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RESUMO

As amilases sdo enzimas pertencentes a classe das hidrolases, atuando na estrutura do amido com a
hidrolise das ligagdes glicosidicas dos tipos a-1,4 e a-1,6, do interior das cadeias de amilose e
amilopectina, respectivamente. Atualmente sdo responsaveis por cerca de 30% do mercado mundial
de enzimas e apresentam uma vasta gama de aplica¢des industriais. Os fungos capazes de produzir
enzimas amiloliticas podem ser cultivados mediante insumos de baixo custo empregados na
fermentacdo em estado solido (FES), o que possibilita a valorizagdo dos subprodutos da
agroindustria, bem como fornece suporte semelhante ao encontrado pelo micro-organismo no
ambiente natural. O presente estudo visa produzir amilases por Rhizopus microsporus var.
oligosporus em FES utilizando o farelo de trigo como substrato, purificar parcialmente o extrato
bruto enzimatico obtido, caracterizar bioquimicamente o extrato enzimatico parcialmente purificado
e posteriormente realizar a sacarificacdo pela hidrolise do amido presente na quirera de arroz e
fermentagdo alcodlica por Saccharomyces cerevisiae para produ¢do de etanol. A atividade
enzimatica do extrato bruto foi 39,8 U/mL o que equivale a 358 U/g de substrato. O indice de
purificacdo, apds as etapas de cromatografia foi parcial, mas suficiente para que a caracterizagao
bioquimica do extrato produzido fosse realizada. Estes testes demonstraram faixa 6tima no pH 4,0 e
pH 5,5, indicando as condigdes acidas como as melhores para este estudo. A estabilidade do pH foi
ampla variando do pH 3,5 ao pH 8,5 com cerca de 40 a 60% de atividade relativa. A temperatura
otima de atividade enzimatica determinada como ideal foi de 60 a 65 °C, porém a enzima mostrou-
se termoestavel até 60 °C. Os testes do efeito de ions na reagdo enzimatica amilolitica
demonstraram que os ions Cu™?, Zn*?, Al'?> e Na"? comportaram-se como inibidores da atividade. O
ion Mn" destacou-se por potencializar em cerca de 60% a atividade enzimatica relativa a hidrélise
sem a adicdo de ions. A hidrélise enzimatica utilizando quirera de arroz como substrato possibilitou
a conversao do amido em agucar redutor a partir de 6 h de reagdo, entretanto o melhor tempo foi o
de 10 h de reacdo que apresentou 54,9% de rendimento em massa de glicose, o que equivale a 594
kg de glicose por tonelada de substrato. O xarope de glicose obtido foi entdo empregado na
fermentacdo alcodlica por duas linhagens S. cerevisiae, M-26 e Fleishmann, e ambas produziram

cerca de 44 g/L de etanol, com rendimento de 90,7 e 95,8% em 24 horas, respectivamente.

Palavras-chave: Amilase; Fermentacdo em estado solido; Rhizopus oligosporus; Quirera de arroz;

Farelo de trigo, Xarope de glicose.



ABSTRACT

Amylases are enzymes belonging to the class of hydrolases acting on starch structure with the
hydrolysis of glycosidic bonds of a-1,4 and a-1,6 types, in the interior of the chains of amylose and
amylopectin, respectively. Currently they are responsible for about 30% of the world market
enzymes and show a wide range of industrial applications. Fungi capable of producing amylases
can grow by low cost inputs in solid-state fermentation (SSF), which enables the recovery of the
agricultural industry by-products and provides support similar to that found by the microrganism in
the natural environment. This study aims to produce amylase by Rhizopus microsporus var.
oligosporus in solid-state fermentation using wheat bran as substrate partially to purify the crude
enzyme extract obtained biochemically characterize the partially purified enzyme extract and
subsequently to carry out the hydrolysis saccharification of starch present in broken rice and
fermentation of it by Saccharomyces cerevisiae for ethanol production. Enzymatic activity of the
raw extract was 39.8 U/mL equivalent to 358 U/g substrate. The purification ratio after the
chromatography step was partial, but sufficient for the biochemical characterization of the produced
extract was taken. These tests showed optimal range of pH 4.0 to pH 5.5 indicating the acidic
condition as the best for this study. The pH stability was wide range of pH 3.5 to pH 8.5 with 40 to
60% relative activity. The optimum temperature for enzyme activity determined as optimum was 60
to 65 °C, but the enzyme was thermostable up to 60 °C. Ion effect of the amylolytic enzyme tests
showed that the reaction Cu', Zn*?, Al*? and Na' ions behaved like activity inhibitors. The Mn"?
ions distinguished for enhancing at about 60% relative enzymatic activity to hydrolysis without
addition of ions. The enzymatic hydrolysis of broken rice using as substrate allowed the complete
conversion of starch to reducing sugars after 6 hours of reaction, although the best time of reaction
was 10 hours that showed 54.9% yield by weight of glucose, which is similar to 594 kg of glucose
per ton of substrate. The glucose syrup obtained was used in fermentation for both strains of S.
cerevisiae, M-26 and Fleishmann, and both produced about 44 gxL!' of ethanol, a yield of 90.7 and
95.8% at 24 hours, respectively.

Keywords: Amylase; Solid state fermentation; Rhizopus oligosporus; Wheat bran; Broken rice;

Wheat bran; Glucose syrup.
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1. INTRODUCAO

O aprimoramento ¢ o detalhamento de tecnologias que se utilizam de catalisadores
biologicos e residuos agroindustriais para a producdo de biocombustiveis como o etanol, vem
recebendo cada vez mais destaque no meio cientifico e industrial. Esse biocombustivel, obtido por
meio da fermentacdo de agtcares, tem se mostrado uma fonte de energia alternativa viavel e pouco
agressiva a0 meio ambiente, € consequentemente, estes processos de producao sao cada vez mais
pesquisados (SAITO e CABELLO, 2006).

Atualmente através da biotecnologia busca-se aprimorar ¢ desenvolver cada vez mais
alternativas para a reducdo da utilizagdo de combustiveis fosseis e substituicdo por processos
tecnologicos que utilizem residuos agroindustriais que resultem ndo s6 em beneficios econdmicos
como também para o ambiente. A alta demanda em produzir produtos de interesse com baixo custo,
como o etanol, salienta a importancia dos processos de biocatalise, uma vez que dependem da
producdo e consumo de enzimas, para a quebra dos lignoceluldsicos em agucares fermentesciveis
pelo agente catalizador do processo de produgdo de etanol.

As matérias-primas lignoceluldsicas que contém também fontes amildceas representam
uma fonte alternativa para a produgdo de etanol (CAMACHO, 2009). A maioria das agroindustrias
gera uma grande quantidade de subprodutos que podem ser reaproveitados, dentre eles se destacam
farelo de trigo, quirera de arroz, farelo de mandioca, casca de café, sementes de milho, residuos de
batata doce, polpa de beterraba, entre outros (FREITAS, 2012; ADITIVOS & INGREDIENTES,
2014).

O mercado mundial de enzimas industriais ¢ estimado em US$ 2.3 bilhdes por ano e
tem trés principais segmentos: enzimas técnicas (destinadas a industrias de tecidos e de produtos de
limpeza), enzimas para alimentos e bebidas e enzimas para a racdo animal. As principais enzimas
utilizadas na industria sdo proteases, amilases, lipases, celulases, xilanases, dentre outras, e as
maiores empresas produtoras sdo europeias: Gist-Brocades (Holanda), Genencor International
(Finlandia), Novozymes, lider na producao mundial de enzimas para biocombustiveis (Dinamarca)
e Novo Nordisk (Dinamarca). Esta ultima sozinha detém cerca de metade do mercado mundial de
enzimas industriais (MUSSATTO et al., 2007).

As enzimas produzidas por processos biotecnologicos sdao utilizadas em diversas
aplicacdes na industria e na ciéncia. As amilases sdo um grupo de enzimas de destaque nas
industrias de detergentes, alimenticia, téxtil e quimica, na panificagdo, indistria farmacéutica, de
analises clinicas, na hidrélise do amido e producdo de etanol (NIELSEN et al., 2000; SUMERLY,
2003; GUPTA et al., 2003; DEMIRKAN et al., 2005; PANDEY et al., 2005; SOCCOL, 2005).

Estas fazem parte da classe das hidrolases atuando na estrutura do amido com a hidrolise das
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ligacdes glicosidicas que estao presentes no interior das cadeias de amilose e amilopectina. Dentre
as glicoamilases estdo as que liberam unidades de glicose, a-amilases que originam dextrinas e 3-
amilases que produzem maltose (GUPTA et al., 2003; PANDEY et al., 2005; GUANDALINI,
2007; SANTANA, 2007).

Nos vegetais, plantas, animais ¢ micro-organismos podem ser encontrados enzimas
amiloliticas, mas o setor industrial tem maior interesse nas enzimas microbianas (GUPTA et al.,
2003).

Viérias bactérias e fungos foram identificados como 6timos produtores de amilases
(BABU E SATYANARAYANA, 1995; MURADO et al., 1997; SIDHU et al., 1997, CORONADO
et al., 2000; YUGUO et al., 2000; JIN et al., 2001; STAMFORD et al., 2001). O género Bacillus ¢
um dos grupos de bactérias mais conhecidos como produtor de amilases. Entretanto, os fungos
filamentosos se destacam como fonte bioldgica de enzimas, perfazendo 60%, em contraste com as
bactérias, 26%; animais 6%; plantas, 4%; leveduras 4% (PANDEY et al., 2000).

A fermentagdo em estado so6lido (FES) vem se destacando e sendo valorizada como
importante processo alternativo a fermentagao submersa (FSm), uma vez que seu valor econdmico ¢é
mais atrativo. A FES faz uso de residuos agricolas e industriais que sdo substratos de baixo custo,
contribui para economia de dgua, visto que a quantidade utilizada ¢ minimizada e produz uma
quantidade de biomassa significativamente importante (RAIMBAULT, 1998; SINGHANIA et al.,
2009, THOMAS et al., 2013).

A producao de amilases de Rhizopus oryzae foi feita comparando-se o cultivo em estado
solido e o cultivo submerso, sendo que a maior producdo enzimatica foi verificada no primeiro tipo
de cultivo (NOROUZIAN et al., 2006; OLIVA-NETO et al., 2013).

O fungo Rhizopus microsporus var. oligosporus, ¢ usado na culinaria asiatica para
producao de alimentos fermentados como o Tempeh, e possui atividade amilolitica e seguranca
alimentar reconhecidas. Quando utilizado no processo de FES com farelo de trigo como substrato, é
possivel obter enzimas de interesse industrial além de agregar valor a esse residuo (RANDHIR et
al., 2004; FREITAS, 2012).

A equipe do Laboratorio de Biotecnologia Industrial — LABI (UNESP-Assis) obteve,
recentemente, uma patente para produgdo de amilases via fermentacdo em estado solido que utiliza
um meio de cultura a base de farelo de trigo complementado com sais de baixo custo e o fungo
Rhizopus microsporus var. oligosporus (CCT 3762) e, através do extrato amilolitico produzido,
obtém-se a hidrdlise total do amido puro ou na forma de residuo em etapa tUnica, ou seja, a
liquefagdo e a sacarifica¢do para a hidrélise total e obtencdo de xarope de glicose. Este ultimo, com
alto potencial para posterior aplicacdo para produgdo de etanol (ESCARAMBONI e OLIVA-
NETO, 2014).
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Pelos processos de purificagdo, € possivel definir as caracteristicas das amilases e dessa
forma aperfeicoar os processos fermentativos e de producdo, para que sejam cada vez mais
especificos, obtendo resultados mais avancados e biosustentaveis.

A produgdo de etanol a partir de residuos amilaceos pode ser empregada
independentemente ou anexa as industrias que geram estes residuos, o que resulta em aumento da
producdo deste biocombustivel. Este tltimo modelo ¢ adotado no Brasil para a produgdo de etanol
carburante em destilarias anexas as usinas de acucar onde o melago ¢ o principal residuo utilizado
para a producao deste biocombustivel.

O estudo da utilizagao de residuos agroindustriais para producdo de biocombustiveis ¢
estratégico, pois com isto pode-se diminuir a necessidade do cultivo em novas areas agricolas,
destinando-as para a produc¢do de alimentos. A seguranca alimentar ¢ uma das politicas importantes
em nivel mundial e cada vez mais ¢ fonte de preocupacdo em todo o mundo, tendo em vista a
limitacdo de novas fronteiras agricolas e a provavel escassez dos combustiveis fosseis aumentando
a pressao pelo uso daqueles obtidos de fontes renovaveis (BOCCHINI et al., 2005; OLIVA-NETO
etal., 2012).

O presente trabalho visou produzir, purificar parcialmente e caracterizar as amilases
obtidas a partir do fungo Rhizopus microsporus var. oligosporus cultivado em FES tendo como
substrato o farelo de trigo. Apos estas etapas, foram realizadas a sacarificacdo do amido da quirera
de arroz e sua concentra¢do para produgdo de xarope de glicose. Este ultimo foi também avaliado

quanto a sua fermentabilidade para a producdo de etanol por Saccharomyces cerevisiae.
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2. ESTADO DA ARTE

O estudo de novas tecnologias para o tratamento de subprodutos tem se mostrado
promissor em termos econdmicos ao considerar a utilizagao destes como substratos em processos
de produgdo de etanol (KRISHNA et al., 2000; RECZEY et al., 2004). Além disso, os residuos
agroindustriais estdo sendo uma alternativa em bioprocessos tanto para uso como substratos,
quanto para solucionar problemas de polui¢io ambiental (PRIMO-YUFERA et al., 1995;
PANDEY et al., 2000).

De acordo com Sun et al. (2002) a diminui¢do dos custos do processo industrial
mediante a utilizagdo de residuos agroindustriais como matérias-primas, tem se mostrado
favoravel para o substrato fermentativo, dentre eles pode-se citar os farelo de trigo ¢ de mandioca,
bem como a quirera de arroz. Os residuos tém sido estudados como alternativas mais rentaveis do
ponto de vista econdmico-ambiental, e dentre os aproveitamentos estd a possibilidade da
producdo de xarope de glicose e etanol, além de produtos fibrosos para a alimentagdo humana

(RAUPP et al., 2002).

2.1 Amido

O amido (C¢H,,Os), € o principal polissacarideo de armazenamento nas células de
vegetais superiores, responsaveis por fornecer de 70 a 80% das calorias adquiridas pelo homem
através da alimentagdo (FREITAS, 2012). E armazenado nas raizes, tubérculos e no endosperma
de grdos, sendo utilizado como reserva alimentar e principal fonte de energia para os organismos
fotossintetizantes (VACLAVIK e CHRISTIAN, 2008). Em sua forma pura o amido ¢ um pd
branco sem sabor e inodoro, seu granulo € inerte, estruturalmente estavel, densamente condensado
e insoluvel em dgua e dlcool, podendo ser rompido na presenga de enzimas (PINTO, 2009).

Trata-se de uma matéria-prima renovavel, biodegradavel e atoxica, com tamanho e
formato dos granulos especificos em cada espécie de planta (MYERS et al., 2000; LEONEL,
2001; PINTO, 2009; SCIPIONI, 2011). As fontes de amido mais comumente utilizadas sdo o
trigo, a mandioca, a batata, o milho e o arroz (ADITIVOS & INGREDIENTES, 2014).

O amido ¢ amplamente utilizado em varios setores industriais devido ao seu custo
relativamente baixo. Tem um amplo espectro de propriedades funcionais e pode ser usado em
forma natural ou modificado. Varias transformagdes fisicas, quimicas e enzimaticas melhoram
suas propriedades funcionais e permitem uma extensiva aplicagdo. A maior quantidade de
informagdes a respeito das enzimas tem melhorado o processamento de amido, tanto em

aspectos econdmicos quanto técnicos (MOORE et al., 2005).
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Quimicamente o amido ¢ um homopolimero constituido de moléculas de glicose
unidas por ligacdes a-1,4 e a-1,6, estas com estabilidade em pH alcalino, mas hidrolisadas
enzimaticamente por fungos como Rhizopus oligosporus em pH é4cido em torno de 5,5 em uma
faixa de tempo que pode variar de 2 a 24h dependendo das condigcdes do processo.
Estruturalmente possui um grupo aldeido no final da cadeia polimérica, conhecido como redutor.
A amilose e a amilopectina, dois tipos de polimeros de glicose, estdo presentes no amido e unidos
por ligagdes de hidrogénio. (VAN DER MAAREL et al.,, 2002; NELSON e COX, 2006;
CASTRO et al., 2010).

A amilose ¢ um polimero linear de cadeias longas, ndo ramificadas, composto de até
6000 unidades de glicose unidas por ligagcdes do tipo a-1,4. A amilopectina ¢ muito ramificada,
sendo constituida por uma cadeia linear curta de 10-60 unidades de glicose unidas por ligacdes a-
1,4 e cadeias laterais com 15-45 unidades de glicose unidas por ligagdes a-1,6 (Figura 1)
(NELSON e COX, 2006; SOUZA e MAGALHAES, 2010). Todos os amidos sdo constituidos
de uma ou de ambas destas moléculas, mas o percentual de uma para outra varia de acordo

com a fonte de amido (REGULY, 1996; AEHLE, 2007).
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Figura 1. Polimeros do amido. (A) Segmento linear curto da amilose com ligagdes a-1,4. (B)
Ponto de ramificagdo (a-1,6) da amilopectina. (C) Disposicao da amilose e amilopectina no grao de
amido. As fibras de amilopectina (vermelho) formam estrutura dupla-hélice umas com as outras

ou com as fibras de amilose (azul). Fonte: Adaptado de Nelson e Cox (2006).
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2.1.1 Gelatinizacgao e Sacarificacdo do Amido

As condigdes de processamento e armazenamento do amido influenciam profundamente
as suas propriedades funcionais e fisiologicas, pois podem ocorrer mudangas em sua estrutura. A
quantidade de agua, o tempo e a temperatura de armazenamento sao fatores de influéncia direta
(COLONNA et al., 1992; ESCARPA et al., 1996; LOBO e SILVA, 2003).

Uma alta viscosidade ¢ desejavel para o uso industrial sendo o amido uma substancia
com poder espessante. A gelatinizagdo ocorre inicialmente na regido amorfa do granulo (no
hilo) e segue rapidamente para a periferia (SINGH et al., 2003). E um processo que forma uma
pasta visco-elastica turbida ou em concentragdes suficientemente altas de um gel elastico opaco. O
processo se da pelo aquecimento do amido em meio aquoso dentro de uma dada faixa de
temperatura que varia de 50 a 70 °C, dependendo da origem e variedade do amido (LOBO e
SILVA, 2003). Singh et al. (2003) citam valores na faixa de 61 a 72 °C para a batata, 68 a 74 °C
para o milho, 56 a 62 °C para o trigo e de 65 a 79 °C para o arroz. Os amidos de farinha de
mandioca e de batata apresentam valores de 70,4 e 74,2 °C, respectivamente (SHARIFFA et al.,
2009).

As diferentes temperaturas podem ser atribuidas a diferencas no grau de cristalinidade,
quanto mais elevada, maior a estabilidade estrutural dos granulos e sua resisténcia a gelatinizagao
(HOOVER, 2001; SINGH et al., 2003). Dessa forma as ligagdes de hidrogénio, que sdo interacdes
estabilizadoras da estrutura cristalina interna do granulo entre as cadeias de amilose e amilopectina
sdo rompidas, permitindo a destruicio da ordem molecular e mudangas irreversiveis nas suas
propriedades tais como: intumescimento (inchamento) dos granulos de amido, derretimento
(fusdo) dos cristais iniciais, desenvolvimento de viscosidade, perda de birrefringéncia e
solubilizagdo e lixiviagdo do amido (SILVA et al., 2001; MATSUI, 2002; CEREDA, 2003;
HUBBER et al., 2005; LIU et al., 2009).

O processamento incluindo a moagem e gelatinizacdo do amido, que deve ocorrer
antes da hidrolise enzimatica, garante o melhor acesso das enzimas digestivas ao substrato
(OWSLEY etal., 1981; FADEL et al., 1988; LOBO e SILVA, 2003; NIBA, 2005).

O processo de transformagdo do amido ou fécula infermentescivel em agucares
fermentesciveis, como a glicose, ¢ um processo de hidrdlise denominado como sacarificagdao
(LIMA, 2001). Os agentes de fermentacdo ndo possuem enzimas amiloliticas, dai a necessidade de
sacarificar os amilaceos.

[3

O xarope de glicose ¢ “uma solugdo aquosa concentrada e purificada de sacarideos
nutritivos, obtida a partir de amido, com um teor de dextrose equivalente nao menor que 20% m/m

(expressa como D-glicose em base seca)” (CODEX ALIMENTARIUS, 1999). A industria de
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xaropes recebeu grande impulso quando as enzimas glicoamilase e glicoseisomerase, a primeira
responsavel pela hidrélise final dos oligossacarideos oriundos da hidrélise do amido e a segunda
enzima catalisadora da isomerizagdo da glicose em frutose, passaram a ser usadas nos anos 60 e
70, respectivamente (VITOLO, 1988).

Espécies como Aspergillus e Rhizopus recebem destaque por serem empregadas pelas
industrias de processamento de amido, para sacarificagdo, com maiores teores enzimaticos obtidos
a partir da FES (NOROUZIAN et al., 20006).

A sacarificagdo realiza-se por via quimica ou biologica. A primeira apresenta algumas
desvantagens tais como: elevado consumo de energia, baixo rendimento e seletividade e pouca
flexibilidade operacional. Em func¢do disso, os processos enzimaticos assumiram maior
importancia, pois conseguiram eliminar quase que totalmente essas desvantagens (OLIVEIRA et
al., 2008). A sacarificacdo biologica se faz por agdo enzimatica do malte ou pela agdo de certos
fungos (SURMELY et al., 2003). Além de o processo biologico ter rendimento semelhante ou
maior do que o quimico, ndo ha formacdo de compostos indesejados, bem como se utilizam de

enzimas naturais e atoxicas (SILVA, 2009).

2.2 Residuos amilaceos

A producao industrial de enzimas ¢ frequentemente limitada devido ao alto custo dos
substratos utilizados para o cultivo dos micro-organismos. Estima-se que por volta de 30 a 40%
do custo envolvido na produg¢do de enzimas esteja relacionado ao meio de cultura utilizado
para o crescimento do micro-organismo (CARVALHO et al., 2008). Portanto, sua otimizagao
¢ de grande importancia para a diminui¢cdo dos custos de producdo (JOO; CHANG, 2005).

Virios residuos agroindustriais sdo usados como fontes alternativas de substratos para
a produgdo de enzimas (BOCCHINI et al., 2005), devido a disponibilidade local e por representar
uma fonte alternativa de baixo valor comercial, principalmente quando se visa a produgdo de
enzimas em larga escala.

De modo geral, a preocupacdo em relagdo a utilizacdo mais eficiente de residuos
agroindustriais vem aumentando a cada ano (BAJPAI et al.,, 1989; ROMERO et al., 2001;
NASCIMENTO et al., 2004; USTARIZ et al., 2004; WU et al., 2006; SOUTO, 2010).

As produgdes mais importantes nacionalmente sdo o trigo, arroz, milho, mandioca e a
batata e portanto as que mais geram subprodutos (REGULY, 1996; NAGEL et al., 2002;
DALSENTER et al., 2005; FREITAS, 2012; ADITIVOS & INGREDIENTES, 2014).

Amido e amildceos foram descritos como os substratos mais adequados para a

produtividade de amilases com alto grau de eficacia (ALI e HOSSAIN, 1991; GOSH et al.,
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1991; KILIKIAN, 1996; SCIPIONI, 2011), podendo ser aproveitados residuos agricolas ou de
processamento de amido, os quais contém quantidades residuais de amido suficientes para
este fim (KONSULA e LIAKOPOULOU-KYRIAKIDES, 2004; HAQ et al., 2005; DJEKRIF-
DAKHMOUCHE et al., 2006; HASHEM et al., 2010). O ideal ¢ explorar fontes de facil aquisi¢ao

e baixo busto com aplicabilidade industrial.

2.2.1 Farelo de Trigo

O farelo de trigo ¢ o principal subproduto das industrias de moagem de trigo, onde cerca
de 150 milhdes de toneladas sdo produzidas anualmente. Este material de baixo valor agregado,
cada vez mais tem sido alvo de interesse para o desenvolvimento de novas estratégias tecnologicas
(PRUCKLER et al., 2014).

O farelo de trigo ¢ uma importante fonte de fibra dietética, vitaminas e minerais. Possui

em sua composi¢cao aproximadamente 12% de agua, 13-18% de proteina, 3,5% de gordura e 56%
de carboidratos (PRUCKLER et al., 2014). De acordo com Freitas et al. (2014) o teor de
nitrogénio de 13 a 18% na forma de proteina no farelo de trigo ¢ bem superior ao farelo de
mandioca que oferece apenas 2,6% de proteina.

Os tratamentos para isolar produtos de valor dependem em grande parte do tecido alvo,
pois o farelo de trigo ¢ quimica e histologicamente heterogéneo (APPRICH et al., 2014). Diversas
formas podem ser empregadas para aumentar a aplicabilidade do farelo de trigo, como moagem,
aquecimento, extrusdo e fermentagdo. Como a obtengdo de enzimas purificadas pode ser de alto
custo, a producdo microbiana de enzimas amiloliticas tendo este substrato como aporte, ¢ uma via
economica de produgio alternativa (PRUCKLER et al., 2014).

Residuos agroindustriais de baixo custo, como o farelo de trigo, foram utilizados por
diversos pesquisadores em sistemas de fermentagdo em estado solido (FES). Nestas foi
demonstrado que este ¢ um substrato indutor para secrecdo de amilases, principalmente fungicas,
e obtencdo de altos niveis de producao enzimatica (ELLAIAH et al., 2002; ANTO et al., 2006;
PEIXOTO-NOGUEIRA et al., 2008; HASHEMI et al., 2010; DELABONA et al., 2013).

2.2.2 Subprodutos do beneficiamento do arroz - Quirera de arroz

O arroz ¢ um alimento basico para cerca de 2,4 bilhdes de pessoas e, de acordo com
estimativas, havera uma demanda para atender ao dobro desta populacdo até o final de 2015
(EMBRAPA, 2005). O Brasil colheu 11,26 milhdes de toneladas na safra 2009/2010 e ocupa o
nono lugar como maior produtor mundial (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2014).
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O beneficiamento do arroz compreende etapas tais como descascamento (20% da casca
e 80% de arroz integral), a brunicdo e o polimento, onde sdo retirados parcial ou totalmente, o
embrido e a maior parte da pelicula que recobre o arroz integral. Como resultado destas etapas,
resulta o farelo, que possui aproximadamente 8% do volume deste produto na forma de casca.
Posteriormente, ocorre a separacdo das fragdes de graos quebrados (aproximadamente 14%) e
inteiros (cerca de 58%), bem como a classificagdo dos griaos quebrados em grandes, médios e
quirera (NITZKE & BIEDRZYCKI, 2007).

O brunimento do arroz ¢ uma das etapas mais importantes, pois define um dos mais
importantes critérios para sua comercializagdo. Este processo ¢ realizado por abrasdo, onde os
graos ficam em contato com uma superficie dspera em movimento (SPADARO, et al., 1980). De
acordo com a quantidade de farelo removida do grao ¢ possivel medir o grau de brunimento, que
em geral, ¢ considerado como: bem brunido, razoavelmente bem brunido, levemente brunido e
nao-brunido, entretanto ndo ha precisdo para utilizagao destes termos. Dessa forma, estes graus
sdo definidos visualmente ou mediante o uso de aparelhos Oticos para determinagdo do perfil
branquimétrico da amostra. Quanto maior a brancura, maior a aprovacao dos consumidores que
preferem o grau do arroz bem brunido. Para tanto, o rendimento no engenho diminui e hd menor
lucratividade (HOUSTON, 1972).

No pais subprodutos provenientes do beneficiamento do arroz sdo pouco aproveitados.
Ainda hoje a casca e o farelo podem ser considerados residuos poluentes (BASSINELLO, 2004;
CARVALHO, 2006). O arroz comercializado tem os grdos quebrados (quirera de arroz)
separados, devido a sua aparéncia e caracteristicas menos atraentes ao consumidor, o que reduz
seu valor comercial (NICOLETTI, 2007; LIMBERGER et al., 2009, CARVALHO et al., 2011).
Este fato ¢ um problema econdmico tanto para os engenhos de beneficiamento como para a
industria arrozeira, visto que o valor da quirera representa apenas a quinta parte daquele obtido na
comercializacao do grao inteiro (SILVA & ASCHERI, 2009).

O arroz ¢ constituido por carboidratos em quase sua totalidade, além do amido, que
corresponde a 90% da matéria seca do arroz polido. Além destes constituintes estdo presentes
agucares livres e fibras (WALTER et. al., 2008).

Os dados sobre a composi¢ao centesimal da quirera de arroz sdo mostrados, a seguir,

na Tabela 1.
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Tabela 1. Composicao centesimal da quirera de arroz

Walter et al. Limberger Ferreiraet Silva et al.

(2008) (2006) al. (2013) (2007)
Amido total 87,58% 76,35% -- ---
Proteina bruta 8,94% 8,13% 8,3% 7,32%
Lipidios 0,36% --- 1,10% 0,69%
Cinzas 0,30% 0,45% 0,38% 0,47%
Fibra total 2,.87% 2,13% - 1,57%
Celulose - --- --- ---
Lignina --- --- --- -
Hemicelulose --- --- --- -
Carboidratos - - 90,19% 79,08%
totais
Acucares - - 0,56% ---
redutores

Sabe-se que a quirera de arroz ¢ composta de amido (87%), proteina bruta (8%), lipidios

(0,36%), cinzas (0,3%), fibras (2%) e carboidratos (90%), aproximadamente.

2.3 Fermentacdo em estado solido

A Fermentagao em Estado Sélido (FES) ¢ uma tecnologia amplamente estudada para a
producao de enzimas de interesse industrial, e dentre as diversas possibilidades de utilizacdo dos
residuos citados, ¢ uma das formas mais eficientes. O potencial de FES reside no fato do micro-
organismo ser cultivado nas proximidades do substrato e atingir maior concentragdo para a
fermentacgdo. Esse tipo de cultivo € apto para o metabolismo dos fungos, a FES lembra o habitat
natural dos micro-organismos, o que frequentemente se torna a escolha preferida destes para
crescer, produzir alimentos e insumos o que pode levar ao aumento do valor agregado destes
residuos (SINGHANIA et al., 2009).

A FES possui algumas vantagens em relagdo a fermentagdo submersa a qual ocorre em
um ambiente com umidade igual ou superior a 70%, pois enzimas e metabodlitos secundarios
podem ser obtidos a partir dos micro-organismos, valendo-se dos substratos solidos com teor de
umidade ideal para o seu desenvolvimento, consequentemente, o cultivo em suspensdes aquosas
pode diminuir sua eficiéncia metabélica (BARRIOS-GONZALES, 2012).

A Fermentacdo Submersa (FSm) possui limitantes em sua utilizagdo como alto

consumo energético e poluicdo. Por outro lado o controle de pH e temperatura do meio ¢



21

facilitado. Entretanto a FES assegura aspectos vantajosos como baixo custo, economia de agua e
energia, oferta suficiente de oxigénio, menos efluentes organicos e maior rendimento do produto
final. Este bioprocesso pode ser realizado na auséncia ou em taxas minimas de 4gua, contanto que
o substrato possua umidade suficiente para manter o crescimento e as atividades metabdlicas do
micro-organismo. A matriz sélida pode ser fonte de nutrientes como o carbono, ou inerte com
solugdes de sais impregnadas, para dar o aporte necessario ao crescimento microbiano (THOMAS
etal., 2013).

As vantagens e desvantagens dos processos de FES e FSm sdo mostrados na Tabela 2.

Tabela 2. Aspectos da Fermentagdo em estado solido e da Fermentacao submersa.

Fementacio em Estado Sélido Fermentacao Submersa
Aproveitamento de residuos Facilidade de escalonamento
Maior produtividade Controle do pH e temperatura
Técnica mais simples Aeragao eficiente
Baixo investimento Transferéncia de oxigénio
Economia de dgua e energia Umidade elevada
Melhor recuperacao do produto Baixa economia
Sem produgdo de espuma Producao de espuma

Purificagdo facilitada pela baixa
Requer mais etapas de _
) quantidade de particulas no
purificagao
substrato

A fermentagdo fungica permite gerar melhor qualidade nutricional, além de possibilitar
a manipulagdo genética das linhagens de fungos, o que amplia os horizontes para a FES em
comparacao com o cultivo submerso (RAIMBAULT, 1998; SINGHANIA et al., 2009, THOMAS
et al., 2013). O controle da esterilidade também ¢ um fator limitante na FSm, visto que muitos
contaminantes podem competir com 0 organismo em meios com alta disponibilidade de agua.
Desta forma, adicionando o indculo a um substrato estéril (cozido), o organismo ¢é capaz de
competir com o0s contaminantes, ndo exigindo um ambiente rigorosamente asséptico neste
processo, proporcionando menos requisitos e maior economia na FES (PANDEY et al., 2000).

Tradicionalmente a FSm era utilizada para producdo de enzimas industriais, cenario
que vem sendo substituido gradativamente pela FES (HASHEMI et al., 2010). O emprego de

fungos filamentosos nestes processos com baixa umidade vem apresentando resultados positivos,
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uma vez que estes organismos possuem a capacidade de produzir diversas enzimas extracelulares
que degradam substancias celulésicas e a lignina (BOHMER et al., 2011).

De acordo com Soccol et al. (1994) Rhizopus ssp. ¢ usado em fermentagdes em estado
solido hé varios séculos, especialmente na Asia para preparagdo de alimentos fermentados como o
Tempeh (RANDHIR et al., 2004). A FES ¢ utilizada na produgao de alimentos como vinagre,
molho de soja, aromas e fragrancias; proteina unicelular e fungos comestiveis; enzimas
microbianas e outros metabolitos como nucleotideos, lipidios, vitaminas e aminodcidos (CHEN,

2013).

2.4 Amilases

2.4.1 Micro-organismos produtores de amilases

Para producdo de enzimas microbianas sdo empregados substratos apropriados em
cultivo dirigido, o que possibilita uma produgdo ilimitada dependendo da economia do processo,
valendo-se do agente microbiano e método mais eficaz para conduzir o estudo (KIELING, 2002).

Enzimas industriais sdo produzidas por fermentag¢do utilizando micro-organismos tais

como bactérias e fungos, em condig¢des cuidadosamente controladas (SARROUH, 2012). Os fungos
representam os micro-organismos mais promissores, pois desempenham importante papel no
processo de bioconservacao, visto que podem reduzir a quantidade de residuos, minimizar a
polui¢do e formar produtos de interesse as industrias (CRUZ et al., 2011; GONZALEZ, 2012).
Outras vantagens da utilizacdo de fungos para a obtencdo de amilases ¢ o potencial de
produtividade em larga escala e facilidade de manipulagdo. A importancia tecnologica de enzimas
amiloliticas tem recebido destaque pela produgdo comercial de glicose e por seus beneficios
economicos (GUPTA et al., 2003; SALEEM e EBRAHIM, 2013).

As espécies dos géneros Rhizopus, Aspergillus, Bacillus e Penicillium tém sido
amplamente utilizadas em processos industriais como produtoras de amilases (PANDEY et al.,
2000; BURHAN et al.,, 2003; SIVARAMAKRISHNAM et al.,, 2006; ALVA et al., 2007;
PEIXOTO-NOGUEIRA et al., 2008; FREITAS, 2012), dentre muitos outros micro-organismos.
O género Rhizopus recebe a denominagdo GRAS (Generally Regarded as Safe) pela FAO (Food
and Agriculture Organization of the United Nations), classificagdo obtida por micro-organismos
de reconhecida seguranga para uso alimentar (BAKIR et al., 2001; GUPTA et al., 2003;
MISZKIEWICZ et al., 2004; RANDHIR et al., 2004; VATTEM et al, 2004).

Pertencente a divisdo Zygomycota o fungo Rhizopus microsporus var. oligosporus €

filamentoso, de crescimento rdpido e caracterizado por hifas ndo septadas (cenociticas). As



23

colonias tém coloracdo cinza-castanho palido, e os esporangidforos com pigmentacdo escura
ocorrem solitdrios ou em grupos com esporangios globosos. A literatura destaca a producdo de
amilases por Rhizopus oligosporus por sua capacidade de metabolizar misturas complexas de
compostos organicos presentes na maior parte dos residuos industriais (JIN et al., 2002; RAY,
2004; NOROUZIAN et al., 2006; PEIXOTO-NOGUEIRA et al., 2008). Espécies desse género,
também sdo evidenciadas pela eficiéncia na diminui¢do dos niveis de contaminagdo pelas
micotoxinas aflatoxina B1 e ocratoxina A (FURLONG, CACCIAMANI ¢ BUFFON, 2007).
Mediante o cultivo em estado solido, Vattem et al. (2004) reportaram propriedades

antimicrobianas de extratos fendlicos obtidos a partir de Rhizopus oligosporus.

2.4.2 Tipos e mecanismos de acdo das amilases

Dentre as enzimas produzidas por micro-organismos usadas industrialmente destacam-
se: amilases, glicose-oxidases, lipases, proteases, pectinases, catalases, entre outras (BAUMER e
DIEGO, 2008; SARROUH, 2012).

Com base no local onde atuam, as enzimas podem ser classificadas como
extracelulares ou intracelulares. A principal funcdo das enzimas extracelulares ¢ executar
alteragdes que auxiliem a penetragdo dos nutrientes para o interior celular. Enzimas intracelulares
sintetizam o material celular, bem como catabolizam rea¢des que suprem as necessidades
energéticas da célula (PELCZAR et al., 1981).

Segundo Brenda (2013), as amilases sdao endoenzimas que agem especificamente para
a clivagem do amido. Dentre as amilases estdo as glicoamilases que liberam unidades de glicose
pela hidrolise das ligagdes glicosidicas a-1,4 (a-amilases), que originam dextrinas, e/ou a-1,6 (B-
amilases), que produzem maltose. Fazem parte da classe das hidrolases e catalisam a hidrolise do
amido, liberando dextrinas e progressivamente pequenos polimeros compostos por unidades de
glicose (GUPTA et al., 2003; PANDEY et al., 2005; GUANDALINI, 2007). Ja as exoenzimas,
hidrolisam, sucessivamente, ligacdes glicosidicas a partir da extremidade nao redutora das cadeias
de amilose e amilopectina (GUZMAN-MALDONADO ¢ PAREDES-LOPEZ, 1995). Vihinen e
Mintséld (1989) descrevem, resumidamente, a degradagdo do complexo amilolitico como mostra

a Figura 2.
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Figura 2. Representacdo esquematica da estrutura da amilopectina. Observa-se o modelo de agao
de algumas amilases onde os circulos (-0-) representam unidades de glicose e as flechas (—)
representam a posicao que as enzimas amiloliticas podem hidrolisar. As industrias de conversao de
amidos a glicose utilizam apenas a-amilase e glucoamilase para hidrolise de amidos. Fonte: Vihinen

e Mintsila (1989).

A acdo coordenada de enzimas € necessaria para converter eficientemente as
macromoléculas de amido em compostos de baixa massa molecular, algumas destas
especificidades sido descritas a seguir (VIHINEN e MANTSALA, 1989; ANTRANIKIAN et al.,
1995; AQUINO et al., 2001; ELLAIAH et al, 2002; VAN DER MAAREL et al., 2002; PEIXOTO-
NOGUEIRA et al., 2008):

e g-amilases (E.C. 3.2.1.1): correspondem a endoamilases, que atuam ao acaso ao
longo das cadeias de amilose e amilopectina hidrolisando as ligagdes a-1,4 e liberando malto-
oligossacarideos. Também conhecidas como dextrinas, sdo divididas em duas categorias de acordo
com o grau de hidrolise do substrato: a-amilases sacarificantes, com poder de hidrolise de 50 a
60% do substrato e as liqueficantes, atuando de 30 a 40% do substrato;

e [-amilases (E.C. 3.2.1.2): sdo exoenzimas (sacarificantes) que hidrolisam a
penultima ligacdo a-1,4 partindo da extremidade ndo redutora da molécula, liberando maltose. Nao
sdo capazes de hidrolisar ligacdes do tipo a-1,6 dos substratos ramificados;

e Glicoamilases: sdo exoamilases que produzem B-D-glicose a partir da extremidade

ndo redutora das ligagdes glicosidicas a-1,4 removendo sucessivas unidades de glicose. Podem
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hidrolisar também ligacdes do tipo a-1,6, porém mais lentamente. Conhecidas também como
enzimas de sacarificacdo tem capacidade de clivar completamente o amido quando incubadas por
longos periodos;

e Pululanases (EC 3.2.1.41): sdo enzimas desramificantes que quebram as ligagdes o-
1,6 do pululano (polissacarideo linear que consiste em matotrioses unidas por ligacdes glicosidicas
a-1,6 e que ndo pode ser degradado por a ou P-amilases). O produto deste tipo de hidrolise ¢ a
maltotriose;

e Isoamilases (EC 3.2.1.68): hidrolisam as ligagdes a-1,6 das cadeias de amilopectina,
glicogénio e oligossacarideos, porém nao hidrolisa a ligacao a-1,6 do pululano;

e As transferases clivam as ligacdes glicosidicas o-1,4 da molécula doadora e
transferem parte do doador para um aceptor glicosidico com a formacao de uma nova ligagao.

A seguir serdo abordadas as caracteristicas de algumas enzimas amiloliticas. Diversas
variaveis ¢ parametros fisicos afetam suas propriedades ¢ dessa forma, a Tabela 3 apresenta
algumas propriedades importantes de enzimas de origem fungica. E possivel observar que estas
enzimas apresentam uma massa molar na faixa entre 54 e 100 kDa. Em relacdo aos valores 6timos
de pH, as amilases se encontram na faixa acida (4,0 a 5,0). Podem ser observados, ainda, dados
referentes ao ponto isoelétrico (PI) das enzimas, que se caracteriza pelo pH no qual a proteina
apresenta carga liquida igual a zero, ou seja, no qual as cargas dos residuos de aminoacidos se

anulam.



Tabela 3. Propriedades de algumas amilases fingicas.
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. Massa Temperatur
Enumea/Font molar 65&0 PI a Referéncias
(kDa) Otima (°C)
a-amilase
(Aspergillus 54,9 NR 4,52 NR EXPASY (2012)
awamori)
a-amilase
(Uspergillus | 57-100 4,5-50 NR 50-65 SUGUNUMA et al.
o (2004)
usamii)
a-amilase
. RAMACHANDRAN
(Aspergillus 68 5,0 NR 50 et al. (2004)
oryzae)
a-amilase
. BHELLA E
(Aspergll{us 54 4,8-5,0 4,2 50 ALTOSAAR (1985)
awamori)
Glucoamilase
(Aspergillus 68,3 NR 4,25 NR EXPASY (2012)
awamori)
Glucoamilase
(4spergillus 58-99 4,0-5,0 NR 55-65 ONO et al. (1988)
niger)
Glucoamilase
(Aspergillus NR 5,0 NR 70 NEGI E BANERJEE
. (2009)
awamori)
Glucoamilase
(Cortisium 69-79 45 3,8-4,1 60 NAGA(%;;* ctal
rolfsii)
Glucoamilase
(Humicula 72,8 4,7 NR 55 RIAZ et al. (2007)
sp.)

Obs. PI - Ponto Isoelétrico. NR: valores ndo reportados.

Os valores de PI estdo dentro da faixa de pH 6timo, o que estd relacionado com o
mecanismo descrito de acdo de amilases, mostrando que as cargas dos residuos da enzima
apresentam um papel fundamental na catalise (EXPASY, 2012). Em rela¢do a temperatura 6tima, a
Tabela 3 fornece dados que variam de 50 a 70 °C.

A influéncia de ions metdlicos no comportamento enzimatico bem como no
desenvolvimento do micro-organismo produtor de enzimas ¢ alvo de estudos para entender melhor
essa interacdo. Estes ions podem estar diretamente envolvidos no processo catalitico durante a
reagdo enzimatica ou participar nas reacdes de transferéncia de elétrons (NAZMI et al., 2006). O
desenvolvimento inicial das hifas fungicas e a germina¢do dos esporos podem ser inibidos pela

presencga excessiva de metais (KOOMEN et al., 1990).
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A estabilidade enzimatica pode ser induzida por ions divalentes como o Ca**, Mn?",
Zn>" e Mg*". Em baixas concentragdes, estes podem estabilizar a estrutura terciaria da proteina
promovendo a formacdo de ligagdes cruzadas, o que confere a ela uma estabilidade maior
(TOMAZIC, 1991).

A literatura aponta grande diversidade de estudos que objetivam o aumento da
atividade e estabilidade enzimatica mediante a utilizacdo de ions metalicos, porém sabe-se que
ions de metais pesados sdo fortes inibidores de a-amilase. O magnésio (Mg>") é considerado um
potencializador enzimatico na produ¢io de o-amilase. Ja os fons sodio (Na") e magnésio (Mg*")
sdo ativadores da produgdo enzimatica por Bacillus sp. Potassio (K"), sédio (Na®), ferro (Fe*"),
manganés (Mn*"), entre outros, nio apresentam efeito sinergistico, enquanto o Ca*" mostra-se
inibidor de Aspergillus oryzae (GUPTA et al., 2003). Entretanto, certas amilases ndo requerem
obrigatoriamente nenhum tipo de ion metélico divalente para a atividade, e nem sdo estimuladas na
presenca desses ions (YANG E LIU, 2004; NAJAFI et al., 2005).

O manganés pode apresentar efeitos adversos se em excesso, entretanto os indices de

tolerancia a metais toxicos sdo variados (WEISSENHORN et al., 1994).

2.4.3 Aplicag0es das amilases

Por suas diversas aplicacdes biotecnologicas e industriais, as amilases sdo um
importante complexo enzimadtico, totalizando 25 a 33% da produg¢do mundial de enzimas,
ocupando o segundo lugar logo apos as proteases (NGUYEN et al., 2002, EIJSINK et al., 2008;
BORGIO, 2011; MARKET RESEARCH NEWS, 2011; KUMAR, SAHAI e BISARIA, 2012).

A hidrélise do amido, antes feita por via quimica sob alta temperatura, atualmente esta
sendo substituida pela hidrolise enzimatica em mais de 75% dos processos (KANDRA, 2003;
WANG et al., 2011). Esta ¢ uma forma simples de produzir carboidratos com propriedades
funcionais especiais (MOORE et al., 2005). A literatura aponta que a glicoamilase e a a-amilase
sdo as enzimas mais importantes utilizadas no processamento de amido (CARVALHO et al,,
2008; FERREIRA-NOZAWA et al., 2008; PEIXOTO-NOGUEIRA et al., 2008; SOUZA e
MAGALHAES, 2010; HASHEMI et al., 2010).

As amilases sdo um grupo de enzimas com destaque nas industrias de detergentes,
alimenticia, té€xtil e quimica, na panificacdo, industria farmacéutica, na hidrélise do amido e na
producdo de biocombustiveis (MOREIRA et al., 1999; NIELSEN et al., 2000; VAN DER
MAAREL et al., 2002; SUMERLY, 2003; GUPTA et al., 2003; DEMIRKAN et al., 2005;
PANDEY et al., 2005; SOCCOL, 2005; MITIDIERI et al., 2006; ALVA et al., 2007; SOUZA e
MAGALHAES, 2010; CASTRO et al., 2010; WANG et al., 2011).
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Um mercado com otimo retorno para aplicagdo das amilases ¢ na producdo de
hidrolisados de amido obtendo-se glicose e frutose. Este amido ¢ convertido em xaropes de milho
com alto teor de frutose e, devido a sua alta propriedade adogante, sdo muito utilizados como
adogantes na industria de refrigerantes (GUPTA et al., 2003).

Outros tipos de aplicabilidades para amilases ¢ a panificacdo, preparacao de auxiliares
da digestdo, sucos de frutas, bebidas e producio de bolos (COUTO e SARNROMAN, 2006). As
a-amilases sdo amplamente utilizadas na panificacdo para degradar o amido da farinha em
pequenas dextrinas, que sao subsequentemente fermentadas pela levedura. A adi¢ao destas
enzimas na massa resulta no aumento da taxa de fermentagdo, bem como a reducdo da
viscosidade, gerando um produto final com melhor volume e textura (SOUZA e MAGALHAES,
2010).

Na industria téxtil, a aplicabilidade da amilase faz com que haja um
redimensionamento dos tecidos mediante a hidrolise do amido (MARYAN e MONTAZER,
2013). Uma camada removivel da pasta de amido aplicada ao fio ¢ removida com a finalidade de
aumentar a resisténcia a friccdo durante o processamento. Quando nao ha remogao desta pasta o
processamento final das roupas fica comprometido (tingimento, clareamento ou outro tipo de
acabamento) (SPIER, 2005; GUANDALINI, 2007).

Nas industrias de papel as amilases sdo utilizadas para modificar o amido que ¢
aplicado como cobertura do papel e fornece prote¢do contra danos mecanicos durante o
processamento, além de melhorar a qualidade do produto final (GUPTA et al., 2003).

A expansdo na area de aplicagdes de enzimas estd aumentando o desempenho dos
detergentes liquidos enzimaticos, sendo a classe das proteases, a primeira a ser usada na formulacdo
dos detergentes e as amilases o segundo tipo de enzimas empregadas para esta finalidade
(MITIDIERI et al., 2006).

O fator limitante para o uso dessas enzimas € o alto custo. De acordo com a empresa
SIGMA-ALDRICH (2014), o valor estimado para aquisi¢cdo de a-amilase de Rhizopus sp contendo
40 U/mg é de RS 1.491,00/g.

2.5 Purificacdo de enzimas

Para produzir enzimas comercialmente, € preciso passar por etapas de producao,
separacao, recuperacao e purificagdo da enzima de interesse (SPIER, 2005). Para Rodrigues (1993)
0s equipamentos e materiais para separacao e purificagdo, podem representar cerca de 90% do custo
final de um produto obtido por fermentacdo. A possibilidade do aumento da concentracdo

enzimatica associada a diminuig¢do de processos aplicados para refino do produto bruto mostram-se
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promissores economicamente para o emprego em processos fora do ambito farmacéutico, visto que
as diferentes aplicabilidades ndo necessitam de altos graus de pureza.

Entram em cena os processos de purificagdo parcial, que sdo economicamente
vantajosos em termos financeiros e agilidade da obten¢do dos resultados, bem como valorizam o

produto final por seu grau de limpidez.

2.6 Hidrdlise do amido e Mecanismo de a¢ao quimica e enzimética

Diversos trabalhos literarios destacam a capacidade do Rhizopus em hidrolisar amido
mediante a producao de amilases produzindo xarope de glicose (SOCCOL et al., 1994; JIN et
al., 1999; PANDEY et al., 2000; SPIER, 2005; SIVARAMAKRISHNAM et al., 2006).

A hidrélise enzimatica do amido ocorre em diversas etapas com mais de um tipo de
amilase, visando sua conversdo completa em xarope de glicose. Primeiramente ocorre a liquefagdo
para solubilizar as moléculas de amido em dextrinas de cadeia curta. O produto final depende do
tempo de incubagdo e da quantidade de enzima utilizada. Posteriormente ocorre a sacarificacdo do
caldo de amido hidrolisado, resultando em um xarope de glicose com alta concentracdo (95%) e
este processo ¢ realizado utilizando uma glicoamilase, comumente, de origem fingica. O tempo ¢
de aproximadamente 12 a 96 h e a temperatura pode variar em torno de 60 °C. Um terceiro passo
industrial ¢ a conversao do xarope com alto teor de glicose (VAN DER MAAREL et al., 2002).

O amido pode ser hidrolisado por via quimica ou enzimatica e apesar da hidrolise
acida ainda ser utilizada, a aplicag@o de enzimas tem se mostrado cada vez mais vantajosa.

As enzimas fazem parte de uma tecnologia limpa que visa substituir gradativamente
muitas reagdes quimicas utilizadas nos processos industriais atuais. Um dos aspectos positivos €
que as enzimas cataliticas sdo especificas para a reacdo, consequentemente, proporcionam a
obtencdo de xaropes com propriedades quimicas e fisicas bem definidas, além da reagdo ser mais
branda e evitar o escurecimento do produto final (BALLESTEROS et al., 2002; NIBA, 2005;
SEVERO et al., 2010). Isso demonstra a capacidade de minimizagdo de problemas ambientais
oferecida pelas enzimas (FELLOWS, 2006; NOVOZYMES, 2011).

Segundo Tafarello (2004) a hidrdlise enzimatica teve grande contribui¢do ao processo

industrial, com destaque aos produtos obtidos a partir de fontes amilaceas.

2.7 Condic0es de crescimento dos micro-organismos e producéo de enzimas

Entre os fatores de natureza fisico-quimica, a aeragdo, umidade, o tempo, a

temperatura e o pH podem influenciar tanto na atividade enzimdtica quanto no crescimento dos
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micro-organismos (SUDHARHSAN et al., 2007; SINGHANIA et al., 2009; HASHEMI et al.,
2013).

O alto teor de umidade pode induzir a contaminagdo bacteriana e fingica, diminuir a
porosidade, a difusdo de oxigénio e a elimina¢do de didxido de carbono. Por outro lado, baixo
teor de umidade pode levar a uma ma acessibilidade de nutrientes e consequentemente a um
menor crescimento (PANDEY, 2003; DALSENTER et al., 2005). O aumento do tempo de
incubagdo pode gerar decréscimo na atividade da enzima devido a producdo de co-produtos
resultantes do metabolismo microbiano, além do esgotamento de nutrientes, que sdo consumidos,
inibindo o crescimento do fungo e a formagao da enzima (ALVA et al., 2007; SHAFIQUE et al.,
2009).

A geragdo de calor devido as atividades metabodlicas dos micro-organismos ¢ muitas
vezes fatal para processos biotecnoldgicos, porque grande parte das enzimas produzidas durante a
fermentagdo pode ser desnaturada pelo calor ao final do processo (SANTOS et al., 2004, PINTO,
2009). Se considerarmos que, quanto maior a temperatura a ser utilizada em uma fermentagao
maior ¢ o gasto com energia para a manutengdo desse processo, devemos levar em conta a
relacdo entre maior atividade enzimatica e menor temperatura de fermentacdo, o que responde a

expectativa de aprimoramento e barateamento do processo (FREITAS, 2012).

2.8 Fatores que interferem na atividade enzimatica

A temperatura e o pH sdo dois fatores que desempenham papéis criticos na atividade
enzimatica. O pH ideal e a temperatura para atividade de amilase estdo relacionados. Em cultivo
em estado solido, sdao preferidos pH baixo e alta temperatura, visto que otimizam a producao
enzimatica (HASHEMI et al., 2010).

De acordo com a literatura o pH 6timo para a-amilase fungica esta entre 5,0 e 6,0,
possui carater acido e € solivel em dgua. A faixa 6tima de sua atividade ¢ de 55 a 70 °C
(HARGER, 1982; REED, 1975). A B-amilase tem pH 6timo entre 4,0 e 6,0 e temperatura 6tima
de 30 a 50 °C (QUAGLIA, 1991). J4 as amiloglucosidades apresentam pH o6timo entre 3,0 ¢ 5,0
(COSTA, 1996) e entre 4,5 a 5,0 (SOCCOL et al., 2005). A temperatura 6tima para esta Ultima
enzima se encontra entre 50 e 60 °C (REED, 1975; COSTA, 1996).

No que diz respeito ao pH de um meio de cultura, ele pode mudar em resposta as
atividades metabdlicas. A razdo mais 6bvia € a secrecdo de acidos organicos, como acido citrico,
acético ou latico, que podem levar a uma diminui¢do do pH, da mesma forma que o consumo de

sais de amodnia. Por outro lado, a assimilacdo de acidos organicos que podem estar presentes em
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certos meios conduzira ao aumento do pH, assim como a hidrolise da ureia ira resultar em
alcalinizacao.

A cinética da variagao do pH depende do micro-organismo. Além disso, a natureza
do substrato tem uma forte influéncia sobre a variavel pH, visto que esse controle geralmente
ndo ¢ feito devido a dificuldades técnicas, e problemas sdo evitados devido ao efeito de
tamponamento de materiais lignocelulosicos. Esses processos descrevem a fermentacao
submersa (LONSANE et al., 1985; RAIMBAULT, 1998; FREITAS, 2012) que, em comparagao

com a FES, ¢ muito menos eficaz para o presente trabalho.

2.9 Producdo de etanol
2.9.1 Fermentacéo alcoolica

A via fermentativa para producdo de etanol ¢ uma tecnologia muito desenvolvida no
Brasil, que o coloca em condi¢des favoraveis no panorama energético, principalmente se forem
consideradas as constantes oscilacdes do preco do petréleo internacional que em décadas
anteriores ja era verificado (ZANIN et al., 2000) e que atualmente ¢ fonte de preocupagdo pela
comunidade internacional tendo em vista a inexoravel escassez futura.

A utilizacdo do etanol mostra-se benéfica, tanto do ponto de vista ambiental
enfatizando seu caradter renovavel e quase inesgotavel, quanto pela eficiéncia na geracdo de
trabalho mecéanico (TROVATI et al., 2002). Segundo Oliveira et al. (2008) o Brasil ¢ o segundo
maior produtor mundial de etanol por via fermentativa, perdendo apenas para os Estados Unidos.

A fermentagdo alcoodlica ocorre no interior de micro-organismos capazes de converter
acUcares assimildveis (substrato oxidado) em etanol (substrato reduzido), por meio de reacdes
bioquimicas reguladas enzimaticamente. A geracdo de um composto organico reduzido, a partir
da oxidagdo parcial do substrato permite um minimo de producdo de energia para manutencao
celular e o equilibrio oxidativo (CINELLI, 2012).

As amilases mostram-se cada vez mais importantes em via alternativa de conversao do
amido em etanol, valendo-se simultaneamente da sacarificagdao ¢ da fermentagao (SINGH et al.,
1995; KOBAYASHI et al., 1998). Esta ¢ uma forma de solucionar a escassez de combustiveis
que alguns paises ja apresentam. O amido, presente no meio de fermentagdo contendo
Saccharomyces cerevisiae, ¢ convertido mediante a acdo conjunta das amilases em glicose, que
posteriormente passa pelo processo de fermentacdo e € convertida em etanol (RAJOKA et al.,
2004).

As leveduras sdo consideradas anaerobios facultativos, portanto sdo capazes de crescer

na presenga ou na auséncia de oxigénio. Entretanto, quando em meio anaerdbio ou com altas
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concentragdes de glicose, o etanol ¢ o principal produto final. A levedura S. cerevisiae, pode
alternar de respiragdo para fermentagdo alcoolica. Porém, pode ocorrer um fendémeno conhecido
como Crabtree negativo (CRABTREE, 1928), onde a concentragdo de glicose ultrapassa um valor
limite critico, e a fermentacao alcodlica ocorre mesmo na presenga de oxigénio (VAN DIJKEN e
SCHEFFERS, 1986)

Os subprodutos da fermentacdo, tais como glicerol, acidos organicos e alcoois
superiores, sdo produzidos em pequena quantidade se comparados as de etanol. A produgio destes
compostos em altas taxas diminui a produgdo de etanol. A eficiéncia de conversao em etanol em
escala industrial, calculada tendo como referéncia o rendimento de 51,1% chega a 93%, isto se
deve principalmente, ao crescimento celular e a producdo de produtos finais do metabolismo
secundario (INGLEDEW, 1999).

Biocombustiveis podem ser caracterizados como de primeira geracao (G1), que sdo os
biocombustiveis obtidos a partir de amido e agucares, e biocombustiveis de segunda geracao
(G2), obtidos a partir de materiais lignocelulésicos (COPOLLA et al., 2009). As tecnologias de
produgdo dependem da matéria-prima que entra no processo de producdo; o bioetanol G1 vem,
portanto do amido de trigo ou de milho (via umida ou seca), e a partir de aglicares provenientes da
cana-de-acUcar e beterraba, enquanto o bioetanol G2 vém da fermentacao de agtcares obtidos de
material lignoceluldsico de madeira, palha, bagaco e outros residuos (THOMSEN et al., 2007).

O etanol de cereais ¢ definido como alcool etilico hidratado extraido de cereais, como
milho, arroz e etc. Difere do alcool etilico hidratado proveniente de outros materiais,
principalmente o produzido a partir da cana-de-actcar, j& que ndo apresenta um padrdo
satisfatorio de qualidade. Dessa forma, o alcool de cereais pode ser utilizado em aplicagdes mais
nobres, como na producdo de cosméticos, remédios, explosivos, tintas e bebidas. A aplicabilidade
do bioetanol ¢ ampla como combustivel, como em misturas com gasolina ou como reagente para
producdo de biodiesel (ORTIZ, 2010). Por isso, a aplicabilidade deste da quirera de arroz em

condicdes que agreguem valor final € muito interessante.

2.9.2 Processos de batelada alimentada e continuo

No Brasil os processos de fermentagdo de etanol mais utilizados sdo o de batelada
alimentada e o continuo. O processo de batelada alimentada surgiu no inicio do século XIX, na
fabricag¢do industrial de fermento para a panificacdio (BROWN, 1990, apud ABUD, 1997). De
acordo com Almeida (1940), nesse processo ha a alimentacdo continua do mosto na dorna de
fermentag¢do e ao seu término, o produto fermentado ¢ centrifugado e separado da levedura. O

processo de batelada alimentada, durante a fase inicial, ndo permite o efeito inibitério do
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agucar, o que resulta em maior concentragdo de etanol em um mesmo periodo de tempo quando
comparada com a batelada convencional (ndo alimentada). Existem trés possiveis formas para
ocorrer alimentacdo: pode ser realizada mediante adi¢gdes intermitentes, a velocidade constante e
de forma exponencial (OLIVA-NETO, 1990; WINKLER, 1991 e 1995).

No processo continuo, o meio nutriente mais o indéculo sdo injetados de forma
ininterrupta em reatores, com a saida da mesma quantidade de meio fermentado (WINKLER,
1995; ABUD, 1997). Este processo pode oferecer mais vantagens que o de batelada alimentada,
pois inclui otimizagao das condi¢des no processo para uma maior produtividade, periodo longo de
produtividade continua, maior produtividade volumétrica, reducdo dos custos laboratoriais uma
vez alcancados o estado desejado e minimiza¢do do tempo de limpeza e sanitizagdo das dornas
(CYSEWSKI e WILKIE, 1978). Por outro lado, as fermenta¢des continuas sdo mais suscetiveis a
contaminag¢do bacteriana por longos prazos de exposi¢do, essa ¢ a maior desvantagem do processo
que além de exigir um conhecimento apurado para aperfeicoar as condigdes do processo para
alcangar o rendimento desejado, principalmente durante a adi¢do de produtos quimicos, alteragdes
da taxa de fluxo e a mistura dos nutrientes, ou alteragdes nos parametros estimados (INGLEDEW,
2003 apud BAYROCK e INGLEDEW, 2005). O total conhecimento desses pardmetros quando a
planta do processo continuo ¢ desenhada ou operada ¢ importante (BAYROCK E INGLEDEW,
2005).

2.9.3 Micro-organismo e Condic¢des operacionais

Tradicionalmente Saccharomyces cerevisiae ¢ 0 micro-organismo mais utilizado para a
producdo de bebidas alcodlicas e etanol, tendo acticares como sacarose e glicose como substratos.
Este micro-organismo também ¢ capaz de produzir etanol a partir de materiais lignoceluldsicos
(MARTIN et al., 2002; PALMQVIST E HAHN-HAGERDAL, 2000).

A levedura Saccharomyces cerevisiae, que foi utilizada neste trabalho, apresenta
maior aplicabilidade na producdo industrial devido a sua boa capacidade fermentativa, por ser
menos sensivel a alguns fatores, tais como temperatura elevada, toxicidade ao etanol e outros
inibidores, assim como a capacidade de crescer rapidamente sob as condi¢des anaerdbicas
que sdo caracteristicas estabelecidas em fermentagdes em larga escala (OSMAN et al., 1985;
BARBOSA et al., 1994; KNAUF E KRAUS, 2006; MOREAU et al., 1997; THANONKEO et
al., 2007).

O potencial hidrogenionico do meio ¢ um fator importante para a produgdo de etanol,
tanto para o crescimento da levedura, taxa de fermentagdo e formag¢do de produtos, quanto para

o controle da contaminagdo bacteriana (ALVES, 1994). As bactérias ndo tem muita resisténcia
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ao pH acido e em tal situagdo, tem menor velocidade de crescimento que as leveduras. Dorta et
al. (2006) verificou que o tratamento acido inferior a 3,8% junto aos outros fatores estressantes
dos meios induziu uma diminui¢do significativa no crescimento celular da linhagem, cerca de
10%. A levedura Saccharomyces cerevisiae apresenta um bom rendimento na produgdo
alcoodlica em pH acima de 3,8, enquanto que para as bactérias laticas o pH ideal ¢ na faixa de 6,0
(KANDLER e WEISS, 1986).

Em leveduras a principal rota metabdlica envolvida na fermentacdo alcodlica ¢ a
glicolise, através da qual uma molécula de glicose ¢ oxidada e duas moléculas de piruvato sao
produzidas (MADGAN, MARTINKO E PARKER, 2000).

A possibilidade de utilizar fontes renovaveis de energia e residuos antes inutilizados,
para agregar valor a estes e poupar a natureza dos efeitos maléficos dos poluentes, além de reduzir o
custo do produto final, demonstram a importancia do desenvolvimento deste tipo de bioprocesso. O
desenvolvimento de tecnologias para producdo de glicose e etanol a partir de residuos amilaceos
constitui uma das formas de contribui¢do para a produgdo de biocombustiveis de baixo custo sem o

aumento da expansao de areas agricolas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Produgdo e purificacao parcial de amilases de Rhizopus microsporus var. oligosporus
e sua aplicacdo na producdo de etanol por Saccharomyces cerevisiae a partir da hidrolise

enzimatica de quirera de arroz.

3.2 Especifico

1. Produgdo de amilases por Rhizopus microsporus var. oligosporus em fermentacao
em estado solido (FES), utilizando farelo de trigo como substrato.

2. Pré-purificagdo do caldo fermentado por filtracdo a vacuo, centrifugagao refrigerada,
e concentracao tangencial através de cartucho de fibra oca e métodos cromatograficos.

3. Caracteriza¢ao bioquimica quanto ao pH e temperatura 6timos e de estabilidade, ¢
influéncia de ions no extrato parcialmente purificado.

4. Utilizagdo do extrato bruto para sacarificagdo do amido da quirera de arroz e
obtencao de xarope de glicose.

5. Producdo de etanol a partir da fermentacdo alcodlica por Saccharomyces cerevisiae

utilizando-se xarope de glicose obtido mediante a sacarificacdo enzimatica da quirera de arroz.
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4. MATERIAL E METODOS

Este trabalhou envolveu cinco etapas gerais:

Produgao dos micro-
organimos

b Purificacao parcial do
extrato enzimatico bruto
b Caracteriza¢do bioquimica do
extrato parcialmente purificado
b Producdo de Xarope de
Glicose
> Produgdo de Etanol

Figura 3. Fluxograma de representagdo das etapas gerais do presente estudo.

4.1 Producdo de amilases de Rhizopus oligosporus

4.1.1 Micro-organismo e manutencao das cepas

A linhagem do fungo Rhizopus microsporus var oligosporus (CCT 3762) foi adquirida
da Fundacao Tropical de Pesquisa e Tecnologia “André Tosello”, Campinas — SP, € mantida em
meio BDA (Batata Dextrose Agar), por incubagdo de 7 dias a 30 °C. Apds o crescimento, foi
preparada uma suspensdo de esporos com concentragdo de 107 esporos/mL, adicionada de glicerol
de modo a se obter uma suspensdo a 20% de glicerol. Essa suspensdo foi acondicionada em
criotubos e mantida a -20 °C. A linhagem também foi mantida repicando-a em tubos slant
contendo meio BDA, sob refrigeracao a 4 °C.

A linhagem da levedura Saccharomyces cerevisiae M-26, que foi isolada por
pesquisadores do Laboratorio de Biotecnologia Industrial da FCLA-UNESP - Assis/SP da Usina
Raizen, na época da coleta denominada Usina Nova América, Municipio de Taruma/SP, e uma
linhagem de fermento Fleishmann fresco foram utilizadas nos testes de fermentagdo deste trabalho.
As leveduras foram armazenadas a -75 °C em Eppendorfs com meios YM (com 10% de glicerol) a

pH 5.
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Para garantir condi¢des estéreis de crescimento dos micro-organismos, 0s meios
solidos de propagacdo do inoculo e de produgdo, bem como todos os materiais utilizados foram

autoclavados a 121 °C, 1 atm, durante 20 min.

4.1.2 Producéo da enzima em Fermentacéo em Estado Solido (FES)

A linhagem de Rhizopus oligosporus foi repicada em frascos Erlenmeyer 250 mL
contendo meio BDA e mantidos a 30 °C por 7 dias. Apos o crescimento, a superficie foi lavada
com uma solu¢do 0,01% (v/v) de Tween 80 estéril para remocdo dos esporangidsporos (esporos),
visando o preparo de uma suspensio contendo 107 esporos/mL, a ser inoculada sobre o substrato
solido. Os ensaios foram realizados em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 10 g do substrato
seco, cujo indculo foi 1 mL da suspensdo previamente descrita. O substrato utilizado foi o farelo
de trigo, obtido da empresa de processamento de trigo: Moinho Nacional, Assis/SP.

A solucdo de sais utilizada foi composta por (NH,),SO, (2,5% - m/m), KH,PO,
(1,25% - m/m), e ureia (1,25% - m/m), todos calculados como porcentagem da massa de substrato.
A umidade empregada foi de 55% e os frascos foram mantidos a 30 °C por 120 h (FREITAS et al.,
2014).

Apos a fermentacdo a enzima foi extraida adicionando-se 5 mL de 4gua destilada por
grama de substrato, seguido de agitacdo em shaker (180 rpm, 30 min, 30 °C), e prensagem
manual. O sobrenadante, chamado de extrato bruto liquido, foi utilizado para a purificacdo

parcial e caracterizagdo das amilases, bem como para os testes de hidrolise da quirera de arroz.
4.2 Purificacdo parcial do extrato enzimatico bruto
4.2.1 Pré purificacdo do extrato enzimatico
Mediante a fermentacdo em estado solido obteve-se um extrato enzimatico bruto que
foi submetido a filtracdo a vacuo e centrifugacdo refrigerada a 6.000 x g a 4 °C, durante 20 min.
Apbs esses processos, o volume total foi concentrado por um sistema de filtragdo tangencial (Flex
Stand Benchtop System), com cartucho de fibra oca de 10 kDa (GE).

4.2.2 Cromatografias de troca idnica

A amostra bruta concentrada, foi aplicada a cromatografia de troca i6nica em coluna

Tricorn 5/50 (GE) empacotada com 1 mL de resina aniénica Source 15Q (GE) e equilibrada com
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tampao Tris-HCI a 30 mM, pH 7,0. A amostra foi diluida com este mesmo tampao, na propor¢ao
1:1,5 mL. A eluigdo foi com fluxo de 0,4 mL/min e gradiente salino de 0 a 2,0 M de NaCl (5
volumes de coluna). Foram coletadas fragdes de 1,5 mL. Essa etapa cromatografica foi realizada
utilizando-se o sistema AKTA Purifier Box 900 (GE) e as fracdes foram coletadas utilizando-se o

coletor de fracdes (GE Frac-920).

4.2.3 Cromatografias de interacdo hidrofébica

A amostra obtida na cromatografia de troca idnica com atividade enzimatica, foi
aplicada a cromatografia de interagdo hidrofébica em coluna Tricorn 5/50 (GE) empacotada com 1
mL de resina Phenyl Sepharose Fast Flow (GE) e equilibrada com tampao Hepes a 100 mM + 2,5
M de NaCl, pH 7,0. A amostra foi diluida com este mesmo tampao, na proporg¢ao 1,25:1,25 mL. A
eluicdo foi com fluxo de 0,4 mL/min. Como a CIH separa proteinas de acordo com a
hidrofobicidade de sua superficie utilizando uma interagdo reversivel entre as proteinas ¢ a matriz
da coluna, foi feito gradiente com tampao Hepes 100 mM (5 volumes de coluna), para que a
interacao hidrofobica fosse enfraquecida. Foram coletadas fragdes de 1,5 mL. Essa etapa
cromatografica também foi realizada utilizando-se o sistema AKTA Purifier Box 900 (GE) e as

fracdes foram coletadas utilizando-se o coletor de fragdes (GE Frac-920).

4.2.4 Concentragdo da amostra

O volume obtido na cromatografia de interagdo hidrofobica que apresentou atividade
enzimatica, foi concentrado usando o sistema de concentragdo Amicon com membrana de 10 kDa
(Millipore Ultracel). O processo ocorreu lentamente em banho de gelo, sob pressio de ar

comprimido.

4.2.5 Cromatografias de excluséo molecular (gel filtracao)

A amostra concentrada foi aplicada a cromatografia de exclusdo molecular (gel
filtragdo), em coluna de vidro 1m/5cm empacotada com resina Sephadex G-50 (GE) e equilibrada
com tampao acetato de sodio a 50 mM + 50 mM NaCl, pH 5,5. O fluxo foi de 0,6 mL/min,
coletando fracdes de 5 mL. Essa etapa cromatografica foi realizada utilizando-se o coletor de

fragdes (GE Frac-920).
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4.2.6 Eletroforese

As amostras coletadas das etapas de cromatografia foram analisadas por SDS-
PAGE, segundo Laemmli (1970). As proteinas foram visualizadas pelo método de prata (BLUM et
al., 1987) e coloragdo com coomassie brilliant blue. O gel utilizado para a separa¢do continha 12%
(m/v) de poliacrilamida e o gel de empilhamento 4% (m/v).

As proteinas submetidas a eletroforese foram misturadas ao tampao Tris- HCI 50 mM,
pH 6,8, contendo 0,2% de SDS, 10% de glicerol, 0,002% de azul de bromofenol e DTT. Antes de

aplicar em SDS-PAGE, cada amostra foi desnaturada (fervida por cinco minutos em banho seco).

4.3 Caracterizagdo Bioquimica do extrato enzimético parcialmente purificado

4.3.1 Efeito do pH na reacéo enzimatica e estabilidade

A determinagdo do pH o6timo foi feita utilizando como substrato para a reagdo
enzimatica o amido soltvel 1% em agua. Os tampdes utilizados foram: Glicina 100 mM (pH 3, 3,5
e 4); Acetato de sodio 100 mM (pH 4,5 e 5); MES 100 mM (pH 5,5, 6 ¢ 6,5); Hepes 100 mM (pH 7,
7,5 e 8) e Bicine 100 mM (pH 8,5 e 9). O extrato enzimatico parcialmente purificado foi submetido
aos diferentes valores de pH, variando de 3 até 9. As misturas foram incubadas a 60 °C e os
acucares redutores (AR) determinados coforme descrito no item 4.6.1 a seguir.

Para os ensaios de estabilidade ao pH, o extrato enzimatico purificado foi incubado nos
diferentes valores de pH, variando de 3 a 9, com os mesmos tampdes ja citados acima a 25 °C por
uma hora. Entdo, o tampao determinado como ideal foi utilizado para a reagcdo enzimatica padrao de

determinacdo da atividade residual, ja citada.

4.3.2 Efeito da temperatura na atividade enzimatica e estabilidade térmica

O efeito da temperatura foi estudado mediante a incubacdo do extrato enzimatico
parcialmente purificado com a solugdo de amido soluvel 0,5% em tampao e pH pré-determinados,
em diferentes temperaturas: 40; 45; 50; 55; 60; 65; 70; 75 e 80 °C por 30 min. Os AR foram
determinados como citados no item 4.6.1.

Os ensaios de estabilidade térmica foram feitos expondo apenas o extrato enzimatico
parcialmente purificado, sem a presenga do substrato, nas diferentes temperaturas descritas acima.

Em intervalos de 15, 30 e 60 min, uma aliquota de 0,1 mL de enzima foi retirada e acrescida da
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solu¢do de amido 0,5% em pH otimo. A seguir, a mistura foi incubada a temperatura 6tima por 30

min, e novamente o protocolo de determinagdo de acticares redutores foi seguido.

4.3.3 Estabilidade de ions na atividade enzimatica

A estabilidade de ions foi verificada incubando o extrato enzimético purificado junto a
diferentes solugdes de ions, por 5 min na temperatura determinada como 6tima. Os seguintes sais
foram testados: CuCl. 2H>O; NaCl; ZnSO4.7H>0; MnCl».4H>0; MgCl,.6H>O; BaCl,; AICl3.6H>O;
KCI; LiCl; NiSO4.6H20; CoCl2.6H>0 e CaCl>.2H;0, todos na concentracao de 10 mM. Apos esse
periodo, a solucdo de amido soluvel 0,5% em tampao e pH 6timos foi adicionada, e seguiu-se o

protocolo de determinagdo de AR padrio para determinar atividade amilolitica.

4.3.4 Efeito do manganés em diferentes concentrac@es na atividade enzimatica

Para o teste com o ion manganés foram utilizadas as concentragdes de 2; 5; 7; 10; 12;
15; 17 e 20 mM. Nas diversas reacdes, foi adicionado o ion Mn™2, em diferentes concentracdes,
junto ao extrato enzimatico parcialmente purificado, e incubados por 5 min em banho-maria na
temperatura Otima. Apos esse periodo, foi adicionada uma solu¢do de amido soluvel 0,5% em
tampao e pH determinados como ideais para prosseguir com o protocolo para determinacdo de AR,

para determinagdo da atividade amilolitica.

4.4 Producdo do xarope de glicose

A hidrélise enzimatica foi empregada na sacarificagdo da quirera de arroz e do p6 de
bruni¢do do arroz, que sdo subprodutos das indistrias de processamento de arroz, para a obtengdo
de glicose, utilizando as melhores condi¢des de pH e temperatura (55 °C). Para o processo
biocatalitico foram preparadas solucdes de residuos amildceos a 10% (m/v) gelatinizadas, como
substratos em tampado acetato de sodio, 0,05 mol/L, pH 5,5. As solugdes foram incubadas
juntamente com 1,2 U/mL de extrato enzimético bruto, obtido em etapas anteriores, em biorreator
de bancada (Tecnal — modelo Tec-Bio Plus) com capacidade para 2 L e frascos Erlenmeyer de 250
mL, pelo periodo necessario para que a hidrélise de 90% do amido disponivel ocorresse (FREITAS,
2012).

Os experimentos ocorreram em periodos de 24 h, sendo que amostras de 1 mL foram

retiradas nos tempos 0, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 10 e 24 h para leitura do AR.



41

Nos testes realizados com o biorreator a agitagao foi mecanica, variando entre 600 ¢ 150
rpm, de acordo com a densidade das amostras ao passar do tempo; nos ensaios realizados em
frascos Erlenmeyer a agitacao foi manual.

4.5 Producdo de etanol

4.5.1 Producéo de Saccharomyces cerevisiae

As leveduras da linhagem Saccharomyces cerevisiae M-26 cultivadas no laboratorio,
bem como o fermento comercial fresco Fleishmann (S. cerevisiae), foram utilizadas no processo de

fermentagdo alcodlica.

4.5.2 Meios de cultivo

4.5.2.1 Meio para a propagacao das leveduras e Producdo do inéculo

O meio de cultivo para as leveduras foi o: Meio Formulado por Dorta et al. (2006)
(m/v): 2% de sacarose, extrato de levedura 0,5%, sulfato de amoénio 0,10%, fosfato bipotassico 3

H,0 0,1140%, sulfato de magnésio 7 H,O 0,024%, sulfato de manganés H,0O 0,0012%, sulfato de
zinco 7 H,0 0,0028% (pH 5).

4.5.2.2 Meio para a Fermentacdo Alcoolica

O meio utilizado foi o mesmo descrito para a propagagdo das leveduras para
produgdo do indculo, porém com 12% de concentragdo final de glicose via xarope produzido na

etapa anterior € aqui denominado mosto.

4.5.3 Multiplicacdo dos micro-organismos e Producao do inéculo

A obtengao do indculo para os processos fermentativos das linhagens Saccharomyces
cerevisiae M-26 foi feito de forma asséptica por meio de seus sucessivos cultivos no Meio
Formulado em tubos de ensaio e posteriormente em frascos Erlenmeyer de 250 mL e 1000 mL,

sucessivamente, sob agitacdo constante de 135 rpm em shaker com refrigeracdo a temperatura de

30 °C, por 24h. Apos atingirem a concentragdo celular desejada no cultivo, as leveduras foram

centrifugadas a 4 °C durante 25 min a 3500 x g.
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4.5.4 Ensaios de fermentacao alcoolica

Os ensaios de fermentacao foram realizados empregando-se o processo Fed-batch
(Batelada Alimentada) de acordo com a metodologia descrita por Dorta et al. (2006) com
algumas modifica¢des. As leveduras S. cerevisiae M-26 cultivadas neste trabalho, bem como o
fermento comercial fresco Fleishmann foram utilizados nos ensaios. Um total de 18 g de massa
umida de fermento foi suspensa em 41,25 mL de adgua destilada estéril, acrescida de 18,75 mL de
mosto, obtendo-se um volume de 60 mL inicialmente, em frascos Erlenmeyer de 250 mL. A
alimentagdo asséptica do fermentado foi feita mediante 5 alimentagdes de 20 mL de mosto nos
tempos 2, 3, 4, 5 e 6 horas de fermentag@o. O volume final nos frascos foi de 160 mL. A incubagdo
foi feita em incubadora orbital com controle de temperatura a 32 °C, 80 rpm, por 12 e 24 horas.
Apds o periodo de fermentacdo foi feita a centrifugacdo do mosto fermentado em centrifuga

refrigerada a 4 °C, 3500 x g, por 25 min. Amostras foram retiradas no final para analises.

4.6 Procedimentos analiticos

4.6.1 Determinacao de acucares redutores e atividade enzimatica

A dosagem de agucares redutores (AR) liberados durante a reagdo enzimatica foi
realizada pelo método de DNS (4&cido 3,5-dinitrossalicilico) (MILLER, 1959). Para a reagdo, foram
adicionados 0,1 mL de solucdo enzimatica a 0,65 mL de soluc¢do 0,5% (m/v) de amido em tampao
acetato pH 5,5 (0,05 mol/L). Os tubos foram colocados em banho-maria a 60 °C, durante 10
minutos. Para interromper a reagdo enzimatica foram adicionados 0,5 mL do reagente DNS e a
mistura foi levada ao banho de ebuli¢cdo por 5 minutos. Em seguida, os ensaios foram resfriados em
banho de gelo e o contetido acrescido de 3,75 mL de agua destilada. Os tubos foram agitados por
inversao e a leitura realizada em espectrofotometro a 540 nm.

O valor obtido na leitura foi utilizado no calculo da concentracao de agtcares redutores,
a partir de uma curva padrdo relacionando concentracdo de glicose com densidade Optica. O
controle da reacdo foi preparado substituindo-se a enzima pelo volume equivalente em agua
destilada. Uma unidade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima que libera 1 umol de

glicose por minuto de reacdo e expressa em U/g de substrato seco.
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4.6.2 Determinacao de proteinas

De acordo com o método de Bradford (1976), a dosagem de proteinas foi realizada
utilizando o reagente Coomasie Blue G e soro-albumina bovina (BSA), como padrao para curva de

calibragdo. A concentracao de proteinas foi estimada com leituras de absorbancia a 595 nm.
4.6.3 Crescimento e viabilidade das leveduras

A determinagdao do crescimento e viabilidade celular foi realizada apos 10 h de
fermentagdo, mediante a contagem de células vivas/mL do extrato através da adigdo de 1 mL de
cada amostra em 1 mL de solugdo corante de azul de metileno (azul de metileno 0,01 ge 2,0 g de
citrato de sédio diluidos em 100 mL de dgua destilada) (LEE et al., 1981). Apds homogeneizagao
foi feita a contagem de células vivas (ndo coradas) em Camara de Neubauer, e a determinacdo da
viabilidade celular determinada pela razdo de células vivas/células totais por mL de extrato
(DORTA et al. 2006; SHINYA, 2012). A determinagdo da quantidade foi encontrada segundo as

equagoes:

4
n° células/mL =) dos quadrantes x 5x 10 x FD

Onde: ) dos quadrados = somatéria do numero de células contadas nos cinco

4
quadrantes; 10 = ajuste de volume na cdmara; FD = fator de diluicdo da amostra.

Viabilidade celular (%)= _n° total de células vivas _x 100

n° total de células (vivas + mortas)

4.6.4 Determinacdo da concentracdo de etanol e aglcares por CLAE

A concentracdo de etanol foi calculada por meio de analises por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) por cromatografo Agilent 1100 series equipado com coluna Aminex
HPX-87H. O solvente utilizado na fase mével foi HoSO4 a 5 mM, o fluxo foi de 0,6 mL/min, a
coluna foi mantida a 45 °C e volume de amostra no injetor de 20 uL. As amostras foram filtradas
em membranas de acetato de celulose (Minisart) de 0,2 pum. O tempo total de cada corrida foi de 25

min.
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A curva de calibracao padrao foi feita com concentragdes de etanol de 0,125; 0,25; 0,5;
I; 2 e 4 g/L. Para os padrdes de glicose, xilose e arabinose, foram utilizadas concentragdes de

acucares de 0,025; 0,05; 0,125; 0,25; 0,5e 1 g/L.

4.6.5 Refratometria na escala Brix

Este método fisico foi utilizado para medir a quantidade de so6lidos soluveis presentes
nas amostras antes ¢ apos a fermentacdo alcoolica. Baseia-se em um sistema de graduagdo de
aparelhos especialmente para ser utilizado na industria agucareira, mais precisamente na analise de
acucares em geral que estejam em solu¢do (SPENCER, MEADE, 1945). As amostras foram
aplicadas diretamente no aparelho refratdmetro para obter a leitura em °Brix (%) a uma temperatura

de 20 °C.

4.6.6 Eficiéncia de hidrélise

A eficiéncia dos processos foi calculada como a concentragdo de glicose obtida pela

quantidade de substrato ofertado e dada em porcentagem (%).

E hidrolise = massa de glicose obtida

massa de substrato ofertado

4.6.7 Célculos da eficiéncia e a produtividade etandlica

A eficiéncia da producao do etanol foi calculada através da seguinte formula:

E etandlica = (Mr— Mo) x 100
M Teorica
Onde,
E etanodlica — eficiéncia etandlica expressa (%).
M teorica = (So— Sr) x 0,511,
S, = massa de substrato inicial (g) (tempo 0).

S¢= massa de substrato final (g).

M; = massa de etanol produzida (g) ao final da fermentacao.
M, = massa de etanol inicial (g) (tempo 0).

0,511= coeficiente de transformacao de ART em etanol (m/v).
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O célculo de produtividade etandlica ¢ uma grandeza cinética que expressa a

velocidade média de produgdo da referida substancia, sendo calculada da seguinte forma:

Pe=(Mi—Moy) (gxL'xh")
txV
Onde,
Mt = massa de etanol produzida (g) ao final da fermentagao.
M, = massa de etanol inicial (g) (tempo 0).
t = tempo de fermentacdo (h)
V= volume (L).

Pe = produtividade do etanol expressa em g x L' x h'.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Producéo de amilases por Rhizopus oligosporus em fermentacéo em estado solido

A produgdo do extrato enzimatico bruto foi feita nas condigdes padrdes ja descritas no
item 4./.2 da metodologia de acordo com Escaramboni (2014). Foram realizados 27 ensaios de
fermentagdo e obteve-se um total estimado em 2.400 mL de extrato com 39,8 U/mL o que equivale
a 358 U/g de substrato.

A razao pela qual foi escolhida essa metodologia ¢ devido a resultados prévios
realizados por outros pesquisadores do Laboratorio de Biotecnologia Industrial e dados de
literatura. A producdo de amilases de Rhizopus oryzae foi feita comparando-se o cultivo em estado
solido (FES) com o cultivo submerso (FSm), sendo que a maior produ¢do enzimatica foi verificada
no primeiro cultivo. O extrato enzimatico obtido por FES apresentou atividade amilolitica mais
expressiva a temperatura de 60 °C (391,0 U/g) e muito superior ao obtido por FSm, além de ter
maior produtividade (1.086 UE/mL.h) (OLIVA-NETO et al., 2013). Testes realizados por Freitas et
al. (2014) comparam a producao de amilases durante o mesmo periodo e condig¢des, realizada por R.
oryzae ¢ R. oligosporus, demonstrando um aumento na producdo de 28,6% pelo segundo micro-
organismo em relagdo ao primeiro, tornando-o mais vantajoso.

A FES tem como vantagens sobre a FSm, uma abordagem favoravel ao ambiente ¢ a
fisiologia de fungos e demais micro-organismos (BARRIOS-GONZALEZ, 2012). As
caracteristicas do meio s6lido proporcionam ao fungo um ambiente muito similar ao encontrado na
natureza, assegurando a atividade metabolica eficiente por sua alta porosidade e difusdo de oxigénio
(ESCARAMBONI, 2014). Estes resultados corroboram os obtidos neste estudo, e justificam a
opcao pela metodologia adotada utilizando o farelo de trigo como um substrato promissor, a FES e
Rhizopus oligosporus como micro-organismo.

O volume liquido extraido de extrato bruto foi concentrado e utilizado para aplicagao

em todas as fases de purificacdo determinadas.

5.2 Etapas de purificagdo parcial do extrato enzimético bruto

Para definicdo do protocolo de purificacdo parcial do caldo enzimatico, foram aplicadas
diversas técnicas, e as que apresentaram os melhores resultados foram utilizadas no estudo em
questao.

O extrato enzimatico bruto foi pré-purificado através de etapas de filtracdo,

centrifugacdo e concentracdo, para que fosse possivel submeté-lo aos demais processos posteriores.
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O extrato bruto antes da concentracdo apresentava uma atividade de 39,8 U/mL ou 358
U/g. Ap6s a concentragdo de 2.400 para 236 mL (11,27 vezes) através de ultrafiltragdo tangencial
utilizando cartucho de fibra oca de 10 kDa, foi possivel atingir 66,2 U/mL, valor que foi utilizado
inicialmente para as etapas de purificacdo. As razdes pelas quais se obteve apenas 66,2 U/mL, apos
a concentracdo do extrato, sao ainda desconhecidas. A purificagdo enzimatica ¢ um processo
complexo de elimina¢do de constituintes indesejaveis, e utilizando-se a FES este pode tornar-se
dificultado devido a grande quantidade de particulas e impurezas, o que compromete a atividade
catalitica da enzima bem como encarece o processo de purificagdo devido ao aumento das etapas de
separacao a serem empregadas (PESSOA JR.; KILIKIAN, 2005).

A figura 4 demonstra as etapas de purificagdo através da eletroforese em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE 12% corado com coomassie brilliant blue, com as etapas sucessivas
demonstradas. A aplicagdo do extrato bruto na coluna de troca ionica foi a primeira fase no
processo cromatografico, o volume com atividade foi entdo submetido a coluna com resina de
interagdo hidrofébica. Apds estes ciclos, o volume avaliado com atividade enzimatica resultante foi
concentrado e entdo aplicado a cromatografia de gel filtracdo, para retirada do sal. A sequéncia
cromatografica apresentada, bem como todos os métodos empregados no sentido de obter a maxima
purificagao do extrato bruto, foram estudados de acordo com as melhores condi¢des para a amilase
em questao e seu processo fermentativo.

De acordo com a eletroforese em gel podemos verificar a presenga de duas a trés
bandas, ¢ mediante testes de atividade amilolitica foi possivel determinar que a(s) amilase(s)
continua(m) presente(s) no extrato parcialmente purificado. A massa molecular das amilases de R.
oligosporus estdo na faixa entre 60 e 96 kDa (Figura 4). Provavelmente trata-se de
amiloglucosidase pois em testes feitos anteriormente com este tipo de extrato foi obtida apenas a
producao de glicose a partir do amido disponivel (Freitas et al., 2014). Segundo a literatura a
amiloglucosidase (EC 3.2.1.3) ¢ uma enzima que rompe ligacdes dos tipos a-1,4 e a.-1,6 do amido a
partir da extremidade nao redutora, até glicose (LIN et al., 1998; PANDEY et al., 2005). De acordo
com Zanin (1989) a amiloglucosidase ¢ encontrada na forma de duas isoenzimas, o que conferem

especificidades diferentes, e € essencialmente fingica (Aspergillus e Rhizopus).
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Figura 4. Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12% corado com coomassie brilliant
blue. (A) Marcador de massa molecular. (1) Extrato enzimatico bruto. (2) Amostra da cromatografia
de troca ionica. (3) Amostra da cromatografia de interagdo hidrofobica. (4) Amostra da

cromatografia de exclusdo molecular — filtracdo em gel.

Outras diferentes técnicas cromatograficas foram testadas para a purificagdo do extrato
enzimatico, como por exemplo, a etapa de gel filtracdo sendo a primeira a ser empregada com a
resina sephadex G-50, ou outras resinas de gel filtragdo como a superdex 75 (GE), resina cationica
source 158 aplicada na cromatografia de troca i0nica, testes de precipitagdo com etanol e sulfato de
amonio, testes de didlise em tampao e dgua destilada, emprego de diferentes tampdes nas amostras e
colunas de cromatografia, entre outros. Todos os testes foram feitos com a finalidade de estabelecer
o protocolo mais adequado ao trabalho em questdo. Entretanto, houve uma queda da atividade
amilolitica expressiva no decorrer destas etapas, inviabilizando possiveis calculos de rendimento e
fator de purificagdo das etapas. (Dados ndo apresentados).

Os testes de didlise ndo se mostraram eficientes, visto que o caldo possui celulases que
possivelmente danificaram a membrana de didlise que ¢ de celulose, e por esta razdo boa parte das
enzimas amiloliticas foram perdidas no filtrado. Resultados mostrados por Escaramboni (2014)
determinaram atividade celulolitica neste tipo de extrato enzimatico.

Estudos encontrados na literatura demonstram que enzimas produzidas a partir da FES
demandam mais etapas e recursos para alcangar altos indices de purificacdo. No presente trabalho,
nado foi possivel alcangar 100% de purifica¢do do extrato bruto inicial, provavelmente também pela

presenca de duas ou mais amilases. Para obter um estudo melhor detalhado de quantas amilases



49

estdo presentes no extrato e quais sdo suas caracteristicas individuais, novos e diferentes testes

devem ser feitos futuramente.

5.3 Caracterizacao bioquimica do extrato enzimatico parcialmente purificado

O ensaio preliminar realizado para a caracterizagdo bioquimica do extrato enzimatico
parcialmente purificado foi a faixa de pH 6timo para a atividade enzimatica. Verificou-se que as
regides Otimas foram as de pH 4,0 e pH 5,5 a 6,6 (Figura 5). O fato de apresentar mais de uma faixa
de pH o6timo pode ser indicagdo de que mais de uma enzima amilolitica estava presente no extrato
corroborando os resultados da Figura 4. A caracterizacdo bioquimica foi feita com o pH 5,5. As
amilases acidofilas sdo usadas nas industrias, principalmente de amido, onde o pH natural da
suspensdo de amido ¢ geralmente em torno de 4,5 (SIVARAMAKRISHNAN et al., 2006; GOYAL
et al., 2005; SARIKAYA et al., 2000).

O teste de estabilidade frente a diferentes pHs mostrou que essa amilase apresenta
estabilidade elevada, principalmente do pH 3,5 até o pH 8,5. No pH 3,5 foi encontrada cerca de 40 a
60% de atividade relativa mantendo a estabilidade, chegando a aproximadamente 50% no pH 8,5,

como apresentado na Figura 5.
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Figura 5. Ensaios para determinacdo da melhor faixa de pH para atividade enzimética e

estabilidade frente a diferentes pHs. (-e-) pH 6timo e (-m-) estabilidade.

O presente estudo mostrou que a temperatura 6tima para a reagdo enzimatica foi de 65
°C. Entretanto, a faixa utilizada em todos os experimentos foi de 60 °C, o que permite uma
seguranca térmica para a enzima em questdo, como mostra a Figura 6. Estes resultados concordam

com a temperatura 6tima encontrada por Freitas et al. (2014) nos ensaios feitos com o extrato bruto.
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Figura 6. Temperatura Otima de atividade enzimatica da amilase produzida por Rhizopus

oligosporus em fermentacdo em estado solido utilizando farelo de trigo como substrato em pH 5,5.

As amilases termoestaveis sdo alvo de grande interesse (SARIKAYA et al., 2000;
BANERIJEE et al., 1999). Sao inumeras suas vantagens nas industrias, dentre as quais podemos
salientar a diminuicdo do risco de contamina¢do e custos de resfriamento externo, melhor
solubilidade dos substratos, bem como uma menor viscosidade (LIN et al., 1998). De acordo com a
Figura 7 este tipo de enzimas foi encontrado no presente trabalho, pois foi comprovada uma
termoestabilidade muito significativa com indices de atividade enzimdtica em temperaturas
variadas. O destaque esta na temperatura de 60 °C que permite 100% da atividade enzimatica no
intervalo de tempo de 15 min. A atividade cai para cerca de 80% ap6s 30 min e foi decaindo ao
passar do tempo.

A(s) amilase(s) em questdo ndo permitiu uma atividade 6tima em temperaturas acima de
60 °C, preferindo temperaturas abaixo deste valor (Figura 7). Este resultado de termoestabilidade

concorda com a utilizacao da temperatura de 60 °C como 6tima para a realizagdo dos experimentos.
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Figura 7. Estabilidade de temperatura em atividade enzimatica da amilase produzida por Rhizopus

oligosporus em fermentacdo em estado sélido utilizando farelo de trigo como substrato.

Um estudo sobre o efeito de inibi¢do ou de potencializagdo da reagdo enzimatica por
diferentes ions na concentracio de 10 mM foi realizado, como mostra a Figura 8. O ion Mn*
potencializou cerca de 60% a reagio enzimatica, enquanto o ion Cu*? inibiu cerca de 50% a agdo da
enzima. Estudos apontam que para diferentes tipos de micro-organismos e meios de fermentacdo, os
ions podem agir de formas variadas. As conclusdes de Nguyen et al. (2002) corroboram os
resultados deste experimento quanto a inibicdo da atividade amilolitica causada pelo ion Zn™2, bem
como, por outro lado a potencializagio causada pelos ions Mn™? quando adicionados ao meio de

reacao.
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Figura 8. Efeito de ions na atividade enzimdtica da amilase produzida por Rhizopus oligosporus em

fermentagdo em estado solido utilizando farelo de trigo como substrato.
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A importancia de alguns ions na estabilidade das enzimas deve ser ressaltada. Ainda que
o calcio ndo tenha exercido efeito estimulante na atividade das amilases no presente trabalho, o
efeito deste ion sobre a atividade da a-amilase foi investigado por Ronaszek et al. (2000), ¢ os
resultados mostraram quase 100% de aumento na atividade da enzima quando 75 mM do ion foi
acrescentado ao meio de reagdo. Na presenca de fons Ca®", por exemplo, as amilases sio mais
termoestaveis do que na auséncia dos mesmos (GUPTA et al., 2003). Prakash e Jaiswal (2010)
sugerem que o papel do ion cdcio seria principalmente estrutural, visto que ¢ situado longe do sitio
ativo, nao participando diretamente da catalise.

Por outro lado, devido a potencializagdo da atividade pela presenga de ions manganés,

um novo estudo com variagdes nas concentragdes deste ion foi realizado (Figura 9).
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Figura 9. Efeito do manganés em diferentes concentragcdes aplicadas a reacdo enzimatica da
amilase produzida por Rhizopus oligosporus em fermentagdo em estado solido utilizando farelo de

trigo como substrato.

De acordo com os resultados apresentados pela Figura 9, a melhor concentragdo do ion
manganés para potencializa¢do da reacdo amilolitica foi de 10 mM, confirmando o teste anterior. As
demais concentragdes ndo atingiram um resultado tdo expressivo. A literatura destaca o ion
manganés como um co fator enzimatico que pode inibir ou induzir a atividade enzimatica

dependendo da presenca de outros componentes e de suas concentragdes (BASSO et al., 1996).
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5.4 Sacarificacdo de substratos amilaceos para producao de xarope de glicose

Para producdo do xarope de glicose foram testados diferentes substratos e a
sacarificagcdo se deu mediante o uso do extrato enzimatico bruto. A Figura 10 mostra os

rendimentos médios de cada tipo ensaio, de acordo com o tempo de sacarificacao que variou de 10 a

24 horas.
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Figura 10. Experimentos de sacarificacdo utilizando quirera de arroz como substrato. Rendimento

(%) em massa de agucar nos tempos de 0 a 24 horas de hidroélise.

A conversdo do amido em aglicar redutor com rendimento em torno de 45% foi possivel
a partir de 6 h de reacdo como mostra a Figura 10. A aplicacdo de amilases produzidas por R.
oligosporus para produgdo de glicose ¢ explicada por Freitas et al. (2014) pelo rendimento elevado
de glicose e a qualidade do produto, sem a presen¢a de outros agucares, uma vez que alcancaram
96% de conversao do amido solavel puro em glicose em 7 h. Neste trabalho o amido proveniente da
quirera de arroz foi utilizado.

A sacarifica¢do de diferentes tipos de amido pela isoamilase de Rhizopus oryzae PRT
MTCC 9642 foram realizadas (GHOSH E RAY, 2010). Um percentual maximo de 43% de
sacarificacdo apos 1 hora de incubacdo utilizando 1% de amido de batata foi observado. Liu e Xu
(2008) testaram a capacidade de digestao de amido cru por a-amilase a partir de Bacillus sp. YX-1.
Estes autores constataram que a taxa de degradagdo de granulos de batata, trigo e milho preparados
com concentragdo de 1% foram, respectivamente, de 45,1%, 53%, 57,5% em 8 horas de hidrolise e
de 48,6%, 56,4% e 63,2% em 12 horas. A hidrdlise de amido granular foi estudada por Nagasaka et

al. (1998) em diversas fontes a 40 °C, a partir de glucoamilase purificada de Corticium rolfsii tendo
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sido obtido bom desempenho (entre 65% e 90% de hidrdlise) para milho e arroz em 24 h,
respectivamente.

Outro dado importante avaliado através da Figura 10 foi o rendimento obtido nos
ensaios levando-se em conta os volumes e os tipos de agitacao durante a sacarificacao. Foram feitas
alteracdes no volume e na forma de agitacao dos ensaios. A agitagdo mecanica, de maior volume, ¢
a manual, de menor volume, ndo influenciaram os rendimentos que foram semelhantes
principalmente ap6s 6 h de incubagdo das amostras, com destaque para a maior eficiéncia de 59,4%
em massa obtido apos 10 horas. E possivel determinar que apds esse periodo, o aumento da
porcentagem de glicose no meio ndo foi expressivo.

A comparacdo entre os diferentes substratos, quirera de arroz e p6 de bruni¢do do arroz

e seus respectivos rendimentos sdo mostrados na Figura 11.
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Figura 11. Influéncia da quirera e do pd de bruni¢do do arroz na sacarificacdo enzimatica.
Comparagdo entre o rendimento (%) em massa de actcar nos tempos de 0 a 24 horas de hidrolise

utilizando estes substratos amilaceos.

De acordo com o grafico ¢ possivel perceber que apesar da metodologia empregada ter
sido a mesma para ambos os substratos, a hidrdlise da quirera de arroz manteve indices mais
elevados de rendimento em todos os tempos de reacdo. Em 10 horas de hidrdlise foi possivel obter
um rendimento de aproximadamente 38% com quirera de arroz, enquanto apenas 17% de
rendimento para o pd de bruni¢do. Em 24 h de experimento o aumento do rendimento ¢
evidentemente maior quando analisamos os resultados do primeiro substrato (56,5%) em relagdo ao

segundo (23,1%).
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5.5 Fermentacao alcodlica e producéo de etanol

5.5.1 Crescimento e viabilidade celular

O processo de fermentacdo alcodlica teve duragdo total de 24 horas. Apos as
alimentagdes assépticas do meio com mosto e obten¢ao do volume total de 160 mL, foram retiradas
aliquotas com 10 h de fermentacdo para o calculo do nimero de células de levedura (Tabela 4) e da

sua viabilidade celular (Tabela 5).

Tabela 4. Numero de células de leveduras em 10 horas de fermentagdo alcodlica por S. cerevisiae

M-26 e Fleishmann.

Amostras n° de células/mL
M-26 9,14x10’
Fleishmann 51,6x107

Apesar de ter sido padronizada a massa imida de fermento em 12% inicialmente, houve
uma diferenca do ntimero de células das duas linhagens de leveduras utilizadas, no caso o
Fleishmann apresentou maior numero em 10 horas de fermentagdo, provavelmente pela maior
concentracao do fermento no inicio do processo, porém ambas apresentaram concentracao proxima
ou superior a 1 x 108 células por mL.

A taxa de viabilidade celular, também em 10 h de fermentacdo alcodlica, foi similar, por
volta de 94%, o que sugere que ndo houve inibicdo do mosto formulado com a quirera de arroz

hidrolisada e concentrada (Tabela 5).

Tabela 5. indice de viabilidade celular (%) de S. cerevisiae M-26 e Fleishmann.

Amostras Viabilidade celular (%)
M-26 94,5
Fleishmann 944
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5.5.2 Anélises do consumo de acUcares redutores e producao de etanol

Mediante a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) as amostras de agucares
utilizados para este estudo foram analisadas e detectou-se uma concentragdo significativa de
glicose, como era esperado, com taxa de 9,4% na quirera de arroz hidrolisada e concentrada. Niveis
proximos a 0,3% de xilose foram encontrados no tempo 0, apos 12 h de fermentacdo ja ndo havia
mais disponibilidade significativa de nenhum destes acucares. Ja na amostra frente ao padrdo de

arabinose nao foi encontrada em nenhuma das etapas do processo (Tabela 6).

Tabela 6. Analise de agtcares durante o processo de fermentacdo alcoodlica utilizando S. cerevisiae

M-26 e Fleishmann.

CLAE
Amostras Tem[~)0 de °Brix (%)
Reacio (h) Glicose (%) Xilose (%) Arabinose (%)
Mosto 0 15,8 9,4 0,3 0
M-26 12 - 0,020 0,010 0
24 7,13 0 0 0
Fleishmann 12 - 0,022 0,017 0
24 7 0 0 0

Obs. (-) valores ndo analisados.

Para andlises comparativas a leitura em escala de °Brix foi utilizada como parametro
nos tempos 0 e 24 horas de fermentagdo alcodlica. Foram obtidas porcentagens de solidos soltveis
de 15,8 e 7 °Brix, respectivamente. A diferencga entre esta leitura e os resultados obtidos por técnica
cromatografica sdo explicados devido a precisao de cada tipo de equipamento utilizado, bem como
o fato de que dentre os so6lidos soluveis contabilizados, pois nem todo o material era composto de
monossacarideos. A diferenca de 6,4% entre o °Brix e a porcentagem de glicose por CLAE pode ser
explicada pela presenca de proteinas e outros componentes da quirera de arroz.

Componentes que ndo sdo convertidos em glicose podem ser lidos como solidos
soltveis pelo método de leitura em refratdmetro, dessa forma justifica-se a presenga de 7% (°Brix)
apos 24 horas de fermentagao.

A produgdo de etanol foi de 43,9 e 45,7 g/L nas linhagens de M-26 e Fleishmann. A

Tabela 7 também mostra que em 12 h esse indice foi muito pouco inferior, demonstrando que 12 h
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de fermentagao alcoodlica foi tempo suficiente para degradar quase totalmente a glicose disponivel

no meio e converté-la em etanol.

Tabela 7. Produgdo de etanol (g/L) durante o processo de fermentagdao alcoolica utilizando S.

cerevisiae M-26 e Fleishmann.

Tempo de fermentacio Producao de etanol (g/L)
alcodlica (horas) M-26 Fleishmann
0 15,7 15,7
12 41 45
24 43.9 45,7

Os resultados obtidos no sistema de producdo empregado neste estudo corroboram os
alcangados por Ulgen et al. (2002), que utilizando cepa de S. cerevisiae YPG/AB a qual expressa a-
amilase de Bacillus subtilis e glucoamilase de Aspergillus awamori, obtiveram produgdo e etanol de

47,5 g/L em sistema descontinuo.

5.5.3 Eficiéncia e produtividade etandlica

A realizagdo da fermentagdao com 12 h utilizando S. cerevisiae M-26 resultou em 82,6%
de eficiéncia alcodlica enquanto a linhagem S. cerevisiae Fleishmann foi encontrado valor inferior
93,8%. Os mesmos organismos, em 24 h de producdo de etanol alcangaram 90,7% e 95,8%,
respectivamente. Estes resultados evidenciam o potencial da metodologia utilizada para obtengdo do
xarope de glicose com eficiéncia etandlica elevada (Figura 12). A partir do método em escala
laboratorial adotado nesse trabalho, foi possivel a juncdo do baixo custo e alta produtividade em
apenas 12 horas, utilizando apenas uma enzima, superando os padrdes encontra dos na industria
onde o tempo de hidrolise € de 24 horas e sdo empregadas duas enzimas para obten¢do do produto
final.

A eficiéncia de conversdo em etanol na industria, calculada tendo como referéncia o
rendimento de 51,1%, chega de 90 a 93%, principalmente, devido ao crescimento celular e a

producao de produtos finais de metabolismo secundario (INGLEDEW, 1999).
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Figura 12. Eficiéncia etandlica (%) em 12 e 24 horas de fermentacdo por S. cerevisiae M-26 e

Fleishmann.

A maior produtividade alcodlica foi verificada em 12 horas e para a linhagem
Fleishmann (2,78 g x L' x h'!). No tempo de 24 h houve queda para as duas linhagens (Figura 13).
Isso demonstra que, juntamente com os dados de agucares e etanol produzidos, a maior atividade
fermentativa ocorreu em 12 horas. Estes resultados sdo inferiores aos produzidos pela fermentagao
alcoodlica industrial com melago e/ou caldo de cana que tem eficiéncia etandlica por volta de 95% e
a produtividade em torno de 5 a 7 g x L' x h™! (ROGERS et al., 1982). Segundo Viegas (2002),
quando o melaco de cana ¢ utilizado como matéria prima a eficiéncia € de 87% e a produtividade de
etanol de 7,9 g x L'! x h'l. Porém, ¢é provavel que a produtividade etandlica via amido de quirera
possa ser aumentada se uma maior concentracdo de glicose for obtida, tendo em vista que nao
houve qualquer inibi¢do das leveduras com as concentracdes utilizadas e a elevada viabilidade

celular obtida em 12 h.
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Figura 13. Produtividade etanolica (g x L'! x h'') em 12 e 24 horas de fermentacio alcodlica por S.

cerevisiae M-26 e Fleishmann.
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.CONCLUSAO

No presente estudo foi aplicado com sucesso o processo de fermentagao em estado s6lido para o
cultivo do fungo Rhizopus oligosporus, utilizando-se farelo de trigo como substrato, para
producdo de amilases. O extrato bruto obteve 39,8 U/mL o que equivale a 358 U/g de substrato.
A pré purificacdo parcial do extrato enzimatico bruto ofereceu as condigdes necessarias para que
o extrato enzimatico, nesse momento com grau de pureza maior, fosse empregado em etapas
subsequentes de purificagdo que devem ser melhor estudadas e, novos protocolos e metodologias
devem ser testados futuramente para que a purificagdo obtenha 100% de efetividade e dados
relevantes como o rendimento e o indice de purificacdo obtido em cada etapa sejam incluidos.
De acordo com a caracterizagdo bioquimica do extrato parcialmente purificado ficou
demonstrado uma faixa 6tima de atividade amilolitica no pH 4,0 e pH 5,5 até 6,5, indicando as
condigdes acidas como as melhores para hidrélise. A estabilidade da enzima ao pH foi ampla
variando do pH 3,5 ao pH 8,5, com cerca de 60 % de atividade relativa. A melhor combinagao
entre temperatura 6tima e termoestabilidade indicou uma temperatura 60°C para uso em reagdes
enzimaticas. Os fons Cu?, Zn™, Al"?> e Na*? foram inibidores da atividade. O ion Mn*? destacou-
se por potencializar em cerca de 60 % a atividade enzimatica em concentragao especifica.

Os ensaios de sacarificacdo a partir do extrato enzimatico bruto, utilizando a quirera de arroz
como substrato se mostraram eficientes tendo em vista que houve uma produgdo maxima de 594
kg de glicose por tonelada de quirera. Este substrato apds concentracdo demonstrou Otima
capacidade fermentativa para S. cerevisiae obtendo-se eficiéncia alcodlica compativel com os

padrdes para a cana-de-agucar e/ou melago.
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