresentou atividade
enzimatica, avaliada pela liberacao de acucares redutores, bastante alta se
comparada as atividades dextrinizante e de glicoamilase. Dado que a
linhagem nao produziu atividade destas enzimas em grandes quantidades,
pode-se supor que houve producao uma p-amilase, com liberacdo de
maltose, ou outra enzima do complexo amilolitico que libere acucares
redutores diferentes da glicose.

A Figura 16 ilustra a producao enzimatica em fermentacao semi-
solida, pela linhagem A4:-b. Pode-se verificar que pelo método dextrinizante
(Fig. 16 A), os picos de producao de o-amilase aparecem entre 72 e 120
horas, e que o melhor meio de producao foi o farelo de mandioca, com 0,36
U/mL, em 120 horas. Quando expressa em unidades de enzima por grama de
substrato inicial usado (peso umido) tem-se 2,16 U/g. Note-se que a
producao de o-amilase por fermentacdo semi-sélida foi menor que em
fermentacao submersa. Pelo método de liberacao de acucares redutores (Fig.
16 B), verifica-se que houve uma variacao de tempo de producao maxima da
enzima entre os meios de cultivo usados, sendo a maior producao obtida na
fermentacao do farelo de mandioca (6,64 U/mL ou 39,84 U/g) em 48 horas de
cultivo, seguida pelo farelo de trigo (6,57 U/mL ou 39,42 U/g) em 72 horas de
cultivo. Quanto a glicoamilase (Fig. 16 C), a maior producao foi obtida no
farelo de trigo, em 24 horas (0,31 U/mL ou 1,86 U/g). As quantidades desta
enzima obtidas por fermentacdo semi-sélida foram, de modo geral, maiores
do que aquelas obtidas em fermentacao submersa.

Baseados nos dados apresentados, pode-se sugerir que o melhor
meio de producao de amilases pela linhagem A4:-b, em fermentacao semi-
so6lida, foi farelo de trigo, sendo que a producao de glicoamilase foi maior nas
primeiras 24 horas de fermentacao, enquanto que para a dextrinizante, os

picos variaram entre 72 a 120 horas.
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Figura 16 - Efeito do tempo de cultivo sobre a producao de amilases pela linhagem
bacteriana A4:-b em fermentacao semi-sélida. (A) atividade enzimatica dextrinizante (o-
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Legenda: —m— farelo de trigo; —o— farelo de mandioca; —a— farelo de milho.
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5.2. Linhagem bacteriana A44-f

A Figura 17 mostra a producao enzimatica da linhagem bacteriana
A44-f em fermentacao submersa, nos diferentes meios de cultivo.

Pelo método dextrinizante (Fig. 17 A), os picos de producao
ocorreram em 24 horas de cultivo em todos os meios, excluindo-se o
residuos liquido de milho cujo pico de producao ocorreu em 48 horas de
cultivo. As maiores producoes foram obtidas nos meios nutriente-mandioca
(1,12 U/mL), nutriente (1,07 U/mL) e nutriente-milho (1,0 U/mL).

Quando a atividade enzimatica foi determinada pela dosagem dos
acucares redutores liberados (Fig. 17 B), a maior atividade foi determinada
em 24 horas de cultivo nos meios nutriente-milho (3,51 U/mL) e nutriente
(2,38 U/mL). Quando o meio de fermentacao foi o nutriente-mandioca, além
do pico de 24 horas (3,56 U/mL), foi obtido um segundo pico de producao
apos 120 horas de cultivo (4,12 U/mL).

Quanto a atividade de glicoamilase (Fig. 17 C), excluindo-se o
residuo liquido de milho, que deteve a maior producdo, com pico em 120
horas de cultivo (0,16 U/mL), os demais meios testados a atividade desta
enzima foi detectada apenas em 24 horas de cultivo.

A Figura 18, mostra a producao de amilases pela linhagem A44-f em
fermentacdao semi-sélida. Pode-se verificar que, para a atividade
dextrinizante (Fig. 18 A), o maior producao ocorreu em farelo de mandioca
em 24 horas de cultivo (1,7 U/mL ou 10,2 U/g), sendo bastante reduzida nos
demais meios.

Quando a atividade amilolitica foi determinada pela liberacao de
acucares redutores (Fig. 18 B), a maior producao também foi obtida em
farelo de mandioca (4,41 U/mL ou 26,46 U/g), em 24 horas. Em farelo de
trigo verificou-se atividade apenas em 120 horas de cultivo (0,3 U/mL ou 1,8
U/g) e no farelo de milho, foram observados dois picos, sendo um em 24

horas (0,57 U/mL ou 3,42 U/g) e outro em 96 horas (0,77 U/mL ou 4,62 U/g).
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Figura 17 - Efeito do tempo de cultivo sobre a producdo de amilases pela linhagem
bacteriana A44-f em fermentacdo submersa. (A) atividade enzimatica dextrinizante (o-
amilase); (B) atividade enzimatica quantificada pela liberacdo de acucares redutores e
(C) atividade enzimatica de glicoamilase.

Legenda: —m— meio nutriente; —o— meio nutriente-mandioca; —A— residuo liquido de

mandioca; —V— meio nutriente-milho; —e— residuo liquido de milho.
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Figura 18 - Efeito do tempo de cultivo sobre a producdo de amilases pela linhagem
bacteriana A44-f em fermentacdo semi-solida. (A) atividade enzimatica dextrinizante (o-
amilase); (B) atividade enzimatica quantificada pela liberacdo de acucares redutores e
(C) atividade enzimatica de glicoamilase.

Legenda: —m— farelo de trigo; —o— farelo de mandioca; —a— farelo de milho.
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Quanto a atividade de glicoamilase (Fig. 18 C), a maior producao foi
verificada no farelo de milho, em 24 horas de cultivo (0,12 U/mL), nao sendo
detectada nos demais tempos analisados. Em farelo de mandioca foram
detectadas atividade em todos os tempos analisados, com pico em 120 horas
(0,06 U/mL).

Os dados indicaram que o melhor meio para producao de amilases
pela linhagem A44-f em fermentacao submersa foi o meio nutriente-
mandioca, em 24 horas de cultivo e para fermentacao semi-solida, o melhor

substrato foi o farelo de mandioca, também em 24 horas de cultivo.

5.3. Linhagem bacteriana A44-i

Na Figura 19 é mostrada a producao de amilases pela linhagem
bacteriana A44-i em fermentacao submersa, nos diferentes meios de cultivo.

Para a atividade dextrinizante (Fig. 19 A) e aquela medida pela
liberacao de acucares redutores (Fig. 19 B), os picos de producao em todos
os meios ocorreram em 24 horas, sendo as maiores atividades obtidas no
meio nutriente-mandioca, cujas producoes foram de 0,80 e 3,22 U/mlL,
respectivamente.

Conforme mostrado na Figura 19 C, a atividade de glicoamilase foi
maxima em 96 de cultivo em meio nutriente-mandioca e em 120 horas, em
meio nutriente milho e de residuo liquido de milho, sendo a maior producao

obtida neste ultimo (0,14 U/mL).
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Figura 19 - Efeito do tempo de cultivo sobre a producdo de amilases pela linhagem
bacteriana A44-i em fermentacdo submersa. (A) atividade enzimatica dextrinizante (o-
amilase); (B) atividade enzimatica quantificada pela liberacdo de acucares redutores e
(C) atividade enzimatica de glicoamilase.

Legenda: —m— meio nutriente; —o— meio nutriente-mandioca; —A— residuo liquido de

mandioca; —V— meio nutriente-milho; —e— residuo liquido de milho.
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A Figura 20 mostra as producoes de amilases pela linhagem A44-i
nos diferentes meios, em fermentacao sélida.

Pode-se verificar que para a atividade dextrinizante (Fig. 20 A), o
melhor tempo de producao foi 48 horas, quando foi utilizado como substrato
o farelo de trigo (0,42 U/mL ou 2,52 U/g) e farelo de mandioca (0,23 U/mL ou
1,38 U/g), e 24 horas quando o meio de fermentacao foi composto de farelo
de milho (0,13 U/mL ou 0,78 U/g).

Os teores de acucares redutores liberados pela hidrolise enzimatica
do amido (Fig. 20 B), indicam que o farelo de trigo proporcionou alta
producao de amilases quando comparado aos demais meios, com pico de
producao obtido em 72 horas (15,93 U/mL ou 95,58 U/g), sendo observada
uma queda na atividade apos esse periodo.

Nos demais meios, a enzima foi detectada em todos os tempos
analisados, sendo as maiores producoes obtidas em 24 horas de cultivo no
farelo de milho (1,11 U/mL ou 6,66 U/g) e em 120 horas no farelo de
mandioca (0,95 U/mL ou 5,7 U/g).

A producao de glicoamilase (Fig. 20 C) so foi detectada nos farelos de
milho e mandioca, com maior producdo no primeiro, apos 96 horas de
cultivo (0,19 U/mL ou 1,14 U/g).

Da mesma forma que o observado para a linhagem A4:-b, a alta
atividade enzimatica, estimada pela liberacdo de acucares redutores, e as
atividades relativamente baixas de o-amilase e glicoamilase sugerem a
presenca de B-amilase ou outra enzima do complexo amilolitico capaz de
liberar acucares redutores diferentes da glicose.

Os dados mostrados sugerem que o melhor meio de cultivo para
fermentacdo submersa foi o nutriente-mandioca, em 24 horas, e para

fermentacao semi-solida foi farelo de trigo, em periodos de 48 a 96 horas.
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Figura 20 - Efeito do tempo de cultivo sobre a producdo de amilases pela linhagem
bacteriana A44-i em fermentacao semi-solida. (A) atividade enzimatica dextrinizante (o-
amilase); (B) atividade enzimatica quantificada pela liberacdo actuicares redutores e (C)
atividade enzimatica de glicoamilase.

Legenda: —m— farelo de trigo; —o— farelo de mandioca; —a— farelo de milho.
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5.4. Linhagem bacteriana A45-2

A Figura 21 representa a producdo de amilases pela linhagem
bacteriana A4s-2 em fermentacao submersa, nos diferentes meios de cultivo.
A producado de o-amilase, determinada pelo método dextrinizante, (Fig. 21
A) atingiu o valor maximo em 24 horas nos meios nutriente-mandioca,
nutriente-milho e residuo liquido de mandioca, em 48 horas no meio
nutriente e em 72 horas em residuo liquido de milho. Os valores de atividade
foram muito proximos entre si (maximo de 0,62 U/mL, no meio nutriente),
com excecdo do residuo liquido de milho, no qual foi determinada cerca da
metade da atividade dos demais meios. Quando a atividade enzimatica foi
dosada pela quantificacao dos agucares redutores liberados apoés incubacao
com amido (Fig. 21 B), observou-se um perfil de atividade, em funcao do
tempo de fermentacao, semelhante ao da dextrinizante (Fig. 21 A) para os
meios nutriente, nutriente mandioca e nutriente-milho.

A maior producao foi obtida no residuo liquido de milho, cujo pico de
atividade enzimatica ocorreu em 24 horas de cultivo (3,09 U/mL).

O pico de producao de glicoamilase (Fig. 21 C) ocorreu no residuo
liquido de milho, em 72 horas de cultivo (0,38 U/mL). Nos demais meios, a
atividade desta enzima foi bastante reduzida.

A Figura 22, mostra os resultados das producoes de amilases pela
linhagem A4s-2, em fermentacdao semi-solida. Observa-se que a maior
producao de o-amilase ocorreu em meio a base de farelo de trigo, cujo pico
de producao ocorreu em 72 horas (0,59 U/mL ou 3,54 U/g), sendo este
mantido até 96 horas (Fig. 22 A).

A producdo maxima de amilase capaz de liberar acucares redutores
(Fig. 22 B) foi obtida também em farelo de trigo (5,73 U/mL ou 34,32 U/g),
em 72 horas, seguida pelo farelo de milho com producao de 5,46 U/mL
(27,12 U/g), em 24 horas.

A atividade de glicoamilase (Fig. 22 C) foi detectada em baixas
quantidades apenas no farelo de trigo, cujo pico de producao (0,07 U/mL) foi

obtido em 72 horas de cultivo.
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Figura 21 - Efeito do tempo de cultivo sobre a producdo de amilases pela linhagem
bacteriana A4s-2 em fermentacdo submersa. (A) atividade enzimatica dextrinizante (o-
amilase); (B) atividade enzimatica quantificada pela liberacdo de acucares redutores e
(C) atividade enzimatica de glicoamilase.

Legenda: —m— meio nutriente; —o— meio nutriente-mandioca; —A— residuo liquido de

mandioca; —V— meio nutriente-milho; —e— residuo liquido de milho.
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Figura 22 - Efeito do tempo de cultivo sobre a producdo de amilases pela linhagem
bacteriana A4s-2 em fermentacdo semi-soélida. (A) atividade enzimatica dextrinizante (o-
amilase); (B) atividade enzimatica quantificada pela liberacdo de acucares redutores e
(C) atividade enzimatica de glicoamilase.

Legenda: —m— farelo de trigo; —o— farelo de mandioca; —a— farelo de milho.
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Diante do exposto, pode-se inferir que, para fermentacdao submersa, o
meio nutriente foi o melhor meio para a producao de amilases pela linhagem
A4s-2, em 24 horas de cultivo, embora o residuos liquido de milho tenha
detido a maior atividade de glicoamilase. Para fermentacao semi-solida, as

maiores producoes foram obtidas em farelo de trigo, em 72 horas de cultivo.

5.5. Linhagem bacteriana A47-1

As Figuras 23 e 24 ilustram as producoes de amilases em
fermentacoes submersa e semi-solida, respectivamente, pela linhagem
bacteriana A47-1. Analisando-se os dados da Figura 23, pode-se verificar
que, para as atividades dextrinizante (Fig. 23 A) e aquela medida pela
liberacao de acucares redutores (Fig. 23 B), os picos de producdo das
enzimas ocorreram em 24 horas de cultivo para todos os meios, sendo as
maiores producoes verificadas no meio nutriente-mandioca (0,70 U/mL, para
atividade dextrinizante e 2,3 U/mL, pela liberacao de acucares redutores). A
atividade de glicoamilase foi muito baixa em todos os meios testados (Fig. 23
C), sendo que a maior producao (0,07 U/mL) foi obtida em residuo liquido de
milho, em 120 horas de cultivo.

Na Figura 24 estao apresentados os dados da producao de amilases
em fermentacao semi-solida. Pelo método dextrinizante (Fig. 24 A), em todos
os meios de cultivo, nota-se que o pico de producao ocorreu em 24 horas,
sendo que o maior valor de atividade foi obtido em farelo de trigo (0,33 U/mL
ou 1,98 U/g).

Através da avaliacao da atividade enzimatica pela quantificacao do
acucares redutores liberados (Fig. 24 B), verifica-se que houve variacao do
tempo de producdo maxima entre os meios de cultivo, sendo a maior
producao observada no meio de farelo de mandioca (1,34 U/mL ou 8,04 U/g),
em 72 horas, seguida daquela detectada em meio de farelo de milho (1,16
U/mL ou 6,96 U/g), em 48 horas. Quanto a glicoamilase (Fig. 24 C), a maior
producao ocorreu em farelo de mandioca, em 24 horas (0,12 U/mL ou 0,69

U/g).
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Figura 23 - Efeito do tempo de cultivo sobre a producdo de amilases pela linhagem
bacteriana A47-1 em fermentacdo submersa. (A) atividade enzimatica dextrinizante (o-
amilase); (B) atividade enzimatica quantificada pela liberacdo de acucares redutores e
(C) atividade enzimatica de glicoamilase.

Legenda: —m— meio nutriente; —o— meio nutriente-mandioca; —A— residuo liquido de

mandioca; —V— meio nutriente-milho; —e— residuo liquido de milho.
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Figura 24 - Efeito do tempo de cultivo sobre a producdo de amilases pela linhagem
bacteriana A47-1 em fermentacdo semi-sélida. (A) atividade enzimatica dextrinizante (o-
amilase); (B) atividade enzimatica quantificada pela liberacdo de acticares redutores e (C)
atividade enzimatica de glicoamilase.

Legenda: —m— farelo de trigo; —o— farelo de mandioca; —A— farelo de milho.
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Verifica-se, diante do exposto, que quando utilizada a linhagem A47-1, o
melhor meio para fermentacao submersa foi o nutriente mandioca e em
fermentacao semi-solida, o farelo de mandioca, em periodos de 24 a 48
horas, uma vez que em tais meios foram detectadas atividades pelos trés
ensaios realizados. E importante ressaltar que a linhagem em questao

cresceu bem a 60°C.

5.6. Linhagem bacteriana A11-4

As Figuras 25 e 26 ilustram, respectivamente, as producoes de
amilases pela linhagem bacteriana A11-4 em fermentacao submersa e semi-
sblida. Analisando-se a Figura 25 A, verifica-se que o perfil de producao de
o-amilase foi muito semelhante nos diferentes meios, excluindo-se o residuo
liquido de mandioca. O pico de producao (0,63 U/mL) ocorreu em 72 horas
de cultivo no residuo liquido de mandioca, sendo esta producao bem maior
que a apresentada nos demais meios.

Através das avaliacoes da atividade enzimatica pela quantificacao do
acucares redutores liberados pela acdo enzimatica sobre a molécula de
amido (Fig. 25 B) e da atividade de glicoamilase (Fig. 25 C), verifica-se que
somente o residuo liquido de mandioca apresentou atividade destas enzimas,
sendo os picos obtidos em 48 (0,69 U/mL) e 72 horas de fermentacao (0,07
U/mL), respectivamente.

Na Figura 26, estdao apresentadas as producdes de enzimas
amiloliticas pela linhagem A11-4 em fermentacao semi-solida. Analisando-se
os dados, verifica-se que a maior producao de o-amilase foi obtida em farelo
de trigo (0,59 U/mL ou 3,54 U/g) em 96 horas de cultivo. Nos farelos de
mandioca e milho, os picos de producdao maxima ocorreram em 96 (0,20
U/mL ou 0,66 U/g) e 120 horas (0,18 U/mL ou 1,11 U/g), respectivamente.

A producdo maxima de amilase, analisada pelos teores de acucares
redutores liberados (Fig. 26 B), ocorreu em 48 horas de fermentacao em
farelo de milho, a 72 horas em farelo de mandioca e em 120 horas, em farelo
de trigo, sendo producdo maxima obtida neste ultimo (1,94 U/mL ou 11,64

U/g).
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Figura 25 - Efeito do tempo de cultivo sobre a producdo de amilases pela linhagem
bacteriana Al11-4 em fermentacdo submersa. (A) atividade enzimatica dextrinizante (o-
amilase); (B) atividade enzimatica quantificada pela liberacdo de acucares redutores e
(C) atividade enzimatica de glicoamilase.

Legenda: —m— meio nutriente; —o— meio nutriente-mandioca; —A— residuo liquido de

mandioca; —V— meio nutriente-milho; —e— residuo liquido de milho.
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Figura 26 - Efeito do tempo de cultivo sobre a producdo de amilases pela linhagem
bacteriana Al11-4 em fermentacao semi-solida. (A) atividade enzimatica dextrinizante (o-
amilase); (B) atividade enzimatica quantificada pela liberacdo de acucares redutores e
(C) atividade enzimatica de glicoamilase.

Legenda: —m— farelo de trigo; —o— farelo de mandioca; —a— farelo de milho.
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A linhagem apresentou atividade de glicoamilase baixa em todos os
meios testados (Fig. 26 C).

Portanto, o melhor meio para fermentacao submersa foi o residuo
liquido de mandioca, em periodos de 48 a 96 horas de incubacao. Para
fermentacao semi-solida, o farelo de trigo foi considerado melhor o meio para
producao de amilases pela linhagem em questao, em cultivos de 96 a 120

horas, visto que apresentou as maiores atividades para as enzimas testadas.

5.7. Linhagem bacteriana A13-8

As producoes de amilases pela linhagem bacteriana A13-8, em
fermentacdo submersa e semi-sélida, sdo apresentadas nas Figuras 27 e 28,
respectivamente.

Em fermentacdao submersa, verifica-se que a atividade enzimatica
dextrinizante (Fig. 27 A) foi detectada em todos os meios, com picos
maximos em 120 horas de cultivo, exceto no residuo liquido de milho, cujo
pico de atividade foi obtido em 48 horas. A maior producao (0,61 U/mL) foi
obtida em meio de residuo de mandioca, em 120 horas de fermentacao.

A avaliacdo da atividade amilolitica pela liberacdo de acucares
redutores (Fig. 27 B) revelou que a maior atividade foi obtida em residuo
liquido de mandioca (1,45 U/mL), em 48 horas. Os meios nutriente e
nutriente-mandioca apresentaram picos de atividade em 72 e 48 horas,
respectivamente. No meio nutriente-milho e no residuo liquido de milho, nao
foram detectadas atividades enzimaticas por este método.

Através da Figura 27 C, nota-se que as maiores atividades de
glicoamilase foram obtidas nos meios nutriente e nutriente-mandioca (0,19 e
0,11 U/mL, respectivamente), ambas em 96 horas de cultivo.

Assim, conclui-se que o residuo liquido de mandioca foi o melhor
meio para producdo de amilases, em periodos de 48 a 120, por ter
apresentado atividade pelos trés métodos analisados

A Figura 28 mostra a producao de amilase em fermentacao semi-

solida, pela linhagem A13-8.
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Figura 27 - Efeito do tempo de cultivo sobre a producdo de amilases pela linhagem
bacteriana A13-8 em fermentacdo submersa. (A) atividade enzimatica dextrinizante (o-
amilase); (B) atividade enzimatica quantificada pela liberacdo de acucares redutores e
(C) atividade enzimatica de glicoamilase.

Legenda: —m— meio nutriente; —o— meio nutriente-mandioca; —A— residuo liquido de

mandioca; —V— meio nutriente-milho; —e— residuo liquido de milho.
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Figura 28 - Efeito do tempo de cultivo sobre a producdo de amilases pela linhagem
bacteriana A13-8 em fermentacao semi-solida. (A) atividade enzimatica dextrinizante (o-
amilase); (B) atividade enzimatica quantificada pela liberacdo de acucares redutores e
(C) atividade enzimatica de glicoamilase.

Legenda: —m— farelo de trigo; —o— farelo de mandioca; —a— farelo de milho.
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Analisando-se a Figura 28 A, verifica-se que em todos os meios, o
melhor tempo de producao da o-amilase foi de 120 horas, sendo o valor
maximo de atividade producédo obtida em farelo de trigo (0,56 U/mL ou 3,36
U/g). Nota-se que em meio de farelo de trigo foi obtida consideravel producao
da enzima em 48 horas. Quando a atividade enzimatica foi avaliada pela
liberacao de acucares redutores (Fig. 28 B) notou-se que, nos diferentes
meios, os picos ocorreram entre 72 e 120 horas. A maior producao foi obtida
em farelo de milho (1,46 U/mL ou 8,76 U/g), em 96 horas de cultivo.

Quanto a glicoamilase (Fig. 28 C), o pico de producao foi observado
no farelo de mandioca (0,16 U/mL ou 0,96 U/g), em 96 horas de cultivo.

Baseados nos dados expostos, sugere-se que o farelo de trigo foi o
melhor substrato para producao de amilases pela linhagem A13-8, em

periodos de 48 a 120 horas de cultivo, em fermentacao semi-soélida.

5.8. Linhagem bacteriana A13-22

As Figuras 29 e 30 mostram, respectivamente, as producoes
enzimaticas em fermentacdo submersa e semi-sdlida, pela linhagem
bacteriana A13-22.

Analisando-se a Figura 29 pode-se verificar que, pelos trés métodos
analisados, nos meios nutriente e residuo liquido de mandioca a linhagem
apresentou pico de producao de enzima em 72 horas de cultivo, enquanto
que nos demais meios apresentou pico de producao em 120 horas. O meio
em que houve maior producao de amilases correspondeu ao meio nutriente-
mandioca, com 2,27 U/mL, em 120 horas de cultivo (Fig. 29 A).

A atividade de amilase determinada pela liberacao de acucares
redutores (Fig. 29 B) foi maior em meio nutriente (6,68 U/mL), em 72 horas
de cultivo, seguido pelo meio nutriente-mandioca, com producao de 5,90
U/mL, em 120 horas.

A producao de glicoamilase pela linhagem A13-22 (Fig. 29 C) foi
maior do que aquela apresentada por todas as linhagens testadas, sendo

obtidas 0,41 e 0,32 U/mL, respectivamente, nos meios nutriente mandioca e
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Figura 29 - Efeito do tempo de cultivo sobre a producdo de amilases pela linhagem
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amilase); (B) atividade enzimatica quantificada pela
(C) atividade enzimatica de glicoamilase.

liberacdo de acucares redutores e

—A— residuo liquido de

mandioca; —V— meio nutriente-milho; —e— residuo liquido de milho.
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bacteriana A13-22 em fermentacao semi-sélida. (A) atividade enzimatica dextrinizante
(a-amilase); (B) atividade enzimatica quantificada pela liberacdo de acucares redutores e
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Legenda: —m— farelo de trigo; —o— farelo de mandioca; —a— farelo de milho.
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nutriente milho, ambos em 120 horas de cultivo. E interessante notar que o
perfil de atividade apresentados pelos diferentes meios foi semelhante nos
trés métodos de analise, sugerindo que as amilases detectadas nos
diferentes ensaios estao sendo sintetizadas simultaneamente pela linhagem.

Os resultados expostos indicam que o meio nutriente-mandioca foi o
mais adequado para producao das amilases, em 120 horas, uma vez que
foram detectadas atividades pelos trés meétodos analisados.A Figura 30
ilustra os resultados da producao enzimatica pela linhagem A13-22 em
fermentacao semi-solida. As maiores producoes de o-amilase (Fig. 30 A)
foram obtidas em farelo de trigo, cujo pico de atividade foi obtido em 72
horas de fermentacao (0,52 U/mL ou 3,12 U/g).

A atividade de amilase, avaliada pela liberacao de acucares redutores
(Fig. 30 B), apresentou picos em 24 horas de cultivo, em farelo de trigo (5,30
U/mL ou 31,8 U/g) e farelo de mandioca (2,17 U/mL ou 13,02 U/g) e em 72
horas, para o farelo de milho (1,67 U/mL ou 10,02 U/g).

Em todos os meios testados a atividade de glicoamilase (Fig. 30 C) foi
muito baixa.

Acredita-se que o farelo de trigo foi o melhor substrato para a

fermentacao semi-solida, em 120 horas de cultivo.

5.9. Linhagem fangica A13-36

Entre as linhagens selecionadas, apenas a linhagem A13-36 consistiu
de fungo filamentoso. As producoes de amilases por esta linhagem em
fermentacdo submersa e semi-solida sao apresentadas nas Figuras 31 e 32,
respectivamente.

Analisando-se os graficos da Figura 31, pode-se verificar que, pelo
método dextrinizante (Fig. 31 A), a maior producao de o-amilase ocorreu no
meio nutriente-mandioca (6,8 U/mlL), seguida pelo nutriente-milho (6,35

U/mL), em 120 horas de fermentacao.
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Figura 31 - Efeito do tempo de cultivo sobre a producdo de amilases pela linhagem
bacteriana A13-36 em fermentacdo submersa. (A) atividade enzimatica dextrinizante (o-
amilase); (B) atividade enzimatica quantificada liberacdo de acuicares redutores e (C)
atividade enzimatica de glicoamilase.

Legenda: —m— meio nutriente; —o— meio nutriente-mandioca; —A— residuo liquido de

mandioca; —V— meio nutriente-milho; —e— residuo liquido de milho.
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Pelo método de liberacao de acucares redutores (Fig. 31 B), o pico de
producao ocorreu em 96 horas de cultivo nos meios nutriente, nutriente-
mandioca e residuo liquido de mandioca, enquanto que em meio nutriente-
milho foi detectado pico de producao em 120 horas de cultivo.

O meio nutriente-mandioca foi o que apresentou maior atividade de
enzima amilolitica por esse meétodo (42,42 U/mL), seguido pelos meios
nutriente-milho (19 U/mL) e nutriente (16,5 U/mL). A linhagem em questao
produziu atividade de glicoamilase muito baixa (Fig. 31 C).

Em fermentacado semi-soélida, a producao maxima de o-amilase pela
linhagem A13-36 ocorreu em 24 horas nos farelos de mandioca e de milho,
enquanto que em farelo de trigo o pico de producao foi obtido em 72 horas,
sendo esta a maior producao (6,20 U/mL ou 37,2 U/g) (Fig. 32 A).

Pelo método de liberacao de acucares redutores (Fig. 32 B), observa-
se picos de atividade em 48 horas de cultivo, em meio de farelo de trigo (41
U/mL ou 246 U/g), e em 72 horas para farelo de mandioca (1,47 U/mL ou
8,82 U/g) e farelo de milho (2,24 U/mL ou 13,44 U/g). A presenca de
glicoamilase também nao foi confirmada em fermentacdo semi-solida (Fig.
32 C).

Diante do exposto, acredita-se que o meio nutriente-mandioca em
120 horas foi o melhor meio para producao de amilases pela linhagem
fingica A13-36, em fermentacao submersa, e que o farelo de trigo foi o
melhor substrato para producdo destas enzimas em fermentacao semi-

solida, de 48 a 96 horas.
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Figura 32 - Efeito do tempo de cultivo sobre a producdo de amilases pela linhagem
fingica A13-36 em fermentacao semi-sélida. (A) atividade enzimatica dextrinizante (o-
amilase); (B) atividade enzimatica quantificada pela liberacdo de acucares redutores e
(C) atividade enzimatica de glicoamilase.

Legenda: —m— farelo de trigo; —o— farelo de mandioca; —a— farelo de milho.
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Analisando-se os dados de forma geral, em fermentacao submersa,
percebe-se que o perfil de producao de amilases entre as linhagens testadas
foi variavel, com picos de producao entre 24 e 120 horas nos diferentes
meios e para as diferentes enzimas analisadas.

Quanto a o-amilase, os picos de producao foram obtidos, na maioria
das vezes, nas primeiras horas de cultivo. Esses dados sdo comparaveis com
os de Yuguo et al. (2000), que obtiveram pico de producado de a-amilase em
48 horas para Sucil/us s«wbzzs e com os de Shaw et al. (1995), que obtiveram
periodos de 24 a 48 horas como os melhores para producao de a-amilase por
Zermids sp, em fermentacao submersa.

Por outro lado, em trabalhos com fungos filamentosos, esse tempo
tem mostrado ser um pouco maior. Arnesen et al. (1998), estudando a
producao de o-amilase por ZZermomyces lagugriosids obtiveram picos de
fermentacdao entre 96 e 120 horas. O mesmo tempo de cultivo foi
determinado por Cruz et al. (1997), para a producao de o-amilase por
LN1Z0pUS SP.

Nota-se que ao longo do processo fermentativo ocorre perda da
atividade da enzima, a qual deve estar ocorrendo por reducao gradual na
estabilidade pela producao de inibidores ou por acao de proteases (PRIEST,
1977).

Quando a atividade enzimatica foi avaliada pela liberacao de acucares
redutores ou de glicose (glicoamilase), notou-se picos de producao nas fases
iniciais ou finais do processo. Entretanto, trabalhos com a producao de
glicoamilase em meio contendo amido tem indicado que a enzima é
produzida, geralmente, nas primeiras horas de cultivo (JIN et al., 1998,
KILIKIAN, 1996),

No APENDICE D, é mostrado que os teores de actcares redutores no
meio de cultivo sao elevados, enquanto a concentracao de glicose,
quantificada pela reacao de acoplamento com glicose-oxidase, mostra-se
bem mais baixa.

E conhecido que a sintese de glicoamilase é induzida pelo amido ou
por seus hidrolisados, tais como, dextrinas, maltose, isomaltose e outros

oligossacarideos. Por outro lado, glicose, sacarose, lactose, frutose e
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galactose, quando empregados como fontes de carbono, em concentracoes
acima de 1%, causam efeito repressivo na producao da enzima (FACCIOTTI
et al., 1989).

Diante do exposto, e sabendo-se que a quantidade de glicose presente
no caldo fermentado foi baixa e que os acucares redutores determinados
poderiam referir-se a agucares liberados ao meio pela acao da a-amilase (ou
B-amilase) os quais sao potencialmente indutores de glicoamilase, poder-se-
ia inferir que as linhagens estudadas nao sao boas produtoras de
glicoamilase e que a atividade observada para algumas linhagens poderia
tratar-se de enzimas constitutivas produzidas em niveis basais.

Por outro lado, ha que se considerar que através somente da
determinacao da atividade no meio nédo € possivel concluir sobre a
capacidade ou nao de determinada linhagem produzir uma enzima, visto que
enzimas extracelulares podem manter-se associadas as células (espaco
periplasmatico ou ligadas a face externa da membrana citoplasmatica)
(SALYERS et al., 1996). Destaque-se, mais uma vez, que bactérias em geral,
nao sao consideradas boas produtoras de glicoamilase, sendo esta uma
caracteristica atribuida aos fungos filamentosos (VIHINEN e MANTSALA,
1989).

Quanto ao meio de cultivo para a producao de amilases, foi
considerado como melhor meio aquele que produz todas as enzimas de
interesse. Baseados nesse conceito, temos que, para fermentacao submersa,
o melhor meio de producédo foi o meio nutriente mandioca, pois 6 das 9
linhagens testadas tiveram sua maior producao quando nele cultivadas.

E interessante notar que as linhagens apresentaram maior producao
em fermentacao submersa quando se utilizou o farelo de mandioca ou milho
como fonte alternativa de carbono, quando comparado com o meio a base de
amido purificado (Sz7222 PA), o que nos leva a inferir que ambos os
substratos, além de serem ricos em amido, possuem outros componentes ou
fatores que poderiam estar induzindo a producdo, ou aumentando a
eficiéncia da acao da enzima, como por exemplo, a estrutura do amido. Cruz
et al. (1997), sugeriram que estruturas ramificadas presentes no substrato

afetaram a sintese da enzima, e que a inducao de o-amilase variou em
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funcao da fonte de amido utilizada na composicao do meio, concluindo que
amilose e amilopectina de milho sao melhores indutoras que as respectivas
homologas da batata.

Quanto ao melhor tempo de producao (considerando-se como melhor,
o tempo de em que foram produzidas as enzimas de interesse), verificou-se
que nao houve um padrao para as linhagens analisadas. Das nove linhagens
analisadas, trés linhagens (A4:-b, A44-i e A47-1) apresentaram melhor
producao em 24 horas de fermentacao; duas linhagens (A4s-2 e All-4)
apresentaram maior producao em 48 horas de cultivo e, quatro linhagens
(A44-f, A13-8, A13-22 e A13-36) apresentaram melhor producao em 120
horas.

Com relacao a fermentacao semi-solida, a analise dos dados revela que
de forma geral, as linhagens nao apresentaram nenhum padrdao quanto a
producao de amilases pelos trés métodos analisados. Também nota-se que
pela avaliacdo de liberacdo enzimatica de acucares redutores a partir do
amido, a maioria das linhagens produziram enzimas amiloliticas durante
todo periodo de fermentacdo. Através deste método, também foi possivel
verificar que, para algumas linhagens, em diferentes meios, ha mais de um
pico de producao indicando que diferentes enzimas podem estar sendo
produzidas nas diferentes fases da fermentacao.

Verificou-se que o melhor meio para a fermentacao semi-solida, foi o
farelo de trigo, pois oito das nove linhagens apresentaram sua maior
producao quando nele cultivadas, seguido pelo farelo de mandioca que foi o
melhor meio de producao para a linhagem A44-f. Mulimani et al. (2000),
investigando a producao de a-amilase pelo fungo Gwbberella jugikuro; em
fermentacao semi-sélida, verificou que houve maior producdao em meio de
farelo de trigo quando comparado com outros substratos como palha e farelo
de arroz. Os mesmos autores mencionam ainda, que fatores como forma da
particula semi-soélida, porosidade e difusividade com o substrato sélido,
transferéncia de massa ao substrato sélido, natureza hidrofilica e
hidrofobica, sao fatores importantes e responsaveis pela aderéncia do

microrganismo ao substrato e que afetam a producao da enzima.
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Quanto ao melhor tempo de producao, em fermentacdo semi-solida,
verificou-se que também nao houve um padrao para as linhagens
analisadas. Das nove linhagens estudadas apenas duas linhagens
apresentaram picos de producao das enzimas pelos trés métodos analisados
ao mesmo tempo: a linhagem A44-f, em 24 horas, e a linhagem A4s-2, em 72
horas. As demais linhagens apresentaram mais de um periodo para picos de
producao das diferentes enzimas, sendo que a linhagem A4:-b, apresentou
picos de producao em 24, 48 e 120 horas; a linhagem A44-i em 24, 72 e 96;
47-1 em 24 e 72 horas; A11-4 e A13-8 em 96 e 120 horas; A13-22 em 24, 48
e 96 horas e A13-36 em 48, 72 e 120 horas.

A linhagem fungica (A13-36) foi a que mais se destacou, produzindo
6,2 U/mL de a-amilase, (farelo de trigo, 72 horas), 41 U/mL pela liberacao de
acucares redutores (farelo de trigo, 48 horas) e 0,1 U/mL de glicoamilase
(farelo de milho, 24 horas). As linhagens bacterianas que melhor produziram
foram: A4:-b que se destacou pela producao de 0,7, 5,3 e 0,22 U/mL das
respectivas enzimas (em meio nutriente-mandioca), A44-i que produziu 15,9
U/mL (95,4 U/g) pela liberacao de acucares redutores (farelo de trigo, 72
horas) e A13-22 que produziu 2,27, 5,91 e 0,41 U/mL das trés enzimas,
respectivamente (meio nutriente mandioca).

Duedahl-Olesen (2000), estudando a producao de amilases formadoras
de malto-oligossacarideos por Guci/us clausz obtiveram pico de producao
0,67 U/mL. Ja Mulimani et al. (2000), obtiveram 42 U/g de substrato, em
seus experimentos com Gzbberalla /giurorem fermentacao semi-solida.

Jin et al. (1998), utilizando residuo liquido do processamento de
amido de milho e trigo para producao de amilases por Aspergillus oryzae,
obtiveram atividade de a-amilase de 55,0 U/mL. Jin et al. (1999),
trabalhando com Rhizopus oligosporos, utilizaram o mesmo residuo, porém
em condicoes assépticas, para producao de glicoamilase, obtendo 3,89 U/mL.

Analisando-se as producoes maximas das linhagens em fermentacao
submersa e semi-solida, de uma maneira geral, conclui-se que os valores
obtidos neste trabalho foram promissores sob o ponto de vista de producao

das enzimas e aproveitamento dos residuos.
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Os dados aqui apresentados, por tratarem-se de amilases produzidas
por microrganismos termofilicos, sao bastante animadores, visto que a
obtencao dessas enzimas com alta termoestabilidade € de grande interesse
para aplicacao biotecnologica. O screezzzg de cepas ou espécies termofilicas
para producao de amilases tem sido foco de trabalhos de Jovet et al. (1992)
com linhagens de AGuci/us lciernyornzs, de Bem Ali et al., (1999) com
espécies de Auci/us, McMahon et al., (1999) com espécies de Srepioriyces
sp, de Effio et al. (2000), com espécies de Swc/zxse de Ronaszeki et al.(2000)
com linhagens do fungo Z7%Zerwomiyces larugriosus. Nesses trabalhos, a
temperatura de crescimento dos microrganismos esteve entre 40 e 45°C, com
excecao das linhagens de & Zcrenyormzes, cuja temperatura minima de
crescimento foi de 60°C. Comparando os dados aqui expostos, &€ possivel
inferir a caracteristica promissora das cepas isoladas, considerando que as
temperaturas de crescimento estiveram entre 50-55°C, sendo que algumas
delas, apresentaram bom crescimento a 60°C. A termofilia das cepas tem
sido estritamente relacionada a termoestabilidade das enzimas produzidas
como por exemplo, em espécies de Zurucula (A wsolerns, A larnugriosa, 7,
Slellala) 7rermonyces, Malbraciea puleiela var. sujirea, MHicor pusiius e
Talaromyces tzermwopizis (NIGAM e SINGH, 1995), além dos trabalhos

citados anteriormente.

6. Identificacao das linhagens microbianas

6.1. Linhagens bacterianas

As linhagens selecionadas como melhores produtoras foram
submetidas a testes preliminares para identificacao, incluindo coloracao de
Gram, presenca de esporos e catalase. Os resultados sdo mostrados na

Tabela 7.
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Tabela 7 - Analise morfologica e coloracdoes para identificacdo das linhagens
microbianas
LINHAGENS FORMA GRAM ESPORO CATALASE GEN]?RO
PROVAVEL
A4:-b Bastonete curto + + + Lacillus
Bastonete curto nao
- < - - +
Ads-f (com capsula) identificada
A44-1 Bastonete curto + + + Lacillus
A4s5-2 Bastonete + + + Lucillus
A4:-1 Bastonete + + + Lacillus
All-4 Bastonete longo + - + Aurtsa
A13-8 Bastonete + + + Lucillus
A13-22 Bastonete curto + + + Lacillus

6.2. Linhagem fangica

A linhagem fangica A13-36, quando cultivada em placa de Petri,
apresentou micélio branco, cotonoso e abundante, com auséncia de
pigmentos. Os esporos, também abundantes, apresentaram cor escura.

Através de técnicas de microcultivo foi possivel observar hifas nao
septadas, esporangios arredondados no topo do esporangiéforo com
columela visivel. A forma e caracteristica do esporangio sugeriram tratar-se

do género Hucor(ALEXOPOULUS et al., 1996).

7. Caracterizacao fisico-quimica das enzimas produzidas pelas

linhagens selecionadas

Os ensaios para a caracterizacao das enzimas foram realizados a
partir das solucoes enzimaticas brutas obtidas pelo cultivo das linhagens
Lacillus A41-b, Ads-f, Lacilus sp A13-22 e Mucorsp A13-36 em fermentacao
submersa, utilizando o meio nutriente-mandioca (item 1.5.1.2.). Foram
avaliados pH e temperatura o6timos de atividade de o-amilase para cada

solucao enzimatica assim como, a estabilidade das mesmas frente as
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variacoes a valores de pH e temperatura. Os resultados sao apresentados
nas Figuras 33 a 36.

As amilases produzidas pelas trés linhagens bacterianas (&zcz/us
A41-b e A13-22 e a linhagem A44-f) apresentaram pH o6timo de 6,5, enquanto
o fungo Hucorsp A13-36 produziu o-amilase acidica com pH o6timo de 4,5.

Dados da literatura mostram que, geralmente, as amilases
produzidas por bactérias possuem atividade o6tima com pH variando de
ligeiramente acido a alcalinos, enquanto que as amilases fangicas atuam
melhor em pH acido a neutro. Entre as amilases bacterianas com pH 6timo
de atividade entre levemente acido a proximo da neutralidade estao aquelas
produzidas por Aocarazgpszs sp com pH o6timo igual a 5,0 (STAMFORD, et al.
2001), de Baculus sp, com atividade otima em pH 5,5 (MAMO e GESSESSE,
1999), de 7Zermwosp/zo sp BI-430, com atividade 6tima em pH 6,0 (LEGIN et
al. 1997) e de ZZerrnwactzzzoniyces sp que apresentaram pH otimo de 5,0 a
5,5 (YALLOP et al. 1997). Entre as linhagens produtoras de amilases com
atividade 6tima em pH alcalino estao o SwczZzs sp TS23 que produz amilases
com atividade otima em pH 8,8 a 9,6 (LIN et al. 1994) e o Luci/us clawszBT-
21 com atividade 6tima em pH 9,5 (DUEDAHL-OLESEN et al. 2000).

Ja para as arqueobactérias o pH otimo varia na faixa de acido a
proximo da neutralidade, sendo AZrococcus, 7/ermococeus, 77ermogola e
Fervidobacteriim os géneros mais estudados (VIHINEN e MANTSALA, 1989).
Canganella et al. (1994), estudando uma linhagem de /Aerzuzobacterirrz sp
descreveram amilases com pH o6timo na faixa de 5,5 a 6,5, semelhante
aquelas amilases produzidas por AZrococcus wvese; (SCHUMANN et al.,
1991), cuyja faixa de pH o6timo foi de 5,0 a 6,0.

Quanto as amilases fangicas, pode-se destacar as glicoamilases
produzidas pelas linhagens de Aspergi/us ferrews NA170 com pH o6timo de
5,0 (HOSH et al. 1991) e A4 Zerrews GTC826, com pH otimo de 4,0 (ALI e
HOSSAIN, 1991). Outra espécie de Aspergilis, A rlarwarz produziu amilases
com atividade otima na faixa de pH de 4,5 a 6,0 (MOREIRA et al., 1999) ao
passo que Ronaszek et al. (2000) descreveram uma a-amilase com pH 6timo

de 5,0 produzida por esta mesma espécie.
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Quanto a estabilidade frente a variacdo de pH, as linhagens
bacterianas A4:1-b e A44-f produziram a-amilases estaveis na faixa de pH de
4,5 a 10,0, enquanto que a o-amilase do Suc/us sp A13-22 foi estavel na
faixa de pH 5,5 a 9,0. O fungo #Hucorsp A13-36 produziu o-amilase estavel
em pH acido, na faixa de pH de 3,0 a 4,0.

Mamo e Gessesse (1999), caracterizaram uma o-amilase produzida
por Lucil/ussp WN11 com estabilidade na faixa de pH de 5,5 a 9,0 enquanto
Legin et al. (1997) descreveram amilases de 7Zermwosp/zo sp BI-430 que
apresentaram estabilidade no faixa de pH de 4,6 a 8,0.

As linhagens de Aspergilus rerrews NA170 (HOSH et al.,, 1991) e 4.
rterreus GTC826 (ALI e HOSSAIN, 1991) produziram glicoamilases com
estabilidade na faixa de pH de 3,0 a 7,0, semelhante a faixa de estabilidade
encontrada para as amilases produzidas pelo A4 Z»vuzzz nos estudos de
Moreira et al. (1999).

Analisando-se as figuras referentes a estabilidade das enzimas frente
a variacao de pH (Fig. 33 B a 36 B) verifica-se que ocorreu um ligeiro
aumento da atividade enzimatica apds a incubacao da enzima bruta nos
diferentes valores de pH, quando comparados com a curva de atividade,
sugerindo que possa ter ocorrido alguma modificacdo na estrutura protéica
de modo a facilitar a funcao catalitica de tais enzimas. McMahon, et al.
(1999), estudando trés o-amilases de Sreziozyces sp IMD 2679 mencionam
que o pH leva a diferencas de ionizacdo dos aminoacidos do interior das
cadeias da estrutura primaria das enzimas e dessa forma, influencia em
caracteristicas das moléculas como a suscetibilidade a termoinativacao.
Pode-se supor que uma pré incubacao da enzimas em pH determinado possa
auxiliar no aumento de sua funcao catalitica.

O efeito da temperatura numa reacao enzimatica pode ser observado
inicialmente através do aumento progressivo na atividade devido ao aumento
da velocidade de formacao do produto e consequiente consumo do substrato.
Entretanto, verifica-se que ha uma temperatura limite para cada enzima,
acima da qual comeca a ocorrer, perda gradativa da atividade possivelmente
devido a desnaturacao protéica pelo calor, como resultado da perda da

conformacéao nativa.



Resultados e Discussao - 127 -

A temperatura na qual os niveis enzimaticos sao maximos €
conhecida como temperatura 6tima e representa o estado em que a molécula
apresenta uma conformacao ideal para sua maxima eficiéncia.

As temperaturas maximas de atividades de o-amilase foram de 60°C
para o SLuci/us A41-b (com retencao de aproximadamente 50% da atividade a
70°C), 65°C para a linhagem A44-f (com aproximadamente 85% de atividade
a 70°C e 50% a 80°C), 70°C para o SLuci/ussp A13-22 (com 80% da atividade
a 85°C) e 80°C para o fungo Hucorsp A13-36 (com 90% da atividade a 85°C
e 28% a 95°C). Esses dados confirmam a termofilia das enzimas estudadas.

As amilases produzidas pelo Guci/us clawsz (BT-21) apresentaram
atividade otima a 55°C (DUEDAHL-OLESEN et al., 2000), enquanto as
amilases de ZZermwosp/zo sp BI-430 apresentaram atividade otima a 60°C
(LEGIN et al., 1997); Mamo e Gessesse (1999), estudando a linhagem de
Lacilus sp WN111, descreveram uma a-amilase com atividade 6tima na faixa
de 75 a 80°C e as amilases de ZZerwacizomyces sp, apresentaram
temperatura 6tima de 75 a 80°C, quando estudadas por Yallop et al. (1997).

Hosh et al. (1991) caracterizaram glicoamilase produzida por
Aspergillus rferrewus NA170 a qual apresentou temperatura otima de 60°C,
semelhante ao apresentado pela a linhagem GTC826 estudada por Ali e
Hossain (1991) enquanto as amilases produzidas por Aspergilus rarwrz;
caracterizadas por Moreira et al. (1999), apresentaram temperatura o6tima de
50°C.

De forma geral, as linhagens testadas apresentaram tolerancia a
temperaturas ligeiramente inferiores aos valores 6timos de temperatura. A o-
amilase do Suci/us A41-b foi estavel a temperaturas compreendidas entre 5 e
55°C mantendo apenas 26% da atividade inicial a 60°C. A enzima da
linhagem A44-f apresentou-se estavel entre 5 e 50°C, preservando 14% da
atividade a 55°C. Para a o-amilase do Aueci/us sp A13-22 observou-se que
esta manteve 80% de sua atividade inicial a 65°C. A a-amilase fungica
(HMetcor sp A13-36) foi a mais termoestavel das enzimas estudadas, com
100% de atividade ap6s uma hora a 65°C.

As temperaturas de estabilidade encontradas para as amilases

produzidas pela linhagem de GuczZus sp TS23, estudas por Lin et al. (1994),
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variam entre 55 e 70°C. Legin et al. (1997), caracterizaram amilases de
Zrermosprzosp BI-430 estaveis a temperaturas de 56 a 80°C.

As glicoamilases produzidas por Aspergilus rlerrexs NA170
apresentaram estabilidade a temperaturas de 30 a 75°C, conforme estudos
de Hosh et al. (1991) ao passo que Ali e Hossain (1991), estudando a
linhagem GTC826 dessa espécie caracterizaram glicoamilases com
caracteristicas semelhantes as encontradas por Hosh et al. (1991), porém
com faixa de estabilidade a temperatura mais restrita (de 40 a 60°C). As
amilases produzidas por Asperyi/us lamiarz; caracterizadas por Moreira et al.
(1999), apresentaram-se estaveis numa faixa de temperatura de 50-65°C.

Uma vez que o processamento do amido para a producao de xaropes
envolve uso de temperaturas elevadas, a temperatura de acao das enzimas é
um fator limitante para sua aplicacao nesse processo industrial.
Comparando-se os resultados obtidos neste estudo com os dados
encontrados na literatura, verifica-se que as amilases produzidas pelas
linhagens de AGuci/us sp Al3-22 e Mwcor sp Al13-36 apresentam-se com
caracteristicas mais termofilicas que as linhagens descritas.

Quanto as amilases produzidas pelo fungo Hucor sp A13-36, vale
salientar que suas caracteristicas termofilicas (atividade otima a 80°C) sao
excepcionais quando comparadas as enzimas fungicas, esse fato pode ser
verificado em extensa revisao realizada por Vihinen e Mantsala (1989), a qual
relata que das 16 linhagens fuangicas analisadas, nenhuma apresentou
enzimas amiloliticas com atividade superior a 60°C.

A atividade otima desta enzima, proxima a temperaturas de
gelatinizacdao do amido possibilitaria seu uso na etapa de liquefacao no

processamento do mesmo.
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Figura 33 - Caracterizacdo fisico-quimica da enzima bruta do AwciZus sp A4:1-b. (A) —e—
efeito do pH sobre a atividade enzimatica (pH 3,0 a 5,0: tampao acetato de sodio; pH 5,0 a
7,0: tampao citrato-fosfato; pH 7,0 a 8,5: tampao tris-HCI; pH 8,5 a 10,0: tampao glicina-
NaOH); —o- estabilidade da enzima, em auséncia de substrato, frente a variacdo de pH (pH
3,0 a 8,0: tampao Mcllvaine; pH 8,0 a 10,0: tampao Glicina-NaOH). (B) —-m— efeito da
temperatura sobre a atividade enzimatica; —o— estabilidade da enzima, em auséncia de
substrato, frente a variacao de temperatura.
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Figura 34 - Caracterizacao fisico-quimica da enzima bruta da linhagem bacteriana A44-f.
(A) —e— efeito do pH sobre a atividade enzimatica (pH 3,0 a 5,0: tampao acetato de sédio; pH
5,0 a 7,0: tampao citrato-fosfato; pH 7,0 a 8,5: tampao tris-HCI; pH 8,5 a 10,0: tampao
glicina-NaOH); —o— estabilidade da enzima, em auséncia de substrato, frente a variacao de
pH (pH 3,0 a 8,0: tampéao Mcllvaine; pH 8,0 a 10,0: tampao Glicina-NaOH). (B) —m- efeito da
temperatura sobre a atividade enzimatica; —o- estabilidade da enzima, em auséncia de
substrato, frente a variacdo de temperatura.
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Figura 35 - Caracterizacdo fisico-quimica da enzima bruta do Swci/us sp A13-22. (A) —e—
efeito do pH sobre a atividade enzimatica (pH 3,0 a 5,0: tampao acetato de sodio; pH 5,0 a
7,0: tampao citrato-fosfato; pH 7,0 a 8,5: tampao tris-HCI; pH 8,5 a 10,0: tampao glicina-
NaOH); —o- estabilidade da enzima, em auséncia de substrato, frente a variacao de pH (pH
3,0 a 8,0: tampao Mcllvaine; pH 8,0 a 10,0: tampao Glicina-NaOH). (B) —-m— efeito da
temperatura sobre a atividade enzimatica; —o— estabilidade da enzima, em auséncia de
substrato, frente a variacao de temperatura.



Resultados e Discussao - 132 -

110
100
90
80
70
60
50
40
30

Atividade Residual (%)

20

Atividade Enzimatica (U/mL)

10

T T T T T T T T T T T T T 0
2,5 3,0 3,5 4,0 4,5 50 5,5 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 85 9,0 9,510,010,5

pH

A

110
100
90
80
70
60
50
40
30

Atividade Residual (%)

20

Atividade Enzimatica (U/mL)

10

05 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

Temperatura (°C)

B

Figura 36 - Caracterizacdo fisico-quimica da enzima bruta do Hwcorsp Al13-36. (A) —e—
efeito do pH sobre a atividade enzimatica (pH 3,0 a 5,0: tampao acetato de sodio; pH 5,0 a
7,0: tampao citrato-fosfato; pH 7,0 a 8,5: tampao tris-HCI; pH 8,5 a 10,0: tampao glicina-
NaOH); —o- estabilidade da enzima, em auséncia de substrato, frente a variacao de pH (pH
3,0 a 8,0: tampao Mcllvaine; pH 8,0 a 10,0: tampao Glicina-NaOH). (B) —-m— efeito da
temperatura sobre a atividade enzimatica; —o- estabilidade da enzima, em auséncia de
substrato, frente a variacao de temperatura.
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8. Efeito dos ions Ca2* na atividade das amilases bacterianas

O perfil de atividade amilolitica, apresentado pela solucdo enzimatica
bruta do Suciz/its sp A13-22 em presenca de concentracdes crescentes de

calcio, € mostrado na Figura 37.
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Figura 37 - Efeito da concentracdo de ions calcio na atividade enzimatica,
dosada pela reacéao dextrinizante, do Awci/zssp A13-22.

Os resultados indicam que as amilases produzidas pelo Auci/iis sp
A13-22 perdem, progressivamente, sua atividade em concentracoes de ions
CaZ?* superiores a 3,6 ppm (0,09 mM)

A maioria das o-amilases produzidas por linhagens do género
Lucilus tem se mostrado dependentes de ions calcio para sua atividade em
temperaturas elevadas. A o-amilase de A& swbiizs, por exemplo, requer
quatro gramas de atomos de calcio por mol de enzima para sua atividade
otima (HSIU et al., 1964). Concentracoes de ions calcio superiores a 150
ppm, conferem estabilidade a o-amilase de & Zc/eni077zs, conforme
demonstrado por Fogarty (1983).

Em uma extensa revisdo, Guzman-Maldonado e Paredes-Lopez
(1995), relatam que a quantidade de calcio requerida para a estabilizacao de

cada enzima geralmente varia entre 30 e 250 ppm, sendo que a estabilizacao
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total das amilases do & swbzzs requer cerca de 150 ppm para alcancar o
nivel de saturacao.

Crabb e Mitchinson (1997) utilizam 30 ppm de Ca?2* para liquefacao
do amido para obtencado de acgucares, pelo uso da o-amilase de Zwcz/us
lerernyormrs, enquanto Saha e Zeikus (1987), verificaram que geralmente 50
ppm de calcio sao requeridos para estabilizacdo das o-amilases
termoestaveis comerciais (& swoiis e 5 lcizernyornzs) durante a liquefacao
do amido para a producao de xarope de maltose.

Brown e Kelly (1993), constataram que 5 mM de Ca2* provocou efeito
positivo nas atividades enzimaticas das amilases de AZyococcus jirosus e
Thermococeus toralis em temperaturas superiores a 120°C.

As o-amilases sao metaloenzimas que contém ions Ca2*que ativam e
estabilizam a molécula, sendo que a quantidade destes ions, ligados a
estrutura, pode variar de um a dez (VALLEE et al., 1959). As amilases de &
subiis e B stearotizermigpinis contém em sua estrutura quatro ions Ca?*,
os quais sdo essenciais a atividade da enzima (VIHINEN e MANTSALA, 1989).
Na enzima de & amwylolguc/acrens, aparecem quatro ions calcio ligados
firmemente a molécula, sendo que apenas um deles exerce maior efeito na
estabilidade e conformacao da proteina (HSIU et al., 1964). Normalmente,
apenas um ion € o bastante para estabilizar as enzimas de A. orzwe e £
sworisvar. amylisaccharzicns (YUTANI et al., 1969).

Acredita-se que o papel do calcio esteja relacionado a ligacao entre
dominios da a-amilase, sugerindo que uma das regioes conservadas dessas
enzimas seja responsavel pela ligacao desse ion. Estudos da estrutura das
o—amilases liqueficantes de Awcz/zts também indicaram que alguns outros
residuos conservados estao envolvidos na ligacdo do calcio a enzima
(VIHINEN e MANTSALA, 1989).

Entretanto, tém sido descritas amilases bacterianas cuja ativagcao ou
termoestabilidade independem da presenca de ions Ca?* no meio de reacao,
como as amilases de Closzuiium trermosufjirogernes (HYUN e ZEIKUS,
1985), a o-amilase produzida pelo 7%erzus sp (SHAW et al., 1995) e as o-
amilases de mutantes de & Zc/erz/07722s DECLERK et al., 1997).
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Por outro lado, comportamento semelhante ao da o-amilase
produzida pelo Suci/us sp A13-22 (Fig. 37) cuja atividade foi inibida por ions
Ca2*, foi inicialmente descrito para o-amilase fangica (Hucor pusiz/us), a qual
teve sua atividade reduzida em 39% em presenca de 10 mM de CaCly
(SONKUTI e STEINBERG, 1980). Posteriormente, foram apresentados
estudos sobre a-amilases bacterianas inibidas por CaZ?*. Takasaki (1982)
descreveu a o-amilase de Suci/us crewlarzs G-6, cuja atividade foi reduzida
em 39,4% em presenca de S mM de CaClo e Kumar et al. (1990)
apresentaram estudos sobre o efeito inibitorio do ion CaZ2* sobre a o-amilase
produzida por ZBacilus lciengormizs Os dados desse ultimos autores
indicaram reducao de 33% na atividade quando a concentracao de CaCl, foi
de 10 mM, sendo que em presenca de 50 mM deste ion essa reducao chega a
65%.

Uma das possiveis razoes para a perda da atividade talvez seja
conseqUéncia de alteracdes conformacionais na estrutura tridimensional da
proteina, provocadas pela interacao entre os ions Ca2* em excesso € 0S
residuos de aminoacidos da enzima, no entanto tal afirmacdo s6 seria
possivel mediante a realizacdo de estudos mais aprofundados da estrutura
da proteina.

A reducao na concentracdo de calcio para estabilizacdo da enzima
apresenta vantagens econoémicas no processo de producao de hidrolisados
de amido, evitando custos com sua posterior remocao durante o refinamento
(GUZMAN-MALDONADO e PAREDES-LOPEZ, 1995), trazendo beneficio
também ao processo de producao de xaropes com alto teor de frutose, uma
vez que o calcio € um inibidor conhecido da glicose-isomerase (FULLBROOK,

1984).
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9. Estudo da hidrdlise do amido de mandioca utilizando solucao

enzimatica bruta

9.1. Hidrolise do amido de mandioca em duas etapas

Para a aplicacao das enzimas brutas na liquefacdo do amido de
mandioca foram selecionadas as linhagens ZGuci/us sp A13-22 e Mucor sp
A13-36, uma vez que foram as que produziram enzimas com caracteristicas
mais termofilicas e termoestaveis. Os ensaios realizados, conforme item 10.1.
da secao Material e Métodos, levaram aos resultados apresentados na

Tabela 8.

Tabela 8- Teores de acucares redutores, reacao com iodo e valores DE dos
hidrolisados de amido de mandioca utilizando solucao enzimatica bruta dos
Lacilus sp A13-22 e Hucorsp A13-36

Linhagem Ag. Redutor Reacao com lodo DE
(mg/mL xarope)
Lacilus sp A13-22 1244 - 49,8
Mucorsp A13-36 115,5 - 46,2

Analisando-se a Tabela 8 verifica-se que os hidrolisados obtidos a
partir do tratamento da suspensao de amido com as solucoes enzimaticas
brutas bacteriana e fangica, em duas etapas, apresentaram valores de DE
elevados para um processo de liquefacao. A partir dos valores DE obtidos e
da auséncia de coloracao do hidrolisado em presenca de iodo, pode-se inferir
que houve total liquefacao do amido.

O processo de liquefacao e sacarificacdo pelo sistema enzima-
aquecimento-enzima (EHE) foi o primeiro processo enzimatico utilizado
industrialmente, sendo ainda muito utilizado principalmente na producao de
xaropes a partir de amido de cereais. De um modo geral, o uso de

temperaturas inferiores a 90°C nao permite a hidroélise eficiente em um
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unico passo, sendo requerido um tratamento térmico a 120-140°C para que
ocorra a gelatinizacdo e a completa hidratacdo do amido entre os dois
estagios. O aquecimento auxilia também na dissociacao de complexos
insoluveis de acidos graxos e amilose que normalmente estdo presentes no
amido de cereais ou que se formaram durante o processamento e que sao
resistentes a acao das amilases (HEBEDA e LEACH, 1974).

Em seus estudos, Lee e Kim (1990) adotaram valor DE 10 como
critério de liquefacdo do amido e obtiveram valores de DE que variaram de
9,8 a 14,4, sendo obtido o DE 10 apos 45 e 50 segundos para as suspensoes
20% (p/p) de amido de batata e milho, respectivamente, tratadas com 1% de
o-amilase bacteriana termoestavel (Novo Industri A/S), a 95°C.

Slominska e Starogardzka (1986) em seus estudos de producao
enzimatica de xarope de maltose obtiveram DE de 7,6, 12, 14,6 e 17 durante
o passo de liquefacdao do amido de batata 30%, a 85 °C durante uma hora,
enquanto que Saha e Zeikos (1997) consideraram o passo de liquefacao por
terminado quando o DE atingiu de 5-10.

Note-se que os valores DE obtidos pela hidrolise do amido no
tratamento com as solucdes enzimaticas brutas de ambas as linhagens
conduziram a valores DE proximos entre si (49,8 e 46,2). Segundo Reilly
(1985), as a-amilases fungicas sao endohidrolases que diferem das outras o-
amilases nao no modo de acao, pois todas atacam as ligacdes o-1,4 da
molécula de amido, mas em sua relativa atividade de produzir glicose como
produto final através da hidrolise de polimeros de glicose com comprimento
de cadeia impar (por exemplo maltopentose), sendo a maltose seu principal
produto de hidrolise, entre outros oligossacaridios. Ja as o-amilases
bacterianas possuem muito pouco dessa habilidade, sendo que sua acao é
liqueficante, ou seja a formacdo de dextrinas (GUZMAN-MALDONADO e
PAREDES-LOPEZ, 1995).

E importante ressaltar que as o-amilases fungicas sdo normalmente
utilizadas na sacarificacdo do amido. De acordo com Guzman-Maldonado e
Paredes-Lopez (1995), o uso destas enzimas chega a hidrolisar cerca de 50 a
60% do substrato, sendo portanto denominadas a-amilases sacarificantes, o

que justificaria os altos teores de acuicares redutores encontrados. Por outro
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lado, as dextrinas sao os principais produtos de hidrolise das o-amilases
bacterianas, possuindo maior poder liqueficante quando comparadas as o-
amilases fangicas. Assim, acredita-se que os maiores teores de acucares
redutores no hidrolisado bacteriano podem estar relacionados a presenca de
enzimas sacarificantes na solucdo enzimatica bruta, entre elas a

glicoamilase, como verificado nos ensaios realizados na fase de selecao.

9.2. Efeito do tempo e concentracao de enzima fangica na hidrolise

do amido de mandioca em etapa uanica

De acordo com Reilly (1985) nao € interessante hidrolisar o amido
com o-amilases por longos periodos a 85-95°C para a producao de xaropes
com alto teor de glicose pois em pH préoximo a neutralidade (6,2 a 6,5) ocorre
a formacado de sub-produtos como a maltulose (4-a-D-glicopiranosil-D-
frutose) que sao resistentes a hidrolise posterior pela glicoamilase.
Precursores deste dissacarideo sao formados quando unidades finais de
glicose dos oligossacarideos sao isomerizadas a frutose por isomerizacao
alcalina durante o estagio de liquefacao. Durante a sacarificacao, a ultima
ligacao a-1,4 do oligossacarideo € resistente a hidrolise devido ao terminal
frutose e portanto, a maltulose acumula-se no hidrolisado com perda
equivalente no rendimento de glicose. Segundo Hebeda (1987) essa reacao é
minimizada pelo controle da liquefacdo em pH abaixo de 6,3, sendo melhor
utilizar a o-amilase apenas para hidrolisar o amido a um nivel em que a
retrogradacdao nao ocorra (aproximadamente 10 DE) e entado proceder a
sacarificacao com glicoamilase.

Diante dessas consideracdoes e das caracteristicas termofilicas e
hidroliticas excepcionais apresentadas pelas amilases produzidas pelo #zcor
sp A13-36 e ao fato das amilases produzidas por esta linhagem possuirem
atividade o6tima em pH 4,5, realizou-se novos ensaios objetivando conhecer a
extensao de sacarificacao destas amilases. Nesses experimentos variou-se o

tempo de hidrélise e a quantidade de enzima utilizada.
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Na Tabela 9 sao mostrados os resultados obtidos nos ensaios de
variacao do tempo de hidrolise, utilizando quantidades fixas de enzima (20
U/g amido)

Tabela 9 - Teores de acucares redutores, reacdo com iodo e valores DE dos

hidrolisados de amido de mandioca utilizando 20 U/g amido da solugéo
enzimatica bruta do #ucorsp A13-36, em diferentes tempos de hidrélise

Tempo de
Ac. Redutor* .
Hidrélise (h) (mg/mL hidrolisado)  1c2¢a0 com lodo DE
0,5 29,61 " 10,6
1 99,82 _ 35,9
2 130,68 - 47,0
3 158,04 - 56.9

* padrao maltose

Os resultados mostrados na Tabela 9 indicam que trinta minutos de
hidrolise sao suficientes para se obter valor DE considerado como critério de
liquefacao (LEE e KIM, 1990; HEBEDA, 1987; HEBEDA et al., 1988; REILLY,
1985), embora a reacao positiva com o iodo indique que as cadeias de
amilose ainda estejam organizadas. A partir de uma hora de hidrélise, os
valores de DE mostram-se superiores aqueles normalmente adotados para a
liquefacao, como discutido anteriormente.

Comparando-se estes resultados com os dos ensaios realizados em
duas etapas (Tabela 8) utilizando a solucao enzimatica do #zcorsp A13-36,
verifica-se que os valores de DE obtidos em duas horas em um unico passo
sao muito préoximos aos obtidos quando a hidrolise foi realizada em duas
etapas. Tais resultados sugerem que o amido de mandioca dispensa a etapa
de autoclavagem, o que normalmente € aplicado aos amidos de cereais para
dissociacao dos complexos insoluveis de acidos graxos-amilose e para
completar a gelatinizacao dos granulos de amido (HEBEDA e LEACH, 1974).
Verifica-se também, que apos trés horas de incubacao, os teores de agucares
redutores aumentaram cerca de 20% quando comparados a hidrolise em
duas horas, o que indica que a enzima apresenta-se ainda ativa apos trés
horas a 85°C, salientando a caracteristica termoestavel da mesma.

Segundo Saha e Zeikus (1987), trés tipos de xaropes contendo maltose

sao normalmente produzidos comercialmente: xaropes com alto teor de
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maltose (cerca de 45-60% de maltose e 35-40 DE), xaropes com extremo teor
de maltose (70-85% de maltose, 45-60 DE) e xaropes de alta conversao
(cerca de 30-47% de maltose, 35-43% glicose e 60-70 DE). De acordo com
Hebeda (1987) trés tipos de enzimas estao envolvidas na producao de
xaropes contendo maltose: endoamilases (c-amilase), exoamilases (B-amilase
e glicoamilase) e enzimas desramificantes (pululanase e isoamilase).

Baseando-se apenas nos valores de DE obtidos e nas caracteristicas
normalmente apresentadas pelas o-amilases fangicas, poderia sugerir-se
que apos uma hora de hidrodlise estaria ocorrendo a sacarificacdo do amido
de mandioca com a possivel producao de xarope com alto teor de maltose e
que, em duas e trés horas de hidrdlise poderiam estar sendo produzidos
xaropes com extremo teor de maltose. Entretanto, tais sugestoes so6
poderiam ser aceitas mediante a analise quantitativa e qualitativa dos
produtos de hidrélise. E importante ressaltar que no processo utilizou-se pH
4,5, o que viria a minimizar a formacao de compostos indesejaveis como a
maltulose, e que a conversao ocorreu em um passo Unico, dispensando a
correcao de pH e a reducao da temperatura do processo.

Para os testes de variacdo da quantidade de enzima (U/g de amido)
utilizou-se suspensado de amido a 25% fixando-se o tempo de hidrolise em

uma hora. Os resultados estao apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Teores de acucares redutores, reacao com iodo e valores DE dos
hidrolisados de amido de mandioca utilizando diferentes concentracoes de
solucdo enzimatica bruta do #zcorsp A13-36, durante trés horas de hidroélise

CONCENTRACAO DE Ac. REDUTOR* REACAO cOM DE
ENzIMA (U/g AMIDO) (mg/mL HIDROLISADO) Iopo
20 107,2 - 38,5
30 159,2 - 58,3
40 253,6 - 89,2

* padrao maltose

Os resultados mostrados indicam que o aumento da quantidade de
enzima conduziu a um aumento na conversdo do amido a acucares
redutores. Quando comparado ao controle (20 U/g amido), observa-se um

aumento de aproximadamente 50% na conversao quando se utilizou 30 U/g
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amido e cerca de 130% quando se utilizou 40U/g. Esses valores
ultrapassaram aqueles em que a hidrélise ocorreu durante trés horas. A
conversao de 89,2% do amido em acuUcares redutores, com a concentracao
de 40 U/g de substrato, confere rendimento excelente de hidrolise, em tempo
relativamente curto e em um unico passo, o que torna esses resultados
animadores sob o ponto de vista de aplicacao.

Uma vez que as o-amilases ndo atuam sobre as ligacoes glicosidicas a-
1,6 presentes na molécula de amido, o teor de maltose é limitado a 60%,
devido ao alto teor de maltotriose formado (HEBEDA, 1987; SAHA e ZEIKUS,
1987). Ainda segundo estes mesmos autores, a quantidade maxima de
maltose € também limitada pela formacao de maltotriose a partir da hidrélise
de polimeros de D-glicose com comprimento de cadeia impar, os quais sao
formados durante a etapa de liquefacdo. Como pdde ser verificado nos
ensaios durante a fase de selecdao, a linhagem em questdo nao é boa
produtora de glicoamilase, sendo os elevados teores de acucares redutores
provavelmente resultantes da atividade sacarificante da o-amilase presente

no extrato enzimatico bruto.

9.3. Analise cromatografica dos acicares presentes nos hidrolisados

9.3.1. Hidrolise do amido de mandioca em duas etapas

Os perfis de distribuicdo dos acucares presentes nos hidrolisados
resultantes da hidrolise das suspensoes de amido de mandioca a 25%
tratadas com as solucoes enzimaticas bacteriana e fingica em duas etapas
(item 10.1.) sdo mostrados nos cromatogramas da Figura 38.

Quando a suspensadao de amido a 25% foi hidrolisada com solucao
enzimatica bacteriana durante duas horas (Fig. 38 A) nota-se bandas
referentes aos padroes de glicose, maltose e maltotriose, além de uma banda
maior possivelmente correspondente aos componentes maiores que a

maltotriose os quais nao se separam pelo método usado.
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Besw G G2 G3 G4 G6 G7

(A)

Fesws G G2 G3 G4 G6 G7

(B)

Figura 38 - Cromatografia de papel descendente, em papel #7%az7e7zn® 1, dos produtos de
hidrélise do amido de mandioca a 25% tratados com as solucdes enzimaticas brutas do
Lacilussp A13-22 (A) e Mucorsp A13-36 (B), em duas etapas.

Padroes: G = glicose, G2 = maltose, G3 = maltotriose, G4 = maltotetrose, G6 = maltohexose
e G7 = maltoheptose.
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Quando utilizou-se a solucao enzimatica bruta do Hucorsp A13-36,
nota-se a auséncia de glicose e presenca das bandas referentes a maltose,
maltotriose e uma banda maior correspondente ao material que nao se
separou no processo cromatografico (Fig 38 B).

A presenca de glicose no hidrolisado tratado com enzima bacteriana
€, provavelmente, decorrente da acao de glicoamilase, detectada na solucao
enzimatica (Fig. 29 e 30). Por outro lado, a auséncia desse acuicar no
hidrolisado com a enzima fungica, pode ser justificado pela auséncia dessa
enzima (Fig. 31), sendo a presenca de maltose no hidrolisado resultante da
acao sacarificante das a-amilases fungicas.

Segundo Ali et al. (1999) a hidrolise de 1% de amido de batata pelas
amilases termoestaveis produzidas pela linhagem de Auecz/zs sp US100
resultou, ao final de 72 horas, em maltopentose e maltohexose (cerca de 34 e
20%, respectivamente), seguido de maltotriose e maltose (aproximadamente
20%), maltotetrose e glicose (cerca de 8%) e com teores de maltoheptose
quase nao detectaveis. Na composicao de carboidratos em hidrolisados
enzimaticos de amido de trigo apos a sacarificacao, Nebesny (1993) observou
um pequeno conteudo de glicose e oligossacarideos de baixo peso molecular
(G1-G4) e grande conteudo de oligossacarideos maiores e dextrinas, que
causou baixo valor DE a este hidrolisado. Ja Govindasamy et al. (1996),
verificaram que oligossacarideos como a maltose, maltotriose, maltopentose
e maltohexose foram predominantes nos extrudados soluveis da hidrélise
enzimatica do amido de sagu, e que a glicose nao foi detectada.

Sabendo que a presenca de glicose no hidrolisado, por periodos
prolongados, pode ser comprometida face a caracteristica da glicoamilase de
reversdao dos produtos de reacao (SIMS e CHERIAN, 1992), realizou-se
experimentos nos quais os perfis dos acucares redutores liberados pela acao
enzimatica foram acompanhados. Para esses ensaios, utilizou-se como
substratos, solucoes de amido a 1%.

Quando foi utilizada a enzima de Aucz/ussp A13-22, nota-se que nos
primeiros cinco minutos de reacdo as bandas referentes a glicose, maltose e
maltotriose ja estao presentes. Entretanto, a banda de glicose ja apareceu

menos nitida nos cromatogramas referentes aos tempos de hidrolise
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superiores a vinte minutos, embora tenham sido aplicados os mesmos
volumes de amostras, sugerindo uma possivel reacao de reversao pela
glicoamilase (Fig. 39 A-F).

Quando foi utilizada a enzima do #xcorsp A13-36 nota-se a auséncia
de glicose em todos os tempos de hidroélise estudados, confirmando a nao
liberacao desse acucar durante a hidrolise enzimatica do amido. Note-se
também que até trinta minutos, apenas a banda referente a maltose é

observada de forma nitida (Fig. 40 A-F).
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B(25) G G2 G3 G4 G6 G7 B(30)G G2 G3 G4 G6 G7

(E) (F)

Figura 39 - Cromatografia de papel descendente, em papel #7%ez7a7zn° 1, dos produtos de
hidrélise do amido de mandioca a 1%, em diferentes tempos, pela acdo da solucéo
enzimatica bruta do Suci/zs sp A13-22. Em (A), (B), (C), (D), (E) e (F) sao mostrados o perfil
de corrida dos produtos apés 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos de hidrélise, respectivamente.
Padroes: G = glicose, G2 = maltose, G3 = maltotriose, G4 = maltotetrose, G6 = maltohexose e
G7 = maltoheptose.
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F(25) G G2 G3 G4 G6 G7 F30) G G G3 G4 G6 G7

(E) (F)

Figura 40 - Cromatografia de papel descendente, em papel #7%ez72e7zn® 1, dos produtos de
hidrélise do amido de mandioca a 1%, em diferentes tempos, pela acdo da solucao
enzimatica bruta do #zcorsp A13-36. Em (4), (B), (C), (D), (E) e (F) sao mostrados o perfil de
corrida dos produtos apoés 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos de hidrolise, respectivamente.
Padroes: G = glicose, G2 = maltose, G3 = maltotriose, G4 = maltotetrose, G6 = maltohexose e
G7 = maltoheptose.
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A quantificacao dos agucares redutores presentes nos hidrolisados
pela enzima bacteriana, em cada amostra cromatografada, indicou que os
teores aumentaram rapidamente até os primeiros quinze minutos de
hidrolise com pequena reducao até 30 minutos (Fig. 41), dados estes

considerados consistentes com aqueles das cromatografias.
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Figura 41 - AcUcares redutores liberados pela acdo enzimatica apos
diferentes tempos de hidrélise do amido de mandioca a 1% pela
solucdo enzimatica bruta do Awci/us sp Al3-22 (—e—) e Aucor sp
A13-36 (—m—), expressos em glicose e maltose, respectivamente.

Por outro lado, nos hidrolisados referentes a enzima fangica, a
concentracao de acucares redutores aumentou gradativamente durante os
trinta minutos de reacdo, atingindo um valor de 5,3 mg/mL, quase duas

vezes maior que o obtido no hidrolisado pela enzima bacteriana.
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9.4. Perfil de viscosidade dos amidos de mandioca natural e tratado

com solucao enzimatica bruta

As a-amilases sao utilizadas na liquefacao do amido, etapa em que ha
reducado substancial na viscosidade do meio. Uma vez que esta enzima é
componente da solucdo enzimatica bruta (avaliada pela atividade
dextrinizante), o perfil de viscosidade dos amidos natural e sob a acado das

enzimas bacteriana e fingica sdo mostradas na Figura 42.
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Figura 42: Viscosidade das solug¢oes durante a liquefacdo do amido de
mandioca natural (—) e tratado com as soluc¢des enzimaticas do Swci/us
sp Al13-22 (—) e do Hucorsp A13-36 (—), monitoradas pelo rapido visco
analisador (RVA).

Os resultados obtidos indicam que o amido de mandioca natural
apresentou perfil viscoamilografico tipico, conforme descrito na literatura
(SWINKELS, 1985), com uma alta viscosidade de pico (287 RVU). A acao das
enzimas bacteriana e fUngica sobre o mesmo provocou uma reducao de 93 e
87%, respectivamente, da viscosidade a quente sendo a amostra tratada com
a enzima bacteriana a mais afetada. Verifica-se também que nao houve
recuperacao da viscosidade final em ambos os tratamentos.

Aqui observou-se a acao dextrinizante das enzimas utilizadas, sendo

esta mais intensa para a enzima bacteriana, como era esperado.
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A atividade otima das enzimas em temperaturas elevadas e o elevado
valor DE obtido pelos tratamentos enzimaticos, durante um periodo de
tempo relativamente curto (normalmente utilizado para o processo de
liquefacao), salientam as caracteristicas excepcionais das amilases
produzidas pelo Guci/ussp A13-22 e Hucorsp A13-36.

Tais caracteristicas possibilitariam o uso destas enzimas nos passos
de liquefacao e sacarificacao do amido para a producao de xaropes.

As amilases produzidas pelo Auci/us apresentam mais de 80% das
suas atividades a 60°C e retém quase 50% da atividade em pH 5,0. Ja as
amilases produzidas pelo Hzucor sp A13-36 apresentam mais de 80% das
suas atividades a 60°C e a atividade 6tima da enzima é em pH 4,5. Estas
caracteristicas possibilitariam o uso destas enzimas para a conversao do
amido a xaropes com alto teor de glicose ou maltose, podendo ser mantidas

ativas durante todo o processo.



CONCLUSOES

1. A partir de amostras de solos, compostagens e residuos agro-industriais
foi possivel o isolamento de linhagens microbianas produtoras de amilases
termofilicas, em temperatura de 50°C para as linhagens bacterianas e

45°C para as linhagens fuingicas, com amido como unica fonte de carbono.

2. Os residuos liquidos e solidos da extracao de amido de milho e mandioca,
bem como o amido soluvel e o farelo de trigo foram bons substratos para a
producao de amilases, sendo o meio nutriente-mandioca, no qual o farelo
de mandioca foi utilizado como fonte de carbono (fermentacao submersa},
e o farelo de trigo (fermentacado semi-sélida) bons indutores para a

producao de amilases.

3. As amilases produzidas, em fermentacdo submersa no meio nutriente-
mandioca, pelas linhagens bacterianas (A44-f, Buci/us sp A41-b, Lacilus
sp A13-22) e fangica (HMucor sp A13-36) selecionadas, apresentaram pH
otimo de 6,5 e 4,5 respectivamente. As «-amilases produzidas pelas
linhagens bacterianas A4:-b e A44-f foram estaveis na faixa de pH de 4,5 a
10,0, as do Buci/us sp A13-22 entre 5,5 a 9,0 e as do Hucorsp A13-36 de
3,0 a 4,0. As temperaturas maximas de atividades de a-amilase foram de

60°C para o SLucil/us sp A41-b, 65°C para a linhagem A44-f, 70°C para o
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Luciles sp Al3-22 e 80°C para o fungo Hwcor sp A13-36. Quanto a
tolerancia a temperatura as amilases do Awc//xs sp A4:1-b foram estaveis
entre S e 55°C, as enzimas da linhagem A44-f apresentaram estabilidade
entre 5 e 50°C, as amilases do Auci/uxs sp A13-22 mantiveram 80% da
atividade inicial a 65°C, e as amilases do #ucorsp A13-36 foram as mais
termoestaveis das enzimas estudadas, com 100% de atividade apos uma

hora a 65°C.

4. As amilases produzidas pela linhagem bacteriana AuczZits sp A13-22 e
pela linhagem fangica Hucor sp A13-36 apresentaram pH (6,5 e 4,5,
respectivamente) e temperatura (70 e 80°C, respectivamente) 6timos de

atividade adequados a utilizacao no processamento industrial do amido.

1. Sugestoes para estudos futuros

No intuito de complementar este trabalho, sugere-se que para as

linhagens selecionadas sejam realizados os seguintes estudos:

- identificacao das linhagens em nivel especifico;

- efeito da temperatura de crescimento e do pH inicial do meio de
cultivo, uma vez que neste trabalho estas foram fixadas de acordo
com as caracteristicas gerais de linhagens bacterianas e fungicas;

- purificacdo das amilases produzidas;

- aplicacao das amilases no processamento de amidos de diferentes
origens, com analise qualitativa e quantitativa dos produtos de

hidrélise, a fim de se conhecer o tipo de xarope produzido.
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APENDICE A - Crescimento em meio liquido e amido residual presente no meio de cultivo
das linhagens testadas.

o CRESCIMENTO REACAO DO MEIO DE
T (°C) .
LINHAGEM CRESCIMENTO M. LiQuiDoO CULTURA coM IoDO
(Abs. 600 nm) (Abs. 600 nm)*
1 Al-1 50 NA NA
2 Al-5 S5 0,604 0,018
3 Al-6 S5 1,008 0,019
4 Al-8 55 1,137 0,288
S Al1-9 55 1,469 0,021
6 Al-11 55 0,879 0,023
7 Al-12 55 1,821 0,029
8 Al1-13 55 1,560 0,033
9 Al-14 55 1,180 0,017
10 Al-15 55 0,817 0,384
11 Al-21 55 1,204 0,953
12 Al-24 55 1,586 0,017
13 Al-25 55 1,460 0,110
14 Al-26 55 1,344 0,018
15 Al1-27 55 1,265 0,026
16 A3-4 60 1,371 0,018
17 A3-8 55 1,408 0,021
18 A3-9 55 1,319 0,035
19 A3-11 55 1,134 0,997
20 A3-12 55 1,650 0,017
21 A3-14 S5 1,342 0,026
22 A3-15 S5 1,500 0,092
23 A3-16 S5 0,624 0,202
24 A3-17 S5 1,552 0,026
25 A3-18 60 2,060 0,029
26 A3-19 S5 1,528 0,933
27 A3-20 55 1,341 0,049
28 A4-2 55 0,666 0,027
29 A4:-b S5 0,224 0,045
30 A4;-d S5 0,564 0,030
31 Adi-e S5 0,583 0,024
32 A45-2 S5 1,761 0,033
33 Ads-a S5 0,352 0,375
34 A44-b S5 0,613 0,267
35 Ad4-e S5 1,657 0,030
36 Ad4-f 55 0,482 0,101
37 A44-h 55 0,432 0,239
38 Ad4-i S5 1,025 0,023
39 Ads-2 55 0,266 0,323
40 A4s-a 60 0,411 0,199
41 A4s-b S5 1,881 0,024
42 Ade-c 55 0,672 0,023
43 Ade-d S5 0,535 0,021
44 Ade-f S5 0,710 0,021
45 A47-1 60 1,028 0,333
46 A5-1 60 1,189 0,029
47 A5-5 55 1,890 0,028
48 A5-6 55 1,841 0,029
49 A5-9 60 0,342 0,005
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APENDICE A - Crescimento em meio liquido e amido residual presente no meio de cultivo
das linhagens testadas (continuacao).

o CRESCIMENTO REACAO DO MEIO DE
T (°C) .
LINHAGEM CRESCIMENTO M. LiQuiDoO CULTURA coM IoDO
(Abs. 600 nm) (Abs. 600 nm)*
S0 A5-13 60 0,556 0,065
S1 A5-14 60 0,571 0,007
S2 A5-25 S5 0,471 0,769
33 A5-37 60 1,440 0,016
54 A5-39 55 1,997 0,023
55 A5-41 55 1,728 0,033
56 A5-50 55 0,773 0,331
57 A5-52 55 0,463 0,278
58 A5-53 55 1,524 0,151
59 A5-64 60 1,039 0,259
60 A6o-5 S5 1,373 0,033
61 A6o-7 S5 0,369 0,370
62 A62-8 55 0,968 0,035
63 A7.,-4 S5 1,415 0,0040
64 A73-1 55 1,097 0,247
65 A73-2 55 1,086 0,225
66 A73-3 55 1,274 0,275
67 A73-4 55 1,409 0,169
68 A8:-1 55 1,097 0,297
69 A8:-3 S5 0,428 0,180
70 A85-2 55 1,369 0,031
71 A9,-2 55 1,751 0,036
72 A9s-1 S5 1,915 0,026
73 A9s-1 S5 1,501 0,031
74 A9s5-2 55 1,686 0,033
75 A9s5-3 55 2,142 0,041
76 A10:-4 S5 1,908 0,047
77 A10;-a S5 0,469 0,312
78 A10;-c S5 1,854 0,042
79 A10s3-a S5 0,526 0,032
80 A104-2 60 2,015 0,029
81 A104-3 55 0,894 0,029
82 A104-a S5 1,261 0,030
83 A10s5-9 60 0,738 0,296
84 A10s-a S5 1,447 0,043
85 A10s-b 55 1,803 0,031
86 A10s-d 55 0,628 0,332
87 A107-b 55 1,613 0,030
88 All-1 S5 0,071 0,367
89 Al1-2 S5 0,044 0,28
90 Al11-3 55 0,062 0,158
91 All-4 55 1,058 0,131
92 Al1l-5 50 1,578 0,025
93 All-6 50 1,537 0,031
94 Al1-7 50 1,821 0,035
95 Al1-8 50 1,380 0,041
96 Al1-9 50 1,568 0,041
97 A11-10 50 1,011 0,009
98 All1-11 50 0,885 0,255

99 All1-12 S0 1,242 0,188




Apéncice - 168 -

APENDICE A - Crescimento em meio liquido e amido residual presente no meio de cultivo
das linhagens testadas (continuacao).

o CRESCIMENTO REACAO DO MEIO DE
T (°C) .
LINHAGEM CRESCIMENTO M. LiQuiDoO CULTURA coM IoDO
(Abs. 600 nm) (Abs. 600 nm)*
100 Al11-13 S0 1,494 0,054
101 All-14 S0 1,534 0,052
102 Al11-15 S0 1,670 0,012
103 All-16 S0 1,305 0,012
104 Al11-17 50 1,634 0,013
105 Al11-18 50 0,571 0,489
106 Al11-19 50 0,820 0,016
107 A11-20 50 1,630 0,012
108 Al11-21 50 0,531 0,016
109 Al11-22 50 1,543 0,053
110 Al11-23 50 0,760 0,415
111 Al1-24 55 0,055 0,149
112 Al12-1 50 1,422 0,045
113 Al12-2 60 0,572 0,033
114 Al12-3 60 0,887 0,040
115 Al2-5 50 1,633 0,183
116 Al12-6 55 1,730 0,031
117 Al12-8 50 0,631 0,046
118 Al12-9 50 1,534 0,003
119 Al12-11 50 1,493 0,056
120 Al12-12 S0 1,535 0,102
121 Al12-13 S5 0,704 0,191
122 Al12-14 S0 0,821 0,309
123 Al12-15 S0 1,152 0,074
124 Al12-16 S0 0,792 0,360
125 Al12-17 S0 1,413 0,008
126 Al12-18 S0 1,391 0,014
127 A12-19 S5 0,115 0,079
128 A12-20 55 0,050 0,009
129 A13-2 S5 0,047 0,266
130 Al13-4 S0 1,290 0,011
131 A13-5 S5 0,680 0,068
132 A13-8 S5 0,054 0,039
133 A13-9 S5 1,236 0,031
134 A13-10 60 1,230 0,147
135 A13-11 S5 0,477 0,399
136 A13-12 55 0,354 0,430
137 A13-13 50 1,503 0,002
138 A13-16 50 1,761 0,002
139 A13-17 55 0,093 0,361
140 A13-18 50 1,377 0,003
141 A13-19 55 0,470 0,087
142 A13-20 50 1,205 0,013
143 A13-21 60 0,786 0,160
144 A13-22 55 0,660 0,216
145 A13-23 55 0,835 0,205
146 Al13-24 55 1,249 0,048
147 A13-26 55 0,399 0,336
148 A13-27 55 0,431 0,348

149 A13-28 55 0,071 0,318
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APENDICE A - Crescimento em meio liquido e amido residual presente no meio de cultivo
das linhagens testadas (continuacao).

o CRESCIMENTO REACAO DO MEIO DE
T (°C) .
LINHAGEM CRESCIMENTO M. LiQuiDoO CULTURA coM IoDO
(Abs. 600 nm) (Abs. 600 nm)*

150 A13-30 S0 0,670 0,022
151 Al14-3 S0 0,943 0,044
152 Al4-4 S0 0,729 0,013
153 Al4-5 S0 1,635 0,001
154 Al4-7 S0 1,792 0,002
155 Al14-8 50 1,176 0,037
156 Al14-9 50 1,491 0,031
157 A14-10 50 1,705 0,001
158 Al4-12 50 1,487 0,002
159 Al14-13 50 1,666 0,003
160 Al4-14 50 1,352 0,016
161 Al14-15 50 0,282 0,570
162 Al4-16 50 0,621 0,129
163 Al14-17 50 0,284 0,156

* amido residual presente no meio de cultivo. O meio de reacao foi constituido de 0,3 mL de
solucao enzimatica, 0,7 mL de tampao acetato 0,25 M, pH 5,0, 4,0 mL de acido cloridrico
0,2 N, 0,5 mL de reagente de iodo (KI 0,3% + I 0,03%) e 10 mL de agua destilada.
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APENDICE B - Determinacéo da atividade de amilase produzida em fermentacdo submersa

utilizando diferentes fontes de carbono

ATIVIDADE ENZIMATICA (U/mL)

LINHAGEM MEIO TEMPO
CuLTIvO (h)
DEXTRINIZANTE AMILASE (AR) GLICOAMILASE
NA 24 0,684 1,444 0,180
NA 48 0,281 ND ND
NA 72 0,253 ND ND
NA 96 0,209 ND 0,043
NA 120 0,190 ND ND
Md 1% 24 0,688 5,301 0,221
Md 1% 48 0,206 ND ND
Md 1% 72 0,195 ND ND
Md 1% 96 0,157 ND ND
Md 1% 120 0,228 ND ND
Md RL 24 0,526 0,861 ND
Md RL 48 0,384 ND ND
A4:-b Md RL 72 0,267 ND ND
Md RL 96 0,158 ND ND
Md RL 120 0,177 0,579 0,019
Mi 1% 24 0,593 0,861 ND
Mi 1% 48 0,214 ND ND
Mi 1% 72 0,273 ND ND
Mi 1% 96 0,242 0,088 0,020
Mi 1% 120 0,129 1,206 ND
Mi RL 24 0,239 0,604 ND
Mi RL 48 0,200 6,381 0,251
Mi RL 72 0,208 4,372 ND
Mi RL 96 0,157 4,016 ND
Mi RL 120 0,167 1,024 0,084
NA 24 1,070 2,383 0,043
NA 48 0,083 ND ND
NA 72 0,129 ND ND
NA 96 0,094 ND ND
NA 120 0,081 0,729 ND
Md 1% 24 1,125 3,560 0,022
Md 1% 48 0,186 ND ND
Md 1% 72 0,145 ND ND
Md 1% 96 0,371 1,380 ND
Md 1% 120 0,167 4,126 ND
Md RL 24 0,595 ND 0,012
Md RL 48 0,068 ND ND
Ad,-f Md RL 72 0,110 0,106 ND
Md RL 96 0,082 ND ND
Md RL 120 0,143 ND ND
Mi 1% 24 1,009 3,506 0,046
Mi 1% 48 0,250 ND ND
Mi 1% 72 0,118 ND ND
Mi 1% 96 0,264 0,041 ND
Mi 1% 120 0,158 ND ND
Mi RL 24 0,196 ND ND
Mi RL 48 0,413 ND ND
Mi RL 72 0,072 ND ND
Mi RL 96 ND ND ND
Mi RL 120 0,159 ND 0,158
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APENDICE B - Determinacéo da atividade de amilase produzida em fermentacdo submersa
utilizando diferentes fontes de carbono (continuacao)

TEMPO ATIVIDADE ENZIMATICA (U/mL)
LINHAGEM MEIO
CuLTIvO (h)
DEXTRINIZANTE AMILASE (AR) GLICOAMILASE
NA 24 0,418 2,750 0,010
NA 48 0,197 1,055 ND
NA 72 0,111 0,404 ND
NA 96 ND 0,113 ND
NA 120 0,111 ND ND
Md 1% 24 0,799 3,220 0,011
Md 1% 48 0,094 1,392 ND
Md 1% 72 0,161 0,894 0,017
Md 1% 96 0,148 ND 0,118
Md 1% 120 0,110 ND 0,010
Md RL 24 0,464 1,900 0,014
Md RL 48 0,049 ND 0,010
A4s-i Md RL 72 ND ND ND
Md RL 96 ND 0,353 ND
Md RL 120 0,059 ND ND
Mi 1% 24 0,638 3,053 0,015
Mi 1% 48 0,154 0,550 0,003
Mi 1% 72 0,115 ND 0,002
Mi 1% 96 0,053 ND ND
Mi 1% 120 0,132 ND 0,056
Mi RL 24 0,150 1,370 ND
Mi RL 48 0,100 0,908 ND
Mi RL 72 0,129 0,502 ND
Mi RL 96 0,124 0,502 ND
Mi RL 120 0,006 0,786 0,144
NA 24 0,378 1,407 ND
NA 48 0,620 2,989 0,056
NA 72 0,429 1,758 0,012
NA 96 0,202 0,751 ND
NA 120 0,163 0,742 ND
Md 1% 24 0,584 2,740 0,031
Md 1% 48 0,293 1,328 ND
Md 1% 72 0,176 0,959 ND
Md 1% 96 0,093 1,042 ND
Md 1% 120 0,028 0,417 ND
Md RL 24 0,542 ND 0,044
Md RL 48 0,292 0,953 ND
A4s-2 Md RL 72 0,164 0,846 ND
Md RL 96 0,135 0,161 ND
Md RL 120 0,121 0,145 ND
Mi 1% 24 0,496 1,944 0,018
Mi 1% 48 0,224 0,820 ND
Mi 1% 72 0,157 0,351 ND
Mi 1% 96 0,080 0,233 ND
Mi 1% 120 0,053 0,208 ND
Mi RL 24 0,256 3,093 ND
Mi RL 48 0,285 1,540 ND
Mi RL 72 0,298 0,486 0,370
Mi RL 96 0,151 ND 0,385

Mi RL 120 0,115 ND 0,371
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APENDICE B - Determinacéo da atividade de amilase produzida em fermentacdo submersa
utilizando diferentes fontes de carbono (continuacao)

TEMPO ATIVIDADE ENZIMATICA (U/mL)
LINHAGEM MEIO
CuLTIvO (h)
DEXTRINIZANTE ~ AMILASE (AR) GLICOAMILASE
NA 24 0,394 2,126 0,047
NA 48 0,141 0,529 0,015
NA 72 0,111 ND ND
NA 96 0,095 ND ND
NA 120 0,189 ND ND
Md 1% 24 0,700 2,298 0,015
Md 1% 48 0,222 ND 0,010
Md 1% 72 0,142 ND ND
Md 1% 96 0,107 ND ND
Md 1% 120 0,099 ND ND
Md RL 24 0,405 ND ND
Md RL 48 0,131 ND 0,012
A4:-1 Md RL 72 0,089 ND 0,017
Md RL 96 0,073 ND 0,019
Md RL 120 0,335 ND ND
Mi 1% 24 0,422 1,859 0,032
Mi 1% 48 0,287 ND ND
Mi 1% 72 0,145 ND ND
Mi 1% 96 0,149 ND ND
Mi 1% 120 0,082 ND ND
Mi RL 24 0,388 ND ND
Mi RL 48 0,162 ND ND
Mi RL 72 0,174 ND 0,049
Mi RL 96 0,149 ND 0,047
Mi RL 120 0,074 ND 0,070
NA 24 0,181 ND ND
NA 48 0,223 ND ND
NA 72 0,192 ND ND
NA 96 0,195 ND ND
NA 120 0,261 ND ND
Md 1% 24 0,270 ND ND
Md 1% 48 0,276 ND ND
Md 1% 72 0,201 ND ND
Md 1% 96 0,223 ND ND
Md 1% 120 0,252 ND ND
Md RL 24 0,351 ND ND
Md RL 48 0,551 0,689 0,010
All-4 Md RL 72 0,632 0,252 0,017
Md RL 96 0,401 ND 0,005
Md RL 120 0,493 ND ND
Mi 1% 24 0,231 ND ND
Mi 1% 48 0,262 ND ND
Mi 1% 72 0,211 ND ND
Mi 1% 96 0,302 ND ND
Mi 1% 120 0,330 ND ND
Mi RL 24 0,225 ND ND
Mi RL 48 0,241 ND ND
Mi RL 72 0,131 ND ND
Mi RL 96 0,121 ND ND

Mi RL 120 0,313 ND ND
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APENDICE B - Determinacéo da atividade de amilase produzida em fermentacdo submersa
utilizando diferentes fontes de carbono (continuacao)

TEMPO ATIVIDADE ENZIMATICA (U/mL)
LINHAGEM MEIO
CuLTIvO (h)
DEXTRINIZANTE AMILASE (AR) GLICOAMILASE
NA 24 0,140 ND ND
NA 48 0,151 0,161 ND
NA 72 0,271 0,349 ND
NA 96 0,297 0,251 0,190
NA 120 0,459 0,304 ND
Md 1% 24 0,107 ND ND
Md 1% 48 0,180 0,582 0,049
Md 1% 72 0,246 0,201 0,081
Md 1% 96 0,303 0,111 0,104
Md 1% 120 0,435 0,491 ND
Md RL 24 0,163 ND ND
Md RL 48 0,510 1,454 0,070
Al13-8 Md RL 72 0,536 1,404 0,011
Md RL 96 0,559 1,366 0,003
Md RL 120 0,606 0,808 ND
Mi 1% 24 0,185 ND 0,028
Mi 1% 48 0,157 ND 0,022
Mi 1% 72 0,267 ND ND
Mi 1% 96 0,306 ND 0,022
Mi 1% 120 0,330 ND ND
Mi RL 24 0,063 ND ND
Mi RL 48 0,238 ND 0,047
Mi RL 72 0,167 ND ND
Mi RL 96 0,109 ND ND
Mi RL 120 0,189 ND ND
NA 24 0,222 ND ND
NA 48 1,523 4,574 0,173
NA 72 1,610 6,684 0,222
NA 96 0,649 3,242 0,051
NA 120 0,615 2,132 0,012
Md 1% 24 0,150 ND ND
Md 1% 48 1,464 3,864 0,166
Md 1% 72 1,546 5,185 0,253
Md 1% 96 1,807 5,440 0,390
Md 1% 120 2,272 5,907 0,406
Md RL 24 0,082 0,689 0,010
Md RL 48 0,371 0,806 0,036
A13-22 Md RL 72 0,614 2,354 0,087
Md RL 96 0,519 2,110 0,069
Md RL 120 0,509 1,577 0,052
Mi 1% 24 0,087 0,022 0,008
Mi 1% 48 0,124 0,104 0,018
Mi 1% 72 0,152 0,267 0,022
Mi 1% 96 0,203 0,523 0,030
Mi 1% 120 1,882 5,130 0,323
Mi RL 24 0,027 ND 0,022
Mi RL 48 0,059 ND 0,051
Mi RL 72 0,133 ND ND
Mi RL 96 0,136 ND ND

Mi RL 120 0,686 ND ND
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APENDICE B - Determinacéo da atividade de amilase produzida em fermentacdo submersa
utilizando diferentes fontes de carbono (continuacao)

TEMPO ATIVIDADE ENZIMATICA (U/mL)
LINHAGEM MEIO
CuLTIvO (h)
DEXTRINIZANTE AMILASE (AR) GLICOAMILASE
NA 24 0,594 1,861 ND
NA 48 0,680 2,268 0,044
NA 72 1,317 11,627 0,010
NA 96 4,938 16,500 ND
NA 120 0,572 11,915 0,030
Md 1% 24 0,494 2,439 ND
Md 1% 48 0,651 3,806 ND
Md 1% 72 4,359 5,376 0,075
Md 1% 96 5,838 13,581 0,010
Md 1% 120 6,798 42,425 ND
Md RL 24 0,620 2,645 ND
Md RL 48 0,647 4,672 ND
A13-36 Md RL 72 2,801 4,811 0,073
Md RL 96 3,359 11,837 ND
Md RL 120 4,507 8,273 ND
Mi 1% 24 0,502 0,907 0,013
Mi 1% 48 0,688 4,900 0,028
Mi 1% 72 1,670 13,492 ND
Mi 1% 96 5,342 18,987 ND
Mi 1% 120 6,346 15,157 0,010
Mi RL 24 0,186 0,016 ND
Mi RL 48 0,202 0,004 ND
Mi RL 72 0,341 1,212 ND
Mi RL 96 1,227 1,259 ND
Mi RL 120 0,049 1,855 ND

NA = meio nutriente; Md 1% = meio nutriente-mandioca; Md RL = residuo liquido de
mandioca; Mi 1% = meio nutriente-milho; Mi RL = residuo liquido de milho; ND = atividade
nao detectada
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APENDICE C - Determinacdo da atividade de amilase produzida em fermentacdo semi-
sélida (farelo de trigo, farelo de mandioca e farelo de milho)

TEMPO DE ATIVIDADE ENZIMATICA (U/mL)
LINHAGEM MEIO
CurTivo (h)
DEXTRINIZANTE  AMILASE (AR) GLICOAMILASE
Tri 24 0,121 4,976 0,308
Tri 48 0,116 5,212 ND
Tri 72 0,243 6,519 ND
Tri 96 0,213 6,164 ND
Tri 120 0,244 6,573 ND
Md 24 0,143 2,802 ND
Md 48 0,143 6,636 ND
A41-b Md 72 0,325 1,451 ND
Md 96 0,335 1,347 ND
Md 120 0,360 0,347 0,019
Mi 24 0,106 0,663 ND
Mi 48 0,126 0,719 ND
Mi 72 0,175 1,336 0,023
Mi 96 0,104 1,123 ND
Mi 120 0,080 1,024 0,010
Tri 24 0,051 ND ND
Tri 48 ND ND ND
Tri 72 ND ND ND
Tri 96 0,042 ND ND
Tri 120 ND 0,303 ND
Md 24 1,698 4,415 0,043
Md 48 0,549 3,682 0,038
Ads-f Md 72 0,588 3,648 0,034
Md 96 0,520 1,550 0,049
Md 120 0,535 0,973 0,059
Mi 24 ND 0,570 0,118
Mi 48 ND 0,274 ND
Mi 72 ND 0,371 ND
Mi 96 0,039 0,773 ND
Mi 120 ND ND ND
Tri 24 0,197 3,081 ND
Tri 48 0,415 4,421 ND
Tri 72 0,238 15,926 ND
Tri 96 0,236 2,482 ND
Tri 120 0,218 ND ND
Md 24 0,125 0,808 ND
Md 48 0,227 0,851 0,051
Ads-i Md 72 0,062 0,872 0,065
Md 96 0,044 0,748 0,039
Md 120 0,024 0,948 ND
Mi 24 0,131 1,114 ND
Mi 48 0,112 0,653 ND
Mi 72 0,014 0,739 0,151
Mi 96 0,014 0,355 0,194

Mi 120 0,097 0,414 0,021
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APENDICE C - Determinacdo da atividade de amilase produzida em fermentacdo semi-
sélida (farelo de trigo, farelo de mandioca e farelo de milho) (continuacao)

TEMPO DE ATIVIDADE ENZIMATICA (U/mL)
LINHAGEM MEIO
CurTivo (h)
DEXTRINIZANTE  AMILASE (AR) GLICOAMILASE
Tri 24 0,111 3,055 ND
Tri 48 0,269 3,722 0,010
Tri 72 0,594 5,672 0,070
Tri 96 0,594 5,727 0,021
Tri 120 0,518 5,365 0,015
Md 24 0,145 3,086 ND
Md 48 0,162 3,531 ND
Ads-2 Md 72 0,172 3,415 ND
Md 96 0,217 3,330 ND
Md 120 0,247 3,962 ND
Mi 24 0,130 5,464 ND
Mi 48 0,111 4,471 ND
Mi 72 0,125 4,220 ND
Mi 96 0,280 3,519 ND
Mi 120 ND 3,569 ND
Tri 24 0,328 0,702 ND
Tri 48 0,184 0,574 0,013
Tri 72 0,133 0,526 0,015
Tri 96 0,082 0,362 0,011
Tri 120 ,063 ND 0,010
Md 24 0,176 0,797 0,115
Md 48 0,085 1,212 0,012
Ad47-1 Md 72 0,073 1,337 0,010
Md 96 0,055 1,195 0,004
Md 120 0,072 0,626 0,008
Mi 24 0,161 0,959 0,031
Mi 48 0,041 1,164 0,019
Mi 72 0,075 0,828 0,015
Mi 96 0,058 0,969 0,010
Mi 120 0,092 0,172 ND
Tri 24 0,286 0,473 ND
Tri 48 0,522 1,052 0,010
Tri 72 0,535 1,230 0,052
Tri 96 0,592 ND 0,090
Tri 120 0,298 1,939 0,090
Md 24 0,064 0,653 ND
Md 48 0,011 0,675 0,010
All-4 Md 72 0,012 1,077 0,077
Md 96 0,204 0,791 ND
Md 120 0,123 0,395 ND
Mi 24 0,084 0,461 ND
Mi 48 0,134 0,999 0,010
Mi 72 0,141 0,465 0,080
Mi 96 0,150 0,924 ND

Mi 120 0,182 ND ND
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APENDICE C - Determinacdo da atividade de amilase produzida em fermentacdo semi-
sélida (farelo de trigo, farelo de mandioca e farelo de milho) (continuacao)

TEMPO DE ATIVIDADE ENZIMATICA (U/mL)
LINHAGEM MEIO
CurTivo (h)
DEXTRINIZANTE  AMILASE (AR) GLICOAMILASE
Tri 24 0,168 0,911 ND
Tri 48 0,502 0,464 ND
Tri 72 0,503 0,447 0,072
Tri 96 0,500 0,404 0,034
Tri 120 0,558 1,345 ND
Md 24 0,032 ND ND
Md 48 ND 0,400 ND
A13-8 Md 72 ND 0,936 ND
Md 96 ND ND 0,165
Md 120 0,216 ND 0,070
Mi 24 ND ND ND
Mi 48 0,012 0,287 0,063
Mi 72 0,011 0,353 ND
Mi 96 0,010 1,460 ND
Mi 120 0,285 1,321 0,019
Tri 24 0,407 5,303 ND
Tri 48 0,482 4,444 0,019
Tri 72 0,515 3,986 0,025
Tri 96 0,415 2,043 0,044
Tri 120 0,397 2,609 ND
Md 24 ND 2,176 ND
Md 48 0,021 1,310 0,010
Al13-22 Md 72 0,055 1,066 ND
Md 96 0,017 1,643 ND
Md 120 ND 1,188 ND
Mi 24 0,082 0,901 ND
Mi 48 0,079 0,977 ND
Mi 72 0,033 1,666 ND
Mi 96 ND 0,866 ND
Mi 120 ND 0,289 ND
Tri 24 0,683 24,549 ND
Tri 48 5,704 40,993 ND
Tri 72 6,196 36,962 ND
Tri 96 6,176 29,091 ND
Tri 120 0,409 29,823 ND
Md 24 0,385 0,072 ND
Md 48 0,197 1,086 ND
A13-36 Md 72 0,230 1,470 ND
Md 96 0,005 0,894 ND
Md 120 0,009 0,528 ND
Mi 24 0,431 1,446 0,092
Mi 48 0,225 1,552 ND
Mi 72 0,201 2,245 ND
Mi 96 0,028 1,560 ND
Mi 120 0,070 2,062 ND

Tri = farelo de trigo; Md = farelo de mandioca; Mi = farelo de milho; ND = atividade nédo detectada
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APENDICE D - Crescimento do inéculo, dosagem de acucares redutores, glicose e amido

residual presentes no meio nutriente, em fermentacao submersa

Tempo de

Crescimento

. : . - Ac. Redutor  Glicose Amido Residual
Linhagem Cu(lltI;vo Meio (A%:.Iggguli‘; ) (mg/mL) (mg/mL) (Abs 600nm)*
24 NA 1,427 3,026 0,053 0,009
48 NA 0,524 1,686 0,193 0,008
72 NA 0,440 3,026 0,193 0,012
96 NA 0,321 2,330 0,161 0,010
120 NA 0,488 0,802 0,177 0,015
24 Md 1% w 1,382 0,121 0,006
48 Md 1% o 2,290 0,177 0,006
72 Md 1% o 2,002 0,177 0,006
96 Md 1% o 2,002 0,147 0,008
120 Md 1% o 2,330 0,134 0,011
24 Md RL w 1,382 0,161 0,009
48 Md RL o 0,802 0,161 0,012
A4:-b 72 Md RL o 1,088 0,193 0,010
96 Md RL ok 1,686 0,177 0,012
120 Md RL o 0,802 0,134 0,018
24 Mi 1% w 1,382 0,177 0,008
48 Mi 1% o 1,382 0,193 0,009
72 Mi 1% o 1,382 0,193 0,009
96 Mi 1% ok 1,686 0,147 0,012
120 Mi 1% o 2,002 0,203 0,004
24 Mi RL ok 9,803 0,317 0,003
48 Mi RL o 0,980 0,134 0,004
72 Mi RL o 16,654 0,603 0,003
96 Mi RL o 12,569 0,603 0,004
120 Mi RL o 12,569 0,408 0,018
24 NA 1,845 2,360 0,017 0,002
48 NA 1,832 0,240 0,153 0,007
72 NA 1,586 0,160 0,014 0,007
96 NA 1,457 0,540 0,016 0,009
120 NA 1,350 0,280 0,017 0,009
24 Md 1% o 0,300 0,021 0,002
48 Md 1% o 0,060 0,031 0,012
72 Md 1% o ND 0,117 0,010
96 Md 1% o 0,020 0,052 0,011
120 Md 1% b 0,120 0,034 0,011
24 Md RL ok 0,060 0,016 0,005
48 Md RL ok ND 0,019 0,003
A44-f 72 Md RL o ND 0,009 0,002
96 Md RL o 0,020 0,033 0,007
120 Md RL o 0,080 0,010 0,003
24 Mi 1% ok ND 0,013 0,008
48 Mi 1% ok 0,020 0,034 0,020
72 Mi 1% o ND 0,036 0,010
96 Mi 1% o ND 0,023 0,010
120 Mi 1% o 0,120 0,023 0,012
24 Mi RL ok 17,202 0,291 0,004
48 Mi RL ok 22,663 0,198 0,488
72 Mi RL ok 25,023 0,235 0,005
96 Mi RL o 31,904 0,211 0,007
120 Mi RL o 29,623 0,007 0,004
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APENDICE D - Crescimento do inéculo, dosagem de acucares redutores, glicose e amido
residual presentes no meio nutriente, em fermentacdo submersa (continuacao)

Tempo de Crescimento . . .
Linhagem Cullt)ivo Meio do Inéculo Ac. ReduIt’or GllcosIel A:K;dOGISSsldu: !
() (Abs. 600 men)  (ME/mL)  (mg/mL)  (Abs 600nm)
24 NA 2,06 2,894 0,014 0,005
48 NA 1,686 ND 0,012 0,010
72 NA 1,405 3,012 0,014 0,023
96 NA 1,425 1,968 0,102 0,010
120 NA 1,737 2,222 0,022 0,019
24 Md 1% o 0,940 0,068 0,005
48 Md 1% o ND 0,016 0,021
72 Md 1% *x 1,126 0,015 0,028
96 Md 1% *x 1,300 0,020 0,014
120 Md 1% *x 0,980 0,021 0,005
24 Md RL o 0,052 0,019 0,005
48 Md RL *x ND 0,015 0,003
Ad4-i 72 Md RL o 2,166 0,009 0,021
96 Md RL *x 0,124 0,045 0,003
120 Md RL *x 0,448 0,201 0,005
24 Mi 1% o 0,690 0,022 0,005
48 Mi 1% *x ND 0,018 0,028
72 Mi 1% *x 11,261 0,014 0,033
96 Mi 1% *x 3,940 0,017 0,015
120 Mi 1% *x 0,808 0,146 0,015
24 Mi RL o 6,317 0,024 0,108
48 Mi RL o 9,087 0,273 0,355
72 Mi RL o 15,688 0,160 0,032
96 Mi RL ok 16,334 0,130 0,004
120 Mi RL *x 15,112 0,237 0,015
24 NA 1,283 8,177 0,160 0,023
48 NA 1,794 4,386 0,071 0,023
72 NA 1,330 3,554 0,036 0,026
96 NA 1,800 3,582 0,033 0,026
120 NA 1,373 4,188 0,035 0,026
24 Md 1% *x 3,674 0,096 0,024
48 Md 1% *x 2,396 0,038 0,024
72 Md 1% *x 2,536 0,028 0,023
96 Md 1% *x 2,446 0,025 0,026
120 Md 1% *x 2,960 0,026 0,026
24 Md RL *x 1,024 0,030 0,028
48 Md RL *x 0,150 0,040 0,030
A4s5-2 72 Md RL *x 0,130 0,050 0,032
96 Md RL o 0,156 0,047 0,032
120 Md RL *x 1,102 0,063 0,038
24 Mi 1% *x 2,578 0,068 0,025
48 Mi 1% *x 1,540 0,031 0,026
72 Mi 1% *x 1,292 0,026 0,028
96 Mi 1% *x 1,406 0,031 0,028
120 Mi 1% *x 1,612 0,038 0,033
24 Mi RL *x 13,333 0,280 0,025
48 Mi RL *x 14,452 0,480 0,024
72 Mi RL *x 17,890 0,135 0,025
96 Mi RL *x 18,560 0,108 0,025
120 Mi RL *x 21,072 0,108 0,025
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APENDICE D - Crescimento do inéculo, dosagem de acucares redutores, glicose e amido
residual presentes no meio nutriente, em fermentacdo submersa (continuacao)

Tempo de Crescimento . . .
Linhagem Cullt)ivo Meio do Inéculo Ac. ReduIt’or GllcosIel A:K;dOGISSsldu: !
() (Abs. 600 men)  (ME/mL)  (mg/mL)  (Abs 600nm)
24 NA 1,964 3,236 0,023 0,0101
48 NA 1,813 1,786 0,024 0,0521
72 NA 1,688 1,940 0,025 0,0502
96 NA 1,816 2,354 0,024 0,0526
120 NA 1,236 3,714 0,025 0,047
24 Md 1% o 4,665 0,025 0,221
48 Md 1% o 0,954 0,031 0,0413
72 Md 1% *x 1,594 0,030 0,0406
96 Md 1% *x 3,074 0,031 0,0456
120 Md 1% *x 3,524 0,038 0,0642
24 Md RL o 1,204 0,074 0,1248
Adr-1 48 Md RL *x 0,090 0,024 0,0411
72 Md RL o 0,116 0,017 0,0503
96 Md RL *x 0,130 0,025 0,0529
120 Md RL *x 0,600 0,044 0,0566
24 Mi 1% o 2,732 0,019 0,0105
48 Mi 1% *x 1,858 0,017 0,0434
72 Mi 1% *x 1,196 0,023 0,0432
96 Mi 1% *x 1,706 0,021 0,045
120 Mi 1% *x 2,504 0,029 0,0468
24 Mi RL o 7,479 0,041 0,0066
48 Mi RL o 15,366 0,119 0,0323
72 Mi RL o 19,444 0,047 0,0325
96 Mi RL ok 18,704 0,035 0,0334
120 Mi RL *x 4,483 0,038 0,0339
24 NA 2,264 0,134 0,014 0,015
48 NA 1,968 0,074 0,013 0,020
72 NA 1,995 0,222 0,016 0,019
96 NA 1,990 0,074 0,017 0,020
120 NA 2,047 0,190 0,016 0,020
24 Md 1% *x 2,760 0,034 0,021
48 Md 1% *x 0,390 0,029 0,021
72 Md 1% *x 0,376 0,026 0,021
96 Md 1% *x 0,308 0,028 0,021
120 Md 1% *x 0,286 0,025 0,021
24 Md RL *x 0,174 0,020 0,052
48 Md RL o 0,094 0,016 0,052
Al1-4 72 Md RL *x 0,100 0,010 0,052
96 Md RL o 0,068 0,020 0,052
120 Md RL *x 0,082 0,020 0,052
24 Mi 1% *x 0,726 0,023 0,039
48 Mi 1% *x 0,410 0,024 0,039
72 Mi 1% *x 0,460 0,024 0,039
96 Mi 1% *x 0,264 0,024 0,039
120 Mi 1% *x 0,350 0,022 0,039
24 Mi RL *x 3,592 0,025 0,084
48 Mi RL *x 4,208 0,021 0,084
72 Mi RL *x 3,894 0,018 0,084
96 Mi RL *x 2,366 0,020 0,084
120 Mi RL *x 3,800 0,024 0,084
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APENDICE D - Crescimento do inéculo, dosagem de acucares redutores, glicose e amido
residual presentes no meio nutriente, em fermentacdo submersa (continuacao)

Tempo de Crescimento . . .
Linhagem Cullt)ivo Meio do Inéculo Ac. ReduIt’or GllcosIel A:K;dOGISSsldu: !
() (Abs. 600 men)  (ME/mL)  (mg/mL)  (Abs 600nm)
24 NA 2,239 2,244 0,066 0,005
48 NA 1,665 1,248 0,060 0,010
72 NA 1,444 1,308 0,014 0,023
96 NA 1,295 0,724 0,015 0,010
120 NA 0,867 0,930 0,125 0,019
24 Md 1% o 5,449 0,017 0,005
48 Md 1% o 1,018 0,016 0,021
72 Md 1% *x 7,097 0,050 0,028
96 Md 1% *x 0,558 0,022 0,014
120 Md 1% *x 0,366 0,013 0,005
24 Md RL o 2,310 0,026 0,005
A13-8 48 Md RL o 0,332 0,010 0,003
72 Md RL o 9,757 0,086 0,021
96 Md RL *x 0,092 0,009 0,003
120 Md RL *x 0,030 0,009 0,005
24 Mi 1% o 0,182 0,013 0,005
48 Mi 1% *x 1,136 0,019 0,028
72 Mi 1% *x 1,450 0,023 0,033
96 Mi 1% *x 0,416 0,021 0,015
120 Mi 1% *x 0,416 0,022 0,015
24 Mi RL o 0,392 0,103 0,108
48 Mi RL *x 4,156 0,035 0,355
72 Mi RL o 5,975 0,011 0,032
96 Mi RL ok 2,442 0,056 0,004
120 Mi RL *x 6,829 0,157 0,015
24 NA 2,338 2,988 0,042 0,009
48 NA 2,112 1,200 0,036 0,036
72 NA 1,941 0,600 0,061 0,014
96 NA 1,892 0,400 0,118 0,007
120 NA 1,793 1,000 0,133 0,003
24 Md 1% *x 2,800 0,165 0,007
48 Md 1% *x 0,500 0,084 0,013
72 Md 1% o 0,280 0,056 0,013
96 Md 1% *x 0,200 0,046 0,012
120 Md 1% *x 0,200 0,049 0,013
24 Md RL *x 0,200 0,058 0,010
48 Md RL o 0,200 0,062 0,011
A13-22 72 Md RL o 0,200 0,067 0,013
96 Md RL o 0,200 0,068 0,012
120 Md RL ok 0,200 0,075 0,015
24 Mi 1% *x ND 0,042 0,006
48 Mi 1% *x 0,660 0,040 0,006
72 Mi 1% *x 0,560 0,045 0,007
96 Mi 1% *x 0,560 0,052 0,001
120 Mi 1% *x 0,200 0,049 0,010
24 Mi RL *x 6,401 0,032 0,003
48 Mi RL *x 9,801 0,031 0,002
72 Mi RL *x 6,601 0,033 0,007
96 Mi RL *x 8,001 0,035 0,026
120 Mi RL *x 5,201 0,033 0,011
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APENDICE D - Crescimento do inéculo, dosagem de acucares redutores, glicose e amido
residual presentes no meio nutriente, em fermentacdo submersa (continuacao)

Tempo de Crescimento . . .
Linhagem Cultivo Meio do Indculo Ac. ReduIt’or Gllcoslel Ar:;do;;gsldu: 1
(h) (Abs. 600 nm) (™&/ml)  (mg/mlL) (Abs 600nm)
24 NA wk ND 0,036 0,006
48 NA *x ND 0,026 0,014
72 NA ** 0,660 0,010 0,007
96 NA ** 0,780 0,015 ND
120 NA wx ND 0,012 0,157
24 Md 1% wx ND 0,098 0,125
48 Md 1% wx 0,100 0,104 0,090
72 Md 1% wk ND 0,069 0,008
96 Md 1% ** 1,380 0,016 0,113
120 Md 1% ** ND 0,115 0,006
24 Md RL ** 1,448 0,070 0,201
48 Md RL ** ND 0,011 0,013
A13-36 72 Md RL wx 1,180 0,013 0,157
96 Md RL wk 2,220 0,057 0,005
120 Md RL wk 0,112 0,100 0,008
24 Mi 1% ** ND 0,023 0,006
48 Mi 1% ** ND 0,008 0,014
72 Mi 1% ** 0,540 0,031 0,008
96 Mi 1% ** 1,060 0,030 0,002
120 Mi 1% wx ND 0,116 0,007
24 Mi RL wk 4,617 0,059 0,119
48 Mi RL wx ND 0,055 0,021
72 Mi RL wx 0,092 0,111 0,069
96 Mi RL *x 0,038 0,032 0,001
120 Mi RL ** ND 0,006 0,005

*O meio de reacdo foi constituido de 0,3 mL de solucao enzimatica, 0,7 mL de tampao
acetato 0,25 M, pH 5,0, 4,0 mL de acido cloridrico 0,2 N, 0,5 mL de reagente de iodo (KI
0,3% + 15 0,03%) e 10 mL de agua destilada;

** _ analise nao realizada,;

ND - atividade nao detectada.
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P G G2 G3 G4 G6 G7

APENDICE E - Cromatografia de papel descendente, em papel #/atrar n®
1, dos acucares padroes. Da esquerda para a direita: mistura dos padroes

(P), glicose (G1), maltose (G2), maltotriose (G3), maltotetrose (G4),
maltohexose (G6) e maltoheptose (G7).
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