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RESUMO

O amido é, depois da celulose, o polissacarideo mais sintetizado pelas plantas
através da energia solar e constitui a mais importante reserva de carbono das plantas
superiores. As amilases s3o enzimas capazes de hidrolisar as ligagdes glicosidicas da
molécula de amido, e sdo divididas em endoamilases, que hidrolisam as ligagoes
glicosidicas ao acaso no interior da molécula de amido, e as exoamilases, que
hidrolisam sucessivamente, as ligagdes glicosidicas a partir da extremidade ndo
redutora da molécula. As amilases tem sido utilizadas com maior freqii€ncia na
industria alimenticia, no processamento do amido, na etapa de liquefagdo (-
amilase) e para a produgdo de xaropes de glicose (glucoamilase). A utilizagdo de
amilases termoestiveis na industria alimenticia é bastante interessante, tendo em
vista que a maioria dos processos ocorre a temperaturas elevadas, o que diminui o
risco de contaminagio por meséfilos e também a viscosidade do meio, dentre outros

fatores. Neste trabalho foi avaliada a produgdo de amilases (o-amilase, amilase

sacarificante e glucoamilase) pelo fungo termofilico Rhizomucor pusillus em

fermentag3o submersa, assim como o efeito do pH inicial de meio de cultivo (4,5,
5,0, 5,5, 6,0 € 6,5), da temperatura (40, 45 e 43°C), do tempo de cultivo do fungo
(48 a 144 horas) e do tipo de amido usado (milho e mandioca), na produg@o das
enzimas. Os meios livres de micélio (solugdo enzimatica bruta) foram utilizados
para a determinagio da atividade das enzimas. As enzimas foram caracterizadas
quanto ao pH e temperatura 6tima de atividade, estabilidade frente as variagdes de
pH e temperatura e tempo de estabilidade a 60°C, além do efeito da adigdo de
diferentes ions sobre a atividade das enzimas. A utilizagdo das enzimas contidas no
extrato enzimatico bruto, na hidrélise do amido de milho e mandioca a 25%,
também foram analisadas. Os resultados mostraram que as maiores taxas de
producdo das enzimas ocorreram em meio de cultivo com pH inicial 6,0, em
temperatura de 45°C. Tanto farelo de milho, quanto farelo de mandioca
demonstraram boa capacidade de indugdo da sintese das enzimas. O pH 6timo de

atividade apresentado para atividade dextrinizante de a-amilase foi 4,5, enquanto




que o pH 6timo para a atividade sacarificante foi 5,0. A temperatura 6tima para as
atividades dextrinizante e sacarificante foi de 75°C, enquanto que a temperatura
6tima para a atividade de glucoamilase foi de 70°C. A o-amilase dextrinizante
permaneceu estavel entre os pHs 3,0 € 4,0, e a amilase sacarificante entre os pHs 5,0
e 6,0. A glucoamilase foi estavel entre os pHs 4,0 e 5,0. Quanto a temperatura de
estabilidade, a a-amilase € a glucoamilase foram estaveis entre 45 e 60°C, ja a

amilase sacarificante somente foi estavel em 45 e 50°C. A adigdo de concentragoes

crescentes de fons Ca*? a0 meio de reagiio, ndo proporcionou nenhuma mudanga na

atividade dextrinizante de o-amilase, porém acarretou na perda drastica da atividade
de amilase sacarificante e glucoamilase. A analise dos produtos de hidrdlise do
amido a 1% mostraram que, 96% do amido inicial foi hidrolisado depois de 1 hora
sob a a¢do das enzimas amiloliticas presentes no extrato enzimatico, € que o
hidrolisado foi composto por glicose, maltose e maltotriose. As enzimas atuaram de
forma eficiente na produgio de xarope, tanto em amido de milho quanto em amido
de mandioca. Altos valores de agucares redutores foram alcangados utilizando-se o

equivalente a 10 U de atividade sacarificante por grama de amido.




ABSTRACT

Starch is, after cellulose, the most synthesized polysaccharide by plants
through solar energy and it constitutes the most important carbon reserve of higher
plants. The amylases are enzymes capable to hydrolyse the glucosidic linkages from
the starch’s molecule, and they are divided into endoamylases, that hydrolyse the
glucosidic linkages by chance into the starch’s molecule, and the exoamylases, that
hydrolyse successively the glucosidic linkages by the extremity not reduced of the
molecule. The amylases have been used more frequently in the food industry, into
starch’s processing, at the liquefaction phase (a-amylase) and for the production of
glucose syrups (glucoamylasis). The using of termostable amylases in the food
industry is very high, because most of the processes occur into high temperatures,
which diminishes the risk of contamination by mesophilic and also diminishes the
medium culture’s viscosity, and other factors. At this work the production of
amylases was evaluated (o-amylase,  saccharifying and glucoamylase) by the
termophilic fungi Rhizomucor pusillus into depthless fermentation, as the medium
culture’s effect of the initial pH (4,5, 5,0, 5,5, 6,0 and 6,5), the temperature (40, 45
and 48°C), the fungi’s cultivation time (from 48 to 144 hours) and the type of starch
used (corn and cassava), at the enzymes’ production. The medium cultures’ free of
mycelium (raw enzymatic solution) were used for the determination of the enzymes’
activity. The enzymes were characterized into pH and excellent temperature of

activity, stability facing pH variations, temperature and stability time at 60°C, and

besides the effect of adding different ions at the enzyme’s activity. The use of

enzymes contained at the raw extract enzymatic, at the hydrolysis of corn and
cassava’s starch at 25% were also analyzed. The results demonstrated that the
biggest taxes of enzymes production occurred at a medium culture with an initial pH
of 6,0, at 45°C. Both corn and cassava’s brans demonstrated a good capacity of
enzymes synthesis’ induction. The excellent pH of activity presented for a o-

amylase dextrinizing activity was 4,5, while the excellent pH of activity




saccharifying was 5,0. The excellent temperature for the dextrinizing activities was
75°C, while the excellent temperature for the glucoamylase activity was 70°C. The
dextrinizing a-amylase remained stable between a pH of 3,0 and 4,0, and the
saccharifying amylase between a pH of 5,0 and 6,0. The glucoamylase was stable
between a pH of 4,0 and 5,0. About the stability temperature, the a-amylase and the
glucoamylase were stable between 45 and 60°C, while the saccharifying amylase
was just stable at 45 and 50°C. The adding of elevated concentrations of ions Ca'? at
the medium culture of reaction didn’t result in any modification at the a-amylase’s
dextrinizing activity, but also entailed the drastic losing of saccharifying amylase
and glucoamylase’s activity. The analysis of products of starch’s hydrolysis at 1%
demonstrated that 96% of the initial starch was hydrolyzed after one hour under the
action of amylolytic enzymes presenting at the enzymatic extract, and that the

hydrolyzed was composed by glucose, maltose and maltotriose. The enzymes

actuated efficiently at the production of syrup, as in corn’s starch as in cassava’s

starch. High contents of reducing sugars were reached using the equivalent of 10U

of saccharifying activity by gram of starch.




I- INTRODUCAO

O amido é, depois da celulose, o principal carboidrato fotossintetizado pelas
plantas através da energia solar. E uma substincia composta inteiramente de B-D-
glicose e constitui uma fonte de energia essencial para a maioria dos organismos.

As enzimas envolvidas no processo de degradagdo do amido sdo chamadas
amilases ou enzimas amiloliticas. As amilases podem ser divididas em duas
categorias de acordo com seu modo de agdo: as endoamilases, que hidrolisam
ligacdes glicosidicas ao acaso no interior da molécula e as exoamilases, que

hidrolisam ligagdes glicosidicas a partir da extremidade ndo redutora da molécula

(GUZMAN-MALDONADO; PAREDES-LOPEZ, 1995).

As amilases sdao responsaveis pela reciclagem do carbono contido nos

amilaceos em geral e, além disso, t€ém exercido um importante papel na industria de
alimentos. Segundo Glazer; Nikaido (1995), além da industria de alimentos as
amilases podem atuar na industria téxtil, removendo a pasta de amido aplicada ao fio
com o objetivo de aumentar a resisténcia do mesmo a friccdo durante o
processamento.

As amilases podem atuar também na industria de papel e também fazer parte
da formulacdo de detergentes. Elas tém sido aplicadas na industria de papel com o
propdsito de diminuir a viscosidade da goma de amido aplicada durante o
processamento do mesmo, e nas formulagdes de detergentes para conter em parte a

agressividade do mesmo sobre madeiras e porcelanas (GUPTA et al., 2003).




As amilases sdo derivadas de varias fontes, mas aquelas oriundas de
microrganismos tém recebido atengdo especial em fungdo de uma série de
caracteristicas que sdo desejaveis. Microrganismos como fungos, bactérias,
leveduras e actinomicetos sdo potenciais produtores de amilases; porém, as
produzidas por fungos e bactérias t€m dominado a maioria dos setores da industria
(PANDEY et al., 2000).

Organismos termofilicos crescem otimamente em temperaturas entre 50 e
80°C e produzem enzimas que sao ativas em temperaturas entre 60 e 80°C chamadas
termozimas € que, em geral, sdo mais termoestaveis que aquelas produzidas por

organismos mesofilos (LEGIN et al.,, 1997). A atuagdo dessas enzimas em

temperaturas elevadas reduz a viscosidade do meio, permite a hidrélise enzimatica

em altas concentragdes de substratos e diminui os ricos de contaminag¢do por
mesofilos (VIEILLE, ZEIKUS, 2001).

Atualmente o mercado mundial de enzimas tem exigido enzimas com
caracteristicas mais adequadas para aplicagio na industria. Dentre essas
caracteristicas, atividade elevada e termoestabilidade estdo entre as mais requeridas.

Tendo em vista a importancia econdmica da obtengcdo de amilases mais
ativas, termoestaveis € com caracteristicas mais adequadas as industrias, foi
desenvolvido um projeto de pesquisa no qual estudo-se a produgdo de amilases por
uma cepa de Rhizomucor pusillus recém isolada em nosso laboratdrio, buscando-se

conhecer as melhores condi¢des de cultivo do fungo para a produgdo das enzimas,




além do conhecimento das caracteristicas bioquimicas e das condigdes Otimas de

atuacao das enzimas.

I1 - REVISAO DA LITERATURA

1- Amido

O amido é um dos polimeros mais abundantes na natureza e depois da
celulose, ¢ o principal carboidrato fotossintetizado pelas plantas. E uma substéincia
de reserva para a maioria das plantas superiores, compostas inteiramente de B-D-
glicose e constitui também uma fonte de energia essencial para muitos organismos,

inclusive o homem. Esse polissacarideo é facilmente assimilado na dieta humana e

representa uma das principais fontes de energia alimentar em todo o mundo, ja que é

encontrado em grande quantidade no milho, batata, trigo e arroz, que constituem a

base da alimentag¢ao da maioria das populagdes.

O amido presente nos vegetais pode ser hidrolisado, gerando glicose, maltose,
e xaropes de oligossacarideos de menores pesos moleculares, que por sua vez podem
ser utilizados para a produgdo de outros compostos quimicos e também como

substratos em fermentagdes (VIEILLE e ZEIKUS, 2001).

Em fung¢do de suas caracteristicas fisico-quimicas e tecnoldgicas esse
polimero tem sido usado extensivamente como matéria prima para a formulagio de
espessantes, estabilizantes, agentes geleificantes, dentre outros, para a melhoria das

propriedades de muitos alimentos (DERGAL, 1981).




Modificagbes quimicas, fisicas e enzimaticas do amido, juntamente com
modernos métodos de extragdo, tém aumentado sua utilizagdo na indudstria de
alimentos e também em outros setores da industria; principalmente téxtil,

petroquimica, papel e bebidas.

O amido € acumulado nos vegetais na forma de granulos insolaveis, o quais
sdo compostos basicamente de dois polimeros quimicamente muito semelhantes: a
amilose e a amilopectina 0 que aparecem na propor¢ao média de 25 e 75%,

respectivamente.

A amilose (Fig. 1) € essencialmente formada por cadeias lineares helicoidais

constituidas de unidades de glicose unidas por ligagdo glicosidica a-1,4 enquanto

que a amilopectina (Fig. 2) é formada por estrutura altamente ramificada, possuindo

cadeias de residuos de glicose em ligagdo glicosidica a-1,4 das quais partem
ramificagdes com ligagdes a-1,6 a cada série de 25 residuos de glicose (LASZLO et

al., 1986).




Figura 1: Estrutura da amilose
A cadeia linear é composta por D-glicose ligadas por ligagées (ot1—4).
(A) Estrutura da amilose (B) Estrutura helicoidal estreitamente compacta

(LEHNINGER, 1995).
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Figura 2: Estrutura da amilopectina.
Cada um dos hexigonos representa um residuo de glicose.
(LEHNINGER, 1995).

Grande parte do amido produzido é destinada as industrias de alimentos.
Geralmente o amido ajuda na melhoria das propriedades funcionais dos alimentos e
suprem a falta de oligossacarideos, dissacarideos e monossacarideos (GUZMAN-

MALDONADO; PAREDES-LOPEZ, 1995).
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Nas industrias de alimentos, o amido tem sido empregado na produgdo de
hidrolisados que irdo funcionar como adogantes em refrigerantes e doces, € como
espessantes em alimentos semi-s6lidos. Parte da produgdo de amido € utilizada em
outros tipos de indistrias, tais como indistrias de papel, tecido e embalagens, as
quais utilizam o amido como aglutinante de fibras e como adesivo. Porém, o uso
mais freqgiiente do amido processado ¢ destinado a produgdo de glicose, a qual pode
ser convertida por fermentagdo em etanol, gas hidrogénio e antibidtico; por
isomerizagdo em frutose e por hidrogenagdo quimica em sorbitol (AQUINO, 2000).

No processamento industrial do amido, duas etapas principais podem ser

identificadas; a liquefagdo e a sacarificagdo. Em um primeiro estagio, o amido ¢

gelatinizado sob uma temperatura de 110°C até que se torne soluvel. O amido

gelatinizado é submetido ao processo de liquefagdo que ¢ realizado pela agdo de a-
amilase termoestavel obtida de Bacillus subtilis, B. amyloliquefaciens e B.
licheniformis, que liberam maltodextrinas com baixo DE (equivalente em dextrose)
como produto final (VIHINEM; MANTSALA, 1989). Ap6s a completa liquefagéo,
o material é resfriado a aproximadamente a 60°C para o passo da sacarificagdo, que
consiste na completa transformagdo do amido liquefeito em glicose que, por
isomerizagdo, pode ser convertida em frutose. Nesse processo geralmente utiliza-se
glucoamilases de Aspergillus niger.

Outras enzimas amiloliticas como B-amilase e pululanases, também podem

ser empregadas na sacarificagdo. Nesse caso o produto final vai consistir em xarope

de maltose (GLAZER, NIKAIDO, 1995; HAKI et al., 2003).




2- Enzimas amiloliticas

Amilases sdo enzimas capazes de hidrolisar as ligacdes glicosidicas a-1,4 da
molécula de amido. S3o enzimas utilizadas pelas plantas para assimilar o amido que
¢ acumulado em alguns tipos de raizes, por animais para a digestio do amido
contido na maioria dos alimentos e por muitos microrganismos procariotos e
eucariotos que usam o amido como fonte de carbono (PEIXOTO et al., 2003).

As amilases podem ser divididas em duas categorias quanto ao seu modelo
de acgdo: as endoamilases e as exoamilases. As endoamilases hidrolisam as ligagoes
glicosidicas ao acaso no interior da molécula de amido liberando oligossacarideos e

as exoamilases hidrolisam, sucessivamente, as ligagGes glicosidicas a partir da

extremidade n3o redutora da molécula liberando glicose ou maltose (GUZMAN-

MALDONADO; PAREDES-LOPEZ, 1995). Um modelo de agdo conjunta de
algumas amilases sobre o complexo amilolitico € descrito resumidamente na figura
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Figura 3: Representagdo esquematica da estrutura da amilopectina e modelo
de a¢do de algumas amilases (VININHEN; MANTSALA, 1989).

A seguir, sdo descritas as amilases que atuam na conversao do amido em
compostos de baixo peso molecular (VIHINEN; MANTSALA, 1989;
ANTRANIKIAN et al., 1995):

a-amilases (EC 3.2.1.1 1,4-a-glucano glucanohidrolase): sio endoenzimas
que hidrolisam as liga¢des glicosidicas a-1,4 internas da amilose e amilopectina,
liberando oligossacarideos de cadeias com comprimentos variaveis. Sdo também

chamadas de enzimas dextrinizantes € podem ser divididas em duas categorias de
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acordo com o grau de hidrélise do substrato: a-amilases liqueficantes, que quebram
de 30 a 40% do substrato, e as a-amilases sacarificantes, que hidrolisam de 50 a
60% do substrato;

B-amilases (EC 3.2.1.2 1,4 a-D-glucano maltohidrolase): sdo exoenzimas
que hidrolisam a penultima ligagdo o-1,4 a partir da extremidade ndo redutora da
cadeia de amido, liberando unidades de P-maltose. A amilose ¢ completamente
convertida em maltose enquanto o indice de conversdo de amilopectina em maltose
gira em torno de 50 a 60%, dependendo do grau de ramificagéo;

Glucoamilases (GA) (EC 3.2.1.3 1,4-a-D-glucano glucohidrolase): sio
exoenzimas que hidrolisam as ligagGes glicosidicas a-1,4 € a-1,6 da molécula de
amido. Elas liberam unidades de B-D-glicose a partir da extremidade nio redutora
do substrato. As glucoamilases sdo também chamadas de enzimas de sacarificagio,
pois sdo capazes de hidrolisar completamente o amido em incubagdo por longo
tempo;

o-D-glucosidases (EC 3.231.20 a-D-glucosideo glucohidrolase): sao

enzimas de origem microbiana e hidrolisam as ligagdes a-1,4 e a-1,6 de

oligossacarideos de cadeia curta, os quais sdo formados pela a¢do de outras
amilases, liberando unidades de a-D-glicose a partir da extremidade nao redutora;
Exo-(1,4)- a-D-glucanases (EC 3.2.1.60 / 3.2.1.98): s3o exoamilases que ao

invés de liberar sucessivas unidades de maltose, como ocorre com a [B-amilase,




liberam, por exemplo, maltotetraose e maltohexaose como os maiores produtos da
acao da enzima sobre 0 amido;

Pululanases (EC 3.2.1.41 a-dextrina-6-glucanohidrolase): sdo enzimas que
hidrolisam as ligagdes a-1,6 do pululano e de outros oligossacarideos. O produto
dessa hidrélise corresponde as maltotrioses;

Isopululanases (EC 3.2.1.57 pululano-4-glucanohidrolase): sdo enzimas
que hidrolisam também as ligagGes glicosidicas a-1,4 do pululano, mas que ndo tem
nenhuma atividade sobre o amido. O produto final da a¢do dessas enzimas € a
isopanose;

Isoamilases (EC 3.2.1.68 glicogénio-6-glucanohidrolase): hidrolisam as

ligagGes a-1,6 da amilopectina, glicogénio e oligossacarideos, mas ndo hidrolisam a

ligag¢do a-1,6 do pululano;

Ciclomaltodextrina D-glucotransferase (CGTase) (EC 2.4.1.19 1,4-a-D-
(1,4-D-Glucano) transferase): sdo exoenzimas que hidrolisam o amido por meio de
reagdes complexas formando oligossacarideos ciclicos ndo redutores, conhecidos
como ciclodextrinas.

As amilases encontram-se bem distribuidas na natureza. Sdo responsaveis
pela ciclagem do carbono contido nos amilaceos em geral e, além disso, tém
exercido, ultimamente, um papel importante na industria de alimentos, na qual atua

nas seguintes conversoes:




1- Na conversdo do amido em dextrinas, que sdo utilizadas em formulagdes clinicas,
como material para sacarificacdo enzimatica, estabilizadores e espessantes;

2- Na conversdo do amido em maltose, que € utilizada em confeitarias, na fabrica¢ao
de refrigerantes, cervejas, geléias e sorvetes;

3- Na conversio do amido em glicose, utilizada em refrigerantes, panificagdo,
cervejarias € como subsidio para a produgdo de etanol e outros bioprodutos;

4- Na conversdo em frutose, utilizada em refrigerantes, geléias e iogurtes.

A utilizagdo dessas enzimas no processamento de alimentos tem sido muito
vantajosa, pois além do rendimento ser semelhante ou maior do que o do

processamento quimico, ndo ha formagdo de compostos ndo desejados. Além disso,

as enzimas amiloliticas tém a vantagem de catalisar reagdes sob condigdes

moderadas, além de serem naturais € ndo toxicas. Essas capacidades as tornam
imprescindiveis para a industria de alimentos, além de que, as maiorias das enzimas
sdo ativas em baixas concentragées (FENNEMA, 1985).

Além da industria alimenticia, as amilases podem ser usadas na industria
téxtil para remover a pasta de amido aplicada ao fio com o objetivo de aumentar a
resisténcia do mesmo a fric¢do durante o processamento (GLAZER; NIKAIDO,
1995).

As amilases tém ganhado um papel importante na conversido do amido em
alcool utilizando-se simultaneamente a sacarificagdo e a fermentacdo (SINGH et al.
1995; KOBAYASHI et al. 1998). A aplicagdo das amilases na producgdo de élcool

etanol tem solucionado em parte os problemas que alguns paises apresentam em




fungdo da escassez de reservas de combustivel. Nesse processo, glucoamilases e o-
amilases de 4. niger sdo adicionadas em meio fermentativo contendo células de
Saccharomyces cerevisae. O amido presente no meio fermentativo é convertido,
através da ag@o conjunta das amilases, em glicose que posteriormente é convertida
por fermentagdo em etanol (RAJOKA et al., 2004).

As amilases, mais especificamente a a-amilase, tém sido usada na industria
papeleira com o propdsito de diminuir a viscosidade da goma de amido que é
empregada sobre o papel durante o processamento do mesmo. A¢do da a-amilase
sobre a camada de amido utilizada no revestimento do papel também contribui para
a sua qualidade final (GUPTA et al., 2003).

Atualmente, as a-amilases tém sido utilizadas nas formulagdes de detergentes
liquidos para reduzir em parte, a agressividade dos detergentes sobre madeiras e
porcelanas (GUPTA et al. 2003). Segundo Kottwitz e outros (1995), 90% dos

detergentes liquidos contém a-amilase em suas formulagdes. Algumas limitagGes do

uso de o-amilases na composi¢do dos detergentes consistem no fato de que, a

maioria dessas enzimas demonstra sensibilidade ao célcio e sua estabilidade pode

ser severamente comprometida em baixas concentragdes desse ion, e também na

presenga de alguns agentes oxidantes (GUPTA et al., 2003).




3- Amilases fungicas

A utilizagdo de fungos em processos cujos produtos sdao comercialmente
importantes tem aumentado com o passar das décadas. A utilizagdo desses

microrganismos pelo homem nao € um fendmeno recente, pois se sabe, que desde a

época dos antigos egipcios ja se fazia o uso desses organismos em processos

fermentativos para a producdo de bebidas alcodlicas (PAPAGIANNI, 2004).

Os fungos em geral podem ocupar muitos diferentes ambientes como solos,
materiais organicos em decomposi¢do, plantas, dentre outros. Essa diversidade de
ambientes, evolutivamente garantiu a esses organismos a capacidade de sintetizar
uma série de enzimas com diferentes caracteristicas, possibilitando-lhes o uso da
matéria organica do meio como fonte de carbono (GOUKA et al., 1997).

Nas ultimas décadas, a utilizagdo de fungos em bioprocessos ganhou
importancia devido a producdo de inimeras enzimas com caracteristicas fisico-
quimicas variadas e com excelentes potenciais para a aplicagdo industrial. A
capacidade de sintese em grande escala, bem como a facilidade com que sdo
excretadas para o meio externo constituem algumas dessas caracteristicas
(IWASHITA, 2002). Dentre essas inimeras enzimas, as amilases aparecem como
uma das mais importantes.

As amilases sdo derivadas de varias fontes, incluindo plantas, animais e
microrganismos. Microrganismos como fungos, bactérias, leveduras e actinomicetos
s3ao potenciais produtores de amilases; porém as produzidas por fungos e bactérias

tém dominado a maioria do setor industrial (PANDEY et al., 2000).




Tradicionalmente, as amilases sdo produzidas por fermentagdo liquida, mas
nos ultimos anos, o processo de fermentagdo em estado s6lido tem sido utilizado
com maior freqiiéncia visando um maior volume de produgdo e diminui¢cio de
custos (LONSANE et al., 1990; PANDEY, 1992; ELLAIAH et al., 2002).

Dentre as amilases sintetizadas por fungos, as a-amilases e as glucoamilases
sdo as que aparecem com maiores freqiiéncias. A a-amilase é produzida por muitos

géneros de fungos filamentosos e leveduras. As a-amilases produzidas por algumas

bactérias; Bacillus sp, B. amyloliquefaciens e B. liqueniformes, com aplica¢io

comercial, sdo hoje preferidas em relagdo aquelas produzidas por fungos e
leveduras, por apresentar algumas caracteristicas desejaveis, tais como a
termoatividade e a termoestabilidade, podendo assim ser aplicada em processos que
ocorrem em altas temperaturas (PANDEY, 2000). Entretanto, o-amilases
bacterianas ndo apresentam a capacidade sacarificante de algumas o-amilases
fingicas. Assim, parece ser necessaria a produgdo de enzimas flingicas que
apresentem termoestabilidade semelhante aquelas das bactérias.

As glucoamilases sdo caracterizadas como exoenzimas que produzem B-D-
glicose a partir da extremidade ndo-redutora da cadeia de amilose, amilopectina e
glicogénio pela hidrélise de ligagdes do tipo a-1,4 por meio da remogio de
sucessivas unidades de glicose. Estas enzimas sdo oriundas de varias fontes como
plantas, animais e microrganismos em geral e catalisam eficientemente a reagdo de

sacarificagdo do amido dentro de um limite estreito de temperatura, isto porque a




conformagdo cataliticamente ativa das glucoamilases hoje usadas na industria é
alterada com o aumento da temperatura o que afeta seu uso no processo industrial,
onde a conservagao prolongada em altas temperaturas € necessaria.

As glucoamilases comercialmente disponiveis s3o, em sua maior parte,
produzidas por linhagens de Aspergillus e Rhizopus. As glucoamilases de

Aspergillus sdo mais termoestaveis, com atividade maxima em temperaturas entre

50 e 55°C, sendo elas rapidamente inativadas em temperaturas proximas de 60°C

(ZAHA e ZEIKUS, 1989).

Além da capacidade de produgdo em alta escala, algumas espécies de
Aspergillus podem sintetizar mais de uma forma da mesma enzima com
caracteristicas desejaveis diferenciadas, comparadas com aquelas sintetizadas por
bactérias com caracteristicas e propriedades unicas (KUMAR, 2004).

Espécies de fungos filamentosos pertencentes ao género Aspergillus secretam
consideraveis quantidades dessas enzimas, no entanto, as glucoamilases produzidas
por A. niger e A. oryzae, tém recebido muita atencio em fungdo de alta
produtividade, constituindo assim as mais importantes fontes comerciais de dessas
enzimas (GOTO et al., 1998).

Além de espécies do género Aspergillus, outras espécies de outros géneros
como Rhyzopus, Mucor, Humicola e Thermomyces, dentre outros aparecem na
literatura como potenciais produtores de amilases, com destaque para a produgdo de
amilases por Rhyzopus oligosporus DAR 2710, R. microsporus, Rhyzopus sp, Mucor

pusillus, Thermomucor, Humicola grisea, Thermomyces lanuginosus e T.




lanuginosus ATCC 34626 (JIN et al., 1999; PEIXOTO et al., 2003; CRUZ et al.,
1997; SOMKUTI & STEINBERG, 1980; KAUR & SATYANARAYANA, 2004;
TOSI et al., 1993, MISHRA & MAHESHWARI, 1996 ¢ NGUYEN et al., 2000,
respectivamente).

Os fungos unicelulares, mais conhecidos por leveduras, assim como os
fungos filamentosos, estdo espalhados pelos mais diversos ecossistemas. Essa
diversidade de ambientes habitados por esses microrganismos tem possibilitado aos
pesquisadores o isolamento de espécies com caracteristicas desejaveis para a
industria (SKORUPA et al., 2002). A capacidade de degradagdo do amido por
algumas espécies de leveduras tem sido determinante para sua aplicagdo em
processos biotecnologicos como fontes de enzimas hidroliticas para a produgdo de
etanol (DE MOT, 1984).

A produgdo de enzimas amiloliticas por leveduras, ndo tem recebido muito

destaque em fun¢do do pequeno volume em que sdo excretadas, embora se saiba que

estas enzimas sdo produzidas pela maioria das espécies. Dentre aquelas conhecidas

como produtoras de amilases ganham destaque; Schwanniomyces alluvius,
Lipomyces konomenkoae, € Cryptococcus flavus (WILSON et al., 1982; PRIETO et
al., 1995 e SKORUPA et al., 2002, respectivamente).

A deficiéncia de produg@o em alta escala tem sido suprida nos ultimos anos
através do amplo conhecimento em biologia molecular, juntamente com a
elaboragdao e aplicagdo de novas técnicas de DNA recombinante em algumas

espécies de levedura (SHIRAGA et al., 2004; MOLLER et al., 2004).




4- Producio e caracteristicas de amilases fiingicas

Com o intuito de viabilizar economicamente a hidrdlise do amido, varios
fungos com excelente potencial para produgdo de amilases tem sido isolados nos
ultimos anos. Alguns trabalhos tém reportado a produgdo de diferentes tipos de
amilases fungicas termoestaveis e termotolerantes, com -caracteristicas fisico-
quimicas variadas e viaveis para a aplicagdo em bioprocessos.

Somkuti e Steinberg (1980) estudaram as caracteristicas fisico-quimicas de
uma a-amilase extracelular produzida por M. pusillus, em fermentagdo liquida,
utilizando farelo de trigo como fonte de carbono a 34°C. A enzima apresentou um

pH 6timo de atividade entre 3,5 e 4,0, uma atividade 6tima em 70°C. A mesma

enzima foi inibida na presenga de 10 mM de ions Mg, Ca*? e Cu™.

Uma glucoamilase produzida por um mutante de 4. terreus (NA170) foi
purificada e caracterizada por Ghosh e colaboradores (1991). A enzima apresentou
um pH 6timo de atividade de 5,0 e permaneceu estavel em pHs que variaram de 3,0
a 7,0. A temperatura 6tima para a atividade da enzima foi de 60°C. Essa mesma
enzima foi estdvel em temperaturas entre 30 e 75°C.

Ali e Hossain (1991) purificaram e caracterizaram uma glucoamilase de
A.terreus. A enzima foi otimamente ativa em pH 4,0 e estavel em pHs de 3,0 a 7,0.
A temperatura 6tima de atividade da enzima foi de 60°C, permanecendo estavel em

temperaturas entre 40 e 60°C. Os fons Ag" e Hg"? inibiram a atividade da enzima,




por outro lado, a presenca de ions Mg+2 e Ca™ estimularam a atividade da enzima

em 15 e 7%, respectivamente.

Uma a-amilase de 4. oryzae produzida em fermentagdo submersa, em meio
contendo glicose como fonte de carbono, a 30°C, foi caracterizada por Carlsen e
outros (1996). O pH 6timo para a atividade da enzima foi 6,0, e esta permaneceu
estavel dentro de uma faixa de pH entre 5,0 e 7,0. A temperatura 6tima, bem como a
temperatura de estabilidade ndo foram mencionadas.

A relagdo entre fontes de carbono, produgdo e acdo de a-amilase de Rhizopus
sp foram analisadas por Cruz e outros (1997). A enzima foi produzida por
fermentagdo submersa, em meio de cultivo com pH inicial 5,0. A temperatura de
cultivo foi de 30°C. Foram utilizados como substratos; amido soluvel, amilose de
milho, amilose de batata, amilopectina de milho, amilopectina de batata e maltose.
Foi obtida a seguinte ordem decrescente na produgdo da enzima: amilose de milho >
amilose de batata > amilopectina de milho > amilopectina de batata > amido solivel
> maltose.

Mohapatra e colaboradores (1998) caracterizaram uma o-amilase de Mucor
sp. A enzima foi produzida em fermentacdo submersa, com a melhor produgio
ocorrendo em pH inicial de meio de cultivo 5,0, a 30°C. A enzima foi otimamente
ativa em pH 5,0 e em temperatura de 60°C. A enzima parcialmente purificada

apresentou, depois de incubada a 60°C durante 50 minutos, 50% de atividade




residual. A atividade da enzima nio foi alterada na presenga de 10 mM de Ca*? e 25

mM de Mg*.

Goto e colaboradores (1998) analisaram a produgdo de amilases por A.
fumigatus, em fermentagdao submersa. Neste trabalho foram avaliados os efeitos de
diferentes valores de pH inicial de meio de cultivo e temperatura de cultivo sobre a
produgdo das enzimas. Meios de cultivos com pHs acima de 4,0 e abaixo de 10
foram considerados viaveis para a produ¢do das enzimas. A melhor temperatura de
cultivo foi de 45°C.

Uma elevada produgdo de a-amilase (55,0 U/mL) foi obtida em 14 horas de
cultivo por Jin e outros (1998), cultivando o fungo filamentoso A. oryzae em
fermentagdo submersa. O pH inicial de meio de cultivo mais adequado para a
produgdo da enzima foi 5,0 € a melhor temperatura de cultivo foi 35°C.

Em outro trabalho, Jin e colaboradores (1999) analisaram a produgdo de
glucoamilase por A. oryzae em fermentagdo submersa. Um pH inicial de 4,5 foi
considerado ideal para a produgdo de glucoamilase por esta linhagem. A melhor
temperatura para a produgao da enzima foi 35°C.

Moreira e outros (1999) avaliaram a produgdo e as caracteristicas de a-
amilase e glucoamilase de 4. tamari. Neste trabalho foram avaliadas as melhores
condig¢des para a produgdo das enzimas, tais como fontes de carbono, pH inicial de
meio de cultivo, temperatura e também foram determinadas as caracteristicas fisico-
quimicas de cada enzima. Foram utilizadas como fontes de carbono: sacarose,

celobiose, glicose, maltose, glicogénio, amido, amilopectina e amilose. Glicogénio,




maltose, amido, amilose e amilopectina foram as fontes de carbono que melhor
induziram a sintese das enzimas. Valores de pHs inicias de meio de cultivo entre 4,0
e 10,0 foram considerados ideais tanto para crescimento quanto para produgdo das
enzimas ¢ a melhor temperatura de crescimento e produgdao foi 30°C. Ambas
enzimas apresentaram atividade méxima em pHs entre 4,5 e 6,0 e foram estaveis em
pHs entre 4,0 e 7,0. As enzimas exibiram é6tima atividade em temperaturas entre 50
e 60°C e permaneceram estaveis por mais de 10 horas a 55°C.

Em um trabalho de isolamento de linhagens fiingicas amiloliticas, Ronaszek e
colaboradores (2000) isolaram 18 espécies de T. lanuginosus com grande potencial
para a producdo de a-amilase e glucoamilase. Trés dessas linhagens foram
selecionadas para um estudo mais detalhado de produgdo e de algumas propriedades
dessas enzimas. A maior atividade de a-amilase foi de 46 U/mL e a melhor
produgdo de glucoamilase foi de 1,0 U/mL. O melhor pH de atividade para a-

amilase foi 5,0 e o melhor pH para atividade de glucoamilase foi 4,6. A temperatura

6tima de atividade para as duas enzimas foi de 70°C. O efeito da adi¢do de ions Ca*™

sobre a atividade de o-amilase foi investigado, e os resultados mostraram um
aumento na atividade da enzima de quase 100%, quando 75 mM do ion foi
acrescentado ao meio de reagao.

Nguyen e colaboradores (2002) purificaram e caracterizaram uma o-amilase
e uma glucoamilase de T. lanuginosus ATCC 34626. As enzimas foram produzidas

em fermentagdao submersa em 48 horas a 47°C. A a-amilase apresentou um pH




6timo de atividade de 5,5, enquanto que o pH 6timo de atividade para a
glucoamilase foi de 5,0. A temperatura 6tima para a atividade de ambas as enzimas

foi de 70°C. A presenga de fons Zn'? inibiu fortemente a atividade de ambas as

enzimas, e por outro lado, a presenca de ions (Mn'%, Fé?) e (Ca™, Ba™)

ocasionaram um aumento na atividade de glucoamilase e o-amilase,
respectivamente.

Ellaiah e colaboradores (2002) otimizaram a produg¢do de glucoamilase por
Aspergillus sp A3, em fermentagdo s6lida. Fatores como; quantidade de substrato,
temperatura de cultivo, pH inicial de meio de cultivo, e tempo de cultivo foram
analisados neste trabalho. A maior produgao enzimatica ocorreu em meio de cultivo
com pH 1nicial 5,0 em temperatura de 30°C, em 120 horas de cultivo.

Peixoto e colaboradores (2003) avaliaram a produgdo de amilases por R.
microsporus var. em fermentacdo liquida. Varias fontes de carbonos foram testadas
e dentre elas, glicose, maltose, amido soluvel, farelo de trigo e bagago de cana de
agucar demonstraram excelente capacidade para indugdo da sintese da enzima. A
enzima caracterizada apresentou pH 6timo de atividade 5,0 e temperatura étima de
60°C. Os produtos de hidrélise enzimatica do amido solivel sugerem a presenga de
glucoamilase no extrato enzimatico.

Soni e colaboradores (2003) avaliaram a produg¢do de glucoamilase por
Aspergillus sp AS-2 em fermentagdo solida. A enzima caracterizada apresentou um

pH 6timo de 6,0 e uma temperatura 6tima de atividade de 50°C. Neste trabalho




também foi avaliado o efeito da agdo dessa enzima na hidrélise do amido a 15%.
Essa enzima apresentou uma eficiéncia de 87% na sacarificagdo do amido.

Wanderley e colaboradores (2004) caracterizaram uma o-amilase de
Cryptococcus flavus. A enzima produzida em fermentagdo submersa a 25°C
apresentou pH 6timo de atividade em 5,5 e temperatura 6tima em 50°C. A enzima
permaneceu estavel por 60 minutos a 50°C, e foi inibida na presenga dos ions Mn*2,
Mg, Zn*?, Ca™ Hg", Fe'? e Cu™.

A produgdo de glucoamilase pelo fungo termofilico Thermomucor indicae-
seudaticae, em fermentagdo submersa foi avaliada por Kaur e Satyanarayana (2004).
O melhor pH inicial de meio de cultivo para a produgdo da enzima foi 7,0 € a melhor
temperatura de meio de cultivo foi 40°C. A enzima foi capaz de hidrolisar 65% do
amido depois de um periodo de incubagido de 48 horas. A atividade enzimatica foi

inibida pelos fons Ni‘%, Ba*>, Mn*?, Zn'?, Hg"” e Mg'?, mas por outro lado foi

constatado um aumento de atividade na presenca dos fons Ca*?, Ag", Cu?, Co™ e

Fé™
Na tabela 1, ¢ feita uma sintese de alguns tipos de amilases fingicas e suas

respectivas caracteristicas.




Tabela 1- Caracteristicas fisico-quimicas de amilases produzidas por algumas espécies fingicas

Fungo T (C) pH pH T (C) T (C) Tipo Referéncia
Crescimento  é6timo Estabilidade étima Estabilidade Amilase

Mucor pusillis 34 3,5-4,0 ND 70 60-65 o-amilase SOMKUTI
STEINBERG
(1980)

Aspergillus Glucoamilase ALl &  HOSSAIN,
terreus (CTC (1991)
826)

Aspergillus Glucoamilase GHOSH et al., (1991)

terreus
(NA 170)

Aspergillus o-amilase CARLSEN et al., (1996)
oryzae

Moucor sp o-amilase MOHAPATRA et al,
(1998)

Aspergillus Glucoamilase MOREIRA et al., (1999)
tamarii o-amilase
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Continuagdo da tabela 1

Fungo

T (°C)
Crescimento

pH
otimo

pH

TCC) TCEC) Tipo

Estabilidade o6tima Estabilidade Amilase

Referéncia

Thermomyces
lanuginosus

ND

4,6
5,0

ND

Glucoamilase
o~-amilase

70 ND

RONASZEK et al,
(2000)

Thermomyces

lanuginosus
(ATCC 34626)

Glucoamilase
a-amilase

NGUYEN et al., (2002)

Rhizopus
microsporus var.

Glucoamilase

PEIXOTO et al., (2003)

Aspergillus  sp.
AS-2

Glucoamilase

SONI et al., (2003)

Cryptococcus
flavus

o-amilase

WANDERLEY et al,,
(2004)

10

L

2
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5- Microrganismos termofilicos

Os microrganismos apresentam uma surpreendente capacidade de adaptar-se a
ambientes extremos, onde fatores como temperatura, pH, pressdo e concentragido de
sal ultrapassam valores considerados padrido para a grande maioria dos organismos
(LASA; BERENGUER, 1993). Dentre esses fatores, a temperatura exerce grande
influéncia no funcionamento das moléculas e demais estruturas bioldgicas.

Os microrganismos apresentam uma temperatura minima de crescimento,

abaixo da qual ndo ocorre o seu crescimento, uma temperatura 6tima, na qual o

crescimento ¢ maximo e uma temperatura méaxima, acima da qual o crescimento nao

¢ possivel e ocorre morte celular por colapso da membrana citoplasmatica e
desnaturagdo de proteinas e DNA. Cada microrganismo apresenta uma temperatura
de crescimento caracteristica, mas essa ndo é completamente fixada, uma vez que
estas temperaturas podem ser alteradas por diversos fatores ambientais, como a
composi¢do do meio de crescimento (BROCK et al., 1998).

Sabe-se que a maioria dos microrganismos cresce dentro de uma faixa estreita
de temperatura. Entretanto, existem microrganismos que sdo capazes de proliferar em
ambientes que sdo caracterizados como extremos de temperatura, que em principio
inviabilizaria qualquer existéncia de forma de vida. S3do conhecidos varios
microrganismos que ndo sé resistem a ambientes geotérmicos estaveis, mas que
dependem de altas temperaturas para sua sobrevivéncia. Esses microrganismos sio

chamados de termofilicos ou terméfilos (BROCK, 1985).




Segundo Brock (1985), os microrganismos termofilicos foram arbitrariamente
divididos em trés classes: moderadamente termofilicos, com crescimento 6timo entre
45 e 60°C; extremamente termofilicos, com crescimento entre 60-95°C; e
hipertermofilicos, cujo crescimento 6timo esta acima de 90°C.

Dentre os eucariotos, apenas algumas espécies de fungos sdo capazes de
crescerem em temperaturas entre 45 e 55°C. A termofilia em eucariotos ndo € tdo
extrema quanto aquela observada em alguns grupos de procariotos, como por
exemplo, as eubactérias e a maioria das archaebactérias, as quais podem crescer em
temperaturas que ultrapassa os 100°C (MAHESHWARI et al., 2000).

Microrganismos termofilicos s3o encontrados na natureza somente em alguns
poucos ambientes cujas temperaturas sdo elevadas, como solos completamente

expostos a luz solar, nos quais a temperatura pode chegar a 50°C e em pilhas de

material vegetal em decomposi¢io, onde a temperatura geralmente atinge 60-65°C.

Por outro lado, os microrganismos hipertermofilicos somente podem ser encontrados
em ambientes em que as temperaturas sejam ainda mais elevadas, como ocorrem em
ambientes relacionados a fendmenos vulcdnicos e fontes termais (VIEILLE e
ZEIKUS, 2001). A condigio de hipertermofilia ndo ¢é aplicada aos fungos, visto que
0S mesmos, por serem organismos eucariotos, sio menos resistentes as elevadas
temperaturas em fung@o do sistema de membranas que compde suas organelas, serem
susceptiveis ao desarranjo provocado pelo calor (BROCK, 1998).

Os organismos termofilicos e hipertermofilicos apresentam algumas

adaptacdes que permitem o seu crescimento sob altas temperaturas. Suas enzimas €




outras proteinas sdo muito mais estaveis ao calor que aquelas presentes nos
organismos mesofilicos e atuam otimamente sob altas temperaturas (PELCZAR et
al., 1996).

As adaptagdes desses organismos a condigdes ambientais extremas o0s
obrigaram a desenvolver componentes celulares e estratégias bioquimicas para tais
condigoes. Assim, hoje € geralmente aceito que esses microrganismos constituem um
precioso reservatério de moléculas de interesse industrial, € um excelente recurso
para o desenvolvimento de novas aplicagdes biotecnoldgicas, que venha revolucionar
0 nosso cotidiano e também contribuir para o avango do conhecimento da sociedade

cientifica (SANTOS et al, 2001).

Varios microrganismos termofilicos tem sido isolados de diferentes ambientes

exéOticos em todo o planeta, com subseqiiente extragdo de suas enzimas
(ANTRANIKIAN et al., 1987, GROBOILLOT, 1994; BHARAT; HOOONDAL,
1998; KOHILU et al., 2001).

As enzimas provenientes de microrganismos termofilicos tém sido estudadas
com grande freqii€ncia, visto que suas aplicagdes em bioprocessos sdo extremamente

vantajosas, além atuarem como modelos para muitos estudos bioquimicos.

6- Enzimas termofilicas

As enzimas que possuem a capacidade de catalise em altas temperaturas sdo

denominadas termozimas ou enzimas termofilicas e sdo produzidas por

microrganismos termofilicos e hipertermofilicos (VIEILLE & ZEIKUS, 1996).




A maioria das enzimas utilizadas como catalisadores em processos
envolvendo a biotransformagao sdo oriundas de organismos mesofilos e, apesar das
inimeras vantagens apresentadas, a aplicagdo dessas enzimas tem sido limitada
devido ao seu limite de estabilidade a temperaturas, pH e forgas idnicas extremas
(HOUGH e DANSON, 1989). Muitas pesquisas indicam que poucas enzimas
estaveis sdo produzidas por meséfilos e que enzimas produzidas por microrganismos
termofilicos sdo mais estaveis do que aquelas produzidas por mesofilicos (LEGIN et
al., 1997).

Enzimas sintetizadas por termofilicos e hipertermofilicos sdo termoestaveis,

exibem desnaturagdo proteica irreversivel somente em altas temperaturas, além de

atuarem otimamente em temperaturas elevadas (BRUINS et al.,, 2001). Essas

caracteristicas as possibilitam para utilizagdo em varios processos industriais em
substituicdo aquelas de mesofilicos e, além disso, essas enzimas, particularmente
aquelas que sdo ativas e estaveis em torno de 100°C, sdo usadas para estudos em
adaptagdo proteica a altas temperaturas, contribuindo assim para um melhor
entendimento de termoestabilidade das proteinas em geral (D"AURIA et al., 1998).
Além da estabilidade, as termozimas, quando utilizadas em processos a altas
temperaturas, s3o mais resistentes a desnaturantes quimicos como solventes e a altas
concentragcoes de sais. A utilizagdo dessas enzimas em altas temperaturas reduz a
viscosidade dos substratos fluidos, facilitando o bombeamento, filtracdo e
centrifugagdo além de permitir o uso de menor quantidade de agua, o que por

conseqiiéncia reduziria custos de produ¢do em um bioprocesso.




Muitos estudos tém sido desenvolvidos para o entendimento da
termoestabilidade e alguns deles mostraram que varias enzimas termoestaveis
apresentam algumas diferencgas na seqiiéncia de aminoacidos, quando comparadas a
uma enzima que catalisa a mesma reagdo em um mesofilo e que essas diferengas
foram determinantes para o processo de adaptagdo de termoéfilos a altas temperaturas
(HANEY et al., 1999; GROMIHA, 2001; ZAVALA et al., 2002).

A termoestabilidade de proteinas de hipertermofilos ¢ também aumentada em
fungdo de um maior nimero de pares i6nicos (ligagdes idnicas entre cargas negativas
e positivas de varios aminoacidos) e pelo empacotamento dos interiores hidrofébicos
das proteinas, que normalmente resistem a desnaturagdo no meio aquoso
(MADIGAN, 2003).

A temoestabilizagio enzimatica também esta relacionada com o numero de
interagdes de estabilizagdo nas dobras da proteina. Pontes de hidrogénio e pontes
dissulfetos podem estabilizar proteinas, aumentando a rigidez de sua conformag@do

(BRUINS et al., 2001).

7- Amilases termofilicas

As amilases termofilicas s3o enzimas sintetizadas em sua maioria por
microrganismos termofilicos e apresentam as caracteristicas diferenciadas, tipicas das
termozimas.

Dentre todas as amilases aquelas produzidas por procariotos, em particular

alguns grupos de archaebacterias, estdo entre as que apresentam temperaturas de




atividade e estabilidade mais elevadas, com destaque para as amilases produzidas por
Pyrococcus furiosus, P. woesei € Thermococcus agregans com atividades 6timas em
temperaturas por volta dos 100°C (LADERMAN et al, 1993; KOCH et al, 1991 e
CANGANELLA et al., 1994, respectivamente).

As amilases termofilicas sintetizadas por fungos apresentam temperaturas de
atividades e estabilidades inferiores aquelas termofilicas sintetizadas por alguns
grupos de bactérias, mas com excelente potencial para aplicagdo industrial. Dentre
as amilases termofilicas que atuam no complexo amilolitico, as o-amilases e
glucoamilases s3o produzidas por uma imensa variedade desses microrganismos
(JENSON et al., 1988; RAMASESH et al., 1982; CEREIA et al., 2000; NGUYEN et
al., 2002; KAUR & SATYANARAYANA, 2004;).

As amilases produzidas por T. lanuginosus e T. lanuginosus ATCC 34626
apresentaram temperatura 6tima de atividade a 70°C (RONASZEK et al., 2000;
NGUYEN et al., 2002). Essa mesma temperatura foi caracterizada para a atividade
de glucoamilase de 7. lanuginosus (BASAVESWARA et al., 1981; LI et al., 1998).
Ali e Hossain (1991) determinaram a atividade 6tima de glucoamilase de A4. terreus
em 60°C. A mesma temperatura de atividade foi determinada para atividade de o-

amilase de T. lanuginosus (JENSON e OLSEN, 1988). Uma enzima amilolitica

produzida por R. microsporus var. apresentou maxima atividade em 65°C (PEIXOTO

et al., 2003). A mesma temperatura foi caracterizada para uma enzima amilolitica

produzida por 7. lanuginosus (MISHRA e MAHESHWARI, 1996).




As amilases termofilicas mais utilizadas industrialmente sdo aquelas
envolvidas no processamento do amido, o qual envolve temperaturas elevadas e a

maioria dos produtos obtidos a partir dele sdo destinados a industria alimenticia, que

tem se expandido substancialmente nos ultimos anos, em fungdo da exigéncia do

mercado consumidor emergente.
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III - OBJETIVOS
O presente trabalho teve como objetivos:

1) Estudar a produg¢dao de amilases pelo fungo filamentoso Rhizomucor
pusillus A13.36, por fermentagdo submersa, utilizando meio semi-
sintético;

2) Avaliar os efeitos do pH inicial dos meios de cultivos, da temperatura e do

tempo de incubagdo sobre a produgio das amilases;

3) Avaliar a produgdo das enzimas em meio a base de residuo de

processamento de mandioca e milho
4) Estudar as caracteristicas bioquimicas das enzimas produzidas
5) Estudar o efeito das enzimas quando aplicadas na hidr6lise do amido para

a produgdo de xarope de glicose
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IV - MATERIAIS E METODOS

1. Microrganismo

Foi utilizado o fungo Rhizomucor pusillus A13.36 da coleg¢do do laboratério
de Bioquimica e Microbiologia do IBILCE/UNESP, o qual foi isolado a partir de
amostra de solo de plantagdo de mandioca (RABALHO, 2002). A preservagdo da

cultura est4 sendo feita por manutengdo em 6leo mineral, sob refrigeragao.

2- Meios de cultivo

2.1- Meios para manutencio da cultura selecionada

A cultura do fungo foi mantida em meio de PDA (potato dextrose agar)

acrescido de 0,5% de amido soltvel.

2.2- Meios para a produgdo das enzimas
2.2.1- Meios para avaliacio dos efeitos de parametros fisico-
quimicos sobre a produc¢io das enzimas
Para os estudos dos efeitos do pH, temperatura e tempo de cultivo, foi
utilizado o meio de cultivo composto por 0,1% de KH,POy,, 0,7% de K;HPO,, 0,1%
de MgSO,, 0,14% de (NH;);HPO,, 0,2% de extrato de carne, 0,5% de extrato de
levedura, 0,2% de peptona, 0,05% de solugdo de micronutrientes (5 mg/L de FeSO,,
1,6 mg/mL de MnSO,4.H,0, 1,4 mg/L de ZnSO4.H,0 e 2,0 mg/L de CoCl,) e 1% de

amido solavel.




2.2.2- Meios alternativos para producio das enzimas
Para esses ensaios foi utilizado o meio (item 2.2.1) substituindo-se o amido
soluvel comercial por 1% de farelo de mandioca e farelo de milho, obtidos do
processamento de mandioca e do residuo da extragdo de gérmen, respectivamente,

cujos procedimentos sdo descritos a seguir.

2.2.2.1- Processamento da mandioca
O processamento da mandioca foi realizado com o intuito de se obter substrato
para uso nas fermentagdes como fonte alternativa de carbono.
A mandioca utilizada no processamento foi adquirida no comércio local. No
laboratério, as raizes foram lavadas, descascadas, picadas e trituradas em
liquidificador doméstico. A polpa obtida foi lavada por vérias vezes com &agua

destilada até a completa remogdo do caldo (leite de amido). Uma prensa e um tecido

de algodao poroso foram usados para separar a parte sélida da agua de lavagem

(manipueira).

A polpa sélida restante foi submetida a secagem em estufa a 50°C, durante 4
horas. Em seguida, a polpa seca foi triturada e peneirada (malha granulométrica de
2,5 mm), separando-se o farelo (granulometria > 2,5 mm) da farinha (granulometria
< 2,5 mm). O farelo foi entdo utilizado nas fermentagdes como fonte de carbono

alternativa.

2.2.2.2- Residuos de milho




Foi considerado residuo de milho toda a fragdo disponivel apds o
processamento dos grdos apés a maceragdo e retirada do gérmen. O material foi
fornecido pelo departamento de Engenharia de Alimentos do IBILCE/UNESP. E
importante ressaltar que o material em questdo nao constitui um residuo descartado
pelas industrias de processamento de amido, pois trata-se de um material rico em
amido, fibras e proteinas.

O residuo foi filtrado e a fragdo solida foi submetida a secagem em estufa a
50°C, trituragdo em liquidificador e peneiramento (peneira com malha
granulométrica de 2,5 mm), separando-se o farelo (granulometria > 2,5 mm) da
farinha (granulometria < 2,5 mm). O farelo foi entdo utilizado nas fermentagdes

como fonte alternativa de carbono.

3- Substratos alternativos para medida de atividade enzimatica

Os amidos de batata e mandioca usados como substratos alternativos para
medida de atividades enzimdticas foram fornecidos pelo Departamento de
Engenharia de Alimentos do IBILCE/UNESP, ja o amido de milho, que também foi

utilizado como substrato alternativo, foi doado pela CARGIL. Os derivados

4- Processo fermentativo

Os meios (item 2.2), num volume de 25 mL, contidos em erlenmeyers de 125

mL, foram inoculados com suspensdes de esporos, numa propor¢do de 10’ esporos




por mL. Apds a inoculagdo, os meios foram mantidos em shaker com temperatura

controlada e agitagdo de 100 rpm.

5- Extracido da enzima bruta

A cada 24 horas, num intervalo entre 48 e 144 horas, foi tomado o conteudo
de um dos erlenmeyers como amostra. O material fermentado foi filtrado a vacuo em

papel de filtro e os meios livres de células utilizados como solugido enzimatica bruta.

6- Métodos de Determinagiio da Atividade Enzimatica

6.1- Medida da atividade amilolitica pelo método dextrinizante (-
amilase)

A atividade de oa-amilase foi determinada medindo-se a diminuigdao da
capacidade de ligagdo amido-iodo de uma solugdao de amido tratada com solugdo
enzimatica bruta. A mistura para a reag¢ao foi constituida de 0,7 mL de solugdo de
amido soluvel a 0,3%, em tampdo acetato de sddio 0,25 M, pH 5,0 ¢ 0,3 mL de
solu¢do enzimatica bruta, convenientemente diluida. Apds a incubagdo a 60°C, por

10 minutos, a reag@o foi paralisada pela adigdo de 4,0 mL de HC1 0,2 M. Em seguida,

foi adicionado 0,5 mL de reativo de Iodo (KI 0,30% + I, 0,03%). Apoés

homogeneizagdo, a mistura de reagdo foi diluida com 10 mL de agua destilada.
O controle foi preparado conforme o processo descrito, em duas formas:
controle 1- substituindo-se a enzima pelo volume equivalente em agua destilada;

controle 2- substituindo-se a solugdo de amido pelo volume equivalente de tampao




acetato de s6dio. A absorbancia apds a reagdo enzimatica foi determinada a 600 nm
em espectrofotometro contra um branco constituido de agua destilada.

Uma unidade de enzima (U) foi definida como a quantidade de enzima
requerida para hidrolisar 10 mg de amido em 10 minutos, nas condi¢des de ensaio, e

calculada segundo a equag@o a seguir (RABALHO, 2002).

U/mL = [(C — Abs) + C] x 10 + Qs x fd + VE,
Onde: U = unidade de enzima;
C = controle (soma das absorbancias dos controles le 2);
Abs = absorbancia da amostra;
Qs = quantidade de substrato, em mg, utilizada na reagao;
10 = fator de referéncia de hidrélise de amido (10 mg);
fd = fator de dilui¢ao da enzima,;

Ve = volume de enzima utilizado na reagao.

6.2- Medida da atividade de amilase sacarificante pela quantificacio do

acucar redutor liberado (atividade amilolitica sacarificante)

O método do acido dinitrosalicilico foi utilizado para determinar a atividade

amilolitica da enzima, através da dosagem dos agucares redutores liberados. A

mistura de reag@o foi constituida por 0,9 mL de solu¢do de amido soluvel a 0,5%




(p/v) em tampao acetato 0,25 M, pH 5,0 e 0,1 mL de solu¢do enzimatica bruta,
convenientemente diluida.

Apés a incubagdo da mistura de reagdo a 60°C, por 10 minutos, a rea¢do foi
paralisada pela adi¢cdo de 1,0 mL de reagente DNS A4cido 3,5 — dinitrosalicilico
(MILLER, 1959). Em seguida, a reagdo foi incubada por 8 minutos em banho
fervente, e apds resfriamento em banho gelado, 10 mL de 4gua destilada foram
adicionados a cada tubo. O controle foi preparado, conforme descrito no item 5.1, € a
leitura da absorbancia foi realizada em 540 nm contra um branco, obtido pela mistura
do reagente DNS com agua.

Uma unidade de atividade amilasica foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para produzir 1 pmol de agicar redutor, por minuto, nas condigdes de

ensaio, utilizando reta padrao obtida a partir da glicose.

6.3- Medida da atividade enzimatica através da liberacéo de glicose
(atividade de glucoamilase)

A determinagdo da atividade de glucoamilase foi realizada através do método
da peroxidase-glicose oxidase (BERGMEYER; BERNT, 1974), utilizando kit
comercial Glicose-Enz-(Color da Biodiagnostic).

A mistura de reagdo foi constituida de 0,4 mL de solu¢do de amido soluvel a

05% (p/v) em tampdo acetato 0,25 M, pH 5,0 e 0,1 mL de solugdo enzimatica bruta,

convenientemente diluida. Apés incubagdo da mistura de reagdo a 60°C, por 10




minutos, as amostras foram submetidas a resfriamento em banho de gelo. Foi
adicionado 1,0 mL do reagente da glicose oxidase em cada tubo de ensaio, sendo
estes incubados a 37°C por 30 minutos.

O controle foi preparado conforme descrito no item 5.1, e a leitura da
absorbancia foi realizada em 500 nm contra um branco preparado substituindo a
enzima e o substrato pelo volume equivalente de dgua destilada.

Uma unidade de atividade de glucoamilase foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para produzir 1 pmol de glicose, por minuto, nas condigdes de

ensaio, utilizando reta padrdo de glicose.

7- Dosagem de aciicares redutores e proteinas totais dos meios de cultivo

Os teores de agucares redutores totais do meio de cultivo foram determinados

pelo método do 4acido dinitrossalicilico (DNS) proposto por Miller (1959), com

modificagdes. A mistura de reacgdo foi constituida de 1,0 mL da amostra devidamente
diluida e 1,0 mL do reagente DNS. Apds homogeneizagdo e incubagido durante 8
minutos em banho de ebuli¢do a mistura de reac¢ao foi resfriada em banho de gelo e
diluida em 10 mL de agua destilada. A leitura foi realizada a 540 nm contra um
branco, preparado por substituigio do volume de amostra por dgua destilada. A
conversdo dos valores de absorbancia em pg foi feita através da equagdo de regressao
obtida pela curva padrdo de glicose (100 a 900 pg).

A determinagdo das proteinas totais foi realizada pelo método de LORWY

(1951), utilizando soro albumina bovina como padrao.




8- Avaliac¢do do crescimento fiingico

8.1- Avaliac¢io do efeito da temperatura sobre o crescimento do fungo em

meio solido

O efeito da temperatura de incubagido sobre o crescimento do fungo foi
avaliado de acordo com o seguinte procedimento: no centro de uma placa de petri foi
inoculado, através de “picada”, a cultura do fungo. As placas foram incubadas em
estufas com temperaturas de 40, 45, 48, 50, 52 e 55°C, medindo-se, a cada 12 horas,
o didmetro da coldnia. Para evitar dessecagdo, as placas foram colocadas em

bandejas, mantidas com filme de 4gua.

8.2- Avaliacgio do crescimento microbiano durante o processo

fermentativo em meio liquido
O crescimento fingico foi avaliado através da quantificagdo da biomassa seca
produzida. Apds a filtragem para extragdo do extrato enzimatico bruto a biomassa

retida no papel de filtro foi mantida em estufa a 80°C até peso constante.




9- Avaliagio dos efeitos de parametros fisico-quimicos e da fonte de carbono

sobre a produc¢io das amilases

9.1-Efeitos do pH inicial, temperatura e tempo de cultivos sobre a

producio das enzimas

Para os estudos do efeito do pH, o meio descrito no item 2.2.1 teve seu pH
corrigido para 4,5, 5,0, 5,5, 6,0 e 6,5. Os processos de inoculagdo e fermentagdo
seguiram o descrito no item 3. As fermentagdes foram conduzidas por um periodo de
144 horas, com amostragens a cada 24 horas, a partir de 48 horas de cultivo, para

cada valor de pH. Depois de definido o melhor pH inicial dos meios, os cultivos

foram realizados em temperaturas de 45, 48 e 50°C, também por periodos de 144

horas. Em todas as etapas foram avaliadas as atividades enzimaticas através do trés

métodos descritos no item 6.

9.2- Efeito do uso de residuo sélido de processamento de mandioca e

farelo de milho como fonte de carbono sobre a produg¢io das enzimas

Residuo sdlido de processamento de mandioca e farelo de milho foram
utilizados como fonte de carbono para a produgdo das enzimas. Os meios foram
preparados como descrito no item 2.2.1, substituindo-se o amido soluvel por farelo
de amido e farelo de mandioca. O processo fermentativo ocorreu em pH e

temperatura 6timos, definidos anteriormente.




10- Caracterizacio das enzimas
Depois de definidas as melhores condi¢Ges para a produgdo das enzimas, essas
foram caracterizadas quanto ao pH e temperatura 6timos de atividade, quanto a

estabilidade as variagdes de pH e temperatura, em auséncia de substrato e estudo da

termoestabilidade das enzimas.

10.1- Efeito do pH sobre a atividade das enzimas

Para esses ensaios foram utilizadas solugdes tampao a 0,25 M: tampao acetato

de sdédio (pH 3,0 a 5,0), tampao citrato-fosfato (pH 5,0 a 7,0), tampao tris-HCL (pH

7,0 a 8,5) e tampdo glicina-NaOH (pH 8,5 a 10,0). As reagdes enzimaticas seguiram

o descrito nos itens 6.1 € 6.2.

10.2- Efeito da temperatura sobre a atividade das enzimas

As misturas de reagdo foram incubadas em temperaturas de 55 a 85°C. Os
ensaios foram aplicados para os trés métodos de determinagdo das atividades

enzimaticas, conforme citado no item 6.




10.3- Efeito do pH sobre a estabilidade das enzimas quando em auséncia de

substrato

Para este estudo foram utilizados tampdes Mcllvaine na faixa de pH de 3,0 a
8,0, e Glicina-NaOH para pH de 8,0 a 10,0, a 0,25 M. Uma aliquota de 0,5 mL da
solugdo enzimética bruta foi misturado a 0,5 mL das diferentes solugdes tampao, com
diferentes pH. A mistura foi incubada, em tubos de rosca, em estufa B.O.D., por 24
horas, a 25°C. Apés esse periodo, as atividades residuais foram determinadas nos

pHs e temperaturas 6timas das enzimas.

10.4- Efeito da temperatura sobre a estabilidade das enzimas quando em

auséncia de substrato

Para verificar a estabilidade frente a variagdo de temperatura, o extrato
enzimatico foi submetido & incubag@o, em tubos de rosca, em temperaturas de 45 a
90°C, com intervalos de 5°C. Mediu-se a atividade enzimatica residual pelos trés

métodos de determinag3o (item 6), em pH e temperatura 6timos de cada enzima.

10.5- Estabilidade a 60°C
Para avaliar a estabilidade das enzimas a 60°C, em auséncia de substrato, o
extrato enzimatico bruto obtido em 48 horas de cultivo em meio contendo farelo de

mandioca como fonte de carbono, foi mantido durante 8 horas a 60°C. Para esses

ensaios utilizou-se de extrato enzimatico dialisado, ndo dialisado, dialisado com Ca*




e ndo dialisado com Ca™. A cada 1 hora, aliquotas foram retiradas para a medida da

atividade enzimatica, como descrito no item 6.1 € 6.2.

10.6- Efeito do tempo de armazenamento sobre a estabilidade das enzimas

Para verificar o efeito das condigées € tempo de armazenamento sobre a
estabilidade das enzimas, o extrato enzimatico bruto obtido em 48 horas de cultivo,
sob condigoes ideais de pH inicial e temperatura de cultivo, em meio contendo farelo
de mandioca como fonte de carbono foi mantido congelado em freezer, sob
temperatura de aproximadamente (-20°C), em geladeira em temperatura de 7°C e a
temperatura ambiente, durante 12 semanas. A cada semana mediu-se a atividade
enzimatica para os trés métodos de determinagdo enzimatica, como descrito no item
6. Foi tomada como referencia, a atividade determinada antes do armazenamento.
Para evitar a contaminagido do extrato enzimatico foi acrescentado ao mesmo 10pL

Azida sddica a 0,2% para cada 1 mL de extrato enzimatico.

10.7- Estudo dos efeitos de ions sobre a atividade enzimatica

10.7.1- Efeito da adicio de ions Ca'? a mistura de reacdo, sobre a

atividade das amilases
Para o estudo do efeito da adi¢io de ions Ca*? na atividade enzimatica, da
enzima bruta obtida (como descrito no item 2.2), as reagdes enzimaticas foram

conduzidas em mistura de reacdo descrita anteriormente, acrescentado de 10ul de




solugdo de cloreto de célcio, em concentragdes suficientes para que se obtivesse

concentragdes de 2, 5, 10, 20, 40 e 60 Mm de Ca*? na mistura de reagio. O mesmo

procedimento foi seguido utilizando-se a solugdo enzimatica bruta dialisada contra

tampao acetato 10 Mm, pH 35,5, contendo EDTA sédico a 1%.

10.7.2- Efeito da adicao de outros ions 2 mistura de reacio, sobre

atividade das amilases
Para o estudo do efeito de outros ions sobre a atividade das amilases, foi
seguido o processo descrito anteriormente (item 10.7.1), porém utilizando-se
solugdes de MgCl,, MnCl,, CuCl,, ZnCl,, HgCl,, AgCl,, KCl, AICl;, BaCl,, CrCls,
FeCl,, NiCl,, CoCl, e de EDTA, de modo a se obter concentragdes de 10 mM do

cation correspondente na mistura de reagdo.

10.8- Atividade enzimatica sobre diferentes substratos amilaceos,

derivados do amido e sacarose

Para o estudo da atividade enzimatica sobre diferentes substratos, o extrato
enzimatico bruto foi incubado durante 10 minutos em temperaturas O6timas,
anteriormente determinadas para cada enzima com amidos de milho, de mandioca,
batata extraidos no laboratério de Tecnologia de Cereais, DETA, IBILCE/UNESP e
amido soluvel comercial (SIGMA). Foram feitas as medidas de atividade enzimatica
como descrito no item 6. Também foram feitos testes de atividade enzimatica em

substratos derivados de amido, como maltose, maltotriose, maltotetraose,




maltohexaose, maltoheptaose (SIGMA) e sacarose. Para estes ensaios mediu-se a
atividade enzimatica pelo método de quantificagdo do agucar redutor liberado e pelo
método de quantificagdo de glicose liberada (glucoamilase), como descrito no item
6.2 e 6.3, respectivamente.

Além desses também foi avaliada a capacidade de agdo das enzimas sobre
substratos sintéticos. Para esse fim foram utilizados os substratos: p-nitrofenil-a-D-
glucopiranosideo (a-PNPG), p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo (B-PNPG) e p-
nitrofenil-o-D-maltosideo.

As misturas de reagdes para os substratos sintéticos foram compostas por 0,2
mL de tampao acetato de sddio a 0,1 M, pH 5,0, 0,05 mL de solugdes de p-nitrofenil-
o-D-glucopiranosideo,  p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo e  p-nitrofenil-B-D-
maltosideo a 2,0 Mm e 0,1 mL de extrato enzimatico bruto em cada meio reativo.

Apés incubagdo das misturas de reagdes em temperaturas 6tima para cada enzima,

por 10 minutos, estas foram interrompidas com a adi¢do de 1,0 mL de Na,Co;a 2,0

M. O controle da enzima foi preparado conforme descrito no item 6.1, e a leitura da
absorbancia foi realizada em 410 nm contra um branco constituido de 4gua destilada.

Para a medida de atividade sobre a sacarose foram utilizados o método de
quantificagdo de agucares redutores liberados e glucoamilase como descrito no item

6.2 e 6.3, respectivamente.




10.9- Identificag¢do dos produtos de hidrélise enzimatica do amido a 1%

Para analisar o perfil de agucares redutores liberados ao longo do tempo de
hidrélise, a solugdo enzimatica bruta foi incubada em pH e temperatura 6timos com
uma solug¢do de amido solivel a 1%, por um periodo de 240 minutos. Aliquotas
foram retiradas com 10, 30, 60 e 240 minutos de hidrolise.

Os produtos de hidrélise enzimatica do amido foram estudados por
cromatografia de papel (Whatmam n°l) descendente, usando como solvente a
mistura acetato de etila, isopropanol e agua, na proporgdo 6:3:1. A revelagdo foi feita
por mergulho do cromatograma seco em mistura de acetona e nitrato de prata
(saturada), seguida de lavagem com hidréxido de sodio alcodlico 0,5 N e tiossulfato
de s6dio a 10%. Foram utilizados glicose, maltose, maltotriose, maltotetraose,
maltopentaose e maltoehaxaose como padrao.

Além da cromatografia de papel, os produtos de hidrdlise do amido a 1%
foram analisados por cromatografia liquida utilizando HPLC (Jasco, PU-980). O
HPLC foi equipado com uma coluna Aminex HPX- 42 da Bio Rad e um detector de
indice de refracdo (Shodex RI-72). As amostras foram eluidas com agua a um fluxo
de 0,7 mL/min. Foram utilizados glicose, maltose, maltotriose, maltotetraose,

maltopentaose e maltoehaxaose como padrao.

11- Hidroélise do amido de milho e mandioca para a produgéo de xarope

Para o estudo da hidrélise do amido utilizando solugdo enzimética bruta foram

utilizadas suspensdes de amido de milho e de mandioca (item 3), a 25% (p/p), base




seca. O extrato enzimatico utilizado na hidrélise foi obtido a partir de cultivo do
fungo, em meio contendo farelo de mandioca como fonte de carbono, em condi¢des
ideais de pH inicial e temperatura de cultivo, definidos anteriormente.

Os ensaios ocorreram em pH 5,0 (definido como 6timo para a atividade
sacarificante), em temperaturas de 80 e 90°C, por periodos de 1 e 2 horas. A solugdo
de amido foi incubada em tubos de ensaios com rosca, com um volume de solugio
enzimatica bruta equivalente a 10 U de atividade enzimatica sacarificante por grama
de amido, totalizando um peso final de 2 g (aproximadamente 2 mL). Os
experimentos foram feitos com trés repeticdes e as médias foram submetidas a

analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey usando software Estat (free).

Os hidrolisados foram avaliados quanto aos teores de agucares redutores

liberados, e expressos como porcentagem em relagdio ao amido inicial. Foram
também realizadas cromatografias de papel para a identificacdo dos produtos de

hidrélise (item 10.9).

12- Determinag¢io da atividade amilolitica em Gel de poliacrilamida

Para determinag@o da atividade em gel de poliacrilamida foi utlizado, 30% de
Bis/Acrilamida, tris 1,0 M (pH 8,8), persulfato de aménia 10% ¢ TEMED. O gel
concentrador foi preparado na mesma concentragdo de Bis/Acrilamida, mas em pH
6,8. A corrida foi realizada a 4°C e ap6s a corrida o gel foi incubado em tampdo
acetato de sédio 50 m M, pH 5,0 por uma hora a temperatura ambiente. Em seguida,

o gel foi imerso em uma solugdo de amido a 0,5% durante 24 horas a 4°C € em




seguida incubado por meia hora a 50°C. A revelagao foi feita utilizando uma solug@o

de iodo 0,1% de I + 1 5%de K1.

V - RESULTADOS E DISCUSSAO

1- Avaliagio do crescimento em placa de petri, sob diferentes temperaturas
Com o intuito de avaliar a temperatura ideal para o crescimento do fungo, a
cultura miceliada ainda ndo esporulada foi inoculada através de uma “picada™ no
centro de uma placa de petri em meio PDA acrescido de 0,5% de amido e incubada
em temperaturas que variaram de 40 a 55°C. O crescimento da cultura foi avaliado
medindo-se o didmetro da col6nia em intervalos de 12 horas. Os resultados sdo

mostrados na Figura 5.

Diametro da Colénia (cm)

Figura 5: Avaliagdo da temperatura de crescimento de Rhizomucor pusillus A13.36 em placa de petri.
Utilizou-se meio PDA acrescido de 0,5% de amido. —a— 40°C; —e—45°C; — A—48°C; — A —
50°C; — O —52°C; — x — 55°C




Analisando os dados da figura 1 pode-se observar que a temperatura ideal de

Os dados da Figura 5 mostram que a melhor temperatura para o crescimento
do fungo foi 45°C, na qual a coldnia atingiu 5,0 cm de didmetro, em 48 horas. Nota-
se no entanto que o fungo apresentou crescimento muito semelhante em temperaturas
entre 40 e 48°C. Temperaturas acima de 48°C reduzem drasticamente o crescimento
do fungo. Esses dados mostram que a linhagem em questdo pode ser considerada
termofilica (BROCK, 1985).

A temperatura ¢ um dos fatores ambienteis mais importantes que afetam o
crescimento e a sobrevivéncia dos microrganismos. Cada organismo apresenta uma

temperatura minima, abaixo da qual € incapaz de crescer, € uma temperatura

maxima, acima da qual ocorre a morte da célula microbiana. A temperatura 6tima de

crescimento de um organismo sempre encontra-se mais proxima da temperatura
maxima do que da temperatura minima (MADGAN et al., 2003).

As proteinas, as membranas citoplasmaticas € o DNA de organismos
termofilicos s3o adaptados para tolerar altas temperaturas. Sabe-se que a membrana
citoplasmatica dos termofilos € constituida de lipideos ricos em acidos graxos
saturados. Esses &cidos graxos saturados geram ambientes mais fortemente
hidrofébicos que os insaturados presentes em mesofilicos e psicrofilicos. Dessa
maneira, a fluidez da membrana de termofilos torna-se favoravel aos processos
fisiolégicos em temperaturas elevadas, garantindo assim a vida desses organismos

sob esta condigdo.




Quanto as proteinas termoestaveis, em geral, sabe-se que as mesmas tendem a
apresentar regides internas altamente hidrofobicos, dentre outras caracteristicas, que
provavelmente diminui sua tendéncia ao desdobramento e conseqiientemente sua
desnaturagdo. Quanto ao DNA acredita-se que varios mecanismos distintos atuam
simultaneamente auxiliando a molécula em sua estabilizagdo. Uma possivel relagdo
entre a composi¢ao de pares de bases A+T e C+G e a estabilidade de moléculas de
DNA de termofilicos foram sugeridas em alguns trabalhos. Segundo Zaha e outros
(2003), os pareamentos entre as bases no DNA ndo apresentam a mesma estabilidade
em relagdo aos agentes desnaturantes, devido a presenga de duas pontes de

hidrogénio entre os pares A=T e trés pontes de hidrogénio entre os pares C=G.

Portanto, para o rompimento de um par C=G, s3o necessarios temperaturas mais

elevadas.

2- Estudo do efeito do pH inicial do meio de cultura sobre a produc¢io das
amilases

Para o estudo do efeito do pH inicial do meio de cultivo sobre a produgdo das
amilases, os meios de cultivo tiveram seus pHs iniciais corrigidos para 4,5, 5,0 5,5
6,0 € 6,5. As amostras foram tomadas a cada 24 horas, a partir de 48 horas de cultivo,
uma vez que, em experimentos prévios, ndo se obteve produg¢do enzimatica
significativa nas primeiras 24 horas. A Figura 6 ilustra a producdo de amilases, em

fermentagdo submersa, por R. pusillus A13.36, nos diferentes valores de pH.
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Figura 6 — Produgdo de amilases por R. pusillusA13.36 em fermentagdo submersa sob diferentes pHs a
45°C: (A) atividade enzimética dextrinizante (a-amilase) (B) atividade enzimatica pelo método DNS
(sacarificante) (C) atividade enzimatica glucoamilase (D) biomassa (E) proteinas totais (F) agucares
redutores totais (G) pH final de meio de cultivo. —m— pH 4,5; —e— pH 5,0; —A—pH 5,5; — A —
pH 6,0, —O—pH6,5




Analisando-se os dados, pode-se verificar que, para os trés métodos de

determinagdo enzimatica (dextrinizante, quantificacdo de agucares redutores
liberados e glucoamilase), as maiores produgdes ocorreram quando os pHs iniciais
dos meios de cultivo foram 6,0 € 6,5. Esses dados coincidem com os de Goto e outros
(1998) e os de Bennamouun e outros (2004) que determinaram esses mesmos valores
de pH para a produgdo de amilases por 4. fumigatus e A. oryzae Ahlburg (Cohen)
1042.72, respectivamente.

Quando a atividade foi avaliada pelo método dextrinizante (Fig. 6 A), o pico
de atividade enzimatica ocorreu em 120 horas de cultivo (19 U/mL), em meio de
cultivo com pH inicial 6,0. Esses dados coincidem com os de Carlsen e outros (1996)
que determinaram uma maior produgdo de ao-amilase por 4. oryzae em meio com pH
inicial 6,0, e difere daqueles mostrados por Jin e outros (1999) nos quais o melhor pH
inicial de meio de cultivo foi 5,0 para a produgdo de a-amilase pelo mesmo fungo.
Pode-se observar ainda que os perfis de produgdo da a-amilase sdo semelhantes, em
fungdo do pH inicial do meio, com exce¢do do meio com pH inicial 6,0, no qual
ocorreu um aumento significativo na atividade enzimatica em 120 horas. Amesen e
outros (1998), ao estudarem a producdo de a-amilase por 7. lanuginosus, obtiveram
picos de produgdo entre 96 e 120 horas. Cruz e outros (1997) determinaram o mesmo

tempo de cultivo para a maior produgdo de a-amilase por Rhizopus sp.




Pelo método de quantifica¢do do agucar redutor liberado (Fig. 6 B), observa-se
que o perfil de produgdo enzimatica € o mesmo para os meios com pHs iniciais de
6,0 e 6,5 e que a maior produgdo ocorreu em 120 horas de cultivo no meio com pH
6,0 (19 U/mL).

Quanto a glucoamilase (Fig. 6 C), nota-se que as maiores atividades foram
detectadas em 48 horas de cultivo em meio com pH inicial 6,0 (1,20 U/mL), dados
estes que corroboram os da literatura, nos quais sdo demonstrados picos de atividade

enzimatica nas primeiras horas de cultivo (JIN et al, 1999; KILIKIAN, 1996). A

maior producao de glucoamilase por Aspergillus sp. A3 ocorreu em meio de cultivo

com pH inicial 5,0, em 120 horas de cultivo (ELLAIAH, 2002).

De um modo geral, os meios com pHs iniciais 6,0 e 6,5 propiciaram valores de
atividades para o-amilase e atividade de amilase sacarificante, numericamente
semelhantes em quase todo o processo fermentativo, diferenciando-se apenas ap0ds
120 horas de cultivo, quando as maiores atividades foram detectadas em meios com
pHs iniciais de meio de cultivo 6,0.

Para a glucoamilase, ndo houve diferenca significativa quanto a produgdo
maxima obtida entre os meios de cultivo com pH 6,0 e 6,5. Entretanto, em meio com
pH 6,0 o pico de atividade foi observado em periodo fermentativo de (48 horas), o
que € vantajoso para o processo, visto a economia de tempo e equipamento. Dessa
forma, conclui-se que o pH inicial dos meios de cultivo mais adequados para a

producdo das amilases, nas condi¢des do ensaio realizado, foi 6,0.




Os resultados (Fig. 6 D) mostram um maior crescimento do fungo em meio

com pH inicial 4,5, entretanto a maior produgdo enzimatica ocorreu em meio de
cultivo com pH inicial 6,0 (Fig. 6 A-C).

Dados da literatura mostram que nem sempre o pH 6timo para o crescimento
do microrganismo coincide com aquele em que se verifica uma maior secre¢do das
enzimas. Muitos microrganismos podem crescer em uma ampla faixa de pH e alguns
chegam a tolerar uma variagdo entre 4 e 9, mas somente crescem e esporulam
otimamente em faixas mais estritas de pHs (COCHRANE, 1958). Em muitos casos, o
pH de meio para cultivo e producdo das enzimas, nao excede a faixa de (3,2 a 4,2)
para A. oryzae DAE, (7,0 a 8,0) e 4. oryzae EI 212 (JIN et al, 1999 e KUNDU et al,
1973, respectivamente).

A linhagem flingica de R. pusillus A 13.36 mostrou capacidade de crescimento
e produ¢do das enzimas de interesse em todos os pHs testados (Fig. 6 D) com um
maior crescimento em pH 4,5 e maior produtividade em pHs préximos a
neutralidade. Esses contrastes podem estar relacionados com um possivel efeito do
pH de meio de cultivo no processamento pds-tradugdo das proteinas com atividades
amiloliticas. Diversas proteinas sofrem modificagdes pos-tradugdo, modificagdes
essas que incluem a remo¢@o e ou modificagdo de residuos especificos (VOET,
2002).

Alguns trabalhos tém mostrado o efeito do pH na sintese de algumas enzimas
(O’ DONNELL et al., 2001; ROYER e NAKAS, 1989). Sabe-se que algumas

enzimas, tais como glucoamilase sintetizadas, por eucariotos, requerem uma série de




modificagdes poés-traducionais € que a participagdo de proteases tem sido
extremamente importante nesse processo, tendo em vista um efeito limitante sobre a
secre¢dao dessas enzimas.

Além disso, as proteases do meio poderiam atuar degradando as enzimas de
interesse. O’ Donnell e colaboradores (2001) avaliaram a relagdo entre pH de meio
de cultivo e sintese de proteases por uma linhagem de 4. niger. Eles observaram que
a atividade proteolitica foi maior em pHs baixos, € que essa atividade caia
substancialmente a medida que o pH aproximava-se da neutralidade.

Ainda com relagao ao pH de meio de cultura, observa-se, através da Figura 6
G, que no decorrer do processo fermentativo os valores de pHs foram superiores
aqueles iniciais de meio de cultivo. Segundo Raimbault (1998), os valores de pH
durante o processo fermentativo podem aumentar ou diminuir em fung¢do dos
produtos do metabolismo do microrganismo durante a fermentagdo. A secrecdo de
acidos orgédnicos como acido acético, acido latico e acido citrico proporciona um
decréscimo nos valores de pH e por outro lado, a assimilagdo de acidos organicos,
juntamente com a hidrélise de algumas substdncias como a uréia e proteinas,

geralmente causam um aumento no pH do meio de cultivo.

Os valores de pH flutuantes durante o processo fermentativo tem efeito sobre

o transporte de nutrientes, bem como a solubilidade dos mesmos além de influenciar
decisivamente na atividade das enzimas (PAPAGIANNI, 2004), dai a importancia da

avaliagdo desse pardmetro ao longo do percurso fermentativo.




Quanto ao perfil de produgdo de proteinas totais (Fig. 6 E) nota-se uma
semelhanga entre os meios com diferentes pHs, porém, as maiores taxas de secre¢ao

de proteinas totais foram detectadas em pHs proximos da neutralidade. Esses dados

coincidem com aqueles obtidos para a producdo enzimatica, 0 que sugere que esses

niveis superiores de proteinas determinados em pHs 6,0 e 6,5 possam corresponder
as proteinas com atividade amiloliticas.

Os niveis de agtcares redutores ao longo do processo fermentativo sdo
mostrados na Figura 6 F. Observa-se um perfil semelhante dos teores de agucares
redutores ao longo da fermentagdo em todos os pHs, entretanto, 0 maior consumo
desses agucares ocorreu em pHs mais acidos (4,5 e 5,0), sendo que nesses pHs foram
observadas concentragdes de zero e 1,0 mg/mL, respectivamente, em quase todo
periodo fermentativo. Esse maior consumo é consistente com o maior crescimento do
microrganismo em pH 4,5.

Ainda com relagdo aos niveis de agucares redutores, durante o processo
fermentativo, observa-se também, que as maiores quantidades de agucares foram
detectadas em meios onde se obteve uma maior atividade enzimatica determinadas
nos trés métodos. As maiores atividades amiloliticas determinadas em meios com
pHs inicial 6,0 e 6,5 poderiam liberar agticares redutores, os quais atingiriam valores

superiores aqueles apresentados em meios com pHs iniciais inferiores.

3- Efeito da temperatura de incubag¢io sobre a producio das amilases




Depois de realizados os estudos dos efeitos do pH inicial do meio de cultivo
sobre a produgdo das amilases, a linhagem fiingica R. pusilus A 13.36 foi cultivada
em pH inicial de meio de cultivo 6,0, definido anteriormente como o mais apropriado
para a produ¢do de amilases em temperaturas de 40, 45 e 48°C, as quais

proporcionaram maior crescimento do fungo em meio sélido (Figura 5).

Assim como o pH, a aeragdo e a fonte de carbono, a temperatura tem
importante influéncia sobre crescimento e secregdo das enzimas pelos
microrganismos. Dessa forma, se faz importante o conhecimento da temperatura

mais apropriada para a sintese e secregdo das enzimas pelo microrganismo.

Os resultados da Figura 7 mostram que as temperaturas de cultivo testadas,

ndo influenciaram significativamente os perfis de produgdo das amilases

determinados através dos trés métodos (dextrinizante, quantificacdo de agucares
redutores liberados) e glucoamilase, bem como ndo proporcionaram uma diferenga

numérica significativa de atividade durante o percurso fermentativo.

O perfil de produgdo de o-amilase foi muito similar nas trés temperaturas,

porém, com uma atividade um pouco maior em 120 horas de cultivo, em temperatura

de 45°C, alcangando 14,0 U/mL (Fig. 7 A).

Para a atividade sacarificante, medida pela liberagdo de agticar redutor (Fig.7
B), o pico de produgio também ocorreu em 120 horas de cultivo quando o meio de
cultivo foi incubado a 45°C (13,65 U/ml). A maior parte das amilases fiingicas

descritas sdo produzidas por organismos mesofilicos cujas temperaturas de




crescimento variam de 25 a 37°C (GUPTA et al., 2003). A temperatura 6tima para a
producdo de amilases pelas linhagens mesofilicas de 4. oryzae, A. tamarii, Rhizopus
oligosporus, A. oryzae, Aspergillus sp e Cryptococuus flavus foram de 30, 30, 35,
30, 35 e 25°C, respectivamente (CARLSEN et al., 1996; MOREIRA et al., 1999; JIN
et al., 1999; ELLAIAH et al., 2002; FRANCIS et al., 2003 e WANDERLEY et al.,

2004).

Dentre os termofilicos descritos como amiloliticos destacam-se

Thermonospora fusca e T.lanuginosus os quais produzem o-amilase a 55°C e 50°C,

respectivamente (BUSCH; STUTZENBERGER 1997; JENSON et al., 1988). A
temperatura Otima para a producdo de amilases pelas linhagens de A. terreus
(NA170), Rhizopus microsporus var e T. lanuginosus (ATCC 34626) foram de 45, 45
e 47°C (HOST et al., 1991; PEIXOTO et al., 2003; NGUYEN et al., 2002),

respectivamente.

As atividades de glucoamilase (Fig 7 C) foi a que mais apresentou variagoes
em fungdo da temperatura de incubag@o. O pico de atividade foi detectado em 96

horas de cultivo em temperatura de 45°C (1,56 U/mL).

Ao contrario da produgdo enzimatica, o crescimento do fungo foi influenciado
pela temperatura de cultivo. Através da Figura 7 D verifica-se que nas temperaturas
de 40 e 45°C, o fungo atinge seu crescimento maximo ja nas primeiras 48 horas de

cultivo enquanto que seu crescimento maximo em 48°C foi observado em 96 horas




de cultivo, embora a produgdo maxima de biomassa (14 mg/mL) tenha sido as

mesmas nas trés temperaturas.

O maior crescimento do fungo ja nas primeiras 48 horas em meios com
temperaturas de 40 e 45°C reflete no consumo de agucares redutores presentes nos
meios de cultivos (Fig. 7 F). Observa-se ainda que em meio com temperatura de
45°C o consumo desses aguicares continua até 72 horas, € que a partir dai os niveis

manteve-se constante até o fim do processo fermentativo.

A comparagdo entre os dados de producdo de biomassa e de enzima (Fig. 7 A,
B, C e D) indica que os picos de atividade enzimatica nos meios foram atingidos
apds a fase de crescimento logaritmico. Pode-se inferir ainda, por esses dados, que o
aumento da enzima no meio coirespondeu a redugdo da massa micelial, o que
poderia indicar que enzimas estariam sendo liberadas em maior quantidade apds a

lise das hifas.
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Figura 7 — Produgdo de amilases por R. pusillus A13.36 em fermentag¢io submersa em pH 6,0, sob
diferentes temperaturas.

(A) atividade enzimitica dextrinizante (a-amilase); (B) atividade enzimética pelo método de
quantificagdo de agucares redutores liberados (sacarificante) (C) atividade de glucoamilase (D)
biomassa (E) Proteinas totais (F) aglicares redutores totais. —a— 40°C; —e— 45°C; — A—48°C




O perfil de produgdo de proteinas totais mostrou-se diferenciado durante o
processo fermentativo (Fig. 7 E). Nas temperaturas de 40 e 48°C foram detectados
dois picos; um no inicio e outro no fim da fermentagdo. Essas proteinas determinadas
em 48 horas de cultivo tanto em meio a 45°C quanto em 48°C, possivelmente estdo
relacionadas com o maior crescimento do microrganismo nesse periodo. Ja os altos
niveis protéicos determinados apds 120 horas de fermentagdo, nas trés temperaturas
testadas, coincidem com os picos de atividades enzimaticas determinados para cada
temperatura de meio de cultivo e lise das hifas(Fig. 7 A, B e C), o que sugere que

esses niveis protéicos sejam referentes a proteinas com atividade amilolitica .

Com base nos resultados obtidos, consideramos a temperatura de incubagio de
45°C ideal para a produg@o enzimatica por essa linhagem, portanto essa temperatura

de incubacdo foi adotada nos estudos posteriores.

4- Avaliacio do farelo de milho e mandioca como fonte de carbono para a

producio das amilases

Amido e amildceos tém sido descritos como os substratos mais adequados
para a alta produtividade de amilases (ALI e HOSSAIN, 1991; KILIKIAN, 1996).

Nesse caso, o aproveitamento de residuos agricolas ou de processamento de amido,

os quais contém quantidades residuais de amido suficientes para esse fim, constitui

uma das alternativas mais viaveis. O uso de residuos agro-industriais para a produgio




enzimatica, por um lado fornece substratos alternativos, por outro ajuda a solucionar

os problemas de polui¢do que seu descarte no ambiente pode causar.

Essa etapa do presente trabalho consistiu na avaliagdo da produgdo enzimatica
por R. pusillus A13.36 quando cultivada em meio com farelo de milho e farelo de
mandioca como fonte de carbono. A temperatura de incubagdo foi de 45°C e o pH
inicial do meio em 6,0, conforme definidos nos experimentos anteriores. Amido
soluvel comercial foi utilizado como fonte de carbono referéncia, nas mesmas

condigdes de pH e temperatura. Os resultados sdo mostrados na Figura 8.

Analisando os graficos da Figura 8, nota-se que para os trés métodos de

determinagdo enzimatica, os perfis de producdo das enzimas foram bastante

semelhantes quando os farelos de milho e mandioca foram as fontes de carbono,
cujos picos de atividade foram obtidos nas primeiras 48 horas de cultivo. Nos meios
contendo amido solivel comercial como fonte de carbono, os picos de atividades
apareceram em 72 horas de cultivo. Observa-se ainda que o teor de biomassa foi
maior em 48 horas em todos os meios de cultivo e diminuiu no decorrer do processo
(Fig. 8 D). Esses dados confirmam que a fase de crescimento logaritmico acorre até
48 horas e que a partir dai, comega a ocorrer diminui¢do na produgdo de biomassa,

possivelmente em fungdo de lise das hifas.

As diferengas no tempo de sinteses das enzimas em fungdo do tipo de amido
usado podem ser justificadas pela maior quantidade de agucares redutores presente

no amido soluvel no inicio do processo fermentativo, quando comparados aos meios




constituidos por farelos (Fig. 8 F). O elevado teor de agticar redutor poderia exercer
repressdao catabolica sobre a sintese das enzimas. Carlsen e colaboradores (1996)
estudando a produg¢do de a-amilase por 4. oryzae verificaram que uma pequena
concentragdo de glicose no meio de cultivo era o suficiente para causar uma
repressdo na sintese dessa enzima. Uma situagdo semelhante foi observada por
Konsula e Kyriakides (2003) com a produgdo de a-amilase por B. subtilis em meio
contendo glicose, maltose e lactose e por Ramachandran e outros (2004) com a

producdo de a-amilase por 4. oryzae em presenga de maltose.

Para o método dextrinizante (a-amilase) (Fig 8 A), os picos de produgdo

enzimatica, em meios contendo farelo de milho e farelo de mandioca como fontes de

carbono, foram de 12,0 e 13,6 U/mL em 48 horas de cultivo, respectivamente. A

atividade maxima de a-amilase em meio contendo amido soluvel comercial ocorreu

em 120 horas de cultivo (13,5 U/mL).

Pelo método da quantificagdao do agucar redutor liberado (DNS) (Fig. 8, B), a
maior atividade foi observada em 144 horas de cultivo em meio contendo amido
solivel comercial (13,0 U/mL). Para os meios contendo farelo de milho e farelo de
mandioca como fonte de carbono as maiores atividades foram determinadas em 48

horas de cultivo, sendo 8,46 e 11,6 U/mL, respectivamente.

Os niveis de agucares redutores presentes no meio de cultivo sao mostrados na
figura 8 F. Observa-se que ocorre um aumento desses agucares nos meios contendo

farelo de milho e farelo de mandioca, logo apés a fase de crescimento logaritmico.




Esses aumentos nos teores de agucares redutores estdo diretamente relacionados com

o pico de produgdo enzimatica determinadas nos trés métodos no final do periodo de

crescimento.

Ainda nota-se que o aumento nos teores de agucares redutores nos meios
contendo amido solivel s6 é evidenciado a partir de 96 horas de cultivo, uma vez que

um pico de atividade enzimatica aparece em 72 horas de cultivo.

AVA
AVAVA

2 3 4 5 6 i unespw.l 12 13 14 15 1e¢ 17 18



/_‘»———/“

Biomassa (mg/mL)

\‘

Atividade Dextrinizante (U/m/L)

72 o8 120
Tempo de Cultivo (h)

(A)

7 o 120
Tempo de Cultivo (h)

Atividade Sacarificante (U/mL)
Proteinas (mg/mL)

9% 120
Tempo de Cultivo (h) Tempo de Cultivo (h)

(B) : (E)

Atividade de Glucoamilase (U/mL)
Agucar Redutor Total

72 % 120 144 168 L : % 120
Tempo de Cultivo (h) Tempo de Cultivo (h)

©) (¥)

Figura 8: Produgédo de amilases por R. pusillus 13.36 em fermentagdo submersa tendo farelo de
mandioca e farelo milho como fonte de carbono em pH 6,0 a 45 . 8l

(A) atividade enzimética dextrinizante (x-amilase) (B) atividade enzimatica pelo método de
quantificagio de agucares redutores liberados (sacarificante) (C) atividade enzimatica
glucoamilase (D) biomassa (E) proteinas totais (F) agucares redutores totais. —m— Amido
Soluvel; —e— Farelo de Mandioca; — A — farelo de milho




Para a atividade de glucoamilase (Fig. 8 C) a produgdo enzimaética foi
semelhante nos trés meios de cultivo. A atividade maxima ocorreu em 48 horas de
cultivo em meio contendo farelo de mandioca, 1,07 U/mL, seguida de 1,00 U/mL em
meio contendo amido solivel comercial e 0,94 U/mL em meio contendo farelo de

milho como fonte de carbono, em 48 horas de cultivo.

A produgdo de proteinas totais durante o processo fermentativo (Fig. 8 E) fo1
maior em 72 horas de cultivo em meio contendo farelo de mandioca como fonte de
carbono, em 96 horas de cultivo em meio contendo farelo de milho e em 120 horas
em meio contendo amido soluvel. Esses dados ndo coincidem com aqueles obtidos
para a producdo das amilases, 0 que sugere que proteinas de outra natureza estdo

sendo sintetizadas em fung¢do das fontes de carbono utilizadas.

Cruz e outros (1997) avaliaram o efeito indutor do amido soluvel de milho e
dos componentes individuais; amilose e amilopectina, do amido de milho e de batata
sobre a sintese de a-amilase por Rhizopus sp. Os resultados mostraram que todos os

componentes utilizados como substratos sdo potenciais indutores da sintese daquela

enzima, e que os componentes individuais; amilose e amilopectina de milho e batata

foram os que melhor induziram.

Goto e outros (1998) avaliaram o efeito de algumas fontes de carbono, tais
como amido solivel, amido de mandioca e de trigo, na sintese de o-amilase e
glucoamilase por 4. fumigatus. Os resultados obtidos foram satisfatérios para as trés

fontes de carbono em questdo, o que mostra que as fontes naturais de carbono como




trigo e mandioca, assim como outras, constituem uma excelente alternativa para a

produgdo enzimética.

Deve-se destacar, que o farelo de milho e o farelo de mandioca em questdao

sdo subprodutos do processamento do milho e da mandioca para produgdo de amido,

e, portanto, t€m custo muito menor do que o amido de milho ja processado. A

substitui¢do do amido solivel por um subproduto da agroindustria na produ¢do de
amilases, reduziria custo de processo, a0 mesmo tempo em que agregaria valor a um

produto que muitas vezes € descartado, causando prejuizos ao meio ambiente.

5- Caracterizacio das amilases

Os ensaios para a caracterizagdo das enzimas foram realizados a partir da
solugdo enzimatica bruta obtida pelo cultivo de R. pusillus A13.36 em fermentagdo
submersa, utilizando farelo de mandioca como fonte de carbono em condigdes ideais
de pH, temperatura e tempo de cultivo. Foram avaliados pH e temperatura 6tima das
trés enzimas; o-amilase dextrinizante, amilase sacarificante e glucoamilase assim
como a estabilidade das mesmas frente a variagdes de pH e temperatura, efeitos de

ions, preferéncia por diferentes substratos e identificagdo dos produtos de hidrélise.




5.1- Efeito do pH sobre a atividade das amilases

A determinac@o das caracteristicas fisico-quimicas das enzimas envolvidas em
processos biotecnoldgicos faz-se importante, tendo em vista a otimizagdo da
atividade das mesmas, com possibilidades para futuras aplicacdes em escala
industrial. Sabe-se que a catalise enzimatica apresenta limites bastante estreitos de
pH. Cada enzima apresenta um pH 6timo de atuagdo, o qual estd diretamente
relacionado com a conformagdo tridimensional nativa que € influenciada pelo pH e
por ions presentes na solugao.

O pH 6timo para a atividade de a-amilase foi 4,5 (Fig. 9 A); no entanto, 95%

dessa atividade foi observada em pH 4,0 € 93% em pH 5,0. Dados da literatura

mostram que os pHs 6timos de atividade das enzimas da maioria dos fungos variam

de 4cidos a neutros. Para a atividade sacarificante, quantificada pela liberagdo de
agucar redutor (Fig. 9 B), observa-se que o pH 6timo de atividade foi 5,0. Nota-se
ainda que essa atividade permanece em 95% em pH 5,5 e 88% em pH 6,0. Ronaszek
e outros (2000) descreveram uma o-amilase de A. ferreus com um pH o6timo de
atividade 5,0. Esse mesmo pH foi determinado para a atividade de a-amilase de T.
lanuginusus, A. oryzae (RONASZEK et al., 2001; FRANCIS et al., 2003),
respectivamente.

Uma a-amilase de Cryptococcus flavus apresentou um pH 6timo de atividade
em torno de 5,5 (WANDERLEY et al., 2004), enquanto que Carlsen e colaboradores

determinaram um pH 6timo de atividade em 6,0 para a-amilase de 4.oryzae. O pH




6timo determinado para a atividade de a-amilase de Mucor pusillus encontra-se entre
3,5 4,0 (SOMKUTI e STEINBERG 1980).

Moreira e outros (1999) determinaram que a atividade 6tima para amilases
produzidas por 4. tamarii encontrava-se na faixa de pH de 4,5 a 6,0.

A atividade de glucoamilase (Fig. 9 C) foi maxima em pH 4,5. Esses dados
coincidem com aqueles apresentados para as glucoamilases de A. terreus (ALI;
HOSSAIN, 1990), 4. terreus NA-170 (GHOSH et al.,, 1991) e Aspergillus sp
(ELLAIAH et al., 2002). Por outro lado Taylor e outros (1978) e Cereia e outros
(1999) determinaram um pH Otimo de 6.6 para glucoamilase de Humicola
lanuginosa e pH 6,0 para glucoamilase de Scytalidium thermophilum,
respectivamente.

O pH 6timo para a atividade de glucoamilase foi 0 mesmo determinado para a
atividade de a-amilase, porém ndo coincidiu com o apresentado para atividade de
amilase sacarificante quantificada pela liberacio de agucares redutores totais,
sugerindo, que, além da glicose, outros agucares redutores estdo presentes no
hidrolisado enzimatico. Esses dados indicam a presen¢a de uma terceira enzima

sacarificante, uma possivel a-amilase sacarificante ou até mesmo uma B-amilase,

cuja presenga ndo ¢ comum em fungos. Nota-se ainda que além das diferencas nos

pH otimos, os perfis de respostas das enzimas, em fun¢do da variagdo do pH de

reagdo, foram também distintos entre si.
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Figura 9: Efeito do pH na atividade das amilases
(A) atividade de a-amilase (B) atividade sacarificante (C) atividade de glucoamilase.
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5.2- Efeito da temperatura sobre a atividade das amilases

Para o estudo do efeito da temperatura sobre a atividade das enzimas, a

solugdo enzimatica bruta foi incubada junto ao substrato, em pH 6timo de atividade,

em temperaturas que variaram de 45 a 95°C. A temperatura 6tima é definida como

sendo aquela em que se evidencia a maior atividade enzimatica e conseqiientemente
a maior formag@o do produto e consumo do substrato.

A atividade maxima determinada para o-amilase (Fig. 10 A) ocorreu a 75°C,
porém 80% de atividade residual foi observada a 85°C. Esses dados mostram que
essa enzima € uma tipica enzima de termofilicos e que essa caracteristica a torna um
importante instrumento no processamento do amido para a produg@o de xaropes, uma

vez que este processo envolve temperaturas elevadas.




Atividade Relativa (%)

T T

| LR WA DRl NS SROLERD USRS EELERS AR RN IO (s |
45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 85 100

Temperatura (°C)

(A)

Atividade Relativa (%)

iy

T T T T T T T T T T T 1
45 50 ‘55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

Temperatura ("C)

(B)

Atividade Relativa (%)

60 70
Temperatura (°C)

©

Figura 10: Efeito da temperatura sobre a atividade das amilases
(A) atividade de a-amilase (B) atividade sacarificante (C) atividade de Glucoamilase.




A temperatura 6tima para a atividade de amilase sacarificante também foi
75°C, porém essa atividade foi mais sensivel a temperatura com perda de 25% de

atividade a 80°C (Fig. 10 B).

A temperatura 6tima para a atividade de glucoamilase (Fig. 10 C) foi de 70°C

com uma atividade residual de 85% a 75°C. Esses dados sdo superiores aqueles
determinados por ALI; HOSSAIN, (1991), por GHOSH e colaboradores, (1991) e
por SILVA; PERALTA, (1998) estudando linhagens mesofilicas de A .terreus, A.
terreus NA-170 e A. fumigatus, respectivamente. Temperaturas de atividade
inferiores também foram determinadas para glucoamilases de 4. terreus CTC 826, A.
terreus NA 170, Aspergillus sp, R. microsporus var. e Aspergillus sp AS-2 (ALI e
HOSSAIN, 1991; HOST et al., 1991; ELLAIAH et al., 2002; PEIXOTO et al., 2003;
SONI et al., 2003), respectivamente.

Somkuti e Steinberg (1980) relataram que a temperatura 6tima de atividade de
a-amilase de Mucor pusillus foi de 70°C. Essa mesma temperatura foi relatada por
Shaw e outros (1995), estudando a-amilase de bactéria termofilica Thermus sp e
Stamford e outros (2001) estudando uma o-amilase de Nocardiopsis sp.
Temperaturas 6timas bastante inferior tem sido determinadas para a atividade de o-
amilase de fungos termofilicos como A. oryzae, Cryptococcus flavus e A.tamarii em
50, 50 e 55°C (FRANCIS et al., 2003; WANDERLEY et al., 2004; MOREIRA et al.,

1999).




A mesma temperatura de atividade 6tima foi determinada por Ronaszek e
outros, (2000) para atividade de glucoamilase do fungo termofilico 7. lanuginosus e

por Stamford e outros (2002) estudando glucoamilase de Streptosporangium sp.

5.3- Estabilidade das amilases frente a variacdes de pH em auséncia de

substrato

Ap0s a determinagdo do pH e temperatura 6timos para atividade das enzimas,
foram feitos testes para determinar a estabilidade das enzimas frente a variagdes de
pH, em auséncia de substrato. O extrato enzimatico foi incubado em tampdo sob
diferentes pHs, que variavam de 3 a 10 durante 24 horas. Os resultados sio
mostrados na Figura 11.

Analisando os resultados obtidos (Fig. 11 A), nota-se que a o-amilase
mostrou-se 100% estavel nos pHs 3,0 e 4,0, mantendo 80% até pH 9,0 e 70% em pH
10,0.

Quanto a atividade sacarificante (Fig. 11 B) nota-se que a mesma mostrou um

perfil de sensibilidade a variacdo de pH diferente da o-amilase, preservando sua

atividade méaxima na faixa de pH entre 5,0 e 6,0, 90% de atividade em pH 7,0 e 60%
em pH 10,0.

As amilases de Thermosipho sp (BI-430) estudadas por Legin e outros (1997)
apresentaram estabilidade na faixa de pH de 4,6 a 8,0. As a-amilases de A4.oryzae, A.

tamarii e T .lanuginosus ATCC 34626 permaneceram estaveis em pHs entre (5,0 e




7,0), (4,0 € 7,0) e (5,5 e 9,0) (CARLSEN et al., 1996; MOREIRA et al., 1999 e

NGUYEN et al., 2002), respectivamente.

A glucoamilase demonstrou alta sensibilidade a variagdo de pH. A atividade
maxima foi verificada entre pHs 4,0 e 5,0 e somente 60% de atividade detectada em
6,0 (Fig. 11 C). Glucoamilases produzidas pelas linhagens de 4. terreus NA170
(HOSH et al., 1991) e GTC826 (ALI; HOSSAIN, 1991) demonstraram estabilidade
na faixa de 3,0 a 7,0, semelhante a faixa de estabilidade para as amilases produzidas

por A. tamarii (MOREIRA, 1999).
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Figura 11: Efeito do pH sobre a estabilidade das amilases
(A) atividade de a-amilase (B) atividade sacarificante (C) atividade de glucoamilase.
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5.4- Estabilidade das amilases frente a variacdes de temperatura em auséncia de

substrato

Para o estudo do efeito da temperatura sobre a estabilidade das enzimas, o
extrato enziméatico bruto foi mantido em temperaturas entre 45 e 90°C, em auséncia
de substrato. Depois de uma hora, foram determinadas as atividades residuais em pH
e temperatura 6timos. Os resultados sdao mostrados na figura 12.

A atividade dextrinizante (Fig. 12 A) manteve-se conservada na faixa de
temperatura entre 45 e 60°C. Uma atividade residual de 90% foi observada a 65°C,
enquanto que a 90°C somente 20% dessa atividade foi detectada. Nao foi detectada

atividade em temperaturas acima de 90°C. A faixa temperatura de estabilidade

determinada para a-amilase de 7. lanuginosus ATCC 34626 variou entre 45 e 55°C

(NGUYEN et al., 2002).
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Figura 12: Efeito da temperatura na estabilidade das amilases
(A) atividade de a-amilase (B) atividade sacarificante (C) atividade de glucoamilase.
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A atividade sacarificante manteve-se estavel entre 45 e 50°C (Fig. 12 B). Uma
atividade residual de 90% pode ser observada em 55°C. Apesar da pequena faixa de
estabilidade, entre 45 e 50°C, essa enzima manteve-se ativa dentro de um intervalo
maior de temperatura comparada com a o-amilase, que teve uma queda acentuada
entre 60 e 70°C. Semelhantes temperaturas de estabilidade foram determinadas para
o-amilase de 4. tamarii (MOREIRA et al., 1999). Uma oa-amilase de M. pusillis
apresentou estabilidade na faixa de temperatura entre 60 ¢ 65°C (SOMKUTI e

STEINBERG, 1980).

A glucoamilase (Fig. 12 C) manteve-se estavel até 60°C, retendo uma atividade

residual de 85% quando incubada a 65°C. Ainda com relagio a glucoamilase nota-se
também que a mesma foi completamente inativada em temperaturas acima de 80°C.
As glucoamilases produzidas por 4. terreus GTC826 mostraram estabilidade na faixa
de temperatura de 40 a 60°C (ALI; HOSSAIN, 1991), enquanto que as glucoamilases
produzidas por uma linhagem da mesma espécie demonstraram estabilidade em uma

faixa de temperatura eatre 30 e 75°C (HOSH et al., 1991).

3.5- Efeito do tempo de armazenamento sobre a estabilidade das enzimas

Esta etapa do trabalho foi realizada com o intuito de avaliar um possivel efeito
do tempo de armazenamento do extrato enzimatico bruto sobre a estabilidade das
enzimas. Para o ensaio foi utilizado extrato enzimatico obtido em 48 horas de cultivo,

sob condig¢des ideais de pH inicial e temperatura de cultivo, tendo farelo de mandioca




como fonte de carbono. O extrato enzimatico bruto foi mantido congelado, sob
refrigeracdo a uma temperatura de 7°C e a temperatura ambiente, por 12 semanas. A
cada semana foram medidas atividades pelos trés métodos (dextrinizante,
quantificacdo de agucares redutores liberados e glucoamilase). Os resultados sdo
mostrados na figura 13.

Pode-se observar que ndo houve alteragdes significativas nas atividades das
enzimas (dextrinizante, atividade sacarificante e glucoamilase) quando estas foram
armazenadas sob congelamento e temperatura ambiente, ao longo de 12 semanas.

Sabe-se que algumas solugdes, quando expostas ao congelamento, podem sofrer

alteragdes no que diz respeito a mudangas no comportamento de seus constituintes.

Uma separag@o entre a agua e solutos presentes em uma solugdo, tendem a fazer com

que os solutos se concentrem. Uma possivel concentragdo das proteinas presentes na
solugdo durante o congelamento poderia provocar a desnaturacdo das mesmas.
Entretanto, esse efeito do congelamento ndo foi observado para as enzimas
amiloliticas.

De um modo geral, a estabilidade demonstrada pelas enzimas amiloliticas
presentes no extrato enzimatico, depois de congeladas e a temperatura ambiente, por
um periodo de tempo relativamente grande, constituiu em uma caracteristica
importante apresentada por essas enzimas. Por outro lado, a atividade das amilases,
quando mantidas a 7°C (em geladeira) foi acentuadamente reduzida apés a primeira

semana de estocagem.




A atividade dextrinizante foi estavel somente por uma semana, perdendo 30%
de sua atividade depois de duas semanas, 70% depois de trés semanas e sendo
completamente inativada depois de 5 semanas. Resultados semelhantes foram
observados para a estabilidade de amilase sacarificante, que manteve-se estavel por
uma semana € perdeu 30% de atividade ja na segunda semana. Uma completa
inativagdo pode ser observada depois de 6 semanas.

A glucoamilase foi a que demonstrou mais susceptibilidade ao efeito da
manuten¢do em geladeira. Na primeira semana, a enzima ja apresentou uma queda de
20% em sua atividade, e na segunda semana a queda foi de 30%. Na terceira semana,
a enzima apresentou 50% de atividade original, € uma completa inativa¢do ocorreu
depois de 6 semanas.

A inativagdo de uma enzima em solugido pode ser resultado de diversos fatores
como a desorganizagdo de sua estrutura, acdo de proteases ou interferéncia de
inibidores. Entretanto, como a temperatura de 7°C contribuiu para o aumento desse
processo de inativagao, permanece inexplicado.

O resultado obtido refor¢ca mais ainda a idéia de que possa haver uma enzima
com atividade sacarificante, diferente da glucoamilase. Observa-se através da figura
13, que a estabilidade de amilase sacarificante cai a partir da primeira semana,
enquanto que a glucoamilase perde parte de sua atividade ja na primeira semana.

Ainda com relagdo aos resultados observados para a estabilidade das enzimas

sob as trés condigOes avaliadas, nota-se que as trés enzimas apresentaram 0 mesmo

perfil de estabilidade. As trés enzimas permaneceram estaveis quando mantidas sob




condi¢des de congelamento € a temperatura ambiente (+ ou — 25°C), e foram

susceptiveis a desestabiliza¢do quando mantidas a 7°C, sugerindo que as trés enzimas
em questdo podem estar sujeitas aos mesmos fatores desestabilizantes.

De forma geral, através de nossos ensaios ndo foi possivel determinar qual ou
quais fatores estariam atuando para a desestabiliza¢do das enzimas. Para que se possa
conhecer um pouco mais sobre os mesmos seria necessaria a purificagdo das

enzimas.
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Figura 13 Efeito do tempo de armazenamento sob a estabilidade das enzimas.

(A) estabilidade de a-amilase (B) estabilidade de amilase sacarificante (C) estabilidade
de glucoamilase. — 0 — congelada; —e— temperatura de 7°C; — *— temperatura
ambiente.




5.6- Estabilidade a 60°C

Com o intuito de avaliar a estabilidade das enzimas a 60°C, o extrato enzimatico
foi mantido nessa temperatura por um periodo de 8 horas, em auséncia de substrato.
Foi avaliado a estabilidade das enzimas utilizando extrato enzimatico bruto dialisado,
extrato enzimatico bruto nao dialisado, extrato enzimatico bruto dialisado acrescido
de ions Ca™* em concentragdes de 5 ¢ 10 mM e extrato enzimatico ndo dialisado
acrescido de fons Ca** nas mesmas concentragdes, visto que a literatura mostra que
varias amilases termoestiveis sdo estabilizadas por fons Ca"® (GUZMAN-
MALDONADO: PAREDES-LOPEZ, 1995). A cada 1 hora foram retiradas aliquotas
para a medida das atividades dextrinizante e amilase sacarificante. Os resultados s@o
mostrados na figura 14.

Observou-se uma nitida diferenca nos perfis de estabilidade apresentados para

a-amilase dextrinizante e amilase sacarificante. Fatores como a dialise do extrato

enzimatico bruto, bem como presenga e auséncia de fons Ca*?, em ambos os extratos

enzimaticos, interferiram na estabilidade das enzimas.

A estabilidade de a-amilase (Fig. 14 A e B) foi maior em extrato enzimatico
ndo dialisado do que em extrato enzimatico dialisado, o que mostra que a propria
dialise constitui um fator de desestabiliza¢do dessa enzima. Nota-se que o efeito da
adicdo de fons Ca™ aos extratos enzimaticos dialisado e ndo dialisado, nas
concentraces de 5 e 10 mM, levou um perfil de estabilidade ainda mais

diferenciado.
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Figura 14: Estabilidade de a-amilase e amilase sacarificante a 60°C.

(A) estabilidade de a-amilase utilizando 5 mM de Ca*? (B) estabilidade de a-amilase utilizando 10 mM
de Ca™ (C) estabilidade de amilase sacarificante utilizando 5 mM de Ca*” e (D) estabilidade de amilase
sacarificante utilizando 10 mM de Ca"?. — 0 — extrato enzimético dialisado sem Ca'>; —m— extrato
enzimatico dialisado com Ca'> — O — extrato enzimético nio dialisado sem Ca™ —e— extrato
enzimatico nio dialisado com Ca"




A a-amilase dextrinizante presente no extrato enzimatico dialisado e sem ions
Ca™, mostrou-se estivel depois de uma hora a 60°C, retendo mais de 90% de
atividade depois de 2 horas e mais de 85% depois de 4 horas. Uma atividade residual
de 50% foi verificada depois de 7 horas (Fig. 14 A e B). A a-amilase presente no
extrato enzimatico dialisado e acrescido de Ca'? apresentou uma baixa
termoestabilidade perdendo 80% de sua atividade inicial na primeira hora a 60°C
(Fig. 14 A e B), sugerindo que o efeito do Ca** sobre a termoestabilidade foi muito
mais acentuado quando o material foi dialisado. Por outro lado, a a-amilase presente
no extrato enzimatico no dialisado e sem fons Ca** mostrou-se bastante estavel. A
enzima manteve 100% de sua atividade depois de 4 horas a 60°C, mais de 90%
depois de 5 horas e 50% de atividade foi detectada apds 8 horas Fig. (14 A). Uma a-
amilase de M. pusillus perdeu 19% de sua atividade depois de incubada por 1 hora a
60°C (SOMKUTI e STEINBERG, 1980). Mohapatra e outros (1998) observaram
uma perda na estabilidade de a a-amilase de Mucor sp a 60°C. A enzima perdeu 60%
da sua atividade em 1 hora sobre essa temperatura.

A o-amilase presente no extrato enzimatico ndo dialisado acrescido de ions
Ca™ foi mais estavel que aquelas contidas em extrato enzimatico bruto dialisado e

ndo acrescidos de ions Ca™ (Fig. 14 A e B). A enzima manteve 100% da atividade

depois de 6 horas em concentragio de 5 mM de ions Ca*™ e 100% de atividade depois

de 8 horas na presenga de 10 mM do ion junto ao extrato enzimatico.




As enzimas sacarificantes presentes no extrato enzimatico bruto apresentaram
estabilidade muito inferior aquela observada para a a-amilase (Fig. 14 C e D). Em
todas as condigdes analisadas as enzimas perderam estabilidade ja nas primeiras
horas a 60°C. Uma amilase de 4. oryzae perdeu 75% de sua atividade apds 1 hora a
60°C (KUNDU e DAS, 1970). Peixoto e outros (2003) observaram uma queda de
50% na estabilidade de uma amilase de R. microsporus var depois de 1 hora a 60°C.

Assim como nos experimentos realizados para a-amilase, as enzimas presentes
no extrato enzimatico dialisado foram menos estaveis que aquelas presentes no
extrato ndo dialisado, mostrando que, a dialise do extrato enzimatico bruto por si s0,
constituiu um fator para a desestabilizagdo da enzima.

As enzimas sacarificantes presentes no extrato enzimatico dialisado, assim
como a a-amilase foram fortemente desestabilizadas na presenca de fons Ca'?, ja as
enzimas sacarificantes contidas no extrato enzimatico nio dialisado, e acrescido de
Ca'? ndo sofreram interferéncia do ion em sua estabilidade. Esses resultados mostram
que as enzimas sacarificantes presentes no extrato enzimatico nao requerem ions

Ca'? para a estabilizacgdo, e que a combinagdo entre didlise do extrato enzimatico e

presenca de jons Ca'’ assim como para ca-amilase também desfavoreceu a

estabilidade dessa enzima.
Soni e outros (2003) observaram uma diferenga na estabilidade de glucoamilase

de Aspergillus AS-2 quando incubada na presenga de fons Ca™. A enzima perdeu




80% de atividade depois de 30 minutos a 60°C sem a presenga do ion, € na presenga
de 10 mM do ion, a atividade residual foi 20% maior.

Os resultados apresentados para a estabilidade das enzimas, principalmente
aqueles referentes a a-amilase, sdao de extrema importincia, levando em conta o
tempo em que essa enzima permaneceu estavel em uma temperatura de 60°C, o que
mostra que essa enzima podera atuar por um periodo de tempo maior, em processos
que necessitam de temperaturas mais elevadas. Cabe aqui ainda destacar que a
maioria das enzimas flingicas mostradas na literatura ndo apresentaram

termoestabilidade tdo significativa, comparados com os obtidos para essa enzima.

5.7- Estudo dos efeitos de ions sobre a atividade amilolitica

5.7.1- Efeito da adi¢do de fons Ca** 2 mistura de reacdo, sobre a atividade
das amilases

Para avaliar um possivel efeito do Ca™ sobre as atividades das enzimas
produzidas em nossos ensaios, foram testadas solu¢des enzimaticas brutas dialisada
contra tampdo acetato 10 Mm, pH 5,0, contendo EDTA e ndo dialisada (meio de
cultivo livre de micélio).

O perfil de atividade enzimatica observada nos trés métodos de determinagdo

enzimatica, em presenca de Ca' nas concentragdes, que variam de 2 a 60 mM, sio

mostrados na Figura 15.




Nota-se que a atividade de a-amilase (Fig. 15 A) permaneceu praticamente
constante em todas as concentragGes testadas para as amostras dialisada e ndo
dialisada, o que indica que a enzima ndo ¢ influenciada por esse ion. Mohapatra e
outros (1998) observaram que, a atividade de o-amilase de Mucor sp ndo era
influenciada pela adi¢do de ions Ca'? em concentragdes inferiores a 10 mM, e que
concentragdes acima de 10 mM inibia em parte a atividade da enzima.

Nugyen e outros (2002) verificaram um aumento de 35% na atividade de a-
amilase de 7. lanuginosus na presenga de 10 mM de fons Ca™. Por outro lado,
Somkuti e Steinberg (1980), estudando uma o-amilase de M. pusillis, verificaram
que essa ¢ completamente inibida por célcio. As a-amilase de Cryptococcus flavus
perderam 30% de atividade na presenca de 20 mM de Ca'? (WANDERLEY et al.,,
2003).

A atividade de amilase sacarificante medida pela liberagdo de agicar redutor

(Fig. 15 B) diminui substancialmente em fungdo do aumento da concentrag@o de Ca®

na mistura de reagdo, em ambos as amostras enzimaticas, indicando que essas

enzimas s3o inibidas por esse ion.
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Figura 15: Efeito da adigdo de ions Ca'? 4 mistura de reagfo, sobre a atividade das amilases.

O fungo R pusillus A13.36 produziu a enzima em 48 horas de fermentagio, em meio de cultivo
contendo farelo de mandioca como fonte de carbono pH 6,0 a 45°C. (A) atividade dextrinizante (B)
atividade sacarificante (C) atividade de glucoamilase. —m—solugdo enzimética bruta, —e—
solugdo enzimatica bruta dialisada




Quanto a glucoamilase (Fig. 15 C), observa-se que a atividade também ¢
inibida com o aumento da concentragdo do ion na mistura de reagdo, nas amostras
dialisada ndo dialisada. A atividade de glucoamilase de C. thermophilum diminuiu
em 70% na presenga de 1 mM Ca'* (CEREIA et al., 2000). Por outro, Ali; Hossain
(1991) observaram um aumento de 7% na atividade de glucoamilase de 4. terreus em
presenca de fons Ca'> e um aumento de 32% na atividade de Glucoamilase de
Rhizopus sp A-11 foi observado por Fujio e Morita (1996) na presenca de 10 mM de
Ca™. A presenca de fons 10 mM Ca*? proporcionou um aumento em 45% na
atividade de glucoamilase de TI. indicae-seudaticae ~(KUMAR e

SATYANARAYANA, 2003).

A presenca de ions calcio na mistura de reagdo também proporcionou um

aumento na atividade e estabilidade de glucoamilase de Aspergillus sp AS-2 (SONI
et al., 2003).

A independéncia de ions Ca™ na atividade de o-amilase (Fig. 15 A) traz
algumas vantagens para os processos envolvendo a utiliza¢do dessas enzimas. Dentre
elas, podem ser citada um menor custeio para o processo. Esse fato também reflete
na importancia do uso dessa enzima em outros processos sob condi¢gdes de escassez
de ions Ca**. Segundo Gupta e outros (2003), uma das limitagdes do uso de a-
amilases em aplicagdes detergentes, consiste na dependéncia de ions Ca* para sua
atividade e estabilidade, sendo assim, seu uso ficaria restrito em ambientes com

baixas concentragdes desse ion.




5.7.2- Efeito da adi¢do de outros ions a mistura de reacgio, sobre a
atividade das amilases

Para o estudo da adi¢do de outros ions a mistura de reagdo foi seguido o
procedimento descrito no item anterior, porém utilizando-se solugdes de MgCl,,
MnCl,, CuCl,, ZnCl,, HgCl,, AgCl,, KCl, AlICl;, BaCl,, CrCls, FeCl,, NiCl,, CoCl, e
de EDTA, em concentragao suficiente para que a concentragdo do ion metalico na
mistura de reagio fosse de 10 mM. Os resultados sdo mostrados na Figura 16.

A atividade de a-amilase (Fig. 16) ndo foi alterada pela presencga de Mg*?,
Mn'? ¢ EDTA, em ambos os extratos enzimaticos dialisado e ndo dialisado (Fig. 16
A e D) e também nio foi alterada na presenca de Zn'?, Ba'?, Ni*? e Co™ no extrato
enzimatico bruto dialisado (Fig. 16 D), porém perdeu atividade em 15, 42, 07, 69, 65
€ 09% na presenca de Zn' Al Hg+2, Fé2 Cu'e Ag™, respectivamente, no extrato

enzimatico bruto ndo dialisado (Fig. 16 A) e em 10, 33, 15, 75, 31, 11 e 03% na

presenca de ions K, Al Hg+2, Fé'? Cu™?, Ag+2 e Cr, respectivamente, no extrato

enzimatico dialisado (Fig. 16 D).

Um aumento na atividade de a-amilase pode ser verificado na presenga de
fons Ba, Cr? e Co™” no extrato enzimatico dialisado em 06, 04 e 07%,
respectivamente (Fig. 16 D). Uma a-amilase de 7. lanuginosus teve sua atividade
aumentada em 12% na presenga de Ba™ e 03% na presenga de EDTA (NUGYEN et

al., 2002).




-
B
o

140

-
]
o

120

-
(=]
(=]

100

-3
o

60

40

20

Atividade Residual Dextrinizante (%)
(-]
(=]

Atividade Residual Dextrinizante (%)

T P N T P\ » -af»'»f»ua;»m'bﬂ.-’» K\
Ve oo e SO 1 *“Pe"#d«“o"t‘\“qo"«?
fons (10 mM) fons (10 mM)

A) (D)

-
-
o

-
Lo
o

100

80

60

40

20

Atividade Sacarificante (%)

A
E
2
o
c
3
€
8
©
w
]
b=
@
=
=
<

0
K J S 5008000 i
DA DA A 0“@9@@‘1}\ T e ¢ @ & \-QOa
PGt Gd PP jons (10 mM)
fons (10 mM)

B) (E)

-
@
o

-
s
(=]

120

-
L
o

100

80 80

60
40
20

0

60
40
20

0

Atividade Residual Glucoamilase (%)
Atividade Residual Glucoamilase (%)

T oA 5" oA 0 a 9 . \s P AT LI E R IE LR S L ;..0,3-
SN LA L R I L LA LN L LT LONPA LA\ F 10 o4 a8 N o o o P S S
c;é'\‘}@ RO A @ O & @ D W 9 PN A Qv’ e < o
fons (10 mM)
fons (10 mM)

(©) (F)

Figura 16: Efeito da adigdo de deferentes fons sobre a atividade das amilases.
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A atividade de a-amilase de M. pusillis diminuiu em 1, 90 ¢ 07% quando
foram adicionados ao extrato enziméatico 10 Mm de Mg, Cu'* e EDTA,
respectivamente (SOMKUTI e STEINBERGER 1980). A atividade de a-amilase
produzida por C. flavus foi inibida em 04, 05, 80, 15 e 88% na presenca de 20 Mm de
Mn", Mg™, Fe?, Zn" e Hg', respectivamente, e completamente inativada em
presenga de Cu™> (WANDERLEY et al., 2004).

A atividade sacarificante (Fig. 16 B e E) foi inibida na presenga da maioria
dos fons, com excegdo de Ba™ e EDTA que aumentaram a atividade enzimatica em 4
e 3% no extrato enzimatico ndo dialisado (Fig. 16 B) e 15 e 37% no extrato
enzimatico dialisado na presenca de Ba™ e Co™ (Fig. 16 E). A atividade enzimatica
nio foi alterada na presenga de ions K no extrato enzimatico bruto dialisado (Fig. 16
E).

O perfil de atividade de glucoamilase (Fig. 16 C e F) foi bastante variado em
fungdo da presenca dos diferentes ions quando comparados com aqueles obtidos para
a atividade de a-amilase e sacarificante. A atividade da enzima presente no extrato
enzimatico dialisado néo foi alterada pela adigio de ions Mn' no meio reativo (Fig.
16 F).

A atividade enzimatica de ambos os extratos decresceu consideravelmente na

presenca dos ions Mg*%, K, Hg", Ag™ e EDTA (Fig. 16 C e F). Também foi

verificada um declinio na atividade na presenga de Mn*? e A" no extrato enzimético

n3o dialisado (Fig. 16 C).




All e Hossain (1991) verificaram um declinio na atividade de glucoamilase de

+ r - ~
A. terreus na presenca de Ag™ e Hg'% Os ions Cu*?, Ni*? em uma concentragio de

10 mM inibiram em parte a atividade de glucoamilase de Rhizopus sp A-11,

enquanto que fons Ag'* inibiram completamente a atividade da enzima (FUJIO e

MORITA, 1996). A atividade de glucoamilase de S. Thermophilum decresceu na
presenga dos fons Ba*?, Mn"?, Hg"?, Mg'? Zn™ e EDTA (CEREIA et al., 2000). Um
declinio na atividade de glucoamilase de t. indicae-sedaticae também foi observado
na presenga dos fons Ni'’, Ba™, Mn', Hg” Mg™” e EDTA (KUMAR e
SATYANARAYANA, 2003).

A presenga dos ions Zn"?, Ba'?, Cr"?, F&", Cu'?, Ni*? e Co™? acarretaram um
aumento na atividade de glucoamil_asc em 29, 46, 05, 03, 20, 19 e 09% no extrato
enzimatico nio dialisado (Fig. 16 C), enquanto que A", Ba™ F&", Cu™ Ni*? e Co™
proporcionaram um aumento na atividade de glucoamilase no extrato enzimatico
dialisado em 06, 62, 04, 11, 08 e 07% respectivamente (Fig. 16 F).

Um pequeno aumento na atividade de glucoamilase de Rhizopus A-11 foi
observado na presenga de 10 Mm de ions Cr%, A", Co™, Ba" e Mn™* (FUJIO e
MORITA, 1996). A presenca de fons Ag*?, Cu™ Co™ e Fe*" em uma concentragio de
10 mM aumentaram em 45, 29, 15, 59 e 88% respectivamente, a atividade de
glucoamilase de T. indicae-seudaticae (KUMAR e SATYANARAYANA, 2003)

SONI e colaboradores (2003) observaram que uma concentragdo de 1 mM de

Mg aumentava a atividade de glucoamilase de Aspergillus sp AS-2 durante o




processo de sacarificagdo do amido e que concentragdes acima de 5 mM desse

mesmo ion inibiam a atividade da enzima.

Na tabela 2 a seguir é feita uma sintese do efeito de varios ions sobre a

atividade de amilases fungicas.
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Tabela 2: Efeito de ions sobre a atividade de algumas amilases flingicas.

Fungo

Mucor pusillis

Aspergillus terreus

Rhizopus sp A-11

Enzima

a-amilase

Glucoamilase

Glucoamilase

ions Concentragio
(mM)

10
10
10
10

Atividade Relativa Referéncia
(%)

99
61 SOMKUTI e STEINBERGER (1980)

10
93

ALL e HOSSAIN (1991)

FUJIO e MORITA (1996)

9] 18 2l I unespmiﬁ 17 18 19 20 21 22 23 24

25

26

27

28



Continuagéo da tabela 2.

Fungo Enzima Concentra¢do Atividade Relativa Referéncia
(mM) (%)

Scytalidium thermophilum  Glucoamilase CEREIA et al., (2000)

1
1
1
1
1
1
1
1

Thermomyces lanuginosus  a-amilase NUGYEN et al., (2002)
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Continuagdo da tabela 2.

Fungo Enzima Concentragdo Atividade Relativa Referéncia
(mM) (%)

20 70
20 0
20 96
Cryptococcus flavus 20 95 WANDERLEY et al., (2004)
20 20
20 85
20 22

Thermomucor indicae- Glucoamilase KUMAR e SATYANARAYANA (2003)
seudaticae

NM- ndo mencionado
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cm 1 2 3 4 5 6 7 8 9] 18 2l I unesp e 2% 18 A48 20 21 22 23 24 25 26 27 28



5.8- Avaliacio da atividade amilolitica em diferentes substratos

Esta etapa do presente trabalho consistiu em avaliar o perfil de atividade das
amilases quando incubadas em substratos amilaceos, derivados de amido de cadeia
curta, substratos sintéticos e sacarose. Foram utilizados como substratos amilaceos;
amido de milho, amido de mandioca, amido de batata doce e amido soluvel como

controle. Os derivados de amido de cadeia curta utilizados foram maltose,

maltotriose, maltotetraose, maltohexaose e maltoheptaose. Para a medida de

atividade enzimética sobre substratos sintéticos utilizou-se: p-nitrofenil-a-D-
glucopiranosideo (a-PNPG), p-nitrofenil-B-D-glucopiranosideo (B-PNPG) e p-
nitrofenil-o-D-maltosideo. Para os substratos amilaceos foram medidas as atividades
enzimaticas nos trés métodos de determinagdo e para os substratos derivados do
amido e sacarose foram medidas as atividades pelo método de quantificagdao de
acucares redutores liberados e glucoamilase. Os resultados sao mostrados na Figura
17.

As enzimas presentes no extrato enzimatico apresentaram boa atividade em
todos os substratos amilaceos testados. A atividade de o-amilase (Fig. 17 A) foi
maior quando as enzimas foram incubadas com amido de mandioca (12,48 U/mL),
seguido de (12,25 U/mL) em amido solivel comercial. A atividade de a-amilase em

amido de milho e de batata foram de 10 e 7,36 U/mL, respectivamente.




A diferenga na atividade de o-amilase nos trés substratos alternativos de
cadeias longas ocorre em fung¢do da resisténcia com que cada amido tem com relagdo
a enzima. O amido de batata demonstrou ser mais resistente ao ataque dessa enzima.

A maior atividade sacarificante (Fig. 17 B) foi detectada em presenga de
amido soluvel (12,61 U/mL), seguida de 12,06 U/mL na presenga de amido de batata
como substrato. A menor atividade ocorreu quando o substrato foi o amido de milho
(11,00 U/mL). Ainda com relagdo a atividade de amilase sacarificante, observou-se
pouca diferenga na atividade da enzima em fungdo dos substratos amildceos

utilizados, € que o amido de mandioca demonstrou uma pequena resisténcia a ag¢éo

dessa enzima comparado com os demais substratos alternativos. Ndo foram

detectadas atividades em substratos derivados de amido, o que permite inferir que as
enzimas amiloliticas, presentes no extrato enzimatico, ndo atuam em substratos de
cadeias curtas (Fig. 17 B).

A atividade de glucoamilase (Fig. 17 C) foi maior sobre o amido de milho
(1,55 U/mL), seguida de 1,25 U/mL do amido de mandioca € amido soluvel
comercial. A menor atividade foi determinada sobre amido de batata (0,85 U/mL).
Segundo Kimura e Robyt (1995), o amido pode ser dividido em trés categorias de
acordo com suas susceptibilidades a hidrélise por glucoamilases; muito susceptivel,
dentre eles encontram-se amidos de milho com 100% de amilopectina;
moderadamente susceptivel, dentre esses se encontram amidos de milho 29% amilose
contra 71% amilopectina, amido de mandioca e amido de cevada, e os relativamente

resistentes, os quais compreendem os amidos de batata. Os resultados apresentados

103




na Figura 17 C, para a atividade de glucoamilase, sdo consistentes com essa
classificagao. Nao foi detectada atividade enzimatica em substratos de cadeias curtas,
o que reforga a hipdtese de que a glicose presente nos hidrolisados, demonstrados em
etapas anteriores sejam devidas em boa parte pela agdo de glucoamilases, uma vez
que a literatura tem mostrado que glucoamilases atuam preferencialmente em
substratos de cadeias longas, tais como o amido e amilaceos em geral.

Com relagdo as diferengas observadas nas atividades de o-amilase sobre os
substratos podem também estar relacionadas com a prépria estrutura do amido. As

enzimas amiloliticas podem ou n3o atacar o granulo de amido, conforme o tamanho

do granulo, bem como a organizagio interna do mesmo e a propor¢do de amilose.

Segundo Tharanathan e outros (1980), a diferenga na agdo das enzimas amiloliticas
sobre os amidos de diferentes fontes, esta diretamente relacionada com as diferengas
na composi¢do da molécula, em particular no teor de amilose, bem como no
comprimento de suas cadeias.

Geralmente, os amidos de cereais apresentam maiores teores de amilose, se
comparados com amidos de raizes e tubérculos (batata e mandioca), que contém
cerca de 20%. Além disso, as cadeias de amilose dos amidos de cereais em geral,
encontram-se associadas a moléculas de lipidios, que diferem no tipo e quantidade.
Esse complexo, amilose-lipideo diminui a susceptibilidade da amilose ao ataque das
enzimas (CUI; OATES, 1999).

Outros fatores além dos mencionados podem interferir no mecanismo de agao

das amilases sobre os granulos de amido. Segundo Dreher (1984), a prépria
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associagdo entre os componentes do granulo o torna mais ou menos susceptivel ao
ataque das enzimas. Outro fator que atua de forma decisiva na atividade das enzimas
sobre os granulos de amido, € a porosidade do mesmo (HUBER; BEMILLER. 1997).

De modo geral, as enzimas demonstraram excelente capacidade de agdo nos
substratos amilaceos utilizados, o que as tornam muito interessantes para os diversos
processos biotecnoldgicos, as quais estdo envolvidas. Um outro fator importante no
que diz respeito a transformagio da molécula de amido, por essas enzimas, consiste
no fato de que os substratos testados provém de fontes que estdo entre as que se
prestam como fontes econdmica ou comercial para a sua extragao.

A utilizag@o de substratos heterogéneos para a medida de atividade enzimética

foi feita com o intuito de avaliar uma possivel presenga de enzimas, tais como a o-

glicosidase, com capacidade de hidrolisar esses substratos. De acordo com Sugimoto
e colaboradores (2003) as a-glicosidases hidrolisam substratos heterogéneos como
o-glucosideos e sacarose, além de substratos homogéneos como
maltooligossacarideos e a-glucanas, e sdo classificadas de acordo com a atuagdo
sobre cada um desses substratos. Algumas a-glicosidases podem ndo apresentar
atividade sobre substratos como amido e sacarose, mas apresentar atividade sobre
substratos sintéticos como a e - PNPG (CONSTANTINO et al. 1990).

Nao houve nenhuma atividade enzimatica sobre os substratos sintéticos
testados (Fig. 17 B e C). Esses resultados, além de mostrarem que essas enzimas nao

possuem a capacidade de atuar sobre esses substratos, também descarta a




possibilidade da existéncia de B-amilase junto ao extrato enzimatico, uma vez que o
p-nitrofenil-a-D-maltosideo consiste em um substrato especifico para a determinagdo

de atividade dessa enzima. Nao foi também determinada nenhuma atividade sobre a

sacarose tanto pelo método de quantificagdo de agucares redutores liberados quanto

pelo método de quantificagdo da glicose liberada.
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5.9- Identifica¢do dos produtos de hidrolise enzimatica do amido soliivel a

1% ao longo do tempo

Com o intuito de avaliar o perfil de distribuicio dos agucares redutores
liberados durante a hidrélise do amido, a solu¢do de amido solivel comercial a 1%
foi incubada junto ao extrato enzimatico bruto de R. pusillus A13.36 obtido em
condigdes ideais de pH e temperatura de meio de cultivo.

Analisando-se o cromatograma da Figura 18 observa-se a presenca nitida de
trés bandas correspondentes aos padrdes de glicose, maltose e maltotriose, em 10 e
em 30 minutos de hidrélise. Percebe-se ainda, que a banda referente a maltotriose,
em 30 minutos de hidrdlise, aparece menos intensa quando comparada a obtida em
10 minutos de hidrélise. Esse dado podia sugerir que a maltotriose, depois de
decorridos 10 minutos de reag@o, passaria a sofrer agao de glucoamilases presentes

no extrato enzimatico, resultando em maltose e glicose. Entretanto, ndo foi detectada

atividade sobre esse triglicerideo quando testado isoladamente (Fig. 10). Aguicares de

pesos moleculares superiores a maltotriose nao foram detectados.

A hidrdlise do amido de batata a 1% por amilases de Bacillus sp (US100)
resultou, depois de 72 horas, em glicose, maltose, maltotriose, maltotetraose,
maltopentaose e maltohexaose (ALI et al, 1999). Bandas referentes a glicose,
maltose, maltotriose, maltotetraose, maltopentaose € maltohexaose resultantes da
hidrélise do amido solivel, utilizando a-amilase de Rhizopus sp foram detectadas por

Cruz e colaboradores (1997).




Figura 18: Cromatografia descendente em papel Whatman n°1 dos produtos de hidrélise do amido
solivel a 1% tratado com extrato enzimético de Mucor sp A13.36.

G= glicode, G2= maltose, G3= maltotriose, G4= maltotetraose, G5= maltopentaose, G6=
maltoexaose, H1= hidrolisado 10 min., H2= hidrolisado 30 min.
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Com o intuito de avaliar ndo s6 um perfil qualitativo, mas também o perfil
quantitativo de agicares redutores liberados durante a hidrélise, uma cromatografia
liquida foi realizada. Um estudo quantitativo nos d4 uma idéia de quais agucares
estdo sendo liberados e em quais propor¢des esses aglicares aparecem COMO
resultados da agdo das enzimas contidas no extrato enzimatico.

Analisando os dados da Tabela 3, nota-se que ocorreu um aumento nas
concentragdes de glicose, maltose e maltotriose no decorrer do tempo de hidrdlise
enzimatica. Observa-se ainda que, 96% do amido inicial foi hidrolisado nos
primeiros 60 minutos de reagéo.

Dentre os 96% do amido hidrolisado, 64% constitui-se de glicose, 19%

maltose e 7% maltotriose. Maltotetraose foi detectada em pequenas quantidades, em

10 e 30 minutos de hidrélise, enquanto que agucares maiores ou iguais a
maltopentaose foram detectados em todos os tempos analisados, porém em baixas
concentragdes. Soni e outros (2003) obtiveram 86% de amido hidrolisado depois de
24 horas de reagdo utilizando amilases de Bacillus sp. AS-1 e Aspergillus sp. AS-2.
A hidroélise total do amido foi detectada em 240 horas, sendo que os produtos
constituem-se de 66% glicose, 19,5% maltose € 7,7% de maltotriose. Os 6,6%
restantes correspondem a agucares maiores que maltopentaose os quais ndo puderam
ser identificados. A agdo de glucoamilases produzidas pelo fungo termofilico T.
lanuginosus sobre o amido de batata resultou depois de 24 horas em um hidrolisado

contendo 76% de glicose (MISHRA; MAHESHWARI, 1996).




Tabela 3: Cromatografia liquida dos produtos de hidrélise do amido solivel a 1% tratado com extrato enzimdtico de
Rhizomucor pusillus A 13.36.

Produto
Glicose Maltose Tetrose
Tempo de % Conc. % Conc. %
hidrolise (mg/mL) (mg/mL)
(min.)

0 0 0
10 2,41 0,76

30 3,24

10,78 19

11,15 19,5




Os produtos de hidrélise detectados através das cromatografias de papel e
liquida, revelam um alto poder de ag@o das enzimas contidas no extrato enzimatico
tendo em vista um tempo de hidrélise relativamente curto. Comparando os dados
obtidos nas duas cromatografias, observa-se uma diferen¢a na tonalidade das bandas
de glicose e maltose na cromatografia de papel, o que sugeriria uma maior
concentragdo de maltose no hidrolisado. Essa maior concentragdo, entretanto, nao
foi confirmada pela cromatografia liquida. Essa tonalidade acentuada da banda de
maltose em comparagdo com a banda de glicose pode estar relacionada com uma
maior afinidade entre maltose e os corantes utilizados na revelagao.

Em geral, com base nos resultados podemos concluir que as enzimas

presentes no extrato enzimatico apresentaram um excelente poder de agdo sobre o

amido. Um outro fator importante a ressaltar é que essas enzimas nio mostraram

nenhum tipo de repressdo em fung¢do da presenga em grande quantidade de produto

formado durante a hidrélise.




6- Hidrolise do amido de milho e mandioca a 25% para a produgio de xarope

Esta etapa do trabalho consistiu em avaliar o efeito das enzimas contidas no
extrato enzimatico bruto, na hidrélise do amido de milho e mandioca. Para estes
ensaios suspensdes de amido, a 25% (p/p), em base seca, foram submetidas a agdo
das enzimas contidas no extrato enzimatico bruto, obtido a partir de meio de cultivo
contendo farelo de mandioca como fonte de carbono, nas melhores condigdes de pH
inicial de meio de cultivo e temperatura, definidos anteriormente. A hidrdlise
ocorreu em pH 5,0 a 80 e 90°C durante 1 e duas horas e foi utilizado 10 U de
atividade de amilase sacarificante por grama de amido. Os hidrolisados foram
avaliados quanto aos teores de agucares redutores liberados e expressos como
porcentagem em relagdo ao amido seco (agucar redutor liberado para cada 100g de
amido seco). Os hidrolisados também foram submetidos a analise cromatografica de
papel.

Os valores de agucares redutores expressos como porcentagem de amido
hidrolisado foram submetidos a anilise de varidncia (tabela 4). A média geral do
ensaio foi de 26,71% de amido hidrolisado, com um desvio padrdo de 2,0267 € um
coeficiente de variagdo de 7,5854.

Pode-se observar pelos resultados de analise de varidncia, que os fatores

substratos, temperatura, tempo € a interagdo entre temperatura € tempo, exerceram

efeito significativo sobre a hidrélise dos amidos de milho e mandioca pelas enzimas

contidas no extrato enzimatico. A interagdo entre substratos € temperaturas,




substratos e tempo, assim como a interagdo entre substrato, temperatura e tempo,

nao exerceram efeito significativo.

Tabela 4: Analise de variancia da hidrdlise do amido de milho e mandioca a 80 e 90°C por
1 e duas horas.

Causa da G.L S.Q QM F
variagdo
Meio (A) 1 31.7860 31.7860 7.7386 *

Temperatura (B) 1742.1696 1742.1696 424.1482**
Tempo (C) 423 423 103.1120%*
Meio x Temperatura 16.5668 16.5668 4.0334N8
Meio x Tempo 1 0216 0216 .0053N8

Temperatura x Tempo 1 72.3148 72.3148 17.6057**

Meio x Temp x Tempo 1 9.1267 9.1267 2.2220™

(Tratamentos) {3 2295.5135 2295.5135

Residuo 14 57.5044 57.5044

NS= ndo significativo; *= significativo ao nivel de 5%; **= significativo ao nivel de 1%.

O teste de Tukey, para as médias de porcentagem de hidrélise do amido de
milho e mandioca, indicou que as enzimas contidas no extrato enzimatico atuaram
com maior eficiéncia sobre o amido de milho, alcangando um rendimento de 27,87%
de amido hidrolisado, contra um rendimento médio de 25,57% para a hidrdlise do

amido de mandioca.




A aplicagdo do teste de Tukey, aplicado para avaliar o efeito da hidrdlise
enzimatica, indicou que as enzimas atuaram mais eficientemente a 80°C,

proporcionando um rendimento de 35,24% contra um rendimento de 18,19%,

observado quando os ensaios ocorreram a 90°C. O mesmo teste mostrou que em

duas horas de hidrdlise o rendimento foi significativamente maior do que aquele
observado para 1 hora de hidrdlise. Em duas horas de hidrélise o rendimento foi de

30.92%, ja em 1 hora de hidrdlise o rendimento foi de apenas 22.52%.

Tabela 5: Teste de Tukey para as médias dos fatores substrato, temperatura e tempo.

Fatores Média (% de hidrolise)

27.8692 A
Meio
25.5675 B

35.2383 A

18.1983 B

309192 A

22.5175 B

Foi também aplicado o teste de Tukey para as médias de porcentagem de
hidrdlise para a interagdo entre os fatores temperatura e tempo de hidrélise. Os

resultados do teste mostraram que o melhor rendimento foi alcangado quando os
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ensaios ocorreram a 80°C, durante duas horas (41,17%), seguido de 29,30% quando
os ensaios ocorreram a 80°C durante 1 hora. As médias observadas para os ensaios
ocorridos a 90°C durante 1 e duas horas foram inferiores, alcangando 15,73 e

20,66%, respectivamente.

Tabela 6: Teste de tukey para as medias dos fatores temperatura e tempo de hidrélise

Fatores Meédia (% de hidrdlise)

80°C -2 horas 41,1750 A
80°C -1 hora 29.3017 B
90°C -2 horas 20.6633 C

90°C - 1 hora 157333 D

Considerando que o fator substrato (tipo de amido usado) exerceu influencia
significativa sobre os teores de agucares redutores, ou seja, que as enzimas

hidrolisaram diferentemente o amido de milho e de mandioca, deu-se

prosseguimento as analises dividindo-se os dados em 2 blocos (milho e mandioca) e

realizadas as anélises dentro de cada bloco.

Os resultados para analise de variancia dos blocos individualizados, milho
(tabela 7) e mandioca (tabela 8), mostraram que os fatores temperatura e tempo de
hidrélise foram significativos para ambos os blocos € mostrou também, que a

intera¢do entre os fatores temperatura e tempo de hidrélise ndo foram significativos




quando o substrato foi amido de milho (tabela 7), porém foi significativa quando

utilizou-se amido de mandioca (tabela 8).

Tabela7: Andlise de varidncia da hidrolise do amido de milho a 80 e 90°C por 1 e duas

horas.

Causa da G.L S.Q QM
variagao

F

Temperatura (A) 1 1049.2570 1049.2570
Tempo (B) 214.7994 214.7994

AxB 15.0304 15.0304

317.6126 **
65.0203**

4.54978

(Tratamentos) 1279.0868 426.3623

Residuo 19.8214 3.3036

NS= néo significativo; **= significativo ao nivel de 1%.

Tabela 8: Analise de varidncia da hidrolise do amido de mandioca a 80 e 90°C por 1 e duas

horas.

Causa da G.L S.Q QM
variagdo

F

Temperatura (A) 1 709.4794 709.4794
Tempo (B) 208.7502 208.7502

Temperatura x Tempo 66.4111 66.4111

169.7842 **

49.9556**

15.8927**

(Tratamentos) 984.6407 328.2136

Residuo 25.0723 4.1787

NS= ndo significativo; **= significativo ao nivel de 1%.




O teste de Tukey (tabela 9) para as médias dos fatores temperatura e tempo de
hidrélise, dentro de cada bloco (amido de milho e mandioca), mostrou que a enzima
foi significativamente melhor a 80°C que a de 90°C, para ambos os substratos. Essa
melhor atividade enzimatica observada a 80°C pode ser justificada pelo fato dessa
temperatura estar mais proxima da temperatura 6tima de atuagido das enzimas e que
a 90°C as enzimas estariam sendo inativadas, conforme pode ser observado na
figura 12.

O mesmo teste revelou também que duas horas de hidrdlise foi
significativamente melhor que 1 hora tanto a 80, quanto a 90°C quando amido de
milho foi o substrato. Para o substrato amido de mandioca, o teste mostrou que a
80°C, duas horas de hidrélise foi melhor que 1 hora, porém, ndo considerou
significativa as diferengas entre os produtos de hidrdlise resultantes de 1 e duas
horas.

De modo geral, ficou evidente que os fatores temperatura e tempo de

hidrélise foram determinantes para o processo de hidrélise do amido para a

producgdo de xarope. Altos teores de agucares redutores foram liberados em ambos

os substratos, porém o amido de milho mostrou maior susceptibilidade ao ataque das
enzimas. A melhor temperatura de hidrdlise para os dois substratos foi 80°C, ja o
melhor tempo foi de duas horas a 80°C, para os dois substratos e duas horas a 90°C
para o amido de milho. Embora n3o tenha sido considerada estatisticamente

significativa a diferenga entre os resultados obtidos para o amido de mandioca, em 1




e duas horas a 90°C, foi possivel observar uma maior quantidade de agucares

redutores em duas horas de hidroélise.

Tabela 9: Teste de tukey para as medias dos fatores temperatura e tempo de hidrélise,
dentro dos blocos amido de milho e mandioca.

Milho Média (% de hidrdlise) Mandioca Média (% de hidrélise)

80°C x 2 horas 42.5700 A 80°C x 2 horas 39.7800 A
80°C x 1 hora 31.8700 B 80°C x 1 hora 26.7333 B
90°C x 2 horas 21.6300 C 90°C x 2 horas 19.0600 C

90°C x 1 hora 15.4067 D 90°C x 1 hora 16.0600 C

E conhecido que o amido de milho é mais susceptivel a hidrélise enzimatica

que o amido de mandioca quando se usa enzimas comerciais de Bacillus subtilis, B.
liqueniformes e B. amiloliquefaciens. Os resultados apresentados indicam que as

amilases de R. pusillus apresentam comportamento semelhantes aos das enzimas

comerciais.

6.1- Analise cromatografica dos produtos de hidrodlise do amido a

Para uma avaliagdo de quais produtos estariam sendo liberados durante a

hidrélise foi realizada uma cromatografia de papel conforme mostram as figuras 19




e 20. Glicose, maltose, maltotriose e maltotetraose foram tomados como padrio.

Através das figuras 19 e 20, observa-se bandas referentes aos padroes de glicose,
maltose, maltotriose e maltotetraose, 0 que indica que esses quatro agucares s3o
liberados no processo de hidrélise do amido de milho e de mandioca. A presenga
desses agucares no hidrolisado também mostra que as enzimas presentes no extrato
enzimatico atuaram de forma similar em ambos os substratos.

Esses dados confirma a capacidade sacarificante das enzimas quando o amido
foi usado em concentragdo de 25%, indicando que a solu¢do enzimatica em questdo

apresenta importante potencial biotecnolégico.




Figura 19: Cromatografia descendente em papel Whatman n°1 dos produtos de hidrélise do amido
de milho a 25% tratado com extrato enzimatico de R. pusillus A13.36.

G= glicose, G2= maltose, G3= maltotriose, G4= maltotetraose, H1= 1 hora a 80°C, H2= duas horas
a 80°C, H3= 1 hora a 90°C, H4= duas horas a 90°C.
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Figura 20: Cromatografia descendente em papel Whatman n°1 dos produtos de hidrélise do amido
de mandioca a 25% tratado com extrato enzimatico de R. pusillus A13.36.

G= glicose, G2= maltose, G3= maltotriose, G4= maltotetraose, H1= 1 hora a 80°C, H2= duas horas
a 80°C, H3= 1 hora a 90°C, H4= duas horas a 90°C.
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7- Atividade amilolitica em Gel de poliacrilamida

A atividade amilolitica em gel de poliacrilamida foi realizada com o intuito
de verificar o nimero de fragdes protéicas com atividade amilolitica, presentes no
extrato enzimatico, obtido a partir de cultivo determinado sob condigdes ideais. Os
resultados sdo mostrados na Figura 21.

Os dados da Figura 21 mostram a presenca de uma banda correspondente a
atividade amilolitica para cada extrato, em E1, extrato enzimatico obtido a partir de
cultivo com farelo de mandioca como fonte de carbono e E2, extrato obtido a partir
de cultivo com amido solivel comercial como fonte de carbono.

Nota-se nitidamente uma diferenga acentuada entre as duas bandas presentes,

o que indica uma melhor atividade amilolitica para as enzimas presentes no extrato

obtido a partir de cultivo em meio com farelo da mandioca. Cabe aqui ressaltar que
0 extrato enzimatico obtido em meio com farelo de mandioca apresentou uma maior
atividade enzimatica nos trés métodos de determinagdo. Ainda com base nos dados
apresentados pode-se inferir que as bandas presentes em ambos os extratos

possivelmente seriam os resultados da agdo de a-amilases.




Figura 21: Atividade amilolitica em gel de poliacrilamida.
E1= extrato enzimatico obtido em meio de cultivo contendo farelo de mandioca como fonte de
carbono, E2= extrato enzimatico obtido em meio de cultivo contendo amido solivel como

fonte de carbono € M= marcador de peso molecular.
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VI - CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS DE CONTINUIDADE

DO PROJETO

As amilases produzidas por R pusillus quando ensaiadas em sua forma bruta
apresentam atividades dextrinizantes e sacarificantes, praticamente simultineas,
além da presenca de glucoamilases. Essas atividades conjuntas permitiu uma
hidrélise de mais de 60% da solugdo de amido a 1% e mais de 40%, quando a 25%.

A alta temperatura de atuagdo das enzimas, além da termoestabilidade
associadas ao potencial sacarificante, sugere que estes preparados enzimaticos
possuem grande potencial de aplicagdo na producdo de xarope. Deve ser destacado

ainda, que as enzimas nao requerem calcio para manter sua estabilizagdo a altas

temperaturas, como ocorrem com as enzimas comerciais atualmente em uso, pelo

contrario, as atividades sacarificantes e dextrinizantes s3o inibidas por esse ion. Essa
propriedade barateia o processo pelo nao requerimento da adigido de célcio e ainda
evita a formagdo de complexos de calcio indesejaveis.

Embora os dados com enzima bruta tenham sido satisfatérios com relagdo a
aplicagdo na hidrélise, visto que os preparados enziméaticos utilizados na industria
também consistem de enzimas ndo purificadas, deixaram questdes importantes
como: a atividade dextrinizante e sacarificante € realmente derivada de duas enzimas
diferentes? A termoestabilidade observada € caracteristica devida unicamente as
estruturas das moléculas ou existem outros fatores exdgenos (do meio) favorecendo

a mesma? Como ocorre o efeito inibitério dos fons Ca™? Por que essas enzimas sdo




inibidas enquanto outras sdo estabilizadas pelo célcio? Quais as diferengas entre as
da atividade enzimatica e temoestabilizagdo das enzimas?
Essas questGes somente poderdo ser respondidas com a purificacdo das

enzimas em questdo, o que se pretende executar na continuidade do projeto.

VII - CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho foi possivel concluir que:

- A linhagem de Rhizomucor pusillus A13.36 mostrou excelente capacidade
de produzir a-amilases com poder dextrinizante e sacarificante, em fermentacdo
submersa (FSM).

- O fungo produziu glucoamilase em FSM em quantidade maxima de 1,56
U/mL.

- O pH inicial de meio de cultivo mais indicado para a produg@o das enzimas
foi 6,0 e a melhor temperatura de cultivo para a produgio das enzimas foi 45°C.

- Tanto farelo de milho, quanto farelo de mandioca mostraram capacidade de
indu¢do da sintese das enzimas.

- As enzimas amiloliticas presentes no extrato enzimatico bruto foram

otimamente ativas em temperaturas elevadas (75°C para atividade de a-amilase

dextrinizante e sacarificante, 70°C para glucoamilase) e apresentaram boa

estabilidade térmica quando incubadas em temperaturas na auséncia de substrato.




- As caracteristicas fisico-quimicas das enzimas indicaram a presenga de 2
tipos diferentes de a-amilase, uma sacarificante e outra dextrinizante.

- A a-amilase presente na solugdo enzimatica bruta atuou preferencialmente
em moléculas de amido (mandioca > milho > batata) e ndo apresentou atividade em

dextrinas de cadeias curtas, substratos sintéticos e sacarose.

- A hidrodlise do amido de milho e mandioca, utilizando extrato enzimatico

bruto, resultou na libera¢ao de agucares redutores como glicose, maltose, maltotriose

e maltotetraose em quantidades significativas, o que nos leva a inferir que essas

enzimas constituem um importante instrumento para a produgao de xaropes.
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