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RESUMO

O amido é, depois da celulose, o polissacarídeo mais sintetizado pelas plantas
através da energia solar e constitui a mais importante reserva de carbono das plantas
superiores. As amilases são enzimas capazes de hidrolisar as ligações glicosídicas da
molécula de amido, e são divididas em endoamilases, que hidrolisam as ligações
glicosídicas ao acaso no interior da molécula de amido, e as exoamilases, que
hidrolisam sucessivamente, as ligações glicosídicas a partir da extremidade não
redutora da molécula. As amilases tem sido utilizadas com maior frequência na

industria alimentícia, no processamento do amido, na etapa de liquefação (a­
amilase) e para a produção de xaropes de glicose (glucoamilase). À utilização de
amilases termoestáveis na indústria alimentícia é bastante interessante, tendo em

vista que a maioria dos processos ocorre à temperaturas elevadas, o que diminui o
risco de contaminação por mesófilos e também a viscosidade do meio, dentre outros
fatores. Neste trabalho foi avaliada a produção de amilases (a­amilase, amilase
sacarificante e glucoamilase) pelo fungo termofílico Rhizomucor pusillus em
fermentação submersa, assim como o efeito do pH inicial de meio de cultivo (4,5,
5,0, 5,5, 6,0 e 6,5), da temperatura (40, 45 e 48ºC), do tempo de cultivo do fungo
(48 a 144 horas) e do tipo de amido usado (milho e mandioca), na produção das
enzimas. Os meios livres de micélio (solução enzimática bruta) foram utilizados
para a determinação da atividade das enzimas. As enzimas foram caracterizadas
quanto ao pH e temperatura ótima de atividade, estabilidade frente às variações de
pH e temperatura e tempo de estabilidade a 60ºC, além do efeito da adição de
diferentes íons sobre a atividade das enzimas. A utilização das enzimas contidas no

extrato enzimático bruto, na hidrólise do amido de milho e mandioca a 25%,
também foram analisadas. Os resultados mostraram que as maiores taxas de

produção das enzimas ocorreram em meio de cultivo com pH inicial 6,0, em
temperatura de 45ºC. Tanto farelo de milho, quanto farelo de mandioca
demonstraram boa capacidade de indução da síntese das enzimas. O pH ótimo de
atividade apresentado para atividade dextrinizante de a­amilase foi 4,5, enquanto
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que o pH ótimo para a atividade sacarificante foi 5,0. A temperatura ótima para as
atividades dextrinizante e sacarificante foi de 75ºC, enquanto que a temperatura

ótima para a atividade de glucoamilase foi de 70ºC. À a­amilase dextrinizante
permaneceu estável entre os pHs 3,0 e 4,0, e a amilase sacarificante entre os pHs 5,0
e 6,0. A glucoamilase foi estável entre os pHs 4,0 e 5,0. Quanto à temperatura de
estabilidade, a a­amilase e a glucoamilase foram estáveis entre 45 e 60ºC, já a
amilase sacarificante somente foi estável em 45 e 50ºC. A adição de concentrações
crescentes de íons Ca"? ao meio de reação, não proporcionou nenhuma mudança na
atividade dextrinizante de o­amilase, porém acarretou na perda drástica da atividade
de amilase sacarificante e glucoamilase. A análise dos produtos de hidrólise do
amido a 1% mostraram que, 96% do amido inicial foi hidrolisado depois de 1 hora
sob a ação das enzimas amilolíticas presentes no extrato enzimático, e que o
hidrolisado foi composto por glicose, maltose e maltotriose. As enzimas atuaram de
forma eficiente na produção de xarope, tanto em amido de milho quanto em amido
de mandioca. Altos valores de açúcares redutores foram alcançados utilizando­se o
equivalente a 10 U de atividade sacarificante por grama de amido.
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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 (a­amylase) 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 (a­amylase, .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 48ºC), 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 60ºC, 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 cor 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 45ºC. Both corn and cassava's brans demonstrated a good capacity of
enzymes synthesis" induction. The excellent pH of activity presented for a a­
amylase dextrinizing activity was 4,5, while the excellent pH of activity
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saccharifying was 5,0. The excellent temperature for the dextrinizing activities was

75ºC, while the excellent temperature for the glucoamylase activity was 70ºC. The

dextrinizing a­amylase 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 a­amylase and the

glucoamylase were stable between 45 and 60ºC, while the saccharifying amylase

was just stable at 45 and 50ºC. The adding of elevated concentrations of ions Ca? at
the medium culture of reaction didn't result in any modification at the a­amylase*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.
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I­ INTRODUÇÃO

O amido é, depois da celulose, o principal carboidrato fotossintetizado pelas

plantas através da energia solar. É uma substância composta inteiramente de B­D­

glicose e constitui uma fonte de energia essencial para a maioria dos organismos.

As enzimas envolvidas no processo de degradação do amido são chamadas

amilases ou enzimas amilolíticas. As amilases podem ser divididas em duas

categorias de acordo com seu modo de ação: as endoamilases, que hidrolisam

ligações glicosídicas ao acaso no interior da molécula e as exoamilases, que

hidrolisam ligações glicosídicas a partir da extremidade não redutora da molécula

(GUZMÁN­MALDONADO; PAREDES­LOPEZ, 1995).

As amilases são responsáveis pela reciclagem do carbono contido nos

amiláceos em geral e, além disso, têm exercido um importante papel na indústria de

alimentos. Segundo Glazer; Nikaido (1995), além da indústria de alimentos as

amilases podem atuar na indústria têxtil, removendo a pasta de amido aplicada ao fio

com o objetivo de aumentar a resistência do mesmo a fricção durante o

processamento.

As amilases podem atuar também na indústria de papel e também fazer parte

da formulação de detergentes. Elas têm sido aplicadas na indústria de papel com o

propósito de diminuir a viscosidade da goma de amido aplicada durante o

processamento do mesmo, e nas formulações de detergentes para conter em parte a

agressividade do mesmo sobre madeiras e porcelanas (GUPTA et al., 2003).
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As amilases são derivadas de várias fontes, mas aquelas oriundas de

microrganismos têm recebido atenção especial em função de uma série de

características que são desejáveis. Microrganismos como fungos, bactérias,

leveduras e actinomicetos são potenciais produtores de amilases; porém, as

produzidas por fungos e bactérias têm dominado a maioria dos setores da indústria

(PANDEY et al., 2000).

Organismos termofiílicos crescem otimamente em temperaturas entre 50 e

80ºC e produzem enzimas que são ativas em temperaturas entre 60 e 80ºC chamadas

termozimas e que, em geral, são mais termoestáveis que aquelas produzidas por

organismos mesófilos (LEGIN et al., 1997). A atuação dessas enzimas em

temperaturas elevadas reduz a viscosidade do meio, permite a hidrólise enzimática

em altas concentrações de substratos e diminui os ricos de contaminação por

mesófilos (VIEILLE, ZEIKUS, 2001).

Atualmente o mercado mundial de enzimas tem exigido enzimas com

características mais adequadas para aplicação na indústria. Dentre essas

características, atividade elevada e termoestabilidade estão entre as mais requeridas.

— Tendo em vista a importância econômica da obtenção de amilases mais

ativas, termoestáveis e com características mais adequadas às indústrias, foi

desenvolvido um projeto de pesquisa no qual estudo­se a produção de amilases por

uma cepa de Rhizomucor pusillus recém isolada em nosso laboratório, buscando­se

conhecer as melhores condições de cultivo do fungo para a produção das enzimas,
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além do conhecimento das características bioquímicas e das condições ótimas de

atuação das enzimas.

II ­ REVISÃO DA LITERATURA

1­ Amido

O amido é um dos polímeros mais abundantes na natureza e depois da

celulose, é o principal carboidrato fotossintetizado pelas plantas. É uma substância

de reserva para a maioria das plantas superiores, compostas inteiramente de B­D­

glicose e constitui também uma fonte de energia essencial para muitos organismos,
inclusive o homem. Esse polissacarídeo é facilmente assimilado na dieta humana e

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

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

base da alimentação da maioria das populações.

O amido presente nos vegetais pode ser hidrolisado, gerando glicose, maltose,

e xaropes de oligossacarídeos de menores pesos moleculares, que por sua vez podem

ser utilizados para a produção de outros compostos químicos e também como

substratos em fermentações (VIEILLE e ZEIKUS, 2001).

Em função de suas características físico­químicas e tecnológicas esse

polímero tem sido usado extensivamente como matéria prima para a formulação de

espessantes, estabilizantes, agentes geleificantes, dentre outros, para a melhoria das

propriedades de muitos alimentos (DERGAL, 1981).
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Modificações químicas, físicas e enzimáticas do amido, juntamente com

modernos métodos de extração, têm aumentado sua utilização na indústria de

alimentos e também em outros setores da indústria; principalmente têxtil,

petroquímica, papel e bebidas.

O amido é acumulado nos vegetais na forma de grânulos insolúveis, o quais

são compostos basicamente de dois polímeros quimicamente muito semelhantes: a

amilose e a amilopectina o que aparecem na proporção média de 25 e 75%,

respectivamente.

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

constituídas de unidades de glicose unidas por ligação glicosídica a­1,4 enquanto

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

cadeias de resíduos de glicose em ligação glicosídica a­1,4 das quais partem

ramificações com ligações or­1,6 a cada série de 25 resíduos de glicose (LASZLO et

al., 1986).
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Figura 1: Estrutura da amilose
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(A) Estrutura da amilose (B) Estrutura helicoidal estreitamente compacta
(LEHNINGER, 1995).

FS
AVAVAV

3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



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

Grande parte do amido produzido é destinada às indústrias de alimentos.

Geralmente o amido ajuda na melhoria das propriedades funcionais dos alimentos e

suprem a falta de oligossacarídeos, dissacarídeos e monossacarídeos (GUZMÁN­

MALDONADO; PAREDES­LOPEZ, 1995).
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Nas indústrias de alimentos, o amido tem sido empregado na produção de

hidrolisados que irão funcionar como adoçantes em refrigerantes e doces, e como

espessantes em alimentos semi­sólidos. Parte da produção de amido é utilizada em

outros tipos de indústrias, tais como indústrias de papel, tecido e embalagens, as

quais utilizam o amido como aglutinante de fibras e como adesivo. Porém, o uso

mais frequente do amido processado é destinado à produção de glicose, a qual pode

ser convertida por fermentação em etanol, gás hidrogênio e antibiótico; por

isomerização em frutose e por hidrogenação química em sorbitol (AQUINO, 2000).

No processamento industrial do amido, duas etapas principais podem ser

identificadas; a liquefação e a sacarificação. Em um primeiro estágio, o amido é

gelatinizado sob uma temperatura de 110ºC até que se torne solúvel. O amido

gelatinizado é submetido ao processo de liquefação que é realizado pela ação de a­

amilase termoestável obtida de Bacillus subtili, B. amyloliquefaciens e B.

licheniformis, que liberam maltodextrinas com baixo DE (equivalente em dextrose)

como produto final (VIHINEM; MANTSALÁA, 1989). Após a completa liquefação,

o material é resfriado a aproximadamente a 60ºC para o passo da sacarificação, que

consiste na completa transformação do amido liquefeito em glicose que, por

­ isomerização, pode ser convertida em frutose. Nesse processo geralmente utiliza­se

glucoamilases de Aspergillus niger.

Outras enzimas amilolíticas como B­amilase e pululanases, também podem

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

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

Amilases são enzimas capazes de hidrolisar as ligações glicosídicas a­1,4 da

molécula de amido. São enzimas utilizadas pelas plantas para assimilar o amido que

é acumulado em alguns tipos de raízes, por animais para a digestão 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 ação: as endoamilases e as exoamilases. As endoamilases hidrolisam as ligações

glicosídicas ao acaso no interior da molécula de amido liberando oligossacarídeos e

as exoamilases hidrolisam, sucessivamente, as ligações glicosídicas a partir da

extremidade não redutora da molécula liberando glicose ou maltose (GUZMÁN­

MALDONADO; PAREDES­LOPEZ, 1995). Um modelo de ação conjunta de

algumas amilases sobre o complexo amilolítico é descrito resumidamente na figura

4.
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Figura 3: Representação esquemática da estrutura da amilopectina e modelo
de ação de algumas amilases (VININHEN; MANTSALA, 1989).

A seguir, são descritas as amilases que atuam na conversão do amido em

compostos de baixo peso molecular (VIHINEN: MANTSÁALA, 1989;

ANTRANIKIAN et al., 1995):

a­amilases (EC 3.2.1.1 1,4­a­glucano glucanohidrolase): são endoenzimas

que hidrolisam as ligações glicosídicas a­1,4 internas da amilose e amilopectina,

liberando oligossacarídeos de cadeias com comprimentos variáveis. São também

chamadas de enzimas dextrinizantes e podem ser divididas em duas categorias de
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acordo com o grau de hidrólise do substrato: a­amilases liqueficantes, que quebram

de 30 a 40% do substrato, e as o­amilases sacarificantes, que hidrolisam de 50 a

60% do substrato;

B­amilases (EC 3.2.1.2 1,4 a­D­glucano maltohidrolase): são exoenzimas

que hidrolisam a penúltima ligação a­1,4 a partir da extremidade não redutora da

cadeia de amido, liberando unidades de B­maltose. A amilose é completamente

convertida em maltose enquanto o índice de conversão de amilopectina em maltose

gira em torno de 50 a 60%, dependendo do grau de ramificação;

Glucoamilases (GA) (EC 3.2.1.3 1,4­a­D­glucano glucohidrolase): são

exoenzimas que hidrolisam as ligações glicosídicas a­1,4 e a­1,6 da molécula de

amido. Elas liberam unidades de B­D­glicose a partir da extremidade não redutora

do substrato. As glucoamilases são também chamadas de enzimas de sacarificação,

pois são capazes de hidrolisar completamente o amido em incubação por longo

tempo;

a­D­glucosidases (EC 3.231.20 a­D­glucosídeo glucohidrolase): são

enzimas de origem microbiana e hidrolisam as ligações o­1,4 e o­l,6 de

oligossacarídeos de cadeia curta, os quais são formados pela ação de outras

amilases, liberando unidades de a­D­glicose a partir da extremidade não redutora;

Exo­(1,4)­ a­D­glucanases (EC 3.2.1.60 / 3.2.1.98): são exoamilases que ao

invés de liberar sucessivas unidades de maltose, como ocorre com a B­amilase,
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liberam, por exemplo, maltotetraose e maltohexaose como os maiores produtos da

ação da enzima sobre o amido;

Pululanases (EC 3.2.1.41 a­dextrina­6­glucanohidrolase): são enzimas que

hidrolisam as ligações a­1,6 do pululano e de outros oligossacarídeos. O produto

dessa hidrólise corresponde as maltotrioses;

Isopululanases (EC 3.2.1.57 pululano­4­glucanohidrolase): são enzimas

que hidrolisam também as ligações glicosídicas a­1,4 do pululano, mas que não tem

nenhuma atividade sobre o amido. O produto final da ação dessas enzimas é a

1S0panose;

Isoamilases (EC 3.2.1.68 glicogênio­6­glucanohidrolase): hidrolisam as

ligações a­1,6 da amilopectina, glicogênio e oligossacarídeos, mas não hidrolisam a
ligação a­1,6 do pululano;

Ciclomaltodextrina D­glucotransferase (CGTase) (EC 2.4.1.19 1,4­0­D­

(1,4­D­Glucano) transferase): são exoenzimas que hidrolisam o amido por meio de

reações complexas formando oligossacarídeos cíclicos não redutores, conhecidos

como ciclodextrinas.

As amilases encontram­se bem distribuídas na natureza. São responsáveis

pela ciclagem do carbono contido nos amiláceos em geral e, além disso, têm

exercido, ultimamente, um papel importante na indústria de alimentos, na qual atua

nas seguintes conversões:
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1­ Na conversão do amido em dextrinas, que são utilizadas em formulações clínicas,

como material para sacarificação enzimática, estabilizadores e espessantes;

2­ Na conversão do amido em maltose, que é utilizada em confeitarias, na fabricação

de refrigerantes, cervejas, geléias e sorvetes;

3­ Na conversão do amido em glicose, utilizada em refrigerantes, panificação,

cervejarias e como subsídio para a produção de etanol e outros bioprodutos;

4­ Na conversão em frutose, utilizada em refrigerantes, geléias e iogurtes.

A utilização dessas enzimas no processamento de alimentos tem sido muito

vantajosa, pois além do rendimento ser semelhante ou maior do que o do

processamento químico, não há formação de compostos não desejados. Além disso,

as enzimas amilolíticas têm a vantagem de catalisar reações sob condições

moderadas, além de serem naturais e não tóxicas. Essas capacidades as tornam

imprescindíveis para a indústria de alimentos, além de que, as maiorias das enzimas

são ativas em baixas concentrações (FENNEMA, 1985).

Além da indústria alimentícia, as amilases podem ser usadas na indústria

têxtil para remover a pasta de amido aplicada ao fio com o objetivo de aumentar a

resistência do mesmo à fricção durante o processamento (GLAZER; NIKAIDO,

1995).

As amilases têm ganhado um papel importante na conversão do amido em

álcool utilizando­se simultaneamente a sacarificação e a fermentação (SINGH et al.

1995; KOBAYASHI et al. 1998). A aplicação das amilases na produção de álcool

etanol tem solucionado em parte os problemas que alguns paises apresentam em
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função da escassez de reservas de combustível. Nesse processo, glucoamilases e a­

amilases de 4. niger são adicionadas em meio fermentativo contendo células de

Saccharomyces cerevisae. O amido presente no meio fermentativo é convertido,

através da ação conjunta das amilases, em glicose que posteriormente é convertida

por fermentação em etanol (RAJOKA et al., 2004).

As amilases, mais especificamente a a­amilase, têm sido usada na indústria

papeleira com o propósito de diminuir a viscosidade da goma de amido que é

empregada sobre o papel durante o processamento do mesmo. Ação da a­amilase

sobre a camada de amido utilizada no revestimento do papel também contribui para

a sua qualidade final (GUPTA et al., 2003).

Atualmente, as a­amilasestêm sido utilizadas nas formulações de detergentes
líquidos para reduzir em parte, a agressividade dos detergentes sobre madeiras e

porcelanas (GUPTA et al. 2003). Segundo Kottwitz e outros (1995), 90% dos

detergentes líquidos contêm a­amilase em suas formulações. Algumas limitações do

uso de a­amilases na composição dos detergentes consistem no fato de que, a

maioria dessas enzimas demonstra sensibilidade ao cálcio e sua estabilidade pode

ser severamente comprometida em baixas concentrações desse íon, e também na

presença de alguns agentes oxidantes (GUPTA et al., 2003).
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3­ Amilases fúngicas

A utilização de fungos em processos cujos produtos são comercialmente

importantes tem aumentado com o passar das décadas. A utilização desses

microrganismos pelo homem não é um fenômeno recente, pois se sabe, que desde a

época dos antigos egípcios já se fazia o uso desses organismos em processos

fermentativos para a produção de bebidas alcoólicas (PAPAGIANNTI, 2004).

Os fungos em geral podem ocupar muitos diferentes ambientes como solos,

materiais orgânicos em decomposição, plantas, dentre outros. Essa diversidade de

ambientes, evolutivamente garantiu a esses organismos a capacidade de sintetizar

uma série de enzimas com diferentes características, possibilitando­lhes o uso da

matéria orgânica do meio como fonte de carbono (GOUKA et al., 1997).

Nas últimas décadas, a utilização de fungos em bioprocessos ganhou

importância devido à produção de inúmeras enzimas com características físico­

químicas variadas e com excelentes potenciais para a aplicação industrial. À

capacidade de síntese em grande escala, bem como a facilidade com que são

excretadas para o meio externo constituem algumas dessas características

(IWASHITA, 2002). Dentre essas inúmeras enzimas, as amilases aparecem como

uma das mais importantes.

As amilases são derivadas de várias fontes, incluindo plantas, animais e

microrganismos. Microrganismos como fungos, bactérias, leveduras e actinomicetos

são potenciais produtores de amilases; porém as produzidas por fungos e bactérias

têm dominado a maioria do setor industrial (PANDEY et al., 2000).
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Tradicionalmente, as amilases são produzidas por fermentação líquida, mas

nos últimos anos, o processo de fermentação em estado sólido tem sido utilizado

com maior frequência visando um maior volume de produção e diminuição de

custos (LONSANE et al., 1990; PANDEY, 1992; ELLAIAH et al., 2002).

Dentre as amilases sintetizadas por fungos, as a­amilases e as glucoamilases

são as que aparecem com maiores freqiiências. À a­amilase é produzida por muitos

gêneros de fungos filamentosos e leveduras. As o­amilases produzidas por algumas
bactérias; Bacillus sp, B. amyloliquefaciens e B. liqueniformes, com aplicação

comercial, são hoje preferidas em relação àquelas produzidas por fungos e

leveduras, por apresentar algumas características desejáveis, tais como a

termoatividade e a termoestabilidade, podendo assim ser aplicada em processos que

ocorrem em altas temperaturas (PANDEY, 2000). Entretanto, ar­amilases

bacterianas não apresentam a capacidade sacarificante de algumas aramilases

fúngicas. Assim, parece ser necessária a produção de enzimas fúngicas que

apresentem termoestabilidade semelhante àquelas das bactérias.

As glucoamilases são caracterizadas como exoenzimas que produzem B­D­

glicose a partir da extremidade não­redutora da cadeia de amilose, amilopectina e

glicogênio pela hidrólise de ligações do tipo o­1,4 por meio da remoção de

sucessivas unidades de glicose. Estas enzimas são oriundas de várias fontes como

plantas, animais e microrganismos em geral e catalisam eficientemente a reação de

sacarificação do amido dentro de um limite estreito de temperatura, isto porque a
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conformação cataliticamente ativa das glucoamilases hoje usadas na indústria é

alterada com o aumento da temperatura o que afeta seu uso no processo industrial,

onde a conservação prolongada em altas temperaturas é necessária.

As glucoamilases comercialmente disponíveis são, em sua maior parte,

produzidas por linhagens de Aspergillus e Rhizopus. As glucoamilases de

Aspergillus são mais termoestáveis, com atividade máxima em temperaturas entre

50 e 55ºC, sendo elas rapidamente inativadas em temperaturas próximas de 60ºC

(ZAHA e ZEIKUS, 1989).

Além da capacidade de produção em alta escala, algumas espécies de

Aspergillus podem sintetizar mais de uma forma da mesma enzima com

características desejáveis diferenciadas, comparadas com aquelas sintetizadas por

bactérias com características e propriedades únicas (KUMAR, 2004).

Espécies de fungos filamentosos pertencentes ao gênero Aspergillus secretam

consideráveis quantidades dessas enzimas, no entanto, as glucoamilases produzidas

por À. niger e A. oryzae, têm recebido muita atenção em função de alta

produtividade, constituindo assim as mais importantes fontes comerciais de dessas

enzimas (GOTO et al., 1998).

Além de espécies do gênero Aspergillus, outras espécies de outros gêneros

como Rhyzopus, Mucor, Humicola e Thermomyces, dentre outros aparecem na

literatura como potenciais produtores de amilases, com destaque para a produção de

amilases por Rhyzopus oligosporus DAR 2710, R. microsporus, Rhyzopus sp, Mucor

pusillus, Thermomucor, Humicola grisea, Thermomyces lanuginosus e FT.
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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 e NGUYEN et al., 2000,

respectivamente).

Os fungos unicelulares, mais conhecidos por leveduras, assim como os

fungos filamentosos, estão espalhados pelos mais diversos ecossistemas. Essa

diversidade de ambientes habitados por esses microrganismos tem possibilitado aos

pesquisadores o isolamento de espécies com características desejáveis para a

indústria (SKORUPA et al., 2002). A capacidade de degradação do amido por
algumas espécies de leveduras tem sido determinante para sua aplicação em

processos biotecnológicos como fontes de enzimas hidrolíticas para a produção de

etanol (DE MOT, 1984).

A produção de enzimas amilolíticas por leveduras, não tem recebido muito

destaque em função do pequeno volume em que são excretadas, embora se saiba que

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

como produtoras de amilases ganham destaque; Schwanniomyces alluvius,

Lipomyces konomenkoae, e Cryptococeus flavus (WILSON et al., 1982; PRIETO et

al., 1995 e SKORUPA et al., 2002, respectivamente).

A deficiência de produção em alta escala tem sido suprida nos últimos anos

através do amplo conhecimento em biologia molecular, juntamente com a

elaboração e aplicação de novas técnicas de DNA recombinante em algumas

espécies de levedura (SHIRAGA et al., 2004; MOLLER et al., 2004).
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4­ Produção e características de amilases fúngicas

Com o intuito de viabilizar economicamente a hidrólise do amido, vários

fungos com excelente potencial para produção de amilases tem sido isolados nos

últimos anos. Alguns trabalhos têm reportado a produção de diferentes tipos de

amilases fúngicas termoestáveis e termotolerantes, com características físico­

químicas variadas e viáveis para a aplicação em bioprocessos.

Somkuti e Steinberg (1980) estudaram as características físico­químicas de

uma a­amilase extracelular produzida por M. pusillus, em fermentação líquida,

utilizando farelo de trigo como fonte de carbono a 34ºC. A enzima apresentou um

pH ótimo de atividade entre 3,5 e 4,0, uma atividade ótima em 70ºC. À mesma

enzima foi inibida na presença de 10 mM de íons Mg”, Ca”? e Cu?.

Uma glucoamilase produzida por um mutante de À. ferreus (NA1I70) foi

purificada e caracterizada por Ghosh e colaboradores (1991). A enzima apresentou

um pH ótimo de atividade de 5,0 e permaneceu estável em pHs que variaram de 3,0

a 7,0. A temperatura ótima para a atividade da enzima foi de 60ºC. Essa mesma

enzima foi estável em temperaturas entre 30 e 75ºC.

Ali e Hossain (1991) purificaram e caracterizaram uma glucoamilase de

A.terreus. A enzima foi otimamente ativa em pH 4,0 e estável em pHs de 3,0 a 7,0.

A temperatura ótima de atividade da enzima foi de 60ºC, permanecendo estável em

temperaturas entre 40 e 60ºC. Os íons Ag" e Hg” inibiram a atividade da enzima,
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por outro lado, a presença de íons Mg? e Ca”? estimularam a atividade da enzima

em 15 e 7%, respectivamente.

Uma a­amilase de À. oryzae produzida em fermentação submersa, em meio

contendo glicose como fonte de carbono, a 30ºC, foi caracterizada por Carlsen e

outros (1996). O pH ótimo para a atividade da enzima foi 6,0, e esta permaneceu

estável dentro de uma faixa de pH entre 5,0 e 7,0. A temperatura ótima, bem como a

temperatura de estabilidade não foram mencionadas.

A relação entre fontes de carbono, produção e ação de o­amilase de Rhizopus

sp foram analisadas por Cruz e outros (1997). À enzima foi produzida por

fermentação submersa, em meio de cultivo com pH inicial 5,0. A temperatura de

cultivo foi de 30ºC. Foram utilizados como substratos; amido solúvel, amilose de

milho, amilose de batata, amilopectina de milho, amilopectina de batata e maltose.

Foi obtida a seguinte ordem decrescente na produção da enzima: amilose de milho >

amilose de batata > amilopectina de milho > amilopectina de batata > amido solúvel

> maltose.

Mohapatra e colaboradores (1998) caracterizaram uma a­amilase de Mucor

sp. A enzima foi produzida em fermentação submersa, com a melhor produção

ocorrendo em pH inicial de meio de cultivo 5,0, a 30ºC. A enzima foi otimamente

ativa em pH 5,0 e em temperatura de 60ºC. À enzima parcialmente purificada

apresentou, depois de incubada a 60ºC durante 50 minutos, 50% de atividade
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residual. A atividade da enzima não foi alterada na presença de 10 mM de Ca”? e 25

mM de Mg”.

Goto e colaboradores (1998) analisaram a produção de amilases por 4.

Jumigatus, em fermentação submersa. Neste trabalho foram avaliados os efeitos de

diferentes valores de pH inicial de meio de cultivo e temperatura de cultivo sobre a

produção das enzimas. Meios de cultivos com pHs acima de 4,0 e abaixo de 10

foram considerados viáveis para a produção das enzimas. À melhor temperatura de

cultivo foi de 45ºC.

Uma elevada produção de a­amilase (55,0 U/mL) foi obtida em 14 horas de

cultivo por Jin e outros (1998), cultivando o fungo filamentoso 4. oryzae em

fermentação submersa. O pH inicial de meio de cultivo mais adequado para a

produção da enzima foi 5,0 e a melhor temperatura de cultivo foi 35ºC.

Em outro trabalho, Jin e colaboradores (1999) analisaram a produção de

glucoamilase por 4. oryzae em fermentação submersa. Um pH inicial de 4,5 foi

considerado ideal para a produção de glucoamilase por esta linhagem. A melhor

temperatura para a produção da enzima foi 35ºC.

Moreira e outros (1999) avaliaram a produção e as características de a­

amilase e glucoamilase de À. tamari. Neste trabalho foram avaliadas as melhores

condições para a produção das enzimas, tais como fontes de carbono, pH inicial de

meio de cultivo, temperatura e também foram determinadas as características físico­

químicas de cada enzima. Foram utilizadas como fontes de carbono: sacarose,

celobiose, glicose, maltose, glicogênio, amido, amilopectina e amilose. Glicogênio,
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maltose, amido, amilose e amilopectina foram as fontes de carbono que melhor

induziram a síntese das enzimas. Valores de pHs inicias de meio de cultivo entre 4,0

e 10,0 foram considerados ideais tanto para crescimento quanto para produção das

enzimas e a melhor temperatura de crescimento e produção foi 30ºC. Ambas

enzimas apresentaram atividade máxima em pHs entre 4,5 e 6,0 e foram estáveis em

pHs entre 4,0 e 7,0. As enzimas exibiram ótima atividade em temperaturas entre 50

e 60ºC e permaneceram estáveis por mais de 10 horas a 55ºC.

Em um trabalho de isolamento de linhagens fúngicas amilolíticas, Ronaszek e

colaboradores (2000) isolaram 18 espécies de 7. lanuginosus com grande potencial

para a produção de a­amilase e glucoamilase. Três dessas linhagens foram

selecionadas para um estudo mais detalhado de produção e de algumas propriedades

dessas enzimas. A maior atividade de a­amilase foi de 46 U/mL e a melhor

produção 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

ótima de atividade para as duas enzimas foi de 70ºC. O efeito da adição de íons Ca”?

sobre a atividade de a­amilase foi investigado, e os resultados mostraram um

aumento na atividade da enzima de quase 100%, quando 75 mM do íon foi

acrescentado ao meio de reação.

Nguyen e colaboradores (2002) purificaram e caracterizaram uma a­amilase

e uma glucoamilase de T. lanuginosus ATCC 34626. As enzimas foram produzidas

em fermentação submersa em 48 horas a 47ºC. A a­amilase apresentou um pH
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ótimo de atividade de 5,5, enquanto que o pH ótimo de atividade para a

glucoamilase foi de 5,0. A temperatura ótima para a atividade de ambas as enzimas

foi de 70ºC. A presença de íons Zn? inibiu fortemente a atividade de ambas as

enzimas, e por outro lado, a presença de íons (Mn”, Fê) e (Ca”, Ba)

ocaslionaram um aumento na atividade de glucoamilase e a­amilase,

respectivamente.

Ellaiah e colaboradores (2002) otimizaram a produção de glucoamilase por

Aspergillus sp A3, em fermentação sólida. Fatores como; quantidade de substrato,

temperatura de cultivo, pH inicial de meio de cultivo, e tempo de cultivo foram

analisados neste trabalho. À maior produção enzimática ocorreu em meio de cultivo

com pH inicial 5,0 em temperatura de 30ºC, em 120 horas de cultivo.

Peixoto e colaboradores (2003) avaliaram a produção de amilases por R.

microsporus var. em fermentação líquida. Várias fontes de carbonos foram testadas

e dentre elas, glicose, maltose, amido solúvel, farelo de trigo e bagaço de cana de

açúcar demonstraram excelente capacidade para indução da síntese da enzima. À

enzima caracterizada apresentou pH ótimo de atividade 5,0 e temperatura ótima de

60ºC. Os produtos de hidrólise enzimática do amido solúvel sugerem a presença de

glucoamilase no extrato enzimático.

Soni e colaboradores (2003) avaliaram a produção de glucoamilase por

Aspergillus sp AS­2 em fermentação sólida. À enzima caracterizada apresentou um

pH ótimo de 6,0 e uma temperatura ótima de atividade de 50ºC. Neste trabalho
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também foi avaliado o efeito da ação dessa enzima na hidrólise do amido a 15%.

Essa enzima apresentou uma eficiência de 87% na sacarificação do amido.

Wanderley e colaboradores (2004) caracterizaram uma or­amilase de

Cryptococcus flavus. À enzima produzida em fermentação submersa a 25ºC

apresentou pH ótimo de atividade em 5,5 e temperatura ótima em 50ºC. A enzima

permaneceu estável por 60 minutos a 50ºC, e foi inibida na presença dos íons Mn”,

Mg”? Znº, Ca”?, Hg”, Fe”? e Cu?.

A produção de glucoamilase pelo fungo termofílico Thermomucor indicae­

seudaticae, em fermentação submersa foi avaliada por Kaur e Satyanarayana (2004).

O melhor pH inicial de meio de cultivo para a produção da enzima foi 7,0 e a melhor

temperatura de meio de cultivo foi 40ºC. A enzima foi capaz de hidrolisar 65% do

amido depois de um período de incubação de 48 horas. A atividade enzimática foi

inibida pelos íons Ni?, Ba?, Mn”, Zn”, Hg"? e Mg”, mas por outro lado foi

constatado um aumento de atividade na presença dos íons Ca”?, Ag”, Cu”, Co”? e

Fé?.

Na tabela 1, é feita uma síntese de alguns tipos de amilases fúngicas e suas

respectivas características.
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Tabela 1­ Características físico­químicas de amilases produzidas por algumas espécies fúngicas

Fungo TO) pH pH TO TO Tipo Referência
Crescimento "ótimo Estabilidade ótima Estabilidade Amilase

Mucor pusillis 34 3,5­4,0 ND 70 60­65 a­amilase SOMKUTI
STEINBERG

(1980)

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

Aspergillus Glucoamilase GHOSH et al., (1991)
terreus

(NA 170)

Aspergillus a­amilase CARLSEN et al., (1996)
oOryzae

Mucor sp a­amilase MOHAPATRA «et al,
(1998)

Aspergillus Glucoamilase MOREIRA et al., (1999)
tamarii a­amilase
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Continuação da tabela 1

Fungo TO) pH TO TO Tipo Referência
Crescimento Estabilidade ótima Estabilidade Amilase

Thermomyces ND ND 70 ND Glucoamilase RONASZEK e al,
lanuginosus a­amilase (2000)

Thermomyces
lanuginosus Glucoamilase NGUYEN et al., (2002)
(ATCC 34626) a­amilase

Rhizopus Glucoamilase PEIXOTO et al., (2003)
microsporus var.

Aspergillus — sp. Glucoamilase SONTI et al., (2003)
AS­2

Cryptococcus a­amilase WANDERLEY «e aàal,
Hlavus (2004)

rh
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5­ Microrganismos termofilicos

Os microrganismos apresentam uma surpreendente capacidade de adaptar­se a

ambientes extremos, onde fatores como temperatura, pH, pressão e concentração de

sal ultrapassam valores considerados padrão para a grande maioria dos organismos

(LASA; BERENGUER, 1993). Dentre esses fatores, a temperatura exerce grande

influência no funcionamento das moléculas e demais estruturas biológicas.

Os microrganismos apresentam uma temperatura mínima de crescimento,

abaixo da qual não ocorre o seu crescimento, uma temperatura ótima, na qual o

crescimento é máximo e uma temperatura máxima, acima da qual o crescimento não

é possível e ocorre morte celular por colapso da membrana citoplasmática e

desnaturação de proteínas e DNA. Cada microrganismo apresenta uma temperatura

de crescimento característica, mas essa não é completamente fixada, uma vez que

estas temperaturas podem ser alteradas por diversos fatores ambientais, como a

composição do meio de crescimento (BROCK et al., 1998).

Sabe­se que a maioria dos microrganismos cresce dentro de uma faixa estreita

de temperatura. Entretanto, existem microrganismos que são capazes de proliferar em

ambientes que são caracterizados como extremos de temperatura, que em princípio

inviabilizaria qualquer existência de forma de vida. São conhecidos : vários

microrganismos que não só resistem a ambientes geotérmicos estáveis, mas que

dependem de altas temperaturas para sua sobrevivência. Esses microrganismos são

chamados de termofilicos ou termófilos (BROCK, 1985).
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Segundo Brock (1985), os microrganismos termofílicos foram arbitrariamente

divididos em três classes: moderadamente termofílicos, com crescimento ótimo entre

45 e 60ºC; extremamente termofílicos, com crescimento entre 60­95ºC; e

hipertermofílicos, cujo crescimento ótimo está acima de 90ºC.

Dentre os eucariotos, apenas algumas espécies de fungos são capazes de

crescerem em temperaturas entre 45 e 55ºC. A termofilia em eucariotos não é tão

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 100ºC (MAHESHWARI et al., 2000).

Microrganismos termofilicos são encontrados na natureza somente em alguns

poucos ambientes cujas temperaturas são elevadas, como solos completamente

expostos à luz solar, nos quais a temperatura pode chegar a 50ºC e em pilhas de

material vegetal em decomposição, onde a temperatura geralmente atinge 60­65ºC.

Por outro lado, os microrganismos hipertermofílicos somente podem ser encontrados

em ambientes em que as temperaturas sejam ainda mais elevadas, como ocorrem em

ambientes relacionados a fenômenos vulcânicos e fontes termais (VIEILLE e

ZEIKUS, 2001). A condição de hipertermofilia não é aplicada aos fungos, visto que

os mesmos, por serem organismos eucariotos, são menos resistentes às elevadas

temperaturas em função do sistema de membranas que compõe suas organelas, serem

susceptíveis ao desarranjo provocado pelo calor (BROCK, 1998).

Os organismos termofilicos e hipertermofílicos apresentam algumas

adaptações que permitem o seu crescimento sob altas temperaturas. Suas enzimas e
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outras proteínas são muito mais estáveis ao calor que aquelas presentes nos

organismos mesofílicos e atuam otimamente sob altas temperaturas (PELCZAR et

al., 1996).

As adaptações desses organismos a condições ambientais extremas os

obrigaram a desenvolver componentes celulares e estratégias bioquímicas para tais

condições. Assim, hoje é geralmente aceito que esses microrganismos constituem um

precioso reservatório de moléculas de interesse industrial, e um excelente recurso

para o desenvolvimento de novas aplicações biotecnológicas, que venha revolucionar

o nosso cotidiano e também contribuir para o avanço do conhecimento da sociedade

científica (SANTOS et al, 2001).

Vários microrganismos termofílicos tem sido isolados de diferentes ambientes
exóticos em todo o planeta, com subsequente extração de suas enzimas

(ANTRANIKIAN «et al., 1987; GROBOILLOT, 1994; BHARAT; HOOONDAL,

1998; KOHILU et al., 2001).

As enzimas provenientes de microrganismos termofilicos têm sido estudadas

com grande frequência, visto que suas aplicações em bioprocessos são extremamente

vantajosas, além atuarem como modelos para muitos estudos bioquímicos.

6­ Enzimas termofílicas

As enzimas que possuem a capacidade de catálise em altas temperaturas são

denominadas termozimas ou enzimas termofílicas e são produzidas por

microrganismos termofilicos e hipertermofílicos (VIEILLE & ZEIKUS, 1996).
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A maioria das enzimas utilizadas como catalisadores em processos

envolvendo a biotransformação são oriundas de organismos mesófilos e, apesar das

inúmeras vantagens apresentadas, a aplicação dessas enzimas tem sido limitada

devido ao seu limite de estabilidade a temperaturas, pH e forças iônicas extremas

(HOUGH e DANSON, 1989). Muitas pesquisas indicam que poucas enzimas

estáveis são produzidas por mesófilos e que enzimas produzidas por microrganismos

termofilicos são mais estáveis do que aquelas produzidas por mesofílicos (LEGIN et

al., 1997).

Enzimas sintetizadas por termofilicos e hipertermofílicos são termoestáveis,

exibem desnaturação proteica irreversível somente em altas temperaturas, além de

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

características as possibilitam para utilização em vários processos industriais em

substituição àquelas de mesofílicos e, além disso, essas enzimas, particularmente

aquelas que são ativas e estáveis em torno de 100ºC, são usadas para estudos em

adaptação proteica a altas temperaturas, contribuindo assim para um melhor

entendimento de termoestabilidade das proteínas em geral (D'AURIA et al., 1998).

Além da estabilidade, as termozimas, quando utilizadas em processos a altas —

temperaturas, são mais resistentes a desnaturantes químicos como solventes e a altas

concentrações de sais. A utilização dessas enzimas em altas temperaturas reduz a

viscosidade dos substratos fluídos, facilitindo o bombeamento, filtração e

centrifugação além de permitir o uso de menor quantidade de água, o que por

conseqiiência reduziria custos de produção em um bioprocesso.
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Muitos estudos têm sido desenvolvidos para o entendimento da

termoestabilidade e alguns deles mostraram que várias enzimas termoestáveis

apresentam algumas diferenças na sequência de aminoácidos, quando comparadas a

uma enzima que catalisa a mesma reação em um mesófilo e que essas diferenças

foram determinantes para o processo de adaptação de termófilos a altas temperaturas

(HANEY et al., 1999: GROMIHA, 2001; ZAVALA et al., 2002).

A termoestabilidade de proteínas de hipertermófilos é também aumentada em

função de um maior número de pares iônicos (ligações iônicas entre cargas negativas

e positivas de vários aminoácidos) e pelo empacotamento dos interiores hidrofóbicos

das proteínas, que normalmente resistem à desnaturação no meio aquoso

(MADIGAN, 2003).

A temoestabilização enzimática também está relacionada com o número de

interações de estabilização nas dobras da proteína. Pontes de hidrogênio e pontes

dissulfetos podem estabilizar proteínas, aumentando a rigidez de sua conformação

(BRUINS et al., 2001).

7­ Amilases termofílicas

As amilases termofílicas são enzimas sintetizadas em sua maioria por

microrganismos termofilicos e apresentam as características diferenciadas, típicas das

termozimas.

Dentre todas as amilases aquelas produzidas por procariotos, em particular

alguns grupos de archaebacterias, estão entre as que apresentam temperaturas de
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atividade e estabilidade mais elevadas, com destaque para as amilases produzidas por

Pyrococcus furiosus, P. woesei e Thermococcus agregans com atividades ótimas em

temperaturas por volta dos 100ºC (LADERMAN «et al, 1993; KOCH et al, 1991 e

CANGANELLA et al., 1994, respectivamente).

As amilases termofílicas sintetizadas por fungos apresentam temperaturas de

atividades e estabilidades inferiores àquelas termofílicas sintetizadas por alguns

grupos de bactérias, mas com excelente potencial para aplicação industrial. Dentre

as amilases termofílicas que atuam no complexo amilolítico, as a­amilases e

glucoamilases são 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 ótima de atividade a 70ºC (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 ótima de glucoamilase de À. terreus

em 60ºC. A mesma temperatura de atividade foi determinada para atividade de a­

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

produzida por R. microsporus var. apresentou máxima atividade em 65ºC (PEIXOTO

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

produzida por 7. lanuginosus (MISHRA e MAHESHWARI, 1996).
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As amilases termofílicas mais utilizadas industrialmente são aquelas

envolvidas no processamento do amido, o qual envolve temperaturas elevadas e a

maioria dos produtos obtidos a partir dele são destinados à indústria alimentícia, que

tem se expandido substancialmente nos últimos anos, em função da exigência do

mercado consumidor emergente.
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III­ OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos:

1) Estudar a produção de amilases pelo fungo filamentoso Rhizomucor

pusillus Al3.36, por fermentação submersa, utilizando meio semi­

sintético;

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

tempo de incubação sobre a produção das amilases;

3) Avaliar a produção das enzimas em meio à base de resíduo de

processamento de mandioca e milho

4) Estudar as características bioquímicas das enzimas produzidas

5) Estudar o efeito das enzimas quando aplicadas na hidrólise do amido para

a produção de xarope de glicose
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IV ­ MATERIAIS E MÉTODOS

1. Microrganismo

Foi utilizado o fungo Rhizomucor pusillus A13.36 da coleção do laboratório

de Bioquímica e Microbiologia do IBILCE/UNESP, o qual foi isolado a partir de

amostra de solo de plantação de mandioca (RABALHO, 2002). A preservação da

cultura está sendo feita por manutenção em óleo mineral, sob refrigeração.

2­ Meios de cultivo

2.1­ Meios para manutenção da cultura selecionada

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

acrescido de 0,5% de amido solúvel.

2.2­ Meios para a produção das enzimas

2.2.1­ Meios para avaliação dos efeitos de parâmetros físico­

químicos sobre a produção 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 KH35PO;, 0,7% de K2HPO;, 0,1%

de MgSO,, 0,14% de (NH4;);HPO;,, 0,2% de extrato de carne, 0,5% de extrato de

levedura, 0,2% de peptona, 0,05% de solução de micronutrientes (5 mg/L de FeSO;,,

1,6 mg/mL de MnSO,z.H,O, 1,4 mg/L de ZnSO,.H,/O e 2,0 mg/L de CoCL,) e 1% de

amido solúvel.
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2.2.2­ Meios alternativos para produção das enzimas

Para esses ensaios foi utilizado o meio (item 2.2.1) substituindo­se o amido

solúvel comercial por 1% de farelo de mandioca e farelo de milho, obtidos do

processamento de mandioca e do resíduo da extração de gérmen, respectivamente,

cujos procedimentos são 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 fermentações como fonte alternativa de carbono.

A mandioca utilizada no processamento foi adquirida no comércio local. No

laboratório, as raízes foram lavadas, descascadas, picadas e trituradas em

liquidificador doméstico. A polpa obtida foi lavada por várias vezes com água

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

de algodão poroso foram usados para separar a parte sólida da água de lavagem

(manipueira).

A polpa sólida restante foi submetida a secagem em estufa a 50ºC, durante 4

horas. Em seguida, a polpa seca foi triturada e peneirada (malha granulométrica de

2,5 mm), separando­se o farelo (granulometria > 2,5 mm) da farinha (granulometria

< 2,5 mm). O farelo foi então utilizado nas fermentações como fonte de carbono

alternativa.

2.2.2.2­ Resíduos de milho
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Foi considerado resíduo de milho toda a fração disponível após o

processamento dos grãos após a maceração e retirada do gérmen. O material foi

fornecido pelo departamento de Engenharia de Alimentos do IBILCE/UNESP. É

importante ressaltar que o material em questão não constitui um resíduo descartado

pelas indústrias de processamento de amido, pois trata­se de um material rico em

amido, fibras e proteínas.

O resíduo foi filtrado e a fração sólida foi submetida à secagem em estufa a

50ºC, trituração em liquidificador e peneiramento (peneira com malha

granulométrica de 2,5 mm), separando­se o farelo (granulometria > 2,5 mm) da

farinha (granulometria < 2,5 mm). O farelo foi então utilizado nas fermentações

como fonte alternativa de carbono.

3­ Substratos alternativos para medida de atividade enzimática

Os amidos de batata e mandioca usados como substratos alternativos para

medida de atividades enzimáticas foram fornecidos pelo Departamento de

Engenharia de Alimentos do IBILCE/UNESP, já 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 suspensões de esporos, numa proporção de 10? esporos
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por mL. Após a inoculação, os meios foram mantidos em shaker com temperatura

controlada e agitação de 100 rpm.

5­ Extração da enzima bruta

À cada 24 horas, num intervalo entre 48 e 144 horas, foi tomado o conteúdo

de um dos erlenmeyers como amostra. O material fermentado foi filtrado a vácuo em

papel de filtro e os meios livres de células utilizados como solução enzimática bruta.

6­ Métodos de Determinação da Atividade Enzimática

6.1­ Medida da atividade amilolítica pelo método dextrinizante (a­
amilase)

A atividade de a­amilase foi determinada medindo­se a diminuição da

capacidade de ligação amido­iodo de uma solução de amido tratada com solução

enzimática bruta. A mistura para a reação foi constituída de 0,7 mL de solução de

amido solúvel a 0,3%, em tampão acetato de sódio 0,25 M, pH 5,0 e 0,3 mL de

solução enzimática bruta, convenientemente diluída. Após a incubação a 60ºC, por

10 minutos, a reação foi paralisada pela adição de 4,0 mL de HCI 0,2 M. Em seguida,

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

homogeneização, a mistura de reação foi diluída com 10 mL de água destilada.

O controle foi preparado conforme o processo descrito, em duas formas:

controle 1­ substituindo­se a enzima pelo volume equivalente em água destilada;

controle 2­ substituindo­se a solução de amido pelo volume equivalente de tampão
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acetato de sódio. A absorbância após a reação enzimática foi determinada a 600 nm

em espectrofotômetro contra um branco constituído de água destilada.

Uma unidade de enzima (U) foi definida como a quantidade de enzima

requerida para hidrolisar 10 mg de amido em 10 minutos, nas condições de ensaio, e

calculada segundo a equação a seguir (RABALHO, 2002).

UML= [(C— Abs) + C] x 10+Qs x fd + Vê,

Onde: U = unidade de enzima;

C = controle (soma das absorbâncias dos controles le 2);

Abs = absorbância da amostra;

Qs = quantidade de substrato, em mg, utilizada na reação;

10 = fator de referência de hidrólise de amido (10 mg);

fd = fator de diluição da enzima;

Ve = volume de enzima utilizado na reação.

6.2­ Medida da atividade de amilase sacarificante pela quantificação do

açúcar redutor liberado (atividade amilolítica sacarificante)

O método do ácido dinitrosalicílico foi utilizado para determinar a atividade

amilolítica da enzima, através da dosagem dos açúcares redutores liberados. À

mistura de reação foi constituída por 0,9 mL de solução de amido solúvel a 0,5%
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(p/v) em tampão acetato 0,25 M, pH 5,0 e 0,1 mL de solução enzimática bruta,

convenientemente diluída.

Após a incubação da mistura de reação a 60ºC, por 10 minutos, a reação foi

paralisada pela adição de 1,0 mL de reagente DNS ácido 3,5 — dinitrosalicílico

(MILLER, 1959). Em seguida, a reação foi incubada por 8 minutos em banho

fervente, e após resfriamento em banho gelado, 10 mL de água destilada foram

adicionados a cada tubo. O controle foi preparado, conforme descrito no item 5.1, e a

leitura da absorbância foi realizada em 540 nm contra um branco, obtido pela mistura

do reagente DNS com água.

Uma unidade de atividade amilásica foi definida como a quantidade de enzima

necessária para produzir 1 umol de açúcar redutor, por minuto, nas condições de

ensaio, utilizando reta padrão obtida a partir da glicose.

6.3­ Medida da atividade enzimática através da liberação de glicose

(atividade de glucoamilase)

A determinação da atividade de glucoamilase foi realizada através do método

da peroxidase­glicose oxidase (BERGMEYER; BERNT, 1974), utilizando kit

comercial Glicose­Enz­(Color da Biodiagnóstic).

A mistura de reação foi constituída de 0,4 mL de solução de amido solúvel a

05% (p/v) em tampão acetato 0,25 M, pH 5,0 e 0,1 mL de solução enzimática bruta,

convenientemente diluída. Após incubação da mistura de reação a 60ºC, por 10
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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 37ºC por 30 minutos.

O controle foi preparado conforme descrito no item 5.1, e a leitura da

absorbância foi realizada em 500 nm contra um branco preparado substituindo a

enzima e o substrato pelo volume equivalente de água destilada.

Uma unidade de atividade de glucoamilase foi definida como a quantidade de

enzima necessária para produzir 1 umol de glicose, por minuto, nas condições de

ensaio, utilizando reta padrão de glicose.

7­ Dosagem de açúcares redutores e proteínas totais dos meios de cultivo

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

pelo método do ácido dinitrossalicíilico (DNS) proposto por Miller (1959), com

modificações. A mistura de reação foi constituída de 1,0 mL da amostra devidamente

diluída e 1,0 mL do reagente DNS. Após homogeneização e incubação durante 8

minutos em banho de ebulição a mistura de reação foi resfriada em banho de gelo e

diluída em 10 mL de água destilada. À leitura foi realizada a 540 nm contra um

branco, preparado por substituição do volume de amostra por água destilada. À

conversão dos valores de absorbância em ug foi feita através da equação de regressão

obtida pela curva padrão de glicose (100 a 900 ug).

A determinação das proteínas totais foi realizada pelo método de LORWY

(1951), utilizando soro albumina bovina como padrão.
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8­ Avaliação do crescimento fúngico

8.1­ Avaliação do efeito da temperatura sobre o crescimento do fungo em

meio sólido

O efeito da temperatura de incubação 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 55ºC, medindo­se, a cada 12 horas,

o diâmetro da colônia. Para evitar dessecação, as placas foram colocadas em

bandejas, mantidas com filme de água.

8.2­ Avaliação do crescimento microbiano durante o processo

fermentativo em meio líquido

O crescimento fúngico foi avaliado através da quantificação da biomassa seca

produzida. Após a filtragem para extração do extrato enzimático bruto a biomassa

retida no papel de filtro foi mantida em estufa a 80ºC até peso constante.
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9­ Avaliação dos efeitos de parâmetros físico­químicos e da fonte de carbono

sobre a produção das amilases

9,.1­Efeitos do pH inicial, temperatura e tempo de cultivos sobre a

produção 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 inoculação e fermentação

seguiram o descrito no item 3. As fermentações foram conduzidas por um período 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 50ºC, também por períodos de 144

horas. Em todas as etapas foram avaliadas as atividades enzimáticas através do três

métodos descritos no item 6.

9.2­ Efeito do uso de resíduo sólido de processamento de mandioca e

farelo de milho como fonte de carbono sobre a produção das enzimas

Resíduo sólido de processamento de mandioca e farelo de milho foram

utilizados como fonte de carbono para a produção das enzimas. Os meios foram

preparados como descrito no item 2.2.1, substituindo­se o amido solúvel por farelo

de amido e farelo de mandioca. O processo fermentativo ocorreu em pH e

temperatura ótimos, definidos anteriormente.

EV
AVAVAY

2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



10­ Caracterização das enzimas

Depois de definidas as melhores condições para a produção das enzimas, essas

foram caracterizadas quanto ao pH e temperatura ótimos de atividade, quanto à

estabilidade às variações de pH e temperatura, em ausência de substrato e estudo da

termoestabilidade das enzimas.

10.1­ Efeito do pH sobre a atividade das enzimas

Para esses ensaios foram utilizadas soluções tampão a 0,25 M: tampão acetato

de sódio (pH 3,0 a 5,0), tampão citrato­fosfato (pH 5,0 a 7,0), tampão tris­HCL (pH

7,0 a 8,5) e tampão glicina­NaOH (pH 8,5 a 10,0). As reações enzimáticas seguiram

o descrito nos itens 6.1 e 6.2.

10.2­ Efeito da temperatura sobre a atividade das enzimas

As misturas de reação foram incubadas em temperaturas de 55 a 85ºC. Os

ensaios foram aplicados para os três métodos de determinação das atividades

enzimáticas, conforme citado no item 6.
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10.3­ Efeito do pH sobre a estabilidade das enzimas quando em ausência de

substrato

Para este estudo foram utilizados tampões Mcilvaine na faixa de pH de 3,0 a

8,0, e Glicina­NaOH para pH de 8,0 a 10,0, a 0,25 M. Uma alíquota de 0,5 mL da

solução enzimática bruta foi misturado a 0,5 mL das diferentes soluções tampão, com

diferentes pH. À mistura foi incubada, em tubos de rosca, em estufa B.O.D., por 24

horas, a 25ºC. Após esse período, as atividades residuais foram determinadas nos

pHs e temperaturas ótimas das enzimas.

10.4­ Efeito da temperatura sobre a estabilidade das enzimas quando em

ausência de substrato

* Para verificar a estabilidade frente a variação de temperatura, o extrato

enzimático foi submetido à incubação, em tubos de rosca, em temperaturas de 45 a

90ºC, com intervalos de 5ºC. Mediu­se a atividade enzimática residual pelos três

métodos de determinação (item 6), em pH e temperatura ótimos de cada enzima.

10.5­ Estabilidade a 60ºC

Para avaliar a estabilidade das enzimas a 60ºC, em ausência de substrato, o

extrato enzimático bruto obtido em 48 horas de cultivo em meio contendo farelo de

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

ensaios utilizou­se de extrato enzimático dialisado, não dialisado, dialisado com Ca”?
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e não dialisado com Ca”?. A cada 1 hora, alíquotas foram retiradas para a medida da

atividade enzimática, como descrito no item 6.1 e 6.2.

10.6­ Efeito do tempo de armazenamento sobre a estabilidade das enzimas

Para verificar o efeito das condições e tempo de armazenamento sobre a

estabilidade das enzimas, o extrato enzimático bruto obtido em 48 horas de cultivo,

sob condições 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 (­20ºC), em geladeira em temperatura de 7ºCea

temperatura ambiente, durante 12 semanas. À cada semana mediu­se a atividade

enzimática para os três métodos de determinação enzimática, como descrito no item

6. Foi tomada como referencia, a atividade determinada antes do armazenamento.

Para evitar a contaminação do extrato enzimático foi acrescentado ao mesmo 10uL

Azida sódica a 0,2% para cada 1 mL de extrato enzimático.

10.7­ Estudo dos efeitos de íons sobre a atividade enzimática

10.7.1­ Efeito da adição de íons Ca”? à mistura de reação, sobre a

atividade das amilases

Para o estudo do efeito da adição de íons Ca”? na atividade enzimática, da

enzima bruta obtida (como descrito no item 2.2), as reações enzimáticas foram

conduzidas em mistura de reação descrita anteriormente, acrescentado de 10ul de
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solução de cloreto de cálcio, em concentrações suficientes para que se obtivesse

concentrações de 2, 5, 10, 20, 40 e 60 Mm de Ca”? na mistura de reação. O mesmo

procedimento foi seguido utilizando­se a solução enzimática bruta dialisada contra

tampão acetato 10 Mm, pH 5,5, contendo EDTA sódico a 1%.

10.7.2­ Efeito da adição de outros íons à mistura de reação, sobre

atividade das amilases

Para o estudo do efeito de outros íons sobre a atividade das amilases, foi

seguido o processo descrito anteriormente (item 10.7.1), porém utilizando­se

soluções de MgCl, MnCb, CuCb, ZnCh, HgCb, AgCl», KCl, AICI3, BaCb, CrCl;,

FeCl,, NICks, CoCl; e de EDTA, de modo a se obter concentrações de 10 mM do

cátion correspondente na mistura de reação.

10.8­ Atividade enzimática sobre diferentes substratos amiláceos,

derivados do amido e sacarose

Para o estudo da atividade enzimática sobre diferentes substratos, o extrato

enzimático bruto foi incubado durante 10 minutos em temperaturas ótimas,

anteriormente determinadas para cada enzima com amidos de milho, de mandioca,

batata extraídos no laboratório de Tecnologia de Cereais, DETA, IBILCE/UNESP e

amido solúvel comercial (SIGMA). Foram feitas as medidas de atividade enzimática

como descrito no item 6. Também foram feitos testes de atividade enzimática em

substratos derivados de amido, como maltose, maltotriose, maltotetraose,
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maltohexaose, maltoheptaose (SIGMA) e sacarose. Para estes ensaios mediu­se a

atividade enzimática pelo método de quantificação do açúcar redutor liberado e pelo

método de quantificação de glicose liberada (glucoamilase), como descrito no item

6.2 e 6.3, respectivamente.

Além desses também foi avaliada a capacidade de ação das enzimas sobre

substratos sintéticos. Para esse fim foram utilizados os substratos: p­nitrofenil­a­D­

glucopiranosídeo (a­PNPG), p­nitrofenil­B­D­glucopiranosídeo (B­PNPG) e p­
nitrofenil­a­D­maltosídeo.

As misturas de reações para os substratos sintéticos foram compostas por 0,2

mL de tampão acetato de sódio a 0,1 M, pH 5,0, 0,05 mL de soluções de p­nitrofenil­

a­D­glucopiranosídeo, — p­nitrofenil­B­D­glucopiranosideo — e  p­nitrofenil­B­D­

maltosídeo a 2,0 Mm e 0,1 mL de extrato enzimático bruto em cada meio reativo.

Após incubação das misturas de reações em temperaturas ótima para cada enzima,

por 10 minutos, estas foram interrompidas com a adição de 1,0 mL de NasCo;za2,0

M. O controle da enzima foi preparado conforme descrito no item 6.1, e a leitura da

absorbância foi realizada em 410 nm contra um branco constituído de água destilada.

Para a medida de atividade sobre a sacarose foram utilizados o método de

quantificação de açúcares redutores liberados e glucoamilase como descrito no item

6.2 e 6.3, respectivamente.
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10.9­ Identificação dos produtos de hidrólise enzimática do amido a 1%

Para analisar o perfil de açúcares redutores liberados ao longo do tempo de

hidrólise, a solução enzimática bruta foi incubada em pH e temperatura ótimos com

uma solução de amido solúvel a 1%, por um período de 240 minutos. Alíquotas

foram retiradas com 10, 30, 60 e 240 minutos de hidrólise.

Os produtos de hidrólise enzimática do amido foram estudados por

cromatografia de papel (Whatmam nº1) descendente, usando como solvente a

mistura acetato de etila, isopropanol e água, na proporção 6:3:1. A revelação foi feita

por mergulho do cromatograma seco em mistura de acetona e nitrato de prata

(saturada), seguida de lavagem com hidróxido de sódio alcoólico 0,5 N e tiossulfato

de sódio a 10%. Foram utilizados glicose, maltose, maltotriose, maltotetraose,

maltopentaose e maltoehaxaose como padrão.

Além da cromatografia de papel, os produtos de hidrólise do amido a 1%

foram analisados por cromatografia líquida utilizando HPLC (Jasco, PU­980). O

HPLC foi equipado com uma coluna Aminex HPX­ 42 da Bio Rad e um detector de

índice de refração (Shodex RI­72). As amostras foram eluídas com água a um fluxo

de 0,7 mL/min. Foram utilizados glicose, maltose, maltotriose, maltotetraose,

maltopentaose e maltoehaxaose como padrão.

11­ Hidrólise do amido de milho e mandioca para a produção de xarope

Para o estudo da hidrólise do amido utilizando solução enzimática bruta foram

utilizadas suspensões de amido de milho e de mandioca (item 3), a 25% (p/p), base
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seca. O extrato enzimático utilizado na hidrólise foi obtido a partir de cultivo do

fungo, em meio contendo farelo de mandioca como fonte de carbono, em condições

ideais de pH inicial e temperatura de cultivo, definidos anteriormente.

Os ensaios ocorreram em pH 5,0 (definido como ótimo para a atividade

sacarificante), em temperaturas de 80 e 90ºC, por períodos de 1 e 2 horas. A solução

de amido foi incubada em tubos de ensaios com rosca, com um volume de solução

enzimática bruta equivalente a 10 U de atividade enzimática sacarificante por grama

de amido, totalizando um peso final de 2 g (aproximadamente 2 mL). Os

experimentos foram feitos com três repetições e as médias foram submetidas à

análise de variância (ANOVA) e teste de Tukey usando software Estat (free).

Os hidrolisados foram avaliados quanto aos teores de açúcares redutores

liberados, e expressos como porcentagem em relação ao amido inicial. Foram

também realizadas cromatografias de papel para a identificação dos produtos de

hidrólise (item 10.9).

12­ Determinação da atividade amilolítica em Gel de poliacrilamida

Para determinação da atividade em gel de poliacrilamida foi utlizado, 30% de

Bis/Acrilamida, tris 1,0 M (pH 8,8), persulfato de amônia 10% e TEMED. O gel

concentrador foi preparado na mesma concentração de Bis/Acrilamida, mas em pH

6,8. A corrida foi realizada a ºC e após a corrida o gel foi incubado em tampão

acetato de sódio 50 m M, pH 5,0 por uma hora a temperatura ambiente. Em seguida,

o gel foi imerso em uma solução de amido a 0,5% durante 24 horas a ºC e em
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seguida incubado por meia hora a 50ºC. A revelação foi feita utilizando uma solução

de iodo 0,1% de 1º + 1 5%de KI.

V ­ RESULTADOS E DISCUSSÃO

1­ Avaliação 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 não 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 55ºC. O crescimento da cultura foi avaliado

medindo­se o diâmetro da colônia em intervalos de 12 horas. Os resultados são

mostrados na Figura 5.
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Figura 5: Avaliação da temperatura de crescimento de Rhizomucorpusillus A13.36 em placa de petri.
Utilizou­se meio PDA acrescido de 0,5% de amido. —m— 40ºC; —e—45ºC; — A — 48ºC; — À —
50ºC; — O — 52ºC; — x — 55ºC
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Analisando os dados da figura 1 pode­se observar que a temperatura ideal de

Os dados da Figura S mostram que a melhor temperatura para o crescimento

do fungo foi 45ºC, na qual a colônia atingiu 5,0 cm de diâmetro, em 48 horas. Nota­

se no entanto que o fungo apresentou crescimento muito semelhante em temperaturas

entre 40 e 48ºC. Temperaturas acima de 48ºC reduzem drasticamente o crescimento

do fungo. Esses dados mostram que a linhagem em questão pode ser considerada

termofílica (BROCK, 1985).

A temperatura é um dos fatores ambienteis mais importantes que afetam o

crescimento e a sobrevivência dos microrganismos. Cada organismo apresenta uma

temperatura mínima, abaixo da qual é incapaz de crescer, e uma temperatura

máxima, acima da qual ocorre a morte da célula microbiana. A temperatura ótima de

crescimento de um organismo sempre encontra­se mais próxima da temperatura

máxima do que da temperatura mínima (MADGAN et al., 2003).

As proteínas, as membranas citoplasmáticas e o DNA de organismos

termofilicos são adaptados para tolerar altas temperaturas. Sabe­se que a membrana

citoplasmática dos termófilos é constituída de lipídeos ricos em ácidos graxos

saturados. Esses ácidos graxos saturados geram ambientes mais fortemente

hidrofóbicos que os insaturados presentes em mesofílicos e psicrofílicos. Dessa

maneira, a fluidez da membrana de termófilos torna­se favorável aos processos

fisiológicos em temperaturas elevadas, garantindo assim a vida desses organismos

sob esta condição.
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Quanto às proteínas termoestáveis, em geral, sabe­se que as mesmas tendem a

apresentar regiões internas altamente hidrofóbicos, dentre outras características, que

provavelmente diminui sua tendência ao desdobramento e consequentemente sua

desnaturação. Quanto ao DNA acredita­se que vários mecanismos distintos atuam

simultaneamente auxiliando a molécula em sua estabilização. Uma possível relação

entre a composição 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 não apresentam a mesma estabilidade

em relação aos agentes desnaturantes, devido à presença de duas pontes de

hidrogênio entre os pares A=T e três pontes de hidrogênio entre os pares C=G.

Portanto, para o rompimento de um par C=G, são necessários temperaturas mais

elevadas.

2­ Estudo do efeito do pH inicial do meio de cultura sobre a produção das

amilases

Para o estudo do efeito do pH inicial do meio de cultivo sobre a produção das

amilases, os meios de cultivo tiveram seus pHs iniciais corrigidos para 4,5, 5,0 5,5

6,0 e 6,5. As amostras foram tomadas a cada 24 horas, a partir de 48 horas de cultivo,

uma vez que, em experimentos prévios, não se obteve produção enzimática

significativa nas primeiras 24 horas. A Figura 6 ilustra a produção de amilases, em

fermentação submersa, por R. pusillus A13.36, nos diferentes valores de pH.

FS
AVAVAV

2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



A
tiv

id
a
d
e

D
ex

tr
in

iz
an

te
(U

/m
L)

72 96 120
Tempo de Cultivo (h)

(A)

B
io

m
a

ss
a

(m
g/

m
L)

E——ô

T

72 6 120
Tempo de Cultivo (h)

OD)

A
tiv

id
a
d

e
S

a
ca

rif
ic

a
n
te

(U
/m

L)

P
ro

te
ín

as
(m

g/
m

L)

144 nr s6 120
Tempo de Cultivo (h)

(E)

Aç
úc

ar
R

e
d

u
to

r
T

o
ta

l

(m
g/

m
L)

A
tiv

id
a

d
e

de
G

lu
co

am
ila

se
(U

/m
L)

72 ss 120
Tempode Cuitivo (h)

(C)

T

96 120
Tempo (h)

(G)
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Analisando­se os dados, pôde­se verificar que, para os três métodos de

determinação enzimática (dextrinizante, quantificação de açúcares redutores

liberados e glucoamilase), as maiores produções ocorreram quando os pHs iniciais

dos meios de cultivo foram 6,0 e 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 produção 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 enzimática 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 produção de a­amilase 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 produção de o­amilase pelo mesmo fungo.

Pode­se observar ainda que os perfis de produção da o­amilase são semelhantes, em

função do pH inicial do meio, com exceção do meio com pH inicial 6,0, no qual

ocorreu um aumento significativo na atividade enzimática em 120 horas. Arnesen e

outros (1998), ao estudarem a produção de a­amilase por T. lanuginosus, obtiveram

picos de produção entre 96 e 120 horas. Cruz e outros (1997) determinaram o mesmo

tempo de cultivo para a maior produção de o­amilase por Rhizopus Sp.
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Pelo método de quantificação do açúcar redutor liberado (Fig. 6 B), observa­se

que o perfil de produção enzimática é o mesmo para os meios com pHs iniciais de

6,0 e 6,5 e que a maior produção ocorreu em 120 horas de cultivo no meio com pH

6,0 (19 U/mL).

Quanto à glucoamilase (Fig. 6 OC), nota­se 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 são demonstrados picos de atividade

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

maior produção 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 a­amilase e atividade de amilase sacarificante, numericamente

semelhantes em quase todo o processo fermentativo, diferenciando­se apenas após

120 horas de cultivo, quando as maiores atividades foram detectadas em meios com

pHs iniciais de meio de cultivo 6,0.

Para a glucoamilase, não houve diferença significativa quanto a produção

máxima 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 período fermentativo de (48 horas), o

que é vantajoso para o processo, visto a economia de tempo e equipamento. Dessa

forma, conclui­se que o pH inicial dos meios de cultivo mais adequados para a

produção das amilases, nas condições do ensaio realizado, foi 6,0.
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Os resultados (Fig. 6 D) mostram um maior crescimento do fungo em meio

com pH inicial 4,5, entretanto a maior produção enzimática ocorreu em meio de

cultivo com pH inicial 6,0 (Fig. 6 A­C).

Dados da literatura mostram que nem sempre o pH ótimo para o crescimento

do microrganismo coincide com aquele em que se verifica uma maior secreção das

enzimas. Muitos microrganismos podem crescer em uma ampla faixa de pH e alguns

chegam a tolerar uma variação 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 produção das enzimas, não excede a faixa de (3,2 a 4,2)

para À. oryzae DAE, (7,0 a 8,0) e 4. oryzae EI 212 (JIN et al, 1999 e KUNDU etal,

1973, respectivamente).

A linhagem fúngica de R. pusillus À 13.36 mostrou capacidade de crescimento

e produção 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 próximos a

neutralidade. Esses contrastes podem estar relacionados com um possível efeito do

pH de meio de cultivo no processamento pós­tradução das proteínas com atividades

amilolíticas. Diversas proteínas sofrem modificações pós­tradução, modificações

— essas que incluem a remoção e ou modificação de resíduos específicos (VOET,

2002).

Alguns trabalhos têm mostrado o efeito do pH na síntese de algumas enzimas

(O* DONNELL «et al., 2001; ROYER e NAKAS, 1989). Sabe­se que algumas

enzimas, tais como glucoamilase sintetizadas, por eucariotos, requerem uma série de
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modificações pós­traducionais e que a participação de proteases tem sido

extremamente importante nesse processo, tendo em vista um efeito limitante sobre a

secreção dessas enzimas.

Além disso, as proteases do meio poderiam atuar degradando as enzimas de

interesse. O* Donnell e colaboradores (2001) avaliaram a relação entre pH de meio

de cultivo e síntese de proteases por uma linhagem de AÀ. niger. Eles observaram que

a atividade proteolítica foi maior em pHs baixos, e que essa atividade caia

substancialmente à medida que o pH aproximava­se da neutralidade.

Ainda com relação ao pH de meio de cultura, observa­se, 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 função dos

produtos do metabolismo do microrganismo durante a fermentação. A secreção de

ácidos orgânicos como ácido acético, ácido lático e ácido cítrico proporciona um

decréscimo nos valores de pH e por outro lado, a assimilação de ácidos orgânicos,

juntamente com a hidrólise de algumas substâncias como a uréia e proteínas,

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), daí a importância da

avaliação desse parâmetro ao longo do percurso fermentativo.
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Quanto ao perfil de produção de proteínas totais (Fig. 6 E) nota­se uma

semelhança entre os meios com diferentes pHs, porém, as maiores taxas de secreção

de proteínas totais foram detectadas em pHs próximos da neutralidade. Esses dados

coincidem com aqueles obtidos para a produção enzimática, o que sugere que esses

níveis superiores de proteínas determinados em pHs 6,0 e 6,5 possam corresponder

às proteínas com atividade amilolíticas.

Os níveis de açúcares redutores ao longo do processo fermentativo são

mostrados na Figura 6 F. Observa­se um perfil semelhante dos teores de açúcares

redutores ao longo da fermentação em todos os pHs, entretanto, o maior consumo

desses açúcares ocorreu em pHs mais ácidos (4,5 e 5,0), sendo que nesses pHs foram

observadas concentrações de zero e 1,0 mg/mL, respectivamente, em quase todo

período fermentativo. Esse maior consumo é consistente com o maior crescimento do

microrganismo em pH 4,5.

Ainda com relação aos níveis de açúcares redutores, durante o processo

fermentativo, observa­se também, que as maiores quantidades de açúcares foram

detectadas em meios onde se obteve uma maior atividade enzimática determinadas

nos três métodos. As maiores atividades amilolíticas determinadas em meios com

pHs inicial 6,0 e 6,5 poderiam liberar açúcares redutores, os quais atingiriam valores

superiores àqueles apresentados em meios com pHs iniciais inferiores.

3­ Efeito da temperatura de incubação sobre a produção das amilases
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Depois de realizados os estudos dos efeitos do pH inicial do meio de cultivo

sobre a produção das amilases, a linhagem fúngica R. pusilus À 13.36 foi cultivada

em pH inicial de meio de cultivo 6,0, definido anteriormente como o mais apropriado

para a produção de amilases em temperaturas de 40, 45 e 48ºC, as quais

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

Assim como o pH, a aeração e a fonte de carbono, a temperatura tem

importante influência sobre crescimento e secreção das enzimas pelos

microrganismos. Dessa forma, se faz importante o conhecimento da temperatura

mais apropriada para a síntese e secreção das enzimas pelo microrganismo.

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

não influenciaram significativamente os perfis de produção das amilases

determinados através dos três métodos (dextrinizante, quantificação de açúcares

redutores liberados) e glucoamilase, bem como não proporcionaram uma diferença

numérica significativa de atividade durante o percurso fermentativo.

O perfil de produção de o­amilase foi muito similar nas três temperaturas,

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

de 45ºC, alcançando 14,0 U/mL (Fig. 7 A).

Para a atividade sacarificante, medida pela liberação de açúcar redutor (Fig.7

B), o pico de produção também ocorreu em 120 horas de cultivo quando o meio de

cultivo foi incubado a 45ºC (13,65 U/ml). A maior parte das amilases fúngicas

descritas são produzidas por organismos mesofílicos cujas temperaturas de
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crescimento variam de 25 a 37ºC (GUPTA et al., 2003). A temperatura ótima para a

produção de amilases pelas linhagens mesofílicas de À. oryzae, A. tamarii, Rhizopus

oligosporus, A. oryzae, Aspergillus sp e Cryptococuus flavus foram de 30, 30,35,

30, 35 e 25ºC, 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  amilolíticos destacam­se
Thermonospora fusca e T.lanuginosus os quais produzem a­amilase a 55ºC e 50ºC,

respectivamente (BUSCH; STUTZENBERGER 1997; JENSON et al., 1988). À

temperatura ótima para a produção de amilases pelas linhagens de À. 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 variações

em função da temperatura de incubação. O pico de atividade foi detectado em 96

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

Ao contrário da produção enzimática, o crescimento do fungo foi influenciado

pela temperatura de cultivo. Através da Figura 7 D verifica­se que nas temperaturas

de 40 e 45ºC, o fungo atinge seu crescimento máximo já nas primeiras 48 horas de

cultivo enquanto que seu crescimento máximo em 48ºC foi observado em 96 horas
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de cultivo, embora a produção máxima de biomassa (14 mg/mL) tenha sido as

mesmas nas três temperaturas.

O maior crescimento do fungo já nas primeiras 48 horas em meios com

temperaturas de 40 e 45ºC reflete no consumo de açúcares redutores presentes nos

meios de cultivos (Fig. 7 F). Observa­se ainda que em meio com temperatura de

45ºC o consumo desses açúcares continua até 72 horas, e que a partir daí os níveis

manteve­se constante até o fim do processo fermentativo.

A comparação entre os dados de produção de biomassa e de enzima (Fig. 7 A,

B, C e D) indica que os picos de atividade enzimática nos meios foram atingidos

após a fase de crescimento logarítmico. Pode­se inferir ainda, por esses dados, que o

aumento da enzima no meio coirespondeu à redução da massa micelial, o que

poderia indicar que enzimas estariam sendo liberadas em maior quantidade após a

lise das hifas.
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O perfil de produção de proteínas totais mostrou­se diferenciado durante o

processo fermentativo (Fig. 7 E). Nas temperaturas de 40 e 48ºC foram detectados

dois picos; um no início e outro no fim da fermentação. Essas proteínas determinadas

em 48 horas de cultivo tanto em meio a 45ºC quanto em 48ºC, possivelmente estão

relacionadas com o maior crescimento do microrganismo nesse período. Já os altos

níveis protéicos determinados após 120 horas de fermentação, nas três temperaturas

testadas, coincidem com os picos de atividades enzimáticas determinados para cada

temperatura de meio de cultivo e lise das hifas(Fig. 7 A, B e O), o que sugere que

esses níveis protéicos sejam referentes à proteínas com atividade amilolítica .

Com base nos resultados obtidos, consideramos a temperatura de incubação de

45ºC ideal para a produção enzimática por essa linhagem, portanto essa temperatura

de incubação foi adotada nos estudos posteriores.

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

produção das amilases

Amido e amiláceos têm sido descritos como os substratos mais adequados

para a alta produtividade de amilases (ALI e HOSSAIN, 1991; KILIKIAN, 1996).

Nesse caso, o aproveitamento de resíduos agrícolas ou de processamento de amido,

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

uma das alternativas mais viáveis. O uso de resíduos agro­industriais para a produção
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enzimática, por um lado fornece substratos alternativos, por outro ajuda a solucionar

os problemas de poluição que seu descarte no ambiente pode causar.

Essa etapa do presente trabalho consistiu na avaliação da produção enzimática

por R. pusillus A13.36 quando cultivada em meio com farelo de milho e farelo de

mandioca como fonte de carbono. A temperatura de incubação foi de 45ºC e o pH

inicial do meio em 6,0, conforme definidos nos experimentos anteriores. Amido

solúvel comercial foi utilizado como fonte de carbono referência, nas mesmas
condições de pH e temperatura. Os resultados são mostrados na Figura 8.

Analisando os gráficos da Figura 8, nota­se que para os três métodos de

determinação enzimática, os perfis de produção 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 solúvel comercial como fonte de carbono, os picos de atividades

apareceram em 72 horas de cultivo. Observa­se 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 logarítmico acorre até

48 horas e que a partir daí, começa a ocorrer diminuição na produção de biomassa,

possivelmente em função de lise das hifas.

As diferenças no tempo de sínteses das enzimas em função do tipo de amido

usado podem ser justificadas pela maior quantidade de açúcares redutores presente

no amido solúvel no início do processo fermentativo, quando comparados aos meios
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constituídos por farelos (Fig. 8 E). O elevado teor de açúcar redutor poderia exercer

repressão catabólica sobre a síntese das enzimas. Carlsen e colaboradores (1996)

estudando a produção de a­amilase por 4. oryzae verificaram que uma pequena

concentração de glicose no meio de cultivo era o suficiente para causar uma

repressão na síntese dessa enzima. Uma situação semelhante foi observada por

Konsula e Kyriakides (2003) com a produção de a­amilase por B. subrilis em meio

contendo glicose, maltose e lactose e por Ramachandran e outros (2004) com a

produção de a­amilase por4. oryzae em presença de maltose.

Para o método dextrinizante (a­amilase) (Fig 8 À), os picos de produção

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

carbono, foram de 12,0 e 13,6 UmL em 48 horas de cultivo, respectivamente. À
atividade máxima de a­amilase em meio contendo amido solúvel comercial ocorreu

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

Pelo método da quantificação do açúcar redutor liberado (DNS) (Fig. 8, B), a

maior atividade foi observada em 144 horas de cultivo em meio contendo amido

solúvel 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 níveis de açúcares redutores presentes no meio de cultivo são mostrados na

figura 8 F. Observa­se que ocorre um aumento desses açúcares nos meios contendo

farelo de milho e farelo de mandioca, logo após a fase de crescimento logarítmico.
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Esses aumentos nos teores de açúcares redutores estão diretamente relacionados com

o pico de produção enzimática determinadas nos três métodos no final do período de

crescimento.

Ainda nota­se que o aumento nos teores de açúcares redutores nos meios

contendo amido solúvel só é evidenciado a partir de 96 horas de cultivo, uma vez que

um pico de atividade enzimática aparece em 72 horas de cultivo.
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Para a atividade de glucoamilase (Fig. 8 OC) a produção enzimática foi

semelhante nos três meios de cultivo. A atividade máxima 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 solúvel comercial e 0,94 U/mL em meio contendo farelo de

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

A produção de proteínas totais durante o processo fermentativo (Fig. 8 E) foi

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 solúvel. Esses dados não coincidem com aqueles obtidos

para a produção das amilases, o que sugere que proteínas de outra natureza estão

sendo sintetizadas em função das fontes de carbono utilizadas.

Cruz e outros (1997) avaliaram o efeito indutor do amido solúvel de milho e

dos componentes individuais; amilose e amilopectina, do amido de milho e de batata

sobre a síntese de a­amilase por Rhizopus sp. Os resultados mostraram que todos os

componentes utilizados como substratos são potenciais indutores da síntese 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 solúvel, amido de mandioca e de trigo, na síntese de oar­amilase e

glucoamilase por 4. fumigatus. Os resultados obtidos foram satisfatórios para as três

fontes de carbono em questão, o que mostra que as fontes naturais de carbono como
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trigo e mandioca, assim como outras, constituem uma excelente alternativa para a

produção enzimática.

Deve­se destacar, que o farelo de milho e o farelo de mandioca em questão

são subprodutos do processamento do milho e da mandioca para produção de amido,

e, portanto, têm custo muito menor do que o amido de milho já processado. À

substituição do amido solúvel por um subproduto da agroindústria na produção de

amilases, reduziria custo de processo, ao mesmo tempo em que agregaria valor a um
produto que muitas vezes é descartado, causando prejuízos ao meio ambiente.

5­ Caracterização das amilases

Os ensaios para a caracterização das enzimas foram realizados a partir da

solução enzimática bruta obtida pelo cultivo de R. pusillus A13.36 em fermentação

submersa, utilizando farelo de mandioca como fonte de carbono em condições ideais

de pH, temperatura e tempo de cultivo. Foram avaliados pH e temperatura ótima das

três enzimas; a­amilase dextrinizante, amilase sacarificante e glucoamilase assim

como a estabilidade das mesmas frente a variações de pH e temperatura, efeitos de

íons, preferência por diferentes substratos e identificação dos produtos de hidrólise.
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5.1­ Efeito do pH sobre a atividade das amilases

A determinação das características físico­químicas das enzimas envolvidas em

processos biotecnológicos faz­se importante, tendo em vista a otimização da

atividade das mesmas, com possibilidades para futuras aplicações em escala

industrial. Sabe­se que a catálise enzimática apresenta limites bastante estreitos de

pH. Cada enzima apresenta um pH ótimo de atuação, o qual está diretamente

relacionado com a conformação tridimensional nativa que é influenciada pelo pH e

por íons presentes na solução.

O pH ótimo para a atividade de a­amilase foi 4,5 (Fig. 9 A); no entanto, 95%

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

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

de ácidos a neutros. Para a atividade sacarificante, quantificada pela liberação de

açúcar redutor (Fig. 9 B), observa­se que o pH ótimo de atividade foi 5,0. Nota­se

ainda que essa atividade permanece em 95% em pH 5,5 e 88% em pH 6,0. Ronaszek
e outros (2000) descreveram uma a­amilase de À4. terreus com um pH ótimo de

atividade 5,0. Esse mesmo pH foi determinado para a atividade de a­amilase de 7.

lanuginusus, A. oryzae (RONASZEK et al, 2001; FRANCIS et al., 2003),

respectivamente.

Uma ao­­amilase de Cryptococcus flavus apresentou um pH ótimo de atividade

em torno de 5,5 (WANDERLEY et al., 2004), enquanto que Carlsen e colaboradores

determinaram um pH ótimo de atividade em 6,0 para a­amilase de 4.oryzae. O pH

7O
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ótimo determinado para a atividade de a­amilase de Mucorpusillus encontra­se entre

3,5 e 4,0 (SOMKUTI e STEINBERG 1980).

Moreira e outros (1999) determinaram que a atividade ótima para amilases

produzidas porÀ. tamarii encontrava­se na faixa de pH de 4,5 a 6,0.

A atividade de glucoamilase (Fig. 9 OC) foi máxima em pH 4,5. Esses dados

coincidem com aqueles apresentados para as glucoamilases de À. ferreus (ALL;

HOSSAIN, 1990), À. terreus NA­170 (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 ótimo de 6.6 para glucoamilase de Humicola

lanuginosa e pH 6,0 para glucoamilase de Scytalidium thermophilum,

respectivamente.

O pH ótimo para a atividade de glucoamilase foi o mesmo determinado para a

atividade de a­amilase, porém não coincidiu com o apresentado para atividade de

amilase sacarificante quantificada pela liberação de açúcares redutores totais,

sugerindo, que, além da glicose, outros açúcares redutores estão presentes no

hidrolisado enzimático. Esses dados indicam a presença de uma terceira enzima

sacarificante, uma possível a­amilase sacarificante ou até mesmo uma B­amilase,

cuja presença não é comum em fungos. Nota­se ainda que além das diferenças nos

pH ótimos, os perfis de respostas das enzimas, em função da variação do pH de

reação, foram também distintos entre si.
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Figura 9: Efeito do pH na atividade das amilases
(A) atividade de a­amilase (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

solução enzimática bruta foi incubada junto ao substrato, em pH ótimo de atividade,

em temperaturas que variaram de 45 a 95ºC. A temperatura ótima é definida como

sendo aquela em que se evidencia a maior atividade enzimática e consequentemente

a maior formação do produto e consumo do substrato.

A atividade máxima determinada para a­amilase (Fig. 10 A) ocorreu a 75ºC,

porém 80% de atividade residual foi observada a 85ºC. Esses dados mostram que

essa enzima é uma típica enzima de termofilicos e que essa característica a torna um

importante instrumento no processamento do amido para a produção de xaropes, uma

vez que este processo envolve temperaturas elevadas.
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A temperatura ótima para a atividade de amilase sacarificante também foi

75ºC, porém essa atividade foi mais sensível à temperatura com perda de 25% de

atividade a 80ºC (Fig. 10 B).

A temperatura ótima para a atividade de glucoamilase (Fig. 10 OC) foi de 70ºC

com uma atividade residual de 85% a 75'C. Esses dados são superiores àqueles

determinados por ALI; HOSSAIN, (1991), por GHOSH e colaboradores, (1991) e

por SILVA; PERALTA, (1998) estudando linhagens mesofílicas de À .terreus, À.

terreus NA­1I70 e À. 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 AS­2 (ALI e

HOSSAIN, 1991; HOST et al., 1991; ELLAIAH et al., 2002; PEIXOTO et al., 2003;

SONTI et al., 2003), respectivamente.

Somkuti e Steinberg (1980) relataram que a temperatura ótima de atividade de

a­amilase de Mucor pusillus foi de 70ºC. Essa mesma temperatura foi relatada por

Shaw e outros (1995), estudando a­amilase de bactéria termofílica Thermus sp e

Stamford e outros (2001) estudando uma oramilase de Nocardiopsis sp.

Temperaturas ótimas bastante inferior tem sido determinadas para a atividade de a­

amilase de fungos termofilicos como À. oryzae, Cryptococcus flavus e A.tamarii em

50, 50 e 55ºC (FRANCIS et al., 2003; WANDERLEY et al., 2004; MOREIRA «et al,

1999).
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A mesma temperatura de atividade ótima foi determinada por Ronaszek e

outros, (2000) para atividade de glucoamilase do fungo termofílico 7. lanuginosus e

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

5.3­ Estabilidade das amilases frente a variações de pH em ausência de

substrato

Após a determinação do pH e temperatura ótimos para atividade das enzimas,

foram feitos testes para determinar a estabilidade das enzimas frente à variações de

pH, em ausência de substrato. O extrato enzimático foi incubado em tampão sob

diferentes pHs, que variavam de 3 a 10 durante 24 horas. Os resultados são

mostrados na Figura 11.

Analisando os resultados obtidos (Fig. 11 A), nota­se que a oramilase

mostrou­se 100% estável nos pHs 3,0 e 4,0, mantendo 80% até pH 9,0 e 70% em pH

10,0.

Quanto à atividade sacarificante (Fig. 11 B) nota­se que a mesma mostrou um

perfil de sensibilidade à variação de pH diferente da o­amilase, preservando sua

atividade máxima 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 (BI­430) estudadas por Legin e outros (1997)

apresentaram estabilidade na faixa de pH de 4,6 a 8,0. As oramilases de 4.oryzae, A.

tamarii e T .lanuginosus ATCC 34626 permaneceram estáveis em pHs entre (5,0 e
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7,0), (4,0 e 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 à variação de pH. A atividade

máxima foi verificada entre pHs 4,0 e 5,0 e somente 60% de atividade detectada em

6,0 (Fig. 11 O). Glucoamilases produzidas pelas linhagens de À. terreus NAI7O0

(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 À. tamarii (MOREIRA, 1999).
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Figura 11: Efeito do pH sobre a estabilidade das amilases
(A) atividade de a­amilase (B) atividade sacarificante (C) atividade de glucoamilase.
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5.4­ Estabilidade das amilases frente a variações de temperatura em ausência de

substrato

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

extrato enzimático bruto foi mantido em temperaturas entre 45 e 90ºC, em ausência

de substrato. Depois de uma hora, foram determinadas as atividades residuais em pH

e temperatura ótimos. Os resultados são mostrados na figura 12.

A atividade dextrinizante (Fig. 12 A) manteve­se conservada na faixa de

temperatura entre 45 e 60ºC. Uma atividade residual de 90% foi observada a 65ºC,

enquanto que a 90ºC somente 20% dessa atividade foi detectada. Não foi detectada

atividade em temperaturas acima de 90ºC. A faixa temperatura de estabilidade

determinada para a­amilase de 7. lanuginosus ATCC 34626 variou entre 45 e 55ºC

(NGUYEN et al., 2002).
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(A) atividade de a­amilase (B) atividade sacarificante (C) atividade de glucoamilase.

EV
AVAVAY

3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



A atividade sacarificante manteve­se estável entre 45 e 50ºC (Fig. 12 B). Uma

atividade residual de 90% pode ser observada em 55ºC. Apesar da pequena faixa de

estabilidade, entre 45 e 50ºC, essa enzima manteve­se ativa dentro de um intervalo

maior de temperatura comparada com a a­amilase, que teve uma queda acentuada

entre 60 e 70ºC. Semelhantes temperaturas de estabilidade foram determinadas para

a­amilase de À. tamarii (MOREIRA et al., 1999). Uma or­amilase de M. pusillis

apresentou estabilidade na faixa de temperatura entre 60 e 65ºC (SOMKUTI e

STEINBERG, 1980).

A glucoamilase (Fig. 12 C) manteve­se estável até 60ºC, retendo uma atividade

residual de 85% quando incubada a 65ºC. Ainda com relação a glucoamilase nota­se
também que a mesma foi completamente inativada em temperaturas acima de 80ºC.

As glucoamilases produzidas por À. terreus GTC826 mostraram estabilidade na faixa

de temperatura de 40 a 60ºC (ALI; HOSSAIN, 1991), enquanto que as glucoamilases

produzidas por uma linhagem da mesma espécie demonstraram estabilidade em uma

faixa de temperatura entre 30 e 75ºC (HOSH et al., 1991).

5.5­ Efeito do tempo de armazenamento sobre a estabilidade das enzimas

Esta etapa do trabalho foi realizada com o intuito de avaliar um possível efeito

do tempo de armazenamento do extrato enzimático bruto sobre a estabilidade das

enzimas. Para o ensaio foi utilizado extrato enzimático obtido em 48 horas de cultivo,

sob condições ideais de pH inicial e temperatura de cultivo, tendo farelo de mandioca
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como fonte de carbono. O extrato enzimático bruto foi mantido congelado, sob

refrigeração a uma temperatura de 7ºC e à temperatura ambiente, por 12 semanas. À

cada semana foram medidas atividades pelos trêê métodos (dextrinizante,

quantificação de açúcares redutores liberados e glucoamilase). Os resultados são

mostrados na figura 13.

Pode­se observar que não houve alterações significativas nas atividades das

enzimas (dextrinizante, atividade sacarificante e glucoamiílase) quando estas foram

armazenadas sob congelamento e temperatura ambiente, ao longo de 12 semanas.

Sabe­se que algumas soluções, quando expostas ao congelamento, podem sofrer

alterações no que diz respeito a mudanças no comportamento de seus constituintes.

Uma separação entre a água e solutos presentes em uma solução, tendem a fazer com

que os solutos se concentrem. Uma possível concentração das proteínas presentes na

solução durante o congelamento poderia provocar à desnaturação das mesmas.

Entretanto, esse efeito do congelamento não foi observado para as enzimas

amilolíticas.

De um modo geral, a estabilidade demonstrada pelas enzimas amilolíticas

presentes no extrato enzimático, depois de congeladas e à temperatura ambiente, por

um período de tempo relativamente grande, constituiu em uma característica

importante apresentada por essas enzimas. Por outro lado, a atividade das amilases,

quando mantidas a 7ºC (em geladeira) foi acentuadamente reduzida após a primeira

semana de estocagem.
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A atividade dextrinizante foi estável somente por uma semana, perdendo 30%

de sua atividade depois de duas semanas, 70% depois de três semanas e sendo

completamente inativada depois de 5 semanas. Resultados semelhantes foram

observados para a estabilidade de amilase sacarificante, que manteve­se estável por

uma semana e perdeu 30% de atividade já na segunda semana. Uma completa

inativação pode ser observada depois de 6 semanas.

A glucoamilase foi a que demonstrou mais susceptibilidade ao efeito da

manutenção em geladeira. Na primeira semana, a enzima já 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, e uma completa inativação ocorreu

depois de 6 semanas.

A inativação de uma enzima em solução pode ser resultado de diversos fatores

como a desorganização de sua estrutura, ação de proteases ou interferência de

inibidores. Entretanto, como a temperatura de 7ºC contribuiu para o aumento desse

processo de inativação, permanece inexplicado.

O resultado obtido reforça mais ainda a idéia de que possa haver uma enzima

com atividade sacarificante, diferente da glucoamilase. Observa­se através da figura

13, que a estabilidade de amilase sacarificante cal a partir da primeira semana,

enquanto que a glucoamilase perde parte de sua atividade já na primeira semana.

Ainda com relação aos resultados observados para a estabilidade das enzimas

sob as três condições avaliadas, nota­se que as três enzimas apresentaram o mesmo

perfil de estabilidade. As três enzimas permaneceram estáveis quando mantidas sob

83
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condições de congelamento e a temperatura ambiente (+ ou — 25ºCO), e foram

susceptíveis a desestabilização quando mantidas a 7ºC, sugerindo que as três enzimas

em questão podem estar sujeitas aos mesmos fatores desestabilizantes.

De forma geral, através de nossos ensaios não foi possível determinar qual ou

quais fatores estariam atuando para a desestabilização das enzimas. Para que se possa

conhecer um pouco mais sobre os mesmos seria necessária a purificação das

enzimas.
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5.6­ Estabilidade a 60ºC

Com o intuito de avaliar a estabilidade das enzimas a 60ºC, o extrato enzimático

foi mantido nessa temperatura por um período de 8 horas, em ausência de substrato.

Foi avaliado a estabilidade das enzimas utilizando extrato enzimático bruto dialisado,

extrato enzimático bruto não dialisado, extrato enzimático bruto dialisado acrescido

de íons Ca"? em concentrações de 5 e 10 mM e extrato enzimático não dialisado

acrescido de íons Ca”? nas mesmas concentrações, visto que a literatura mostra que

várias amilases termoestáveis são estabilizadas por íons Ca”? (GUZMÁN­

MALDONADO: PAREDES­LOPEZ, 1995). A cada 1 hora foram retiradas alíquotas

para a medida das atividades dextrinizante e amilase sacarificante. Os resultados são

mostrados na figura 14.

Observou­se uma nítida diferença nos perfis de estabilidade apresentados para

a­amilase dextrinizante e amilase sacarificante. Fatores como a diálise do extrato

enzimático bruto, bem como presença e ausência de íons Ca*?, em ambos os extratos

enzimáticos, interferiram na estabilidade das enzimas.

A estabilidade de a­amilase (Fig. 14 A e B) foi maior em extrato enzimático

não dialisado do que em extrato enzimático dialisado, o que mostra que a própria

diálise constitui um fator de desestabilização dessa enzima. Nota­se que o efeito da

adição de íons Ca? aos extratos enzimáticos dialisado e não dialisado, nas

concentrações de 5 e 10 mM, levou um perfil de estabilidade ainda mais

diferenciado.
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Figura 14: Estabilidade de o­amilase e amilase sacarificante a 60ºC.
(A) estabilidade de a­amilase utilizando 5 mM de Ca” (B) estabilidade de a­amilase 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"”?. — O — extrato enzimático dialisado sem Ca?; —s— extrato
enzimático dialisado com Ca”? — O — extrato enzimático não dialisado sem Ca”? —e— extrato
enzimático não dialisado com Ca”?
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A a­amilase dextrinizante presente no extrato enzimático dialisado e sem íons

Ca”?, mostrou­se estável depois de uma hora a 60ºC, 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 a­amilase presente no

extrato enzimático dialisado e acrescido de Ca? apresentou uma baixa

termoestabilidade perdendo 80% de sua atividade inicial na primeira hora a 60ºC

(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 a­amilase presente

no extrato enzimático não dialisado e sem íons Ca? mostrou­se bastante estável. À

enzima manteve 100% de sua atividade depois de 4 horas a 60ºC, mais de 90%

depois de 5 horas e 50% de atividade foi detectada após 8 horas Fig. (14 A). Uma a­

amilase de M. pusillus perdeu 19% de sua atividade depois de incubada por 1 hora a

60ºC (SOMKUTI e STEINBERG, 1980). Mohapatra e outros (1998) observaram

uma perda na estabilidade de a a­amilase de Mucor sp a 60ºC. À enzima perdeu 60%

da sua atividade em 1 hora sobre essa temperatura.

A a­amilase presente no extrato enzimático não dialisado acrescido de íons

Ca"? foi mais estável que aquelas contidas em extrato enzimático bruto dialisado e

não acrescidos de íons Ca? (Fig. 14 A e B). A enzima manteve 100% da atividade

depois de 6 horas em concentração de 5 mM de íons Ca? e 100% de atividade depois

de 8 horas na presença de 10 mM do ion junto ao extrato enzimático.
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As enzimas sacarificantes presentes no extrato enzimático bruto apresentaram

estabilidade muito inferior àquela observada para a a­amilase (Fig. 14 C e D). Em

todas as condições analisadas as enzimas perderam estabilidade já nas primeiras

horas a 60ºC. Uma amilase de À. oryzae perdeu 75% de sua atividade após 1 hora a

60ºC (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 60ºC.

Assim como nos experimentos realizados para a­amilase, as enzimas presentes

no extrato enzimático dialisado foram menos estáveis que aquelas presentes no

extrato não dialisado, mostrando que, a diálise do extrato enzimático bruto por si só,

constituiu um fator para a desestabilização da enzima.

As enzimas sacarificantes presentes no extrato enzimático dialisado, assim

como a a­amilase foram fortemente desestabilizadas na presença de íons Ca”?, já as

enzimas sacarificantes contidas no extrato enzimático não dialisado, e acrescido de

Ca"? não sofreram interferência do íon em sua estabilidade. Esses resultados mostram

que as enzimas sacarificantes presentes no extrato enzimático não requerem íons

Ca"? para a estabilização, e que a combinação entre diálise do extrato enzimático e

presença de íons Ca”, assim como para o­amilase também desfavoreceu a

estabilidade dessa enzima.

Soni e outros (2003) observaram uma diferença na estabilidade de glucoamilase

de Aspergillus AS­2 quando incubada na presença de íons Ca”?. A enzima perdeu
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80% de atividade depois de 30 minutos a 60ºC sem a presença do fon, e na presença

de 10 mM do ion, a atividade residual foi 20% maior.

Os resultados apresentados para a estabilidade das enzimas, principalmente

aqueles referentes a a­amilase, são de extrema importância, levando em conta o

tempo em que essa enzima permaneceu estável em uma temperatura de 60ºC, o que

mostra que essa enzima poderá atuar por um período de tempo maior, em processos

que necessitam de temperaturas mais elevadas. Cabe aqui ainda destacar que a
maioria das enzimas fúngicas mostradas na literatura não apresentaram

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

5.7­ Estudo dos efeitos de íons sobre a atividade amilolítica

5.7.1­ Efeito da adição de íons Ca”? à mistura de reação, sobre a atividade

das amilases

Para avaliar um possível efeito do Ca”? sobre as atividades das enzimas

produzidas em nossos ensaios, foram testadas soluções enzimáticas brutas dialisada

contra tampão acetato 10 Mm, pH 5,0, contendo EDTA e não dialisada (meio de

cultivo livre de micélio).

O perfil de atividade enzimática observada nos três métodos de determinação

enzimática, em presença de Ca? nas concentrações, que variam de 2 a 60 mM, são

mostrados na Figura 15.
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Nota­se que a atividade de a­amilase (Fig. 15 A) permaneceu praticamente

constante em todas as concentrações testadas para as amostras dialisada e não

dialisada, o que indica que a enzima não é influenciada por esse íon. Mohapatra e

outros (1998) observaram que, a atividade de oramilase de Mucor sp não era

influenciada pela adição de íons Ca"? em concentrações inferiores a 10 mM, e que

concentrações 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 T. lanuginosus na presença de 10 mM de fons Ca”. Por outro lado,

Somkuti e Steinberg (1980), estudando uma ar­amilase de M. pusillis, verificaram

que essa é completamente inibida por cálcio. As a­amilase de Cryptococcus flavus

perderam 30% de atividade na presença de 20 mM de Ca”? (VANDERLEY et al,

2003).

A atividade de amilase sacarificante medida pela liberação de açúcar redutor

(Fig. 15 B) diminui substancialmente em função do aumento da concentração de Ca”?

na mistura de reação, em ambos as amostras enzimáticas, indicando que essas

enzimas são inibidas por esse íon.
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Quanto à glucoamilase (Fig. 15 OC), observa­se que a atividade também é

inibida com o aumento da concentração do íon na mistura de reação, nas amostras

dialisada não dialisada. À atividade de glucoamilase de C. thermophilum diminuiu

em 70% na presença de 1 mM Ca”? (CEREIA et al., 2000). Por outro, Ali; Hossain

(1991) observaram um aumento de 7% na atividade de glucoamilase de À. terreus em
presença de íons Ca”? e um aumento de 32% na atividade de Glucoamilase de

Rhizopus sp A­11 foi observado por Fujio e Morita (1996) na presença de 10 mM de

Ca”. A presença de íons 10 mM Ca”? proporcionou um aumento em 45% na

atividade de  glucoamilasse de T  indicae­seudatiae (KUMAR e

SATYANARAYANA, 2003).

A presença de íons cálcio na mistura de reação também proporcionou um

aumento na atividade e estabilidade de glucoamilase de Aspergillus sp AS­2 (SONI

et al., 2003).

A independência de íons Ca”? na atividade de a­amilase (Fig. 15 A) traz

algumas vantagens para os processos envolvendo a utilização dessas enzimas. Dentre

elas, podem ser citada um menor custeio para o processo. Esse fato também reflete

na importância do uso dessa enzima em outros processos sob condições de escassez

de íons Ca”?. Segundo Gupta e outros (2003), uma das limitações do uso de a­

amilases em aplicações detergentes, consiste na dependência de íons Ca? para sua

atividade e estabilidade, sendo assim, seu uso ficaria restrito em ambientes com

baixas concentrações desse íon.
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5.7.2­ Efeito da adição de outros íons à mistura de reação, sobre a

atividade das amilases

Para o estudo da adição de outros íons à mistura de reação foi seguido o

procedimento descrito no item anterior, porém utilizando­se soluções de MegCLb,,

MnCl3, CuCl3, ZnCl3, HgCl2, AgCL2, KCI, AICI3, BaCL, CrCl3, FeCl7, NiCk, CoCk, e

de EDTA, em concentração suficiente para que a concentração do íon metálico na

mistura de reação fosse de 10 mM. Os resultados são mostrados na Figura 16.

A atividade de a­amilase (Fig. 16) não foi alterada pela presença de Mg”,

Mn"? e EDTA, em ambos os extratos enzimáticos dialisado e não dialisado (Fig. 16

A e D) e também não foi alterada na presença de Zn”?, Ba ?, Ni"? e Co”? no extrato

enzimático bruto dialisado (Fig. 16 D), porém perdeu atividade em 15, 42, 07, 69, 65

e 09% na presença de Zn”?, AIº, Hg”, Fê?, Cu”? e Ag”, respectivamente, no extrato

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

presença de íons K*, AI?, Hg”, Fê?, Cu”, Ag”? e Cr”, respectivamente, no extrato

enzimático dialisado (Fig. 16 D).

Um aumento na atividade de o­amilase pôde ser verificado na presença de

íons Ba”?, Cr? e Co”? no extrato enzimático dialisado em 06, 04 e 07%,

respectivamente (Fig. 16 D). Uma ao­amilase de 7. lanuginosus teve sua atividade

aumentada em 12% na presença de Ba”? e 03% na presença de EDTA (NUGYEN et

al., 2002).
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A atividade de a­amilase de M. pusillis diminuiu em 1, 90 e 07% quando .

foram adicionados ao extrato enzimático 10 Mm de Mg”, Cu? e EDTA,

respectivamente (SOMKUTI e STEINBERGER 1980). A atividade de a­amilase

produzida por C. flavus foi inibida em 04, 05, 80, 15 e 88% na presença de 20 Mm de

Mn”, Mg”, Fe”, Znºº e Hg”, respectivamente, e completamente inativada em

presença de Cu”? (WANDERLEY et al., 2004).

A atividade sacarificante (Fig. 16 B e E) foi inibida na presença da maioria

dos íons, com exceção de Ba? e EDTA que aumentarama atividade enzimática em 4

e 3% no extrato enzimático não dialisado (Fig. 16 B) e 15 e 37% no extrato

enzimático dialisado na presença de Ba? e Co”? (Fig. 16 E). A atividade enzimática

não foi alterada na presença de íons K' no extrato enzimático bruto dialisado (Fig. 16

E).

O perfil de atividade de glucoamilase (Fig. 16 C e F) foi bastante variado em

função da presença dos diferentes íons quando comparados com aqueles obtidos para

a atividade de a­amilase e sacarificante. A atividade da enzima presente no extrato

enzimático dialisado não foi alterada pela adição de íons Mn"? no meio reativo (Fig.

16 FP).

A atividade enzimática de ambos os extratos decresceu consideravelmente na

presença dos íons Mg", K*, Hg”, Ag? e EDTA (Fig. 16 Ce FP). Também foi

verificada um declínio na atividade na presença de Mn"? e AI”? no extrato enzimático

não dialisado (Fig. 16 O).
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All e Hossain (1991) verificaram um declínio na atividade de glucoamilase de

A. terreus na presença de Ag? e Hg”. Os íons Cu”?, Ni"? em uma concentração de

10 mM inibiram em parte a atividade de glucoamilase de Rhizopus sp A­ll,

enquanto que íons Ag”? inibiram completamente a atividade da enzima (FUJIO e

MORITA, 1996). A atividade de glucoamilase de S. Thermophilum decresceu na

presença dos íons Ba”?, Mn”?, Hg"”?, Mg"? Zn”? e EDTA (CEREIA «et al., 2000). Um

declínio na atividade de glucoamilase de t. indicae­sedaticae também foi observado

na presença dos íons Ni”, Ba?, Mn”, Hg”?, Mg”? e EDTA (KUMAR e

SATYANARAYANA, 2003).

A presença dos íons Zn”?, Ba?, Cr”, Fê?, Cu”?, Ni"? e Co”? acarretaram um

aumento na atividade de glucoamilase em 29, 46, 05, 03, 20, 19 e 09% no extrato
enzimático não dialisado (Fig. 16 C), enquanto que AI”?, Ba”?, Fê?, Cu”?, Ni? e Co”?

proporcionaram um aumento na atividade de glucoamilase no extrato enzimático

dialisado em 06, 62, 04, 11, 08 e 07% respectivamente (Fig. 16 F).

Um pequeno aumento na atividade de glucoamilase de Rhizopus A­11 foi

observado na presença de 10 Mm de íons Cr”?, A*?, Co”, Ba”? e Mn”? (FUJIO e

MORITA, 1996). A presença de íons Ag”?, Cu"? Co”? e Fe”em uma concentração de

10 mM aumentaram em 45, 29, 15, 59 e 88% respectivamente, a atividade de

glucoamilase de 7. indicae­seudaticae (KUMAR e SATYANARAYANA, 2003)

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

Mg"? aumentava a atividade de glucoamilase de Aspergillus sp AS­2 durante o
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processo de sacarificação do amido e que concentrações acima de 5 mM desse

mesmo fon inibiam a atividade da enzima.

Na tabela 2 a seguir é feita uma síntese do efeito de vários íons sobre a

atividade de amilases fúngicas.
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Tabela 2: Efeito de íons sobre a atividade de algumas amilases fúngicas.

Fungo Enzima íons Concentração Atividade Relativa Referência
(mM) (%)

Mg 10 99

Mucorpusillis a­amilase Ca*? 10 61 SOMKUTI e STEINBERGER (1980)
Cu *? 10 10

10 93

Aspergillus terreus Glucoamilase ALL e HOSSAIN (1991)

Rhizopus spA­11 Glucoamilase |

FUJIO e MORITA (1996)



Continuação da tabela 2.

Fungo Enzima Concentração —* Atividade Relativa Referência
(mM) (%)

7
1%

35/
05

Scytalidium thermophilum — Glucoamilase CEREIA et al., (2000)

1
1
1
1
1
1
1
1

Thermomyces lanuginosus — a­amilase NUGYEN et al., (2002)

rh
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Continuação da tabela 2.

Fungo Enzima

Cryptococcusflavus a­amilase

Thermomucor indicae­  Glucoamilase
seudaticae

Concentração
(mM)

20
20
20
20

20
20
20

Atividade Relativa

(%)

7O
0

96
95

20
85
22

Referência

WANDERLEY et al., (2004)

KUMAR e SATYANARAYANA (2003)

NM­ não mencionado



5.8­ Avaliação da atividade amilolítica em diferentes substratos

Esta etapa do presente trabalho consistiu em avaliar o perfil de atividade das

amilases quando incubadas em substratos amiláceos, derivados de amido de cadeia

curta, substratos sintéticos e sacarose. Foram utilizados como substratos amiláceos;

amido de milho, amido de mandioca, amido de batata doce e amido solúvel como

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

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

atividade enzimática sobre substratos sintéticos utilizou­se: p­nitrofenil­a­D­

glucopiranosídeo (a­PNPG), p­nitrofenil­B­D­glucopiranosídeo (B­PNPG) e p­

nitrofenil­a­D­maltosídeo. Para os substratos amiláceos foram medidas as atividades

enzimáticas nos três métodos de determinação e para os substratos derivados do

amido e sacarose foram medidas as atividades pelo método de quantificação de

açúcares redutores liberados e glucoamilase. Os resultados são mostrados na Figura

17.

As enzimas presentes no extrato enzimático apresentaram boa atividade em

todos os substratos amiláceos testados. A atividade de a­amilase (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 solúvel comercial. A atividade de a­amilase em

amido de milho e de batata foram de 10 e 7,36 U/mL, respectivamente.
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A diferença na atividade de a­amilase nos três substratos alternativos de

cadeias longas ocorre em função da resistência com que cada amido tem com relação

à enzima. O amido de batata demonstrou ser mais resistente ao ataque dessa enzima.

A maior atividade sacarificante (Fig. 17 B) foi detectada em presença de

amido solúvel (12,61 U/mL), seguida de 12,06 U/mL na presença de amido de batata

como substrato. À menor atividade ocorreu quando o substrato foi o amido de milho

(11,00 U/mL). Ainda com relação à atividade de amilase sacarificante, observou­se

pouca diferença na atividade da enzima em função dos substratos amiláceos

utilizados, e que o amido de mandioca demonstrou uma pequena resistência a ação

dessa enzima comparado com os demais substratos alternativos. Não foram
detectadas atividades em substratos derivados de amido, o que permite inferir que as

enzimas amilolíticas, presentes no extrato enzimático, não atuam em substratos de

cadeias curtas (Fig. 17 B).

A atividade de glucoamilase (Fig. 17 O) foi maior sobre o amido de milho

(1,55 U/mL), seguida de 1,25 U/mL do amido de mandioca e amido solúvel

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 três categorias de

acordo com suas susceptibilidades a hidrólise por glucoamilases; muito susceptível,

dentre eles encontram­se amidos de milho com 100% de amilopectina;

moderadamente susceptível, 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
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na Figura 17 C, para a atividade de glucoamilase, são consistentes com essa

classificação. Não foi detectada atividade enzimática em substratos de cadeias curtas,

o que reforça a hipótese de que a glicose presente nos hidrolisados, demonstrados em

etapas anteriores sejam devidas em boa parte pela ação de glucoamilases, uma vez

que a literatura tem mostrado que glucoamilases atuam preferencialmente em
substratos de cadeias longas, tais como o amido e amiláceos em geral.

Com relação as diferenças observadas nas atividades de a­amilase sobre os

substratos podem também estar relacionadas com a própria estrutura do amido. As

enzimas amilolíticas podem ou não atacar o grânulo de amido, conforme o tamanho

do grânulo, bem como a organização interna do mesmo e a proporção de amilose.

Segundo Tharanathan e outros (1980), a diferença na ação das enzimas amilolíticas

sobre os amidos de diferentes fontes, está diretamente relacionada com as diferenças

na composição 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 raízes e tubérculos (batata e mandioca), que contém

cerca de 20%. Além disso, as cadeias de amilose dos amidos de cereais em geral,

encontram­se associadas a moléculas de lipídios, que diferem no tipo e quantidade.

Esse complexo, amilose­lipídeo diminui a susceptibilidade da amilose ao ataque das

enzimas (CUI; OATES, 1999).

Outros fatores além dos mencionados podem interferir no mecanismo de ação

das amilases sobre os grânulos de amido. Segundo Dreher (1984), a própria
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associação entre os componentes do grânulo o torna mais ou menos susceptível ao

ataque das enzimas. Outro fator que atua de forma decisiva na atividade das enzimas

sobre os grânulos de amido, é a porosidade do mesmo (HUBER; BEMILLER. 1997).

De modo geral, as enzimas demonstraram excelente capacidade de ação nos

substratos amiláceos utilizados, o que as tornam muito interessantes para os diversos

processos biotecnológicos, as quais estão envolvidas. Um outro fator importante no

que diz respeito à transformação da molécula de amido, por essas enzimas, consiste

no fato de que os substratos testados provêm de fontes que estão entre as que se

prestam como fontes econômica ou comercial para a sua extração.

A utilização de substratos heterogêneos para a medida de atividade enzimática

foi feita com o intuito de avaliar uma possível presença de enzimas, tais como a a­

glicosidase, com capacidade de hidrolisar esses substratos. De acordo com Sugimoto

e colaboradores (2003) as a­glicosidases hidrolisam substratos heterogêneos como

a­glucosídeos e sacarose, além de substratos homogêneos como

maltooligossacarídeos e a­glucanas, e são classificadas de acordo com a atuação

sobre cada um desses substratos. Algumas a­glicosidases podem não apresentar

atividade sobre substratos como amido e sacarose, mas apresentar atividade sobre

substratos sintéticos como a e B­ PNPG (CONSTANTINO «et al. 1990).

Não houve nenhuma atividade enzimática sobre os substratos sintéticos

testados (Fig. 17 B e OC). Esses resultados, além de mostrarem que essas enzimas não

possuem a capacidade de atuar sobre esses substratos, também descarta a
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possibilidade da existência de B­amilase junto ao extrato enzimático, uma vez que o

p­nitrofenil­a­D­maltosídeo consiste em um substrato específico para a determinação

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

sacarose tanto pelo método de quantificação de açúcares redutores liberados quanto

pelo método de quantificação da glicose liberada.
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Figura 17: Efeito de diferentes substratos sobre a atividade das amilases.
(A) atividade de a­amilase (B) atividade sacarificante (C) atividade de glucoamilase.
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5.9­ Identificação dos produtos de hidrólise enzimática do amido solúvel a

1% ao longo do tempo

Com o intuito de avaliar o perfil de distribuição dos açúcares redutores

liberados durante a hidrólise do amido, a solução de amido solúvel comercial a 1%

foi incubada junto ao extrato enzimático bruto de R. pusillus A13.36 obtido em

condições ideais de pH e temperatura de meio de cultivo.

Analisando­se o cromatograma da Figura 18 observa­se a presença nítida de

três bandas correspondentes aos padrões de glicose, maltose e maltotriose, em 10 e

em 30 minutos de hidrólise. Percebe­se ainda, que a banda referente a maltotriose,

em 30 minutos de hidrólise, aparece menos intensa quando comparada a obtida em

10 minutos de hidrólise. Esse dado podia sugerir que a maltotriose, depois de

decorridos 10 minutos de reação, passaria a sofrer ação de glucoamilases presentes

no extrato enzimático, resultando em maltose e glicose. Entretanto, não foi detectada

atividade sobre esse triglicerídeo quando testado isoladamente (Fig. 10). Açúcares de

pesos moleculares superiores a maltotriose não foram detectados.

A hidrólise 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 à glicose,

maltose, maltotriose, maltotetraose, maltopentaose e maltohexaose resultantes da

hidrólise do amido solúvel, utilizando a­amilase de Rhizopus sp foram detectadas por

Cruz e colaboradores (1997).
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cm

Figura 18: Cromatografia descendente em papel Whatman nº1 dos produtos de hidrólise do amido
solúvel a 1% tratado com extrato enzimático de Mucor sp A13.36.
G= glicode, G2= maltose, G3= maltotriose, G4= maltotetraose, G5= maltopentaose, Gó=
maltoexaose, Hl1= hidrolisado 10 min., H2= hidrolisado 30 min.
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Com o intuito de avaliar não só um perfil qualitativo, mas também o perfil

quantitativo de açúcares redutores liberados durante a hidrólise, uma cromatografia

líquida foi realizada. Um estudo quantitativo nos dá uma idéia de quais açúcares

estão sendo liberados e em quais proporções esses açúcares aparecem como

resultados da ação das enzimas contidas no extrato enzimático.

Analisando os dados da Tabela 3, nota­se que ocorreu um aumento nas

— concentrações de glicose, maltose e maltotriose no decorrer do tempo de hidrólise

enzimática. Observa­se ainda que, 96% do amido inicial foi hidrolisado nos

primeiros 60 minutos de reação.

Dentre os 96% do amido hidrolisado, 64% constitui­se de glicose, 19%

maltose e 7% maltotriose. Maltotetraose foi detectada em pequenas quantidades, em
10 e 30 minutos de hidrólise, enquanto que açúcares maiores ou iguais a

maltopentaose foram detectados em todos os tempos analisados, porém em baixas

concentrações. Soni e outros (2003) obtiveram 86% de amido hidrolisado depois de

24 horas de reação utilizando amilases de Bacillus sp. AS­1 e Aspergillus sp. AS­2.

A hidrólise total do amido foi detectada em 240 horas, sendo que os produtos

constituem­se de 66% glicose, 19,5% maltose e 7,7% de maltotriose. Os 6,6%

restantes correspondem a açúcares maiores que maltopentaose os quais não puderam

ser identificados. A ação de glucoamilases produzidas pelo fungo termofílico 7.

lanuginosus sobre o amido de batata resultou depois de 24 horas em um hidrolisado

contendo 76% de glicose (MISHRA; MAHESHWARI, 1996).
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Tabela 3: Cromatografia líquida dos produtos de hidrólise do amido solúvel a 1% tratado com extrato enzimático de
Rhizomucor pusillus À 13.36.

Produto

Glicose Maltose Tetrose

Tempo de % % Conc. Conc. %

hidrolise (mg/mL) (mg/mL)
(min.)
0 0 0

10 0,76 0,45

30 1,41 : 0,69

60 3,19 1,23

3,30
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Os produtos de hidrólise detectados através das cromatografias de papel e

líquida, revelam um alto poder de ação das enzimas contidas no extrato enzimático

tendo em vista um tempo de hidrólise relativamente curto. Comparando os dados

obtidos nas duas cromatografias, observa­se uma diferença na tonalidade das bandas

de glicose e maltose na cromatografia de papel, o que sugeriria uma maior
concentração de maltose no hidrolisado. Essa maior concentração, entretanto, não

foi confirmada pela cromatografia líquida. Essa tonalidade acentuada da banda de

maltose em comparação com a banda de glicose pode estar relacionada com uma

maior afinidade entre maltose e os corantes utilizados na revelação.

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

presentes no extrato enzimático apresentaram um excelente poder de ação sobre o

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

nenhum tipo de repressão em função da presença em grande quantidade de produto

formado durante a hidrólise.
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6­ Hidrólise do amido de milho e mandioca a 25% para a produção de xarope

Esta etapa do trabalho consistiu em avaliar o efeito das enzimas contidas no

extrato enzimático bruto, na hidrólise do amido de milho e mandioca. Para estes

ensaios suspensões de amido, a 25% (p/p), em base seca, foram submetidas a ação

das enzimas contidas no extrato enzimático bruto, obtido a partir de meio de cultivo

contendo farelo de mandioca como fonte de carbono, nas melhores condições de pH

inicial de meio de cultivo e temperatura, definidos anteriormente. A hidrólise

ocorreu em pH 5,0 a 80 e 90ºC 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 açúcares redutores liberados e expressos como

porcentagem em relação ao amido seco (açúcar redutor liberado para cada 100g de

amido seco). Os hidrolisados também foram submetidos a análise cromatográfica de

papel.

Os valores de açúcares redutores expressos como porcentagem de amido

hidrolisado foram submetidos à análise de variância (tabela 4). A média geral do

ensaio foi de 26,71% de amido hidrolisado, com um desvio padrão de 2,0267 e um

coeficiente de variação de 7,5854.

Pode­se observar pelos resultados de análise de variância, que os fatores

substratos, temperatura, tempo e a interação entre temperatura e tempo, exerceram

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

contidas no extrato enzimático. À interação entre substratos e temperaturas,
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substratos e tempo, assim como a interação entre substrato, temperatura e tempo,

não exerceram efeito significativo.

Tabela 4: Análise de variância da hidrólise do amido de milho e mandioca a 80 e 90ºC por
1 e duas horas.

Causa da G.L S.Q Q.M F

variação
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 4.0334S

Meio x Tempo 1 .0216 .0216 .0053S

Temperatura x Tempo — 1 723148 72.3148 17.6057**

Meio x Temp x Tempo |1 9,1267 9,1267 2.22205

(Tratamentos) 7 2295.5135 2295.5135

Resíduo 14 57.5044 57.5044

NS= não significativo; *= significativo ao nível de 5%; **= significativo ao nível de 1%.

O teste de Tukey, para as médias de porcentagem de hidrólise do amido de

milho e mandioca, indicou que as enzimas contidas no extrato enzimático atuaram

com maior eficiência sobre o amido de milho, alcançando um rendimento de 27,87%

de amido hidrolisado, contra um rendimento médio de 25,57% para a hidrólise do

amido de mandioca.
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A aplicação do teste de Tukey, aplicado para avaliar o efeito da hidrólise

enzimática, indicou que as enzimas atuaram mais eficientemente a 80ºC,

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

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

duas horas de hidrólise o rendimento foi significativamente maior do que aquele

observado para 1 hora de hidrólise. Em duas horas de hidrólise o rendimento foi de

30.92%, já em 1 hora de hidrólise o rendimento foi de apenas 22.52%.

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

Fatores Média (% de hidrólise)

Milho : 27.8692 À
Meio

Mandioca 25.5675 B

80ºC 35.2383 À

Temperatura
90ºC 18.1983 B

2 horas 30.9192 A

Tempo
lhora 22.5175 B

Foi também aplicado o teste de Tukey para as médias de porcentagem de

hidrólise para a interação entre os fatores temperatura e tempo de hidrólise. Os

resultados do teste mostraram que o melhor rendimento foi alcançado quando os
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ensaios ocorreram a 80ºC, durante duas horas (41,17%), seguido de 29,30% quando

os ensaios ocorreram a 80ºC durante 1 hora. As médias observadas para os ensaios

ocorridos a 90ºC durante 1 e duas horas foram inferiores, alcançando 15,73 e

20,66%, respectivamente.

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

Fatores
|

Média (% de hidrólise)

80ºC ­2 horas 41,1750 À

80ºC ­1 hora 29.3017 B

90ºC ­2 horas 20.6633 C

90ºC ­ 1 hora 157333 D

Considerando que o fator substrato (tipo de amido usado) exerceu influencia

significativa sobre os teores de açúcares redutores, ou seja, que as enzimas

hidrolisaram diferentemente o amido de milho e de mandioca, deu­se

prosseguimento às análises dividindo­se os dados em 2 blocos (milho e mandioca) e

realizadas as análises dentro de cada bloco.

Os resultados para análise de variância dos blocos individualizados, milho

(tabela 7) e mandioca (tabela 8), mostraram que os fatores temperatura e tempo de

hidrólise foram significativos para ambos os blocos e mostrou também, que a

interação entre os fatores temperatura e tempo de hidrólise não foram significativos
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quando o substrato foi amido de milho (tabela 7), porém foi significativa quando

utilizou­se amido de mandioca (tabela 8).

Tabela7: Análise de variância da hidrolise do amido de milho a 80 e 90ºC por 1 e duas
horas.

Causa da G.L S.Q Q.M F

variação
Temperatura (A) 1 1049.2570 1049.2570 317.6126 *+*

Tempo (B) 214.7994 214.7994 65.0203*+*

AxB 15.0304 15.0304 4,5497ºS

(Tratamentos) 1279.0868 426.3623

Resíduo 19.8214 3.3036

NS= não significativo; **= significativo ao nível de 1%.

Tabela 8: Análise de variância da hidrolise do amido de mandioca a 80 e 90ºC por 1 e duas
horas.

Causa da G.L S.Q Q.M F

variação
Temperatura (A) 1 709.4794 709.4794 169.,7842 **

Tempo (B) 208.7502 208.7502 49,9556**

Temperatura x Tempo 66.4111 66.4111 15.8927*+*

(Tratamentos) 984.6407 328.2136

Resíduo 25.0723 41787

NS= não significativo; **= significativo ao nível de 1%.
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O teste de Tukey (tabela 9) para as médias dos fatores temperatura e tempo de

hidrólise, dentro de cada bloco (amido de milho e mandioca), mostrou que a enzima

foi significativamente melhor a 80ºC que a de 90ºC, para ambos os substratos. Essa

melhor atividade enzimática observada a 80ºC pode ser justificada pelo fato dessa

temperatura estar mais próxima da temperatura ótima de atuação das enzimas e que

a 90ºC as enzimas estariam sendo inativadas, conforme pode ser observado na

figura 12.

O mesmo teste revelou também que duas horas de hidrólise foi

significativamente melhor que 1 hora tanto a 80, quanto a 90ºC quando amido de

milho foi o substrato. Para o substrato amido de mandioca, o teste mostrou que a

80ºC, duas horas de hidrólise foi melhor que 1 hora, porém, não considerou

significativa as diferenças entre os produtos de hidrólise resultantes de 1 e duas

horas.

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

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

produção de xarope. Altos teores de açúcares redutores foram liberados em ambos

os substratos, porém o amido de milho mostrou maior susceptibilidade ao ataque das

enzimas. A melhor temperatura de hidrólise para os dois substratos foi 80ºC, já o

melhor tempo foi de duas horas a 80ºC, para os dois substratos e duas horas a 90ºC

para o amido de milho. Embora não tenha sido considerada estatisticamente

significativa a diferença entre os resultados obtidos para o amido de mandioca, em 1
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e duas horas a 90ºC, foi possível observar uma maior quantidade de açúcares

redutores em duas horas de hidrólise.

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

Milho Média (% de hidrólise) Mandioca Média (% de hidrólise)

80ºC x 2 horas 42.5700 À 80ºC x 2 horas 39.7800 A

80ºC x 1 hora 31.8700 B 80ºC x 1 hora 267333 B

90ºC x 2 horas 21.6300 C 90ºC x 2 horas 19.0600 C

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

E conhecido que o amido de milho é mais susceptível à hidrólise enzimática

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 Análise cromatográfica dos produtos de hidrólise do amido a

Para uma avaliação de quais produtos estariam sendo liberados durante a

hidrólise foi realizada uma cromatografia de papel conforme mostram as figuras 19
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e 20. Glicose, maltose, maltotriose e maltotetraose foram tomados como padrão.

Através das figuras 19 e 20, observa­se bandas referentes aos padrões de glicose,

maltose, maltotriose e maltotetraose, o que indica que esses quatro açúcares são

liberados no processo de hidrólise do amido de milho e de mandioca. À presença

desses açúcares no hidrolisado também mostra que as enzimas presentes no extrato

enzimático atuaram de forma similar em ambos os substratos.

Esses dados confirma a capacidade sacarificante das enzimas quando o amido

foi usado em concentração de 25%, indicando que a solução enzimática em questão

apresenta importante potencial biotecnológico.
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cm

Figura 20: Cromatografia descendente em papel Whatman nº1 dos produtos de hidrólise do amido
de mandioca a 25% tratado com extrato enzimático de R. pusillus A13.36.
G= glicose, G2= maltose, G3= maltotriose, G4= maltotetraose, Hl= 1 hora a 80ºC, H2= duas horas
a 80ºC, H3= 1 hora a 90ºC, H4= duas horas a 90ºC.
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7­ Atividade amilolítica em Gel de poliacrilamida

A atividade amilolítica em gel de poliacrilamida foi realizada com o intuito

de verificar o número de frações protéicas com atividade amilolítica, presentes no

extrato enzimático, obtido a partir de cultivo determinado sob condições ideais. Os

resultados são mostrados na Figura 21.

Os dados da Figura 21 mostram a presença de uma banda correspondente a

atividade amilolítica para cada extrato, em E1, extrato enzimático obtido a partir de

cultivo com farelo de mandioca como fonte de carbono e E2, extrato obtido a partir

de cultivo com amido solúvel comercial como fonte de carbono.

Nota­se nitidamente uma diferença acentuada entre as duas bandas presentes,

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

obtido a partir de cultivo em meio com farelo da mandioca. Cabe aqui ressaltar que

o extrato enzimático obtido em meio com farelo de mandioca apresentou uma maior

atividade enzimática nos três métodos de determinação. Ainda com base nos dados

apresentados pode­se inferir que as bandas presentes em ambos os extratos

possivelmente seriam os resultados da ação de a­amilases.

FS
AVAVAV

2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



cm

Figura 21: Atividade amilolítica em gel de poliacrilamida.
El= extrato enzimático obtido em meio de cultivo contendo farelo de mandioca como fonte de
carbono, E2= extrato enzimático obtido em meio de cultivo contendo amido solúvel como
fonte de carbono e M= marcador de peso molecular.
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VI ­ CONSIDERAÇÕES 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 simultâneas,

além da presença de glucoamilases. Essas atividades conjuntas permitiu uma

hidrólise de mais de 60% da solução de amido a 1% e mais de 40%, quando a 25%.

A alta temperatura de atuação das enzimas, além da termoestabilidade

associadas ao potencial sacarificante, sugere que estes preparados enzimáticos

possuem grande potencial de aplicação na produção de xarope. Deve ser destacado

ainda, que as enzimas não requerem cálcio para manter sua estabilização a altas

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

contrário, as atividades sacarificantes e dextrinizantes são inibidas por esse íon. Essa

propriedade barateia o processo pelo não requerimento da adição de cálcio e ainda

evita a formação de complexos de cálcio indesejáveis.

Embora os dados com enzima bruta tenham sido satisfatórios com relação à

aplicação na hidrólise, visto que os preparados enzimáticos utilizados na indústria

também consistem de enzimas não purificadas, deixaram questões importantes

como: a atividade dextrinizante e sacarificante é realmente derivada de duas enzimas

diferentes? A termoestabilidade observada é característica devida unicamente às

estruturas das moléculas ou existem outros fatores exógenos (do meio) favorecendo

. . qe; , + . ”a mesma? Como ocorre o efeito inibitório dos íons Ca”?? Por que essas enzimas são
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inibidas enquanto outras são estabilizadas pelo cálcio? Quais as diferenças entre as

ações inibitórias da atividade enzimática e temoestabilização das enzimas?

Essas questões somente poderão ser respondidas com a purificação das

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

VII ­ CONCLUSÕES

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

­ A linhagem de Rhizomucor pusillus A13.36 mostrou excelente capacidade

de produzir o­amilases com poder dextrinizante e sacarificante, em fermentação

submersa (FSM).

­ O fungo produziu glucoamilase em FSM em quantidade máxima de 1,56

U/mL.

­ O pH inicial de meio de cultivo mais indicado para a produção das enzimas

foi 6,0 e a melhor temperatura de cultivo para a produção das enzimas foi 45ºC.

­ Tanto farelo de milho, quanto farelo de mandioca mostraram capacidade de

indução da síntese das enzimas.

­ As enzimas amilolíticas presentes no extrato enzimático bruto foram

otimamente ativas em temperaturas elevadas (75ºC para atividade de a­amilase
dextrinizante e sacarificante, 70ºC para glucoamilase) e apresentaram boa

estabilidade térmica quando incubadas em temperaturas na ausência de substrato.

EV
AVAVAY

2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



­ As características físico­químicas das enzimas indicaram a presença de 2

tipos diferentes de a­amilase, uma sacarificante e outra dextrinizante.

­ À a­amilase presente na solução enzimática bruta atuou preferencialmente

em moléculas de amido (mandioca > milho > batata) e não apresentou atividade em

dextrinas de cadeias curtas, substratos sintéticos e sacarose.

­ A hidrólise do amido de milho e mandioca, utilizando extrato enzimático

bruto, resultou na liberação de açúcares 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 produção de xaropes.
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