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RESUMO

Introdugao: A utilizacdo de enzimas em tecnologia de alimentos é
considerada um processo ambientalmente adequado, além de fornecer um
bioproduto com qualidade superior. As amilases sdo enzimas que hidrolisam
o amido, formando oligossacarideos e glicose. A hidrdlise enzimatica do
amido tem a vantagem de ndo formar compostos indesejados, empregar
temperaturas mais amenas e nao causar problemas de corrosao em
equipamentos. Uma das principais aplicacbes da hidrolise enzimatica de
amido € na producédo de xarope de glicose. No entanto, para aplicagdes
industriais, € possivel empregar enzimas imobilizadas, uma vez que a
técnica de imobilizagdo promove maior estabilizagdo a enzima com relagao
aos efeitos da temperatura, além de permitir sua reutilizacdo. Diferentes
tipos de suportes podem ser utilizados para imobilizagdo de enzimas, dentre
eles, o p6é de sabugo de milho, um residuo agroindustrial. Objetivo: Avaliar a
imobilizacdo de amilases comerciais em pd de sabugo de milho ativado e
averiguar o efeito da aplicagdo do derivado em resposta a processos de
hidrdlise de amido. Resultados: A glucoamilase e a a-amilase, ambas em
suas formas livres, apresentaram temperaturas de maxima atividade de
40°C e 50°C, respectivamente. O valor de pH 6timo da glucoamilase e da a-
amilase foi de 5. A enzima glucoamilase apresentou maior estabilidade a
temperatura quando comparado a enzima a-amilase, na forma livre e por
este motivo foi realizada apenas a imobilizacdo covalente unipontual da
enzima glucoamilase em p6 de sabugo de milho. A imobilizagdo da referida
enzima foi avaliada em diferentes pHs (5 e 7). No entanto, a analise dos
resultados evidenciou que nao houve diferenga no perfil de rendimento de
imobilizagdo. O pH 5 foi selecionado para continuidade dos estudos, e a
enzima glucoamilase foi imobilizada em pdé de sabugo de milho,
apresentando um rendimento de imobilizagdo de 95%. A enzima
glucoamilase na sua forma imobilizada foi caracterizada em relagdo aos
valores 6timos culminado em pH=5 e temperatura de 60°C. Com relagao a
estabilidade térmica, a enzima imobilizada apresentou boa estabilidade nas
temperaturas de 30°C e 40°C, semelhantemente aos resultados obtidos para
a forma livre. O biocatalisador imobilizado foi aplicado em reacdes de
hidrolise do amido, operado em modo batelada. Em 8h de reagéo (50°C e
pHS5), foram obtidos valores de conversdes de amido em glicose de 46% e
55%, empregando-se a glucoamilase em suas formas livre e imobilizada,
respectivamente. O perfil de conversao de amido em glicose em fungao do
tempo, foi semelhante, independentemente se a enzima estava livre ou
imobilizada. Conclusao: A glucoamilase comercial imobilizada em p6 de
sabugo de milho apresentou potencial para hidrolisar o0 amido em glicose,
podendo ser aplicada em processos industriais.

Palavras-chave: Glucoamilase; a-amilase; P66 de sabugo de milho;
Imobilizagdo de enzimas; Hidrdlise enzimatica de amido.
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Abstract

Introduction: The use of enzymes in food technology is considered an
environmentally appropriate process, in addition to providing a bioproduct
with superior quality. Amylases are enzymes that hydrolyze starch, forming
oligosaccharides and glucose. Enzymatic hydrolysis of starch has the
advantage of not forming unwanted compounds, employing milder
temperatures and not causing corrosion problems in equipment. One of the
main applications of enzymatic hydrolysis of starch is in the production of
glucose syrup. However, for industrial applications, it is possible to employ
immobilized enzymes, since the immobilization technique promotes greater
stabilization of the enzyme with respect to the effects of temperature, in
addition to allowing its reuse. Different types of supports can be used to
immobilize enzymes, among them, corn cob powder, an agro-industrial
residue. Objective: To evaluate the immobilization of commercial amylases
in activated corn cob powder and to investigate the effect of applying the
derivative in response to starch hydrolysis processes. Results:
Glucoamylase and a-amylase, both in their free forms, showed maximum
activity temperatures of 40 °C and 50 °C, respectively. The optimal pH value
of glucoamylase and a-amylase was 5. The enzyme glucoamylase showed
greater temperature stability when compared to the enzyme a-amylase, in
the free form and for this reason, only one-point covalent immobilization of
the enzyme glucoamylase was performed. corncob powder. The
immobilization of this enzyme was evaluated at different pHs (5 and 7).
However, the analysis of the results showed that there was no difference in
the immobilization income profile. PH 5 was selected to continue the studies,
and the enzyme glucoamylase was immobilized in corncob powder, with an
immobilization yield of 95%. The enzyme glucoamylase in its immobilized
form was characterized in relation to the optimum values culminating at pH =
5 and temperature of 60°C. Regarding thermal stability, the immobilized
enzyme showed good stability at temperatures of 30°C and 40°C, similarly to
the results obtained for the free form. The immobilized biocatalyst was
applied in starch hydrolysis reactions, operated in batch mode. In 8h of
reaction (50°C and pH5), values of starch to glucose conversions of 46% and
55% were obtained, using glucoamylase in its free and immobilized forms,
respectively. The conversion profile of starch to glucose as a function of time
was similar, regardless of whether the enzyme was free or immobilized.
Conclusion: Commercial glucoamylase immobilized in corncob powder
showed the potential to hydrolyze starch into glucose and can be applied in
industrial processes.

Keywords: Glucoamylase; a-amylase; Corn cob powder; Enzyme
immobilization; Enzymatic hydrolysis of starch.
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1 INTRODUGCAO

Desde tempos remotos, as enzimas sao utilizadas de modo empirico em suas
aplicagoes, seja no ambito alimenticio ou para fins curativos. A principio, acreditava-
se que as enzimas atuassem exclusivamente in vivo, no entanto, com os avangos
tecnoldgicos e cientificos iniciados em meados do século XX as enzimas ganharam
uma nova importancia: a aplicagédo em produtos e processos industriais (1).

O processo industrial de hidrolise de amido inicialmente aplicava a técnica
conhecida como hidrélise acida, que apesar de ser considerado um processo mais
rapido, apresenta algumas desvantagens, dentre elas, pode-se citar a baixa
eficiéncia, corrosdao de equipamentos, condigdes de processo mais severas
(principalmente temperatura e pressao), além de nao ser considerado um processo
mais ecoldgico, ja que ha geracdo de produtos de degradacdo. Entretanto, nos
tempos atuais a industria vem aplicando a técnica de hidrélise de amido através de
catalisadores bioldgicos (enzimas, especificamente amilases), que apresentam uma
maior eficiéncia, as condi¢cdes de processo sao mais brandas e ndo ha formacéao de
subprodutos indesejaveis e corrosao de equipamentos (1).

Na década de 1830, cientistas franceses isolaram do malte da cevada por
meio de um complexo enzimatico capaz de hidrolisar o amido, e tempos depois, em
1890, nos Estados Unidos, o bioquimico Jokichi Takamine iniciou a producéo
comercial de uma amilase de origem fungica, que posteriormente foi patenteado em
diversos paises. Tal descoberta proporcionou grandes mudangas em diversos
setores industriais, podendo-se definir como principais aplicagdes a produgao de
xarope de glicose, que além de ser amplamente utilizado como adogante também
pode servir de substrato para fermentacdo e ser convertido em etanol ou acidos

organicos, ou ainda ser formulada como glicose cristalina (2). Na década de 1950,
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George W. Beadle e Edward L. Tatum comprovaram a hip6tese de que um gene tem
a capacidade de codificar a sintese de uma unica enzima por meio de ensaios com o
fungo Neurospora crassa. As principais amilases utilizadas para fins industriais,
principalmente na produgcdo de hidrolisados de amidos, s&o provenientes dos
seguintes microrganismos: Bacillus licheniformis, Bacillus amyloliquefaciens e
Aspergillus oryzae (3).

Contudo, o emprego de biocatalisadores na industria € limitado devido ao alto
custo. Assim, surge a necessidade de se imobilizar as enzimas, sendo que uma
enzima imobilizada pode ser definida como uma enzima fisicamente confinada ou
localizada em uma determinada regido do espago com retengao de suas atividades
cataliticas e que podem ser reutilizadas (4). Esta técnica foi consolidada em 1972,
data da primeira imobilizagdo de uma enzima destinada a aplicagdes comerciais. Em
1982 houve a intensificacdo de estudos de producdo de enzimas associados a
organismos geneticamente modificados (5). As enzimas imobilizadas em suportes
apresentam algumas vantagens: o biocatalisador pode ser reutilizado por diversas
vezes; maior facilidade no processo de recuperagdo do biocatalisador, ja que o
derivado é insoluvel ao meio reacional; aplicacdo em biorreatores continuos; além
da vantagem de proporcionar maior estabilidade, mantendo com maior facilidade
suas caracteristicas bioquimicas e as condigdes externas, como pH e temperatura
(4,6).

Entretanto, deve-se levar em consideragao alguns fatores importantes como a
avaliacdo da viabilidade econ6mica do emprego de enzimas, que pode estar
diretamente relacionado com o baixo consumo de material e energia, além de evitar
a geracao de possiveis residuos industriais e de emissdes de poluentes. Essas

caracteristicas revelam um elevado potencial com relagdo a empregabilidade de
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processos biocataliticos em escala comercial. Estudos mostram que o mercado
global de enzimas vem crescendo, por exemplo, em 2010 que ultrapassou US$ 3,3
bilhdes, sendo o maior volume direcionado as enzimas do tipo hidrolases. Neste
mesmo ano, constatou-se que o emprego de biocatalisadores predominantemente
para fins farmacéuticos e de pesquisa proporcionou um movimento anual de

aproximadamente US$ 2,4 bilhdes (7).
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CONCLUSAO

A enzima glucoamilase na sua forma livre foi estavel em temperaturas
relativamente elevadas (50°C). Além disso, a glucoamilase na sua forma livre
também apresentou boa estabilidade em pH=5. Entretanto, a enzima a-
amilase na sua forma livre foi menos estavel em temperaturas relativamente
elevadas (50°C) e pH=5, quando comparado a enzima glucoamilase;

A enzima glucoamilase comercial foi imobilizada em p6 de sabugo de milho
por ligagdo do tipo unipontual com sucesso, fornecendo valores médios de
rendimento de imobilizagdo de 95%;

A enzima glucoamilase comercial previamente imobilizada foi estavel em
temperaturas relativamente elevadas (50°C), além de apresentar uma
estabilidade superior a enzima livre em pH=5 a 50°C, o que denota um bom
desempenho para futuras aplicagcbes em escala industrial;

A enzima glucoamilase comercial previamente imobilizada apresentou
potencial para hidrolisar a molécula de amido em glicose, fornecendo uma

conversao de amido em glicose de 46% em 8h de reagao.
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