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RESUMO

SANTANA, R. S. M. Producéo de enzimas amiloliticas através da fermentacéo em estado
solido. Itapetinga-BA: UESB, 2012. 73p. (Dissertacdo - Mestrado em Engenharia de Alimentos
— Ciéncia dos Alimentos).*

Obijetivou-se no presente estudo utilizar os meios de cultura alternativos (farelo de
cacau, casca de mandioca e palma forrageira), para obtengdo de enzimas amiloliticas através da
fermentacdo em estado solido utilizando os fungos filamentosos Aspergillus niger e Rhizopus
sp. Na fermentacdo em estado s6lido o micro-organismo é inoculado em um substrato onde a
agua promove o crescimento e metabolismo celular e ndo excede a capacidade maxima de
ligagdo de 4gua a matriz solida. A concentragdo de esporos utilizada como indculo foi de 10’
esporos/g de meio de sélido e as fermentacdes foram conduzidas em trés tempos (24, 72 e 120
horas), trés temperaturas (25°C, 30°C e 35°C) e em trés umidades (55, 60 e 65% para 0 cacau,;
45, 55 e 65% para a mandioca; 50, 60 e 70% para a palma). A atividade enzimatica foi
determinada pela técnica do acido dinitrosalicilico (DNS). Em todas as fermentagfes foi
possivel identificar a presenca de enzimas amiloliticas, onde as quantidades obtidas em cada
ensaio variaram de acordo com a quantidade de agua adicionada e o tempo de fermentacdo das
amostras. E possivel observar que todos os meios de cultura utilizados foram viaveis para
produzir enzimas amiloliticas, mostrando que é possivel obter produtos de alto valor agregado
de residuos que séo rejeitados pela industria sem nenhum valor, podendo a partir dai obter
enzimas e utilizar em diversos ramos da inddstria.

Palavras — chave: amilase, bioconverséo, fungos filamentosos.

*Qrientador: Prof®. Marcelo Franco, Dr°., UESB e Co-orientadora: Profé. Renata Cristina
Ferreira Bonomo, Dr®., UESB.



ABSTRACT

SANTANA, R. S. M. Production of amylolytic enzymes by solid state fermentation.
Itapetinga-BA: UESB, 2012. 73p. (Dissertacdo - Mestrado em Engenharia de Alimentos —
Ciéncia dos Alimentos).*

The objective of the present study using the alternative culture media (bran, cocoa,
cassava and cactus), to obtain amylolytic enzymes by solid state fermentation using the fungi
Aspergillus niger and Rhizopus sp. In solid-state fermentation micro-organism is inoculated in
a substrate where the water promotes cellular growth and metabolism and does not exceed the
maximum capacity of binding water to a solid matrix. The concentration of spores used as
inoculum was 10" spores / g of medium and solid fermentations were conducted in three stages
(24, 72 and 120 hours), three temperatures (25 ° C, 30 ° C and 35 ° C) and three moisture
contents (55, 60 and 65% for cocoa, 45, 55 and 65% for cassava, 50, 60 and 70% for the palm).
The enzyme activity was determined by dinitrosalicilico acid (DNS). In all fermentations was
possible to identify the presence of amylolytic enzymes, where the quantities obtained in each
assay varied according to the amount of water added and the fermentation time of the samples.
You can see that all culture media were used to produce viable amylolytic enzymes, showing
that it is possible to obtain products of high added value of waste that is rejected by the industry
with no value and may thereafter obtain enzymes and use in various branches of industry.

Keywords: amylase, bioconversion, filamentous fungi.

*Adviser: Porfe. Marcelo Franco, Dr°., UESB e Co-adviser: Prof?. Renata Cristina Ferreira
Bonomo, Dr?., UESB.
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1. INTRODUCAO

Processos fermentativos s@o utilizados pela humanidade para a producdo de bebidas
alcodlicas, pées, vinagre, iogurte, queijos entre outros, mas somente a partir do século XIX é
que se descobriu que os responsaveis pela fermentagdo eram micro-organismos. A fermentacao
é uma ferramenta muito utilizada nos processos industriais e apresenta importancia crescente
em diversos setores da economia. Muitos produtos sdo comercializados atraves de produtos
fermentativos, tais como: acidos organicos, aminoacidos, vitaminas, biopolimeros, solventes,
enzimas, bebidas alcodlicas, alimentos, entre outros (BORZANI, 2001).

H& muito tempo o homem utiliza enzimas para catalisar uma série de reacdes. De
acordo com Leadlay (1993), as enzimas ja eram utilizadas diariamente na indlstria para
acompanhar reagdes quimicas fora da célula, muito antes de se entender a natureza e funcéo. O
uso do malte da cevada para conversdo do amido em agUcares e 0 uso similar de preparacoes
fangicas brutas em paises orientais sdo exemplos de alguns usos antigos de enzimas. Entre as
enzimas produzidas por técnicas biotecnolégicas, aquelas com atividade amilolitica apresentam
um papel importante na indUstria de alimentos, pois a maioria dos processamentos industriais do
amido envolve a hidrélise desse polimero, que passa entdo a ser convertido em xaropes de
glicose, maltose, frutose, maltotetrose, dextrinas e ciclodextrinas. Cada tipo de xarope requer
diferentes tipos de enzimas amiloliticas (GOMES et al., 2007).

A producdo de enzimas amiloliticas teve inicio no comeg¢o do século passado, em
decorréncia do interesse industrial da producado de glicose a partir de materiais amilaceos. Desde
entdo, as técnicas e 0s processos utilizados para este fim foram aprimorados. Também foram
isolados ou desenvolvidos micro-organismos capazes de produzir enzimas em altas
concentracdes (COSTA, 1996).

As amilases promovem a hidrélise do amido a agUcares redutores, sendo detectadas ha
mais de um século em grande variedade de materiais biolégicos. Essas enzimas sdo designadas
amiloliticas porque promovem a degradagdo do amido, foram descritas em 1811 nos extratos de
trigo; em 1831 na saliva; em 1833 no malte; 1846 no sangue; e em 1881 produzidas pelo fungo
Aspergillus oryzae (HARGER, 1982).

Szakacs (2004) relata que as enzimas microbianas também séo aplicadas na industria de
alimentos, em sabd em pd e detergentes, na fabricagdo de papel e tecidos, em sinteses
orgéanicas, diagnosticos e outros. Segundo o autor, apesar das enzimas industriais de origem
microbiana serem produzidas, principalmente por fermentacdo submersa (FSm), a fermentacdo
em estado sélido (FES) representa um método tradicional e favoravel em alguns paises, também
citado por PANDEY et al (2005). A fermentacdo no estado sélido é cada vez mais, considerada

uma alternativa da fermentacdo submersa para a producdo de enzimas para aplicagdes
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industriais e em aplicacdes agrobiotecnoldgicas, pois requerem baixa tecnologia e maior
economia de processo quando comparada ao processo de fermentacdo submersa.

Os setores agro-industriais e de alimentos produzem grandes quantidades de residuos,
tanto liquidos como sélidos. A observacao ao longo dos tempos demonstrou que esses residuos
podem apresentar elevados problemas de disposicéo final e, serem potenciais poluentes, além de
representarem, muitas vezes, perdas de biomassa e de nutrientes de alto valor. Ao contrério do
gue acontecia no passado, quando residuos eram dispostos em aterros sanitarios ou empregados
sem tratamento para racdo animal ou adubo, atualmente, conceitos de minimizacdo,
recuperacao, aproveitamento de subprodutos e bioconversdo de residuos sdo cada vez mais
difundidos e necessarios para as cadeias agro-industriais.

De uma forma particular, a bioconversdo dos residuos agricolas e da indastria de
alimentos esta recebendo crescente atengdo, uma vez que essas matérias apresentam recursos
possiveis e utilizaveis para a sintese de produtos Uteis.

A FES consiste em uma técnica de crescimento de micro-organismos sobre e no interior
de particulas porosas Umidas (suporte ou matriz sélida) na qual o contetdo de liquido contido na
matriz s6lida deve ser mantido em valores de atividade de agua que assegure o conveniente
crescimento e metabolismo celular, mas que ndo exceda a capacidade maxima de retengdo de
agua na matriz (PALMA, 2003).

Na fermentacdo em estado solido, os fungos representam 0s micro-organismos mais
promissores, pela variedade de produtos de seu metabolismo e devido ao desenvolvimento das
hifas que permite aos mesmos maior penetracdo no substrato e nas regides porosas entre
particulas da matéria-prima, sendo a espécie de Aspergillus niger de grande destaque. Duas
importantes razdes que justificam o uso comercial deste fungo em grande escala s&o a grande
variedade de produtos que é capaz de produzir e o fato de ser considerado um micro-organismo
GRAS (reconhecido como de uso seguro) na produgdo de alimentos (RODRIGUES et al., 2009)

Mundialmente, as atuais linhas de pesquisa em FES sdo o enriquecimento protéico de
residuos agro-industriais, nos quais 0s micro-organismos selecionados aumentam o teor protéico
desses materiais, de modo a serem utilizados na alimentacdo humana ou animal; a
destoxificagdo de residuos, por meio da eliminacdo de substancias recalcitrantes que impedem
sua aplicacdo intensiva; e a producdo de compostos de alto valor agregado, como enzimas e
diferentes metabolitos (RAIMBAULT, 1998; PANDEY, 2003).

Nesse sentido, a FES se apresenta como uma tecnologia capaz de propor caminhos
alternativos para os residuos gerados, diminuindo possiveis problemas ambientais, bem como de
agregar valor a essas matérias-primas, por meio da producdo de substancias de interesse
econdmico, como enzimas, hormonios, acidos organicos, aromas, pigmentos e agentes de
controle bioldgico de pragas, entre outros, e com isso contribuir para uma maior diversificacao

do agro-negdcio nacional.

14



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. MEIO DE CULTURA ALTERNATIVO

Os processos biotecnoldgicos vém sendo amplamente difundidos em vérios segmentos
industriais e possuem uma série de vantagens em relacdo aos processos quimicos convencionais.
Isto porque a maioria dos materiais de natureza organica, como subprodutos da agroindustria de
baixo valor comercial, porém de elevado teor de carboidratos, podem constituir o substrato para
0s processos fermentativos (MEINHARDT et al., 2005).

O aprofundamento na utilizacdo dos recursos potencialmente aproveitaveis merece mais que
uma simples reflexdo passageira, pois no setor agroindustrial ndo ha o reconhecimento pela
sociedade como sendo um setor que polui 0 meio ambiente (SENHORAS, 1995). Por outro
lado, com as medidas de protegdo e recuperacdo ambiental que vem se expandindo em todos 0s
setores, a sociedade estd sendo conduzida para uma reflexdo mais profunda quanto as préaticas
adotadas pelo setor agroindustrial.

O setor agroindustrial brasileiro gera uma grande quantidade de residuos que podem ser
usados como substrato para o crescimento celular. A matéria organica presente nesse material é
usada como fonte de energia para o crescimento e para a sintese de biomassa celular. A
utilizacdo dos residuos da agroindustria, além de fornecer diferentes alternativas de substratos
para fermentacdo, também ajuda na diminuicdo dos problemas de poluicdo (SILVA et al.,
2005a; PANDEY et al., 1999a).

Estima-se que a producdo anual de residuos agroindustriais esteja na ordem de bilhdes de
toneladas. A América Latina produz mais de 500 milhGes de toneladas de subprodutos e
residuos agroindustriais, sendo que o Brasil é responsavel por mais da metade (SANTOS et al.,
2005).

Nos ultimos anos, segundo Pandey et al (2000), houve um crescente interesse na
biotransformacao desses residuos, por ser um material de baixo custo e altamente renovavel.
Deste modo, a utilizagdo desses residuos, além de diminuir o impacto sobre 0 meio ambiente,
devido a disposic¢ao inadequada, pode ser um fator importante para a produgédo de subprodutos e
diminuicdo nos custos de producéo.

A selecdo adequada do substrato é de fundamental importancia para o sucesso de qualquer
tipo de fermentacdo. Os substratos sélidos sdo constituidos basicamente, de polimeros orgénicos
que se caracterizam pela insolubilidade em 4gua e pela capacidade de promover o crescimento
microbiano, mesmo sem a adicdo de nutrientes suplementares. Os residuos de origem
agroindustrial sdo os substratos mais utilizados na Fes, tais como: polpa de café, farelo de
cereais, palhas, bagaco de cana, cascas de frutas processadas, batata, farinha de cereais,
mandioca, entre outros (COSTA, 1996).
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Alguns residuos agroindustriais apresentam limitagdes no seu uso como fertilizantes ou na
alimentacdo animal, devido a presenca de compostos toxicos, alergénicos ou antinutricionais.
Além disso, esses fatores tornam problemética a sua disposicdo no meio ambiente, podendo
levar a sérios problemas ambientais. Diversas tentativas tém sido realizadas para eliminar esses
fatores (GODOQY, 2009).

2.1.1 Farelo de cacau

O cacaueiro é originario de regides de floresta pluviais da América Tropical, onde até hoje,
é encontrado em estado silvestre, desde o Peru até o México. E denominado cientificamente
como Thebroma cacao (Figura 1), pertence a familia das Esterculiaceas, e foi citado pela
primeira vez na literatura botanica por Charles de 1’ Ecluse, que o descreveu sob o nome
de Cacao fructus. Em 1937, foi descrito como Theobroma fructus por Linneu, que, em 1753,
prop6s 0 nome Theobroma Cacao, que permanece até hoje.

- 4 »
- & » -
— T~ N .
~— e
» M o O

Figura 1: Cacau — Theobroma cacao. Fonte: Indeca, 2011

No estado da Bahia, a producdo cacaueira constitui uma importante atividade agricola
brasileira, uma vez que é responsével pela producdo de aproximadamente 175 mil toneladas,
representando cerca de 83% do cacau produzido no pais, vindo em seguida os estados do Par4,
com 10% e Rondoénia, com 5% (CEPLAC, 1999; PERES, 1998). Segundo dados do IBGE, o
Brasil produziu 218,48 mil toneladas de améndoa de cacau em 2009, sendo as Regides Norte/
Nordeste responsaveis por mais de 96% dessa produgdo. Nesse mesmo ano, o Nordeste
produziu 137,92 mil toneladas da améndoa do fruto, respondendo a Bahia por 100% da

producdo regional e cerca de 64% da nacional (SENA, 2011).
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O gréo do cacau é utilizado para fabricagdo de chocolate e durante o processamento (Figura

2) gera uma grande quantidade de residuo denominado farelo de cacau.
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Figura 2: Fluxograma do processamento de cacau em chocolate. Fonte: Amorim, 2011

Considerando-se que o farelo de cacau representa 10% da producdo das améndoas secas
(NETO et al., 2008), a qual correspondeu a 218.000 t no ano de 2009, estima-se que a producéo
brasileira desse residuo, neste ano, foi de 21.800 t.

A proporg¢do aproveitavel de subprodutos e residuos do cacau é bastante expressiva, pois
menos de 8% do peso do fruto do cacaueiro, em estado normal de maturacdo, é usado pela

industria beneficiadora. Em geral, um fruto com peso médio de 500g é constituido de 80% de

17



casca, e 20% de semente, na qual estdo presentes o grdo seco, a améndoa, a testa e outros
constituintes do total do fruto (FREIRE et al., 1990). A tostagem, operagdo que se realiza apos a
fermentacédo dos grdos, com temperatura em torno de 150°C, reduz a umidade dos mesmos para
cerca de 2%. Na tostagem, os compostos fendlicos, como taninos, presentes no grdo, sdo
oxidados, sendo, nesse processo, eliminado também o &cido acético formado durante a
fermentacdo, ésteres e outras substancias aromaticas ndo desejaveis, além de ovos de eventuais
parasitos. Ap6s tratamento térmico, o aroma e a cor dos graos sdo reforcados, tornando os grédos
duros e quebradicos, com desprendimento da casca da semente (BELITZ; GROSCH, 1988).
Essa casca constitui o farelo de cacau, que possui composi¢do variando de acordo com processo
usado nessa separagdo. Aderidos a casca, podem se soltar pedagos do gréo, cuja maior ou menor
quantidade, confere ao farelo de cacau diferencas em sua composi¢do quimica, principalmente,
em proteina e fibra. Além da torrefacéo, outro processo pode ser usado para separar a casca do
grdo, que consiste em lava-los apds secagem ao ar e, em seguida, submeté-los a vapor em

equipamento apropriado; dessa maneira, o grdo incha e a casca se solta (PIRES et al., 2005).
2.1.2. Cascas de mandioca

A mandioca (Figura 3), também conhecida por aipim e macaxeira é uma cultura
amplamente difundida por todo o territorio nacional, sendo um dos principais alimentos de
milhdes de pessoas de paises tropicais, inclusive o Brasil (CONCEICAO, 1981). E denominada
cientificamente como Manihot esculenta, e cultivada em todo territério brasileiro, com excec¢do
do sul do Rio Grande do Sul, regido muito fria para o desenvolvimento desta cultura
(KOLICHESKI, 1995).
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Figura 3: Mandioca. Fonte: Embrapa, 2005
A producdo nacional anual de mandioca é estimada em 23 milhdes de toneladas, sendo

0s maiores registros nos Estados do Para, Bahia, Parana, Rio Grande do Sul e Maranhdo. A

cultura da mandioca é explorada em mais de 90 paises, devido a significativa funcdo social
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exercida, principalmente, junto as familias de menor poder aquisitivo, contribuindo para a
alimentag&o de, aproximadamente, meio bilh&o de pessoas em todo planeta (CEPA, 2004).

A indastria farinheira é a principal consumidora das raizes produzidas, utilizando
aproximadamente 80% da produgdo brasileira de mandioca. Embora ndo existam dados
absolutos a respeito da quantidade total de residuos produzidos a partir da industrializacdo
farinheira, sabe-se que cerca de 10% da mandioca total utilizada na fabricacdo de farinha é
eliminada na forma de casca e aproximadamente 3% a 5% na forma de farinha de varredura
(CALDAS et al., 2000).

As farinhas que passam por torrefacdo, tais como farinha seca, farinha d'agua ou farinha
do Pard, sdo, geralmente, utilizadas no consumo direto a mesa, enquanto que as farinhas
provenientes de raizes secas, farinha de raspa ou farinha de apara sdo utilizadas em panificios,
destinando-se também para as massas, em mistura com a farinha de trigo, na composicdo de
racOes e de lama aquosa, para mineragdo do petrdleo, na producéo de alcool e agentes ligantes e
na industria de fundicdes (EMBRAPA, 2003).

A casca de mandioca é o residuo obtido durante o inicio da fabricagdo da farinha de
mandioca, sendo constituido de casca, entrecasca e pontas de mandioca e apresentando elevado
teor de umidade (85%). A casca de mandioca desidratada apresenta 58,1% de amido, 3,4% de
proteina bruta e 28,6% de fibra em detergente neutro (MARTINS et al., 2000).

Segundo Cereda (1994) os residuos do processamento da mandioca sdo partes
constituintes da propria planta que sdo gerados em funcgdo do processo tecnoldgico adotado. A
qualidade dos residuos é determinada por fatores como cultivar, idade da planta, tempo ap6s a
colheita, tipo e regulacéo de equipamento industrial, etc. Peters (2003) cita que o processamento
de 1 tonelada de raiz de mandioca gera 10,7 m® de &gua residual e cascas e que, em média, 47%
do beneficiamento de uma safra torna-se residuo. Segundo o0 mesmo autor a poluicdo da agua e
do solo normalmente sdo as mais observadas e a polui¢do visual gerada através das montanhas

de residuos ndo é citada ou levada em consideragdo quanto ao aspecto da paisagem.

2.1.3 Palma

A palma forrageira (Opuntia ficus indica Mill) (Figura 4) é uma cultura adaptada ao clima
semi-arido e tem se destacado como alternativa de sustentabilidade para a pecuéria regional, por
ser uma cultura com maior eficiéncia no uso da &gua, apresentando elevada capacidade
produtiva de biomassa, além de ser uma planta de mdltiplos usos pela variedade dos seus
produtos e subprodutos (BLAMONT, 2002).
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Figura 4: Palma Forrageira (Opuntia ficus indica Mill). Fonte: Natureza bela, 2011

A zona fisiografica do Semi-arido da Bahia ocupa 360 mil kmz2, area que corresponde a 64%
do territorio baiano, onde residem 48% da populagéo estadual. O semi-arido é caracterizado por
solos rasos, pedregosos ou arenosos e pouca matéria organica. As precipitacdes pluviométricas
sdo irregulares e concentradas no verdo. A cobertura vegetal é constituida por plantas que
suportam longos periodos de estiagem. Dentre estas, a palma forrageira tem sido utilizada como
forragem (CHIACCIO et al., 2006; BLAMONT, 2002; SOUSA et al., 2009). Além dessa
aplicacdo, a palma pode ser utilizada como matéria-prima para bioprocessos, visando a
producio de compostos organicos como as enzimas (ARAUJO et al., 2007; ARAUJO et al.,
2008; ARAUJO et al., 2009; GHORAI et al., 2009, PANDEY et al., 2005).

2.2. FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

A Fermentacdo em estado solido (FES) vem sendo utilizada desde a antiguidade, com o
uso do molho de soja na China, desde 3000 a.C e no Jap&o e sudoeste da Asia, desde 1000 a.C
(ARAUJO, 2004).

Nas Ultimas décadas, varias estratégias tém sido desenvolvidas para o aproveitamento
da vasta quantidade de residuos lignoceluldsicos gerados anualmente, pelas atividades agricolas
e florestais e pelas indUstrias de processamento de alimentos (BUSWELL et al., 1998).

A FES ¢ definida como o crescimento de micro-organismos em substratos solidos
umedecidos ou suportes inertes, na auséncia (ou quase) de agua livre (Figura 5). Neste caso, 0
micro-organismo pode crescer entre os fragmentos do substrato (dentro da matriz do substrato)
ou sobre a superficie do substrato, consumindo o substrato e secretando metabolitos, dentre 0s
quais as enzimas (MITCHELL et al., 2006a; RAHARDJO et al., 2005).
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Figura 5: Representacdo da fermentacdo em estado solido. Fonte: O autor

Pandey et al. (2001) acreditam que a tecnologia de FES ndo deve ser encarada como
uma técnica que substitui a fermentacao submersa. Na verdade, cada uma dessas técnicas possui
suas potencialidades e particularidades. No entanto, existe o consenso da necessidade de
investigacdo continua dos fatores relacionados a FES para permitir que o pleno potencial desta
tecnologia seja utilizado.

A &gua livre, indispensavel ao crescimento dos micro-organismos, é adsorvida num
suporte soélido ou complexada no interior de uma matriz s6lida RAIMBAULT; ALAZARD
(1980), MAHEVA et al (1984), LONSANE et al 1985, TANGERDY (1985), MUDGETT
(1986) e ORIOL (1987), SOCCOL, (1992).

O material solido utilizado em FES é geralmente fragmentado e de natureza granular ou
fibrosa que permite a retencdo de agua por higroscopia ou capilaridade. A quantidade de &gua
presente varia consideravelmente de acordo com o material utilizado. Os substratos amilaceos
sdo geralmente fermentados entre 25 e 60% de umidade inicial, no entanto, os substratos
celulésicos permitem trabalhar com teores de umidade mais elevados — 60 a 80% sem o
aparecimento de &gua livre (SOCCOL, 1992).

Uma das principais caracteristicas da FES é a utilizagdo de substratos com baixa
atividade de agua, na qual as condicfes de crescimento aproximam-se do habitat natural de
fungos, o que facilita o crescimento destes no substrato sélido e a producdo de grandes
quantidades de enzimas. A matéria organica presente neste material é usada como fonte de
energia para o crescimento e o carbono para a sintese de biomassa celular e dos produtos do
metabolismo microbiano (MITCHELL; LONSANE, 1992).

Os principais micro-organismos cultivados em meio sélido sdo fungos filamentosos,
cujas formas de desenvolvimento vegetativo sdo constituidas por hifas aéreas ramificadas,

propicias a colonizacdo de matrizes solidas porosas (ORIOL, 1987). A matriz porosa pode ser
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constituida de um substrato imido ou de um suporte inerte capaz de absorver os nutrientes
presentes em uma solucdo. Além disso, os fungos filamentosos podem desenvolver-se em
umidades muito baixas, da ordem de 12%, porém os niveis de umidade relativa variam de 12 a
aproximadamente 80%. A umidade relativa depende do nivel méximo de retencdo de &gua de
um material utilizado como substrato ou suporte (LONSANE et al., 1985), suportando também
pressGes osméticas elevadas (BEUCHAT, 1983), tais caracteristicas ndo sdo encontradas nas
leveduras e bactérias.

Lonsane et al. (1991b) por sua vez, mencionam que a fermentacdo em estado soélido
apresenta algumas limitagdes que devem ser levadas em consideracdo em operagfes em grande
escala. Destaca-se o fato de o metabolismo do micro-organismo gerar calor, que é removido
com grande dificuldade, ao contrario dos cultivos submersos em que a grande quantidade de
agua presente no meio facilita o controle da temperatura.

Os processos de FES necessitam das seguintes etapas: selecdo cuidadosa da matéria-
prima ou substrato, escolha de um micro-organismo especifico, controle dos parametros da
fermentacdo propriamente dita, separacdo em alguns casos e a purificacdo dos produtos
(GUTIERREZ et al., 1998). Para garantir o sucesso da FES, essas condi¢cbes podem afetar o
crescimento do micro-organismo e a formacdo de produtos, de modo que esses fatores devem
ser controlados (PRIOR et al., 1992).

Ao longo dos anos e através de diversas pesquisas com FES varios autores constataram
uma série de caracteristicas na utilizacdo da técnica, demonstradas na Tabela 1, o que permite

analisa-la, comparativamente, através das suas vantagens e desvantagens no processo.

Tabela 1: Caracteristicas da FES quanto as suas vantagens e desvantagens. Fonte: (PALMA,
2003).

Vantagens

Desvantagens

O meio €, geralmente, simples, consistindo
de produtos agricolas ndo refinados que
podem conter todos 0s  nutrientes
necessarios para o crescimento do micro-
organismo.

FES é restrita a micro-organismos que
podem crescer em niveis reduzidos de
umidade, e, entretanto, a gama de produtos a
ser obtida é mais restrita.

Tratamento de efluentes e disposi¢do de
residuos €, geralmente, simples ou
minimizados, pois todo o produto é
utilizado, principalmente, se € intencionado
0 uso como suplementacdo alimentar de
animais.

A remocdo do calor gerado pelo
metabolismo  microbiano  durante  seu
crescimento pode ser um problema,

principalmente em grande escala, podendo
haver perda de umidade do meio.
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O custo em esterilizacdo é reduzido, poisse | A natureza sélida do substrato causa
agquece menos agua. problemas  no monitoramento  dos
pardmetros do processo.

Reducdo ou eliminacdo do capital e custos | A medida da biomassa, pardmetro
de operacdo para a agitacdo, desde que a | fundamental para a caracterizagdo do
agitacdo ocasional seja suficiente. crescimento microbiano, torna-se
praticamente impossivel de ser medida
diretamente em cultivo sélido, pois o micro-
organismo amarra-se no interior das
particulas do substrato, e o0s métodos
indiretos sdo de confiabilidade questionavel.

A baixa umidade requerida neste tipo de | A transferéncia de massa na fase sélida é
fermentacdo reduz o risco de contaminacdo. | limitada a difus&o.

A aeracéo é facilitada pelos espacos entre as | O tempo de cultivo é relativamente mais
particulas do substrato. longo da FES devido a taxa de crescimento
especifico dos micro-organismos serem mais
baixa.

2.2.1 FATORES QUE INFLUENCIAM A FES

As condicBes ambientais como temperatura, pH, atividade de agua, nivel de oxigénio e
concentracdo de nutrientes e produtos afetam significativamente o crescimento celular e a
formacéo de produto.

Segundo Del Bianchi et al (2001) e Pandey (2002) o controle de determinadas variaveis
se faz necessario para a obtencdo de produtos com caracteristicas constantes e uniformes. Dessa
forma pode afirmar que a observacdo desses fatores e o trato correto em relagdo a cada um deles

com certeza trard um melhor resultado ao processo de fermentagdo em estado sélido.

2.2.1.1. Umidade

A 4gua representa um papel primordial na FES, pois é responsavel pela difusdo de
solutos, gases e metabolitos inibitrios, bem como pela absorcéao celular (PANDEY, 2003).
Como a quantidade de agua € sempre limitada, ao contrario do processo submerso onde

h& um grande excesso, o controle do nivel de umidade € essencial para a otimizac¢éo do processo
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em estado sélido. O teor de umidade adequada para o substrato deve permitir a formacao de um
filme de &gua na superficie, para facilitar a dissolucéo e a transferéncia de nutrientes e oxigénio.
Entretanto, os espagos entre as particulas devem permanecer livres para permitir a difusdo de
oxigénio e a dissipacéo de calor (DESCHAMPS et al., 1985).

De acordo com Pandey (1992), durante um cultivo em estado sélido com fungos
filamentosos, altas atividades de agua favorecem a esporulacdo, enquanto que as baixas
atividades ha o favorecimento do crescimento micelial ou da germinacéo dos esporos.

O nivel de umidade do substrato é um dos fatores que mais influenciam o processo e
varia de acordo com a natureza do substrato, tipo de produto final e necessidade do micro-
organismo. Um nivel de umidade muito alto resulta em diminui¢do da porosidade, baixa difusdo
de oxigénio, aumento no risco de contaminacdo, redugdo no volume de gas e redugdo de trocas
gasosas. Reduzidos niveis de umidade levam a um menor grau de crescimento em relagdo ao
Otimo e baixo grau de substrato realmente utilizado (LONSANE et al., 1985).

A umidade nos processos de FES geralmente varia entre 30 e 85%. A umidade 6tima
para o cultivo do micro-organismo em FES é dependente da capacidade do substrato em reter
agua. Por exemplo, o nivel de umidade étimo para o cultivo de Aspergillus niger em arroz é de
40%, entretanto, para polpa de café é de 80%. Isto ilustra a inseguranca de usar a umidade como
parametro do crescimento do micro-organismo (DOELLE et al.,1992).

Pardmetros cinéticos e termodindmicos relativos a presenca da agua em FES devem ser
constantemente estudados para a avaliacdo dos efeitos causados no processo (PANDEY, 2003).

Para cada espécie de micro-organismo utilizado, existe um valor 6timo de umidade do
substrato para o crescimento celular, que pode ndo coincidir com o melhor valor para a
expressdao do produto que se pretende obter no processo, como por exemplo, as enzimas
(Narahara et al.1982).

De acordo com Correia (2004), o preparo e a selegdo do substrato devem levar em conta
0s niveis de atividade de &gua e umidade ideais. A adi¢do de agua ou solugdo de nutrientes ao
meio pode ser utilizada de forma a alcancar os niveis ideais para o desenvolvimento do cultivo.

Na fermentacdo em estado sélido, o micro-organismo possui um limite de agua para
suas atividades metabdlicas e seu crescimento. Uma pequena flutuagao nos valores 6timos causa

um grande distdrbio no crescimento e metabolismo dos micro-organismos (ANDRADE, 1999).

2.2.1.2. Temperatura

Os processos fermentativos em estado solido caracterizam-se por serem exotérmicos,
uma vez que grandes quantidades de calor séo liberadas, sendo estas diretamente proporcionais
a atividade metabdlica do micro-organismo. Em fungos filamentosos, a temperatura influencia

diretamente na germinacgdo dos esporos, crescimento e formacgédo de produtos. Praticamente em
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todas as FES, a temperatura € um fator critico, devido ao acimulo do calor metabdlico gerado
(PINTO, 2003).

Sato e Sudo (1999) reportam que a temperatura afeta tanto o crescimento quanto a
producdo das enzimas, sendo necessaria uma eficiente remocéo de calor. Nesse sentido, Bianchi
et al. (2001) complementam que devido as atividades metabdlicas dos micro-organismos, e
dependendo da altura da camada de substrato, uma grande quantidade de calor pode ser
produzida durante o processo fermentativo em estado sélido. Como a temperatura afeta
diretamente a germinacdo dos esporos, o crescimento e a esporulacdo dos micro-organismos e a
formacéo de produto, o calor produzido devera ser imediatamente dissipado para que 0 aumento
da temperatura ndo prejudique 0 processo.

No inicio da fermentagdo, tanto a temperatura como a concentragdo de oxigénio, sdo 0s
mesmos em qualquer ponto do leito. No entanto, com o progresso da fermentacéo, o oxigénio se
difunde, permitindo que as reacGes metabdlicas acontecam, fato que, por sua vez, libera calor, o
qual ndo é facilmente dissipado devido a baixa condutividade térmica do substrato e a
dificuldades na condugdo através do leito da fermentagdo. Sendo assim, sdo formados
gradientes de temperatura e de concentracdo de oxigénio, que podem se tornar excessivos
dependendo dos parametros de controle do sistema. Nesse caso podem ser formadas zonas de
alta temperatura e baixa concentracdo de oxigénio, que afetam negativamente a produtividade
em termos de formagao de biomassa e metabdlitos desejaveis (PALMA, 2003).

2.2.1.3. pH

No que se refere ao pH nas fermentacGes sélidas, para 0s micro-organismos, aceita-se
que exista um amplo limite de variagéo, que difere do pH para o crescimento microbiano e o pH
para formagdo do produto, porém, deve-se levar em conta que o pH apresenta significativos
efeitos sobre os resultados de um processo fermentativo, tanto submerso como em estado sélido
(PANDEY, 2003). Lonsane et al (1985) mencionam que em cultivos em estado solido, o
monitoramento e o controle desta variavel geralmente ndo sdo feitos, devido as dificuldades
técnicas, e este problema muitas vezes é evitado com o uso de substratos com elevada
capacidade tamponante.

Entre os pardmetros fisicos, o pH do meio de crescimento desempenha um papel
importante por induzir mudangas morfol6gicas no organismo e também para a secrecdo
enzimatica. A mudanca de pH observada durante o crescimento de um organismo também afeta
a estabilidade do produto no meio (PANDEY, 2003).

O pH é uma variavel importante em qualquer processo biolégico, havendo valores de
pH minimo, 6timo e maximo para o desenvolvimento de cada micro-organismo. Geralmente 0s

fungos preferem pH baixo (4,5 — 6,0) e as bactérias pH proximos a neutralidade (6,5 — 7,0). O
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pH do meio afeta 0 metabolismo dos micro-organismos por alterar sua produgdo enzimatica.
Embora o pH seja um fator relevante para a otimizagdo dos processos em estado sélido o
controle e monitoramento deste parametro durante a FES, ndo é fécil de ser realizado
(PERAZZO NETO, 1999; PANDEY, 2003).

Alguns eletrodos tém sido utilizados para medidas do pH diretamente da superficie do
substrato solido, mas a medida na suspensdo aquosa ou no extrato, preparado a partir da
amostra solida, é o procedimento mais comum. Entretanto, a forma da agua nos substratos
solidos constitui um obstaculo para a medida do pH. Na maioria dos casos mede-se 0 pH ap0ds
colocar, em suspensdo, uma parte da amostra solida em 3 a 4 partes de agua. Este método
permite medir o pH global, todavia ndo é totalmente representativo dos valores de pH nos
microambientes, localizados no filme aquoso, onde se passam, na realidade, as reagdes
bioguimicas. Sendo assim, a determinagdo exata do pH, em substratos solidos é feita, com
precisdo, somente no inicio e no final do processo fermentativo (PALMA, 2003).

O pH de um cultivo varia devido as reacBes que ocorrem durante as atividades
metabolicas do micro-organismo. Quando &cidos organicos sdo secretados, como acidos acético
ou lactico, causam o decréscimo do pH. Entretanto, o consumo destes &cidos quando presente
no meio causa o aumento do pH. A utilizacdo de fonte de nitrogénio causa variacdo de pH,
como exemplo os sais de amoénia o pH geralmente decresce durante o crescimento celular,

devido a formacéo do ion hidrogénio durante o consumo da aménia (DOELLE et al., 2002).

2.3. MICRO-ORGANISMOS EMPREGADOS NA FES

Bactérias, leveduras e fungos filamentosos podem crescer em substratos solidos, e,
contudo, sdo os fungos filamentosos, 0s micro-organismos mais adaptaveis a este tipo de
processo. Os fungos sdo capazes de crescer em baixos valores de atividade de agua e altas
pressdes osmoticas. O proprio modo de crescimento dos fungos gera uma vantagem sobre 0s
micro-organismos unicelulares. A combinacdo de prolongamento da regido apical e a geragéo
de novas hifas permitem aos fungos uma rapida colonizagdo dos substratos solidos, além de
uma melhor utilizacdo dos nutrientes disponiveis. De forma coordenada ao crescimento, 0s
metabdlitos excretados pelo micro-organismo permitem a penetragdo das hifas nas particulas
solidas, o que aumenta o contato e a disponibilidade dos substratos macromoleculares, bem
como a assimilacdo e metabolizacdo dos nutrientes (PINTO, 2003).

A selecdo adequada do micro-organismo é um dos mais importantes critérios quando se
trata de FES (PANDEY, 1992). Eles devem apresentar elevada eficiéncia na conversdo do
substrato em produto e permitir sua rapida liberagdo para o meio. Nao devem produzir
substancias incompativeis com o produto e apresentar inconstancia quanto ao comportamento

fisiologico, ser patogénicos, exigir condicBes de processo muito complexas a exigir meio de
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cultura dispendiosos (SCHMIDELL, 2001). Os fungos filamentosos sdo 0s micro-organismos
mais utilizados nos processos no estado sélido, devido, principalmente, a grande capacidade de
crescer na auséncia de agua livre e apresentarem versatilidade em suas aplicacOes, além de sua
facilidade de adaptagdo e manipulacdo (COSTA, 1996). Os meios solidos se assemelham aos
meios naturais para o crescimento desses seres vivos, suas formas de desenvolvimento
vegetativo sdo constituidas por hifas aéreas ramificadas, que propiciam a colonizacdo de
matrizes sélidas porosas (PUTZE, 2004). Ward (1989) salienta que 0s micro-organismos que
crescem bem nas fermentagdes solidas sdo geralmente organismos que podem tolerar uma
atividade de agua (aw) baixa. Os micro-organismos possuem respostas distintas frente a
atividade de agua, de forma que quando a aw € inferior a 0,95, o crescimento bacteriano é
inibido, enquanto os fungos e leveduras podem crescer a uma aw de aproximadamente 0,7.

A amilase pode ser produzida por 28 tipos diferentes de culturas microbianas. O
Aspergillus niger, por exemplo, tem a capacidade de produzir diferentes tipos de enzimas,
dependendo da indugdo e/ou do substrato.

Os fungos filamentosos microscépicos sdo predominantemente pluricelulares,
apresentam micélio aéreo, possuem reproducdo sexuada e/ou assexuada. Sua estrutura
morfolégica fundamental é a hifa, que pode ser uni ou multinucleada septada ou cenocitica,
sendo que 0 seu conjunto constitui 0 que denominamos de micélio. Seus esporos ou conidios,
estruturas reprodutivas de origem sexuada ou assexuada respectivamente, sdo oriundos da
especializacdo de seu micélio em 6rgdos ou sistemas reprodutivos podendo ser endégenos ou
exogenos (LACAZ, 1992).

A reproducdo dos fungos filamentosos pode acontecer pelos esporos, que séo
germinados, formando estruturas filamentosas chamadas hifas, cujo crescimento é limitado na
sua porcao terminal. E importante ressaltar que, um mesmo micélio, formado pelo conjunto das
hifas, apresenta diferentes estagios fisioldgicos, uma vez que as hifas préximas a extremidade,
gue apresentam crescimento, sdo mais jovens que as demais, localizadas no interior do micélio,
onde ndo se detecta crescimento. Como as hifas de extremidade sdo proporcionalmente muito
menores em relacdo a fracdo interna do micélio, pode-se dizer que a propor¢do de biomassa
nova em relagdo a massa total diminui com o avango da cultura (PANDEY, 2002).

O crescimento dos fungos filamentosos em FES é apresentado por dois tipos de hifas
(Figura 6), assim denominadas: 1) hifas aéreas; 2) hifas penetrativas. As hifas aéreas aparecem
sobre a interface ar-liquido e as hifas penetrativas estdo em contato direto com o substrato. As
hifas penetrativas podem desempenhar um importante papel na disponibilidade do substrato,
pois, na maioria das vezes, estes sdo polimeros insollveis em agua que precisam ser degradados
em fracdes monoméricas, sollveis em agua, para serem, entdo, consumidos pelos fungos.

Portanto, esta degradacdo enzimatica do substrato, pela fracdo penetrativa das hifas, é um fator
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determinante para 0 processo, pois, a partir dai, os fragmentos difundem-se até a superficie das

particulas, sendo transformados, pela agdo de outras enzimas, em compostos metabolizaveis.

Hifas Hifas
penetrativa aereas

Y’

Figura 6: Hifas penetrativas e aéreas. Fonte: Mitchell et al., 2006b

Segundo Conney (1981), o crescimento de um micro-organismo, assim como a
formagdo de um produto, ocorre como resposta as condi¢cbes ambientais, e deste modo é
essencial a compreenséo da relagdo que existe entre a regulagdo do metabolismo microbiano e
seu ambiente fisico e quimico.

A temperatura para o crescimento dos fungos fica entre 0°C e 35°C, mas o 6timo para a
maioria fica entre 20°C e 30°C. O pH em torno de 6,0 é considerado 6timo para a maioria das
espécies (PUTZKE, 2004).

2.3.1. Aspergillus

Espécies do género Aspergillus formam o grupo mais importante de micro-organismos
utilizados para producdo de enzimas empregadas na industria alimenticia. Trata-se do género
mais comum dos fungos filamentosos, além de ser um dos mais bem estudados. As espécies que
compdem esse género tém ampla distribuicdo mundial estando presente na superficie sélida, no
ar e na agua, tanto em organismos vegetais bem como em animais, além de estarem associadas
com a deterioragdo de materiais vegetais e alimentos, principalmente em regides de clima
tropical e subtropical. Muitas das espécies de Aspergillus niger sdo utilizadas para obtencdo de
enzimas, na biossintese quimica e na transformagéo de compostos. Ha espécies patogénicas para
0 homem e para 0s animais e ha aquelas que durante seu metabolismo produzem toxinas (ROSA
et al., 2002).

As colbnias geralmente tém crescimento rapido e exuberante, inicialmente sdo brancas a

amarelas, passando para marrom ou para o negro. A coldnia é composta por micélio aéreo com

28



conidioforos eretos, densamente distribuidos sobre a superficie do meio e farta producédo de
conideos (ROSA et al., 2002).

Conforme Wainwright (1995) existem cerca de 200 espécies de Aspergillus, comumente
isolados do solo, de plantas em decomposicao e do ar. As espécies de Aspergillus produzem um
grande numero de enzimas extracelulares muitas das quais sdo aplicadas na biotecnologia.
Dentre as espécies mais conhecidas encontram-se o Aspergillus flavus, A. niger, A. oryzae, A.
nidulans, A. fumigatus, A. clavatus, A. glaucus, A. ustus e o A. versicolor.

As estruturas morfologicas sdo caracteristicas importantes para a sua classificacdo. As
espécies pertencentes a este grupo produzem tipicamente o “aspergillum” ou “cabeca
aspergillar”, que consiste de uma haste (estipede) asseptado que termina em uma vesicula, sobre
a qual nascem as células conidiogénicas (fialides e métulas). As fialides produzem os conideos
com diferentes pigmentaces e ornamentacGes. Uma cabeca aspergillar simples (uniseriada) é
formada por uma vesicula, total ou parcialmente coberta por uma série de células alongadas
(fidlides) que geram os conideos. Quando se diz que a cabega aspergillar é bisseriada, € porque,
antes da camada de fialides, esta apresenta uma camada de células que as geraram, chamadas de
métulas. A anatomia da cabeca aspergillar, forma da estrutura anamérfica que caracteriza o
género esta apresentada na Figura 7. A estrutura inteira, incluindo a cabeca aspergillar, a haste
(ou estipede) e a célula pé, é chamada de conidiéforo (WAINWRIGHT, 1995).

Figura 7: Morfologia representativa de espécies do género Aspergillus. Fonte: Rosa et
al., 2002

O Aspergillus niger (Figuras 8 e 9), como sugere seu nome, é um fungo filamentoso

negro comumente denominado como “mofo negro” (WAINWRIGHT, 1995). Caracteriza-se por
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colénia de 4-5 cm de didmetro, quando desenvolvida em agéar Czapek a 25°C por 7 dias.
Consiste de uma base compacta branca ou amarela, com uma densa camada de conidiéforos
marrom escuro ou preta. A cabeca tem forma radiada, preta, e composta de cadeias de conideos
que tendem a se dividir com a idade. Os conididforos sdo formados por estipede liso hialino,
também de coloragdo marrom, vesiculas globulares com 50-100 pm de didmetro, fialides ou
métula com 7,0-9,5 pm x 3-4 pm, métulas hialina ou marrom, muitas vezes septada com 15-25
X 4,5-6,0 pm, conidia globular com 3,5-5 pum de diametro, marrom, ornamentadas com
verrugas, lombadas e cume. Tem como importante metabdlito téxico naphtho-T-pyrones,
malformins (SAMSON et al., 1995).

O uso do A. niger apresenta algumas vantagens como facilidade de manipulacéo, sua
habilidade de fermentar uma grande variedade de matérias-primas de baixo custo e produzir
rendimentos elevados de bioprodutos (SPIER, 2005).

A variedade de fungo Aspergillus empregado em fermentagdo em estado solido,
apresenta como caracteristica relevante o fato de ser de grau alimentar, ou seja, seguro do ponto

de vista alimentar.

Figura 8: Aspergillus niger. Fonte: Amorim, 2011
Pandey et al (1999) relataram que o Aspergillus niger pode produzir 19 tipos de

enzimas, tais como celulases, xilanase, amilase, glucoamilase, poligalacturonase. A enzima que

sera produzida depende do tipo de substrato da fermentacéo.
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Figura 9: Imagem do Aspergillus niger vista ao microscopio optico. Fonte: Spier, 2005

2.3.2. Rhizopus sp.

O prefixo “rhizo” ¢ pertinente as raizes, o sufixo “pus” deve-se aos rizdides da base dos
esporangiosporos ou das hifas que sdo caracteristicos de algumas espécies desse género.

O fungo do género Rhizopus sp. pertence ao filo Eumycophyta. Fungos pertencentes a
este género sdo considerados fungos verdadeiros. O corpo desses fungos é formado por
numerosos filamentos denominados hifas, formando um emaranhado que se chama micélio. O
Rhizopus sp. pertence ao grupo dos ficomicetos, desenvolvem-se sobre matéria organica imida,
constituindo o bolor com coloracdo preta e apresentam micélio ramificado e desorganizado
(Figura 10). O Rhizopus sp. pode ser encontrado no solo, em frutas e vegetais em
decomposicdo, em fezes de animais e em pdo velho, apresentando melhor crescimento as
temperaturas em torno de 45°C (EDC, 2004).

Os Rhizopus sp. também podem ser fungos infecciosos oportunistas que podem infectar
em conjunto com Aspergillus fumigatos. Um estudo de infecgdes, em pacientes renais
transplantados, contaminados por Aspergillus fumigatos, Rhizopus spp. e outros fungos
apresentaram alto indice de mortandade (75%) (ALTIPARMAK et al., 2002). Sua proliferacéo,
dentro das condigdes que lhe sdo propicias, ocorre amplamente pela facilidade de produzir
esporos.

Estudos demonstraram que o fungo do género Rhizopus sp. é utilizado para a producéo
de enzimas, como a amiloglucosidase (SOCCOL, 1992; WAINWRIGHT, 1995; COSTA,
1996), proteases acidas, pectinases e lipases (WAINWRIGHT, 1995); acido L(+) lactico
(SOCCOL, 1992), acido fumarico (SOCCOL, 1992).
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Figura 10: Imagem de esporangios do fungo Rhizopus sp. visto ao microscopio 6ptico. Fonte:
Spier, 2005

2.4. ENZIMAS

Provavelmente, a primeira utilizagdo de uma enzima pelo homem foi pela adi¢do do
extrato do estbmago do bezerro para coagular o leite, a fim de se obter queijo. Foi também uma
protease que pela primeira vez foi imobilizada, conforme registra Plinio, filésofo grego, ao
descrever como um soldado romano usava um bastdo de figueira para agitar e eventualmente
coagular o leite. Os fermentos para pao, vinho e cerveja, o coalho para queijo e a “mae do
vinagre” sdo outros exemplos da utilizagao desses catalisadores bioldgicos, manipulados até a
metade do século XIX. A aplicacdo das enzimas amiloliticas fungicas ganhou impulso sob o
estimulo da Segunda Guerra Mundial, permitindo a fabricacéo de varios tipos de xaropes, além
do malte de cereais. A introducdo de enzimas amiloliticas fangicas para aplicagdo na
panificacdo ocorreu no inicio de 1950, enquanto 0 emprego dessas enzimas nas destilarias de
alcool também foi revivido durante a Segunda Grande Guerra em virtude da necessidade de
abastecimento daquele combustivel (ROITMAM et al., 1988).

Atualmente, o uso de complexos enzimaticos produzidos naturalmente pelo processo da
FES esta revolucionando o aproveitamento e disponibilidade do alimento balanceado na
industria de alimentacdo animal. Cada vez mais fica comprovado que o uso destes complexos é
fundamental para seguir o conceito evolutivo da indUstria, que envolve a redugdo de custos e a
melhora dos pardmetros produtivos dos animais (PANDEY, 2002).

As enzimas sdo compostos organicos, produzidos por células vivas, que catalisam as
reacdes quimicas nos processos vitais. Uma vez sintetizada por uma célula, uma enzima podera
atuar de forma independente se condi¢bes apropriadas forem mantidas. Todas as enzimas séo
basicamente proteinas, embora muitas possuam um grupo prostético ndo protéico. Uma das
principais caracteristicas das enzimas é sua especificidade sobre o substrato, agindo sobre um

nUmero muito limitado de compostos e sem efeito sobre os outros (SANT’ANA JR, 2001).
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Em biotecnologia, as enzimas sdo de extrema importancia e a maioria delas provém de
micro-organismos. O mercado mundial de enzimas é grande, sendo que essas enzimas Sdo
produzidas por micro-organismos que foram selecionados na natureza e, geralmente,
modificados geneticamente para uma producdo mais eficiente e para atuar em processos que
possam ser realizados em temperaturas mais elevadas ou em outras condi¢cOes de estresse
(SERAFINI et al., 2001).

A tecnologia enzimética é, hoje, um dos campos mais promissores dentro das novas
tecnologias para sintese de compostos de alto valor agregado. Os processos industriais
biocatalisados apresentam menor impacto ambiental e também menor consumo energético, uma
vez que as enzimas sdo biodegradaveis e sendo altamente especificas minimizam os efeitos
indesejaveis. O desenvolvimento do processo de producdo de enzima, em escala industrial, de
qualidade satisfatoria e custos que permitam sua comercializa¢do, requer um trabalho laborioso,
caro e interdisciplinar. Faz-se necessario o conhecimento técnico-econémico da relagdo entre
linhagem, o meio de produgdo, o processo de fermentacdo, os métodos de recuperagéo e a
demanda de mercado (BON, 2002; MITIDIERI et al., 2002).

De acordo com Harger (1982), as enzimas sdo obtidas de trés grandes fontes: vegetais
superiores (papaina do mamdo, bromelina do abacaxi, ficina do figo); animais superiores
(enzimas pancreaticas, pepsina, catalase, renina) e micro-organismos (como por exemplo, as
amilases, proteases, pectinases, invertases, glicose-oxidases, celulases, fitases, glicose-
isomerases), de origem fungica ou bacteriana.

A indlstria da bioconversdo é responsavel pela demanda de quatro principais enzimas
que sdo: a protease, a amiloglucosidase, a a-amilase e a glicose-isomerase. Essas enzimas sao
compostos de natureza protéica que possuem capacidade Unica de catalisar as numerosas
reagBes bioquimicas que ocorrem em organismos vivos. A singularidade desses compostos
decorre de alto grau de especificidade ao substrato em que atuam (ROITMAN et al., 1988).

As vantagens da producgdo de proteinas microbianas a partir dos residuos agroindustriais
sdo de interesse, com base nas seguintes consideracGes: o tempo de geracdo dos micro-
organismos é bastante curto, 0 que propicia um aumento rapido de massa celular; o contetido de
proteina dos micro-organismos é geralmente mais elevado que a maioria dos vegetais; sua
producdo independente é mais acessivel; exigem pequena disponibilidade de agua e espaco e a
diversificacdo de substratos utilizaveis, principalmente os residuos agroindustriais, contribuindo
para minimizar os problemas de perda na industrializacdo das frutas tropicais (OLIVEIRA et
al., 2005).
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2.4.1 ENZIMAS AMILOLITICAS

Aguero (1998) cita que o amido e a celulose sdo os mais abundantes polimeros
encontrados na natureza dentre os quais 0 amido é constituido de dois compostos de elevado
peso molecular, a amilose e a amilopectina. A amilose é formada por residuos de a-D-glicose
unidos por ligagbes a-1,4, e a amilopectina é uma estrutura altamente ramificada, na qual os
residuos de a-D-glicose unidos por ligacGes a-1,4 sdo interconectadas por ligacdes a-1,6. O
conteudo desses dois polimeros varia com a fonte de amido.

Grande parte das enzimas utilizadas nas industrias sdo enzimas extracelulares de origem
microbiana. As enzimas que degradam o amido também sdo empregadas na obtencdo de
acucares fermentesciveis utilizados nas industrias cervejeiras, na producgao de bebidas alcodlicas
e na modificacdo de farinhas empregadas em panificacdo (WARD, 1989).

As amilases comegaram a ser produzidas no comeco do século passado em decorréncia
do interesse industrial da produgdo de glicose a partir de materiais amilaceos. O pesquisador
TAKAMINE (1994) desenvolveu o primeiro método para aproducdo microbiol6gica, em grande
escala, da enzima a-amilase fUngica, denominada Takadiastase, citado por SOCCOL et al.
(2005). Desde entdo, as técnicas e 0s processos utilizados para este fim foram aprimorados.

Gupta et al (2003) e Pandey et al (2005) citam que as amilases hidrolisam moléculas de
amido liberando diversos produtos, incluindo dextrinas e progressivamente pequenos polimeros
compostos de unidades de glicose. Estas enzimas apresentam grande importancia em
biotecnologia com aplicacGes desde alimentos, fermentacdo, téxtil e industrias de papel. Apesar
das amilases poderem ser derivadas de diversas fontes, incluindo plantas, animais e micro-
organismos, enzimas microbianas geralmente encontram grande demanda industrial.
Atualmente, grandes quantidades de amilases microbianas estdo disponiveis comercialmente e
tém aplicacdo quase completa na hidrolise do amido em industrias de processamento do amido.

Outro conceito dado por Gupta et al (2003) mostra que as amilases sdo divididas em
duas categorias, endoamilases e exoamilases. As endoamilases (a-amilases) catalisam as
hidrolises de forma aleatéria no interior da molécula de amido. Esta acdo causa a formagao de
ramos lineares de oligossacarideos de cadeias de varios comprimentos. As exoamilases
(glucoamilase) hidrolisam a partir das extremidades ndo-redutoras da cadeia resultando em
produtos finais pequenos. Atualmente sdo conhecidas varias enzimas que hidrolisam a molécula
de amido em diferentes produtos e a acdo combinada de varias enzimas é necessaria para a
completa hidrolise do amido. As enzimas responsaveis pela degradacdo do amido estdo
amplamente distribuidas na natureza. Entre elas, as amilases, que atuam sobre o amido,
glicogénio e polissacarideos para hidrolisar as ligagdes glicosidicas a-1,4. As amilases podem
ser divididas em trés grupos: as a-amilases, as quais rompem as liga¢6es no interior do substrato

(endoamilases); as B-amilases, que hidrolisam unidades das extremidades ndo redutoras do
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substrato (exoamilases); e as glucoamilases (amiloglucosidases), as quais liberam unidades de
glicose do terminal ndo-redutor das moléculas do substrato (REED, 1975).

Para a conversdo eficiente do amido em compostos de baixa massa molecular, €
necessaria uma acdo coordenada das enzimas citadas anteriormente. Essas enzimas serdo
descritas a seguir em relacdo a sua especificidade.

Costa (1996) apresenta um esquema (Figura 11) para identificar e classificar as enzimas
amiloliticas.

Endo-c.-1 4-Glucanase — a-Amilase
c-1 4-Glucanases
il — Exomaltohexahidrolase
Exo-o-1 4-Glucanase | — Exomaltopentahidrolase
— Exomaltotetrahidrolase
Enzimas — p-Amilase

Amiloliticas — Amiloglucosidase

L Isopululanase

—Endo-a.-1 6-Glucanase _l: Pululanase
L o1 B6-Glucanases lsoamilase

Exo-o-1,6-Glucanase — Exopululanase

Figura 11: Classificacdo das enzimas amiloliticas. Fonte: Costa, 1996

As amilases tém grande importancia em biotecnologia, apresentando largo campo de
aplicagdo. Enzimas amiloliticas sdo utilizadas na industria de panificacdo para dar a estes
produtos um volume maior, cor melhor e maciez. Na produgdo de glicose e frutose, as amilases
ao usadas para hidrolisar as moléculas de amido. Nas industrias de papel, utilizando-se amilases
para protecdo do papel contra danos mecénicos e melhoria do acabamento final.

Amilases também tém sido utilizadas em alimentos para bebés e adicionadas aos cereais
para baixar sua viscosidade e em fabricas de cervejas para produzir cerveja clara
(NOROUZIAN et al., 2006; SPIER et al., 2005). HANSEN et al (1994) citam o uso da
amiloglucosidase para fabricacdo de sorbitol um edulcorante utilizado para diabéticos. As
amiloglucosidases sdo glicoproteinas secretadas usualmente com diferentes pesos moleculares
(HEIMO et al., 1997).

As enzimas sdo denominadas de acordo com o substrato sobre o qual atuam, portanto, o

termo amilase indica a acdo sobre o amido, que contém dois tipos de polissacarideos: amilose
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(15-20%), que € linear, e amilopectina (80-85%), que é ramificada, estdo presentes nos granulos
na forma associada (LEHNINGER et al., 2002; HARGER, 1982).

A amilose, um dos componentes do amido e fécula, é formada por unidades de D-
glicose unidas linearmente por ligagdes a-1,4 (CONN; STUMPF, 1975). Segundo os autores,
possui uma extremidade redutora e uma ndo-redutora. A a- amilase hidrolisa a cadeia linear da
amilose, atacando ao acaso as ligagfes a-1,4 por toda a cadeia, produzindo uma mistura de
maltose e glicose. A B-amilase ataca a extremidade ndo redutora da amilose, dando sucessivas
unidades de maltose.

A amilopectina é um polissacarideo ramificado; na sua molécula, cadeias mais curtas de
glicose unidas por ligacBes a-1,4 sdo também unidas entre si por ligacGes a-1,6 (das quais se
podem obter a isomaltose). A amilopectina também pode ser atacada por a-amilase e 3-amilase,
mas as ligacOes a-1,4 proximas das ramificacdes da amilopectina, e as ligagdes a-1,6 ndo sdo
hidrolisadas por essas enzimas. Desse modo, um ndcleo condensado e ramificado, obtido da
amilopectina original — denominado dextrina limite — é o produto dessas enzimas. Uma outra
enzima, a a-1,6 glucosidase ira hidrolisar a amilopectina até uma mistura de glicose e maltose
(CONN; STUMPF, 1975). A Figura 12 mostra uma representacdo esquematica da acdo das

enzimas amiloliticas sobre uma molécula de amido, que é considerada molécula polissacaridica.

Amiloglucosidase

@,
A
00,000 & Blcose
00 Maltose

a-Amilase

Figura 12: Representacdo esquematica da acdo das enzimas amiloliticas. Fonte: Spier, 2005

O sucesso comercial de amilases esta ligado a utilizacdo de biomassa amilacea crua na
indastria. Para produgdo industrial de etanol, tém sido utilizadas varias matérias-prima como
milho, trigo, arroz, sorgo e batata, as quais sdo produzidas em grande escala no mundo todo e
seus residuos podem ser utilizados como fontes de energia renovavel (SONI et al., 2003).

Deste modo, a obtencdo de enzimas amiloliticas baseia-se no fato de que para que o
micro-organismo cresga num meio contendo polissacarideos como principal fonte de carbono,

existe necessidade de que 0 mesmo converta as macromoléculas em moléculas menores. Com
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este fim, 0 micro-organismo sintetiza carboidrases, sendo a glucoamilase uma delas (AGUERO,
1998).

2.4.1.1 a-amilase

Dentre as enzimas amiloliticas, a mais importante é a a-amilase, pois desempenha um
papel fundamental na conversdao do amido em produtos de baixa massa molecular, que podem
ser utilizados por outras enzimas do mesmo grupo.

Pandey et al (2005) definem a-amilase (1,4-a-glucan-4-glucanohydrolase, EC 3.2.1.1.)
como sendo uma enzima que quebra as liga¢bes a-1,4 dos polissacarideos que possuem trés ou
mais unidades de D-glicose em unido o-1,4. O ataque ocorre na forma ndo seletiva (tipo
endoenzima) sobre varios pontos da cadeia simultaneamente, sendo que os primeiros produtos
da hidrolise sdao sempre oligossacarideos de 5 a 7 unidades de glicose (BRUCHMANN, 1980).
Apbs a acdo, liberam unidades de glicose, oligossacarideos de diferentes pesos moleculares e
dextrinas. Atua, isolada ou simultaneamente, com outras enzimas amiloliticas, apresentando
importantes aplicagbes como na inddstria de alimentos, bebidas e na obtengdo de produtos
téxteis e farmacéuticos. As a-amilases enddgenas de sementes de cereais sdo utilizadas na
industria de panificacdo e cervejarias, enquanto as de origem microbiana sdo empregadas em
processos onde é necessaria a sacarificacao e a liquefagdo do amido.

Também chamadas de enzimas dextrinizandes, estas enzimas sdo divididas em duas
categorias, de acordo com o grau de hidrédlise do substrato: a-amilases sacarificantes, que
hidrolisam 50 a 60% do amido produzindo glicose e maltose, e as liquidificantes, que quebram
cerca de 30 a 40% do substrato produzindo, predonimantemente, maltoligossacarideos, sendo
responsaveis pela rapida reducéo da viscosidade do amido em comparacdo com as primeiras
(DECLERCK et al., 2000).

De acordo com Harger (1982), as a-amilases podem ser encontradas nos mamiferos,
vegetais superiores, fungos, bactérias e crustaceos. A a-amilase cristalina pode ser preparada a
partir do sangue e pancreas humanos, pancreas do rato, cevada malteada, algumas espécies do
género Aspergillus, Pseudomonas saccharophila, Bacillus subtilis, Bacillus coagulans, Bacillus
stearothermophillus, enquanto as enzimas purificadas sdo obtidas de sorgo malteado, soja, trigo
maltado, pancreas de alguns passaros como 0 pombo além de crustaceos como o caranguejo.

O pH 6timo para a a-amilase fungica esta entre 5,0 e 6,0. Possui carater acido e é
solivel em &gua. Sua atividade diminui rapidamente acima de 50°C. A faixa Otima de
temperatura para sua atividade é de 55 a 70°C, que varia dependendo da fonte (REED, 1975).
Miller et al (1953) citado por Reed (1975) estudou a estabilidade da enzima com o aumento da
temperatura até 80°C. As amilases flngicas perderam sua atividade e em 80°C somente

alcancou 1% de sua atividade, enquanto nessa mesma temperatura, as amilases bacterianas
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preservaram 92% de sua atividade. Moreira et al (1999) comentam em seu trabalho que as
enzimas a-amilase e amiloglucosidase, parcialmente purificadas, exibiram maxima atividade na
faixa de pH entre 4,5-6,0, apresentando grande estabilidade sob condig¢des acidas (pH 4,0 a 7,0).
A méxima atividade ocorreu em temperaturas entre 50 e 60°C, apresentando estabilidade por
mais de 10 horas a 55°C.

2.4.1.2 p-amilase

A B-amilase, cujo nome sistematico é a-1,4-glucan maltohidrolase, € também chamada
sacardgena, encontrada, sobretudo nos vegetais superiores. As B-amilases sdo exoenzimas que
hidrolisam a penadltima ligac&o glicosidica a-1,4 de polissacarideos a partir da extremidade néo-
redutora de amilose sobre a penultima ligagdo Oxido, separando duas unidades de glicose na
forma de B-maltose, por uma inversdo (HARGER,1982).

A B-amilase participa do processo de mobilizacdo do amido durante a germinagdo das
sementes de cereais. Esta é acumulada durante o processo de desenvolvimento das sementes de
cevada e permanece ligada aos granulos de amido, sendo considerada a isoforma especifica do
endosperma, havendo também uma isoforma ubiqua, presente em érgdos vegetativos como
folhas e raizes (ZIEGLER, 1999). Em sementes de arroz, a forma especifica do endosperma é
ausente, ocorrendo a sua sintese na camada de aleurona durante a germinagéo e ao contrario do
que se observa para a a-amilase, a inducdo da expressao e sintese "de novo" da B-amilase ndo
estdo sob controle de giberelinas (YAMAGUCHI et al., 1999)

Esse tipo de enzima esta distribuido nos tecidos das plantas onde hidrolisa amido em [3-
maltose, sendo particularmente abundante em soja, trigo e cevada, principalmente durante a

germinacdo. A B-amilase tem pH 6timo entre 4 e 6 e temperatura 6tima de 30 a 50°C.

2.4.1.3 Glucoamilase

A glucoamilase, também conhecida como amiloglucosidase, enzima glucogénica, amido
glucogenase, gama-amilase e exo-1,4-a-D-glucano glucohidrolase, EC. 3.2.1.3 conforme a
“Enzyme Comissiono of the International Union of Biochemistry”. Ao contrario de a-amilase,
muitas glucoamilases também sdo habeis em hidrolisar as ligagdes o-1,6 de pontos de
ramificagdo de amilopectina, embora em uma razao menor que as ligagdes a-1,4, fornecendo
quase a degradacdo completa do amido em glicose (SELVAKUMAR et al., 1997).

Além das fracbes amilose e amilopectina do amido, outras moléculas , como maltose,
dextrinas e glicogénio, sdo hidrolisadas pela enzima. Também chamadas de enzimas de

sacarificacdo, elas sdo capazes de hidrolisar completamente o amido em incubacdes por longos
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periodos. Ocorrem em muitos micro-organismos, principalmente em fungos filamentosos,
bactérias e trato digestivo de mamiferos (CRUZ; CIACCO, 1980).

A amiloglucosidase é, na sua maior parte, produzida por linhagem dos fungos
Aspergillus e Rhizopus sp., sendo que, dentre essas, a amiloglucosidase de Aspergillus € a mais
termoestavel. Essa enzima catalisa eficientemente a reacdo de sacarificacdo do amido dentro de
uma faixa estreita de temperatura (LEMOS et al., 2003).

A principal utilizacdo da glucoamilase esta na industria de processamento de alimentos
para produzir agucares sollveis do amido (MACKENZIEA et al., 2000). A glucoamilase produz
xaropes com alto teor de glicose, em torno de 96 a 98% (CEPEDA et al., 2001). A inddstria de
amido é a segunda maior consumidora de enzimas, movimentando milhdes de ddlares todos os
anos, e a principal enzima consumida para conversdo de amido em xaropes e etanol. A
glucoamilase é amplamente utilizada na industria alimenticia para a produgdo de xaropes com
alto teor de glicose e também empregada na producdo de alcool e xarope com alto teor de
frutose (LEMOS et al., 2003). Os mesmos autores complementam que varios micro-organismos
e plantas produzem a glucoamilase, das quais a maior parte disponibilizada comercialmente é
produzida por linhagens dos fungos Aspergillus e Rhizopus sp. sendo a enzima produzida por
Aspergillus mais termoestavel, apresentando a méaxima atividade em torno do pH 4,5, em
temperaturas de 50-55°C sendo, entretanto, rapidamente inativada em temperaturas proximas a
60°C. Esta termoestabilidade limitada afeta seu uso no processo industrial, onde a atuagdo
prolongada em altas temperaturas é necessaria.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Produzir enzimas amiloliticas em meios de cultura alternativos (farelo de cacau, casca de

mandioca e palma forrageira), através da fermentacdo em estado solido.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a influéncia do pH e da temperatura na producgao enzimaética;

Avaliar o efeito do tempo de fermentacdo e do teor de &gua na producdo de enzimas

amiloliticas;

Comparar em qual substrato ocorre a maior producao enzimatica.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL E EQUIPAMENTOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Residuos Agroindustriais
(LABRA) na Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia — UESB, Campus de Itapetinga-Ba.

A tabela 2 mostra a relacdo de reagentes utilizados durante as analises.

Tabela 2: Reagentes utilizados durante as analises

PDA (Potato Dextrose Agar) Agar-agar
Acido dinitrosalicilico Acido acético glacial
Tartarato de sodio e potassio lodo
Fosfato de sddio dibasico Fosfato de sédio monobésico
Hidroxido de sodio Etanol
Amido soltvel lodeto de potéassio
Acetato de sédio Acido cloridrico
Azul brilhante Coomassie Acido fosférico

Os principais equipamentos utilizados neste trabalho estdo listados na tabela 3.

Tabela 3: Equipamentos utilizados durante o experimento

Balanca analitica Balanca de umidade
Incubadora — Shaker Cémara de Fluxo Laminar
Centrifuga Espectrofotdmetro UV/VIS
Estufa para Incubagéo Moinho de Facas
Autoclave Banho Maria
Microscopio Secador de Bandejas

40



4.2 SUBSTRATO

Como meio de cultivo no processo de fermentagdo em estado sélido para obtengdo de
amilases, foram utilizados dois residuos, sendo eles farelo da casca de cacau, farelo da casca de
mandioca e palma forrageira que serdo descritos a seguir.

O farelo de cacau (Figura 13) foi adquirido por fabricas produtoras de cacau, localizadas
na regido Sul da Bahia. Para obtencdo do farelo, a casca de cacau, foi submetida a um processo
de separacgdo granulométrica, a partir da trituragdo (20 mesh) em moinho de facas tipo Willey e

armazenado a temperatura ambiente.

Figura 13: Farelo de cacau. Fonte: O autor

O residuo do descascamento da mandioca (Figura 14) foi adquirido de um comerciante
local da cidade de Itapetinga-Ba. O mesmo foi lavado, desidratado a 70°C em secador de
bandejas e triturado em moinho de facas tipo Willey, para obtengdo de uma farinha sem
granulometria definida. Em seguida armazenada e conservada em vasos de polietileno a

temperatura ambiente.

Figura 14: Farelo de casca de mandioca. Fonte: O autor
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Assim como 0s rejeitos acima utilizados em fermentacdo em estado solido, a palma
forrageira (Figura 15) também foi utilizada nesse processo. A palma gigante foi coletada no
campo Agrostoldgico da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB) — Campus de
Itapetinga, os cladddios da palma forrageira foram extraidos nas articulagdes, utilizando apenas
aquelas em bom estado fitossanitario, a partir das terciérias, conforme a colheita realizada
tradicionalmente na regido. O processo de secagem foi efetuado na estufa com circulacéo de ar
forcada (SOLAB) a 70°C até atingir umidade de 2%, ap0Os esse procedimento, a palma foi

triturada em moinho de facas tipo Wiley (20 mesh), e armazenada em temperatura ambiente.

Figura 15: Palma forrageira. Fonte: O autor

4.3 SELECAO DE MICRO-ORGANISMOS

Foram utilizadas cepas de fungos filamentosos (Aspergillus niger e Rhizopus sp.),
pertencente ao Laboratério de Residuos Agroindustriais - LABRA, da Universidade Estadual do

Sudoeste da Bahia — Campus de Itapetinga.

4.4 OBTENCAO DA SOLUCAO DE ESPOROS E PREPARO DO INOCULO

O repique do fungo foi feito em camara de fluxo laminar, sendo que a obtengdo do
indculo para a FES foi realizada através da propagacao dos esporos da cepa de Aspergillus niger
e Rhizopus sp. utilizando meio de cultura com Agar-agar e PDA (Potato Dextrose Agar) em
erlenmeyers de 250 mL autoclavados e incubados a 35 °C por sete dias em estufa bacterioldgica
(SOLAB modelo SL 101). Ap6s esse periodo foi obtida a solucdo de esporos, pela adi¢do de
pérolas de vidro, sob agitacdo, e adgua destilada estéril ao meio. A contagem dos esporos foi
realizada em camara de Neubauer (Figura 16), com auxilio do microscépio binocular (BIOVAL

L.1000). A concentracdo de esporos utilizada como inéculo foi de 107 esporos/g de meio sélido.
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Figura 16: Camara de Neubauer. Fonte: Barga, 2007
4.5 FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

A fermentagéo foi conduzida em erlemeyer de 250 mL contendo 10g de substrato. Os
meios de cultivo utilizados foram farelo de cacau, farinha da casca de mandioca e palma
forrageira. As fermentagdes ocorreram em trés diferentes tempos (24, 72 e 120 horas), trés
temperaturas (25°C, 30°C e 35°C) e em trés umidades diferentes para cada substrato. Todos 0s
erlemeyeres foram autoclavados a 1,0 atm por 15 minutos e apos o resfriamento, inoculava-se a
suspensdo de esporos (Figura 17). A amostragem foi determinada nos tempos e temperaturas
acima. Agua destilada foi adicionada ao residuo seco de maneira a se obter aproximadamente as
seguintes concentragdes em base Umida (UBU): para o farelo de cacau as umidades foram
(55%, 60% e 65%), a casca de mandioca (45%, 55% e 65%) e a palma (50%, 60% e 70%).

Figura 17: Fermentacdo em estado sdlido. Fonte: O autor
4.6 OBTENCAO DO EXTRATO ENZIMATICO BRUTO

Para a obtencdo do extrato enzimatico bruto, foram separadas 10 g de amostra a qual foi

misturada a 100 mL de agua destilada. Essa suspensdo permaneceu sob agitacdo continua em
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shaker de bancada durante 30 minutos a 200 rpm. Em seguida, foi feita a filtracdo para remocéo
dos sélidos. O extrato obtido foi centrifugado a 3000 rpm durante 15 minutos (Centrifuga
CentriBio 310) e o sobrenadante foi utilizado para determinar os agUcares redutores e a

atividade enzimatica.

4.7 DETERMINACAO DA ATIVIDADE AMILOLITICA

A atividade amilolitica foi determinada utilizando amido como substrato, denominado

de método sacarificante, baseia-se na producéo de aclcares redutores (MILLER, 1959).

4.7.1 Atividade amilolitica sacarificante

A partir do extrato foram feitas as determinagdes de atividade amilolitica inoculando 1
mL de extrato enzimatico em 1 mL de solucdo de amido 1% em tampéo fosfato 0,5 M e pH 7,0.
A mistura foi incubada por 30 minutos a 37°C. Os agUcares redutores foram determinados pela
técnica do acido dinitrosalicilico (DNS). A leitura foi feita em 570 nm usando solucdo de
glicose como padréo (MILLER, 1959). A calibragéo do zero no aparelho foi feita utilizando um
teste em branco, em que 1 mL de agua destilada substituia a amostra, seguindo 0 mesmo
procedimento. Uma unidade de atividade enzimatica corresponde & quantidade de enzima capaz
de liberar 1 umol de glicose por minuto nas condi¢cbes do método proposto (ALVA et al.,
2007).

4.8 DETERMINACAO DE PROTEINAS — BRADFORD

A determinacdo de proteinas do extrato enzimético foi feita pelo Método de Bradford
(GODOY, 2009), que dosa proteinas soluveis.

Preparo do reagente: foram utilizados 50 g do de Azul Brilhante Coomassie (G-250), 25 ml de
etanol (95%), 50 ml de acido fosférico (85%) e agua destilada. O azul brilhante foi solubilizado
no etanol, com auxilio de agitador magnético. Em seguida foi adicionado o acido fosférico, e
posteriormente o volume do baldo foi completado e 0 mesmo foi enrolado no papel aluminio. A

solucéo tampédo usada foi fosfato de sddio (100 mM, pH 7,0).
Preparo das solucfes-padréo de BSA: Pesou a quantidade de BSA (albumina de soro bovino)

adequada para a maior concentracdo e foram solubilizadas na solucdo tampdo. As leituras foram

realizadas em espectrofotometro (A = 595 nm).
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4.9 DETERMINACAO DO pH E TEMPERATURA OTIMOS E AVALIACAO DA
TERMOESTABILIDADE

O efeito do pH na atividade da amilase foi determinada pela técnica do &cido
dinitrosalicilico (DNS), denominado de atividade sacarificante, baseado na producdo de
acucares redutores (MILLER, 1959). Pelas variacbes de pH, faz-se necessario investigar a
atividade da enzima nos diferentes intervalos de pH, mostrando, portanto, a acdo da enzima na
simulacdo das diferentes concentrac@es hidrogenionicas ( 4, 6, 7, 8) (CRUZ et al., 2011).

A temperatura 6tima foi determinada incubando-se 1 mL do extrato enzimatico em 1
mL de solugdo de amido 1% em tampdo fosfato 0,5 M e pH 7,0. A atividade amilolitica foi
realizada incubando as amostras nas temperaturas de 25, 35, 45, 55, 65, 75, 85 e 95°C
(CARVALHO et al.,, 2008). Em seguida foi feita a leitura através da técnica do é&cido
dinitrosalicilico (MILLER, 1959).

Na avaliagdo da termoestabilidade das enzimas, os ensaios foram realizados na
temperatura e pH o6timos, previamente determinados. Durante 1 hora, em intervalos pré-
definidos a reacdo foi interrompida com a adi¢do de DNS e procedida a analise como no item
4.7.1.

4.10 ANALISES ESTATISTICAS

Um planejamento fatorial fracionario 2 ** adicional de 4 repeti¢des no ponto central foi
implementado a fim de avaliar a influéncia da temperatura, teor de agua e tempo de
fermentacdo sobre a atividade enzimatica da amilase. Os valores dos niveis das variaveis
estudadas estdo apresentados na tabela 4. Os resultados obtidos nos experimentos foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), e os efeitos foram considerados significativos para
p<0,07.

A partir dos resultados da ANOVA para os experimentos do fatorial fracionado, um
primeiro delineamento composto central rotacional (DCCR) foi usado para otimizar ou verificar

uma tendéncia de otimizacgao do processo enzimatico.
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Tabela 4: Valores codificados e valores “reais” para cada fator em estudo

) ) Planejamento fatorial
Planejamento fatorial
em
em Valores codificados )
Valores reais

Teor de Teor de 4gua  Teor dedgua  Teor de agua
enssip TETPO Temperatira Tempo Temperaa T ieca dapama
(. 1) (%2, %) (Xs,%m/m) k) (X 5C) (X5, %mim)  (Xa %m/m)  (Xa, %m/m)
1 -1 -1 -1 24 25 55 45 50
2 -1 +1 -1 24 35 55 45 50
3 +1 -1 -1 120 25 55 45 50
4 +1 +1 -1 120 35 55 45 50
5 -1 -1 +1 24 25 65 65 70
6 -1 +1 +1 24 35 65 65 70
7 +1 -1 +1 120 25 65 65 70
8 +1 +1 +1 120 35 65 65 70
9 0 0 -1 72 30 55 45 50
10 0 0 +1 72 30 65 65 70
11 -1 0 0 24 30 60 55 60
12 +1 0 0 120 30 60 55 60
13 0 -1 0 72 25 60 55 60
14 0 +1 0 72 35 60 55 60
15 0 0 0 72 30 60 55 60
16 0 0 0 72 30 60 55 60
17 0 0 0 72 30 60 55 60
18 0 0 0 72 30 60 55 60

Os efeitos significativos foram estudados em dois niveis, com quatro repeti¢des no
ponto central, que foram utilizados para avaliar o erro experimental e da adequacéo do modelo
proposto. Para cada uma das varidveis independentes estudadas, maior valor (valor codificado:
+1) e menor valor (valor codificado: -1), os pontos definidos foram selecionados de acordo com
os resultados obtidos a partir de planejamento fatorial fracionado.

Com um modelo polinomial de segunda ordem (Eq. 1) foram ajustados os dados

experimentais e os coeficientes de regressdo foram obtidos por regressdo linear multipla.

EA=Bo+ T B Xi+ ZBiXd+ X By XiXj +Z B XiXj X« (Eq. 1)
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A partir dos resultados deste DCCR, foi instalado um novo DCCR com novos valores
para as variaveis a fim de otimizar o processo. As variaveis utilizadas neste novo delineamento
foram as mesmas do primeiro DCCR, porém com valores que tendiam para a regido de 6timo.
Nos dois delineamentos Composto Central Rotacional, os resultados foram analisados
estatisticamente por meio de andlises de varidncia e de regressdo, considerando-se a falta de
ajuste, a significancia dos parametros e o coeficiente de regressdo. Por meio da andlise da
metodologia de superficie de resposta, determinaram-se as melhores condi¢bes de extracdo das
proteinas nos intervalos de condicGes experimentais utilizados.

Todas as analises estatisticas necessarias foram realizadas no pacote estatistico
Statystical Analysis System® versao 9.0, procedimento RSREG (SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 FERMENTACAO EM ESTADO SOLIDO

A fim de avaliar os fatores que mais influenciaram na agdo enzimética da amilase, uma
ANOVA (Tabela 5) com pardmetros de analise de estimativa foram conduzidos com fatorial 2°*
fracionarios.

Foi realizada a analise de variancia (ANOVA) para os modelos e o grau de significancia
foi analisado através do teste estatistico de Fisher (teste-F) aplicado as diferencas significativas
entre as fontes de variacdo nos resultados experimentais, ou seja, a regressao, a falta de ajuste e
o coeficiente de determinacdo multipla. Uma vez que os modelos de segunda ordem nédo foram
aceitos pelos testes mencionados, os mesmos foram melhorados até que as condicdes
determinadas fossem cumpridas. Os fatores que ndo tiveram significancia de 7% foram entéo
agrupados no termo de erro e um novo modelo reduzido foi obtido para as variaveis através da

regressdo multipla utilizando o fator significativo listados anteriormente.

Tabela 5: ANOVA para o modelo quadratico da superficie de resposta para a producdo de

enzimas amiloliticas.

Fonte GL SS QM F P>F
Modelo 6 5605286 934214 6,22 0,0046
Falta de Ajuste 11 1652437 150222
Erro Puro 3 10828,991 3609,6664
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Total 17 7257723
cVv 38,22442
R? 0,7723
Fonte GL SS QM F P>F
Modelo 3 3204667 1068222 11,19 0,0005
Falta de Ajuste 11 1336204 95443
Erro Puro 3 131006,300 43668,767
Total 17 4540871
Ccv 42,74906
R? 0,7057
Fonte GL SS QM F P>F
Modelo 4 3472428 868107 9,88 0,0007
Falta de Ajuste 13 1142427 87879
Erro Puro 3 89860,913 29953,638
Total 17 4614855
cv 35,35740
R? 0,7524
Fonte GL SS QM F P>F
Modelo 6 231615 38602 3,49 0,0350
Falta de Ajuste 11 121737 11067
Erro Puro 3 6175,0813 2058,3604
Total 17 353351
CVv 39,05395
R? 0,6555




Fonte GL SS QM F P>F
Modelo 5 644193 128839 8,77 0,0011
Falta de Ajuste 12 176383 14699
Erro Puro 3 32513,6646 10837,8882
Total 17 820576
CVv 26,35546
R 0,7850

Os modelos reduzidos podem ser descritos pelas equagdes (2), (3), (4), (5) e (6), em
termos de valores ndo codificados.

AC, - 78390 + 26.65827 X, — 553.57778 X,— 2428.26390 X; + 18.06612 X;*  (Eq.2)
—1.16747 X; X, + 11.24470 X, X3

AC,--5125.00810 + 59.36172 X, + 205.38562 X,— 2.12404 X, X, (Eq.3)

AC;- 18589 - 48.47454 X, —551.58960 X3+ 4.17446 X3° + 0.81237 X; X3 (Eq.4)

AC,--1829.95122 — 10.19683 X, + 185.36500 X,— 20.05758 X3 + 0.06450  (Eq.5)
X2 —4.15817 X,? + 1.03287 X, X3

AC:s - 3482.82545 — 1.97974 X, + 87.91564 X,— 146.65879 X; + 1.80442 (Eq.6)
X3 —1.84132 X, X3

Onde, AC; AC, AC; AC, e ACs so respectivamente as atividades enzimaticas do
farelo de cacau fermentado com A. niger, farelo de cacau fermentado com Rhizopus sp., casca
de mandioca fermentada com Rhizopus sp., palma fermentada com A. niger e palma fermentada
com Rhizopus sp.

Usando o método de superficie de resposta (MSR), com o valor da temperatura fixa nas
condicOes ideais, as relacfes entre os fatores e a resposta pode ser melhor compreendida
mostrando que o conteldo de agua e o tempo afetam o comportamento dos ativos enzimaticos.
Com os dados obtidos a partir do grafico de superficie de resposta, usando um valor ideal para a
temperatura, uma atividade enzimatica pode ser observada a partir do contetdo de &gua e do
tempo de fermentacéo.

A producdo de enzimas € induzida pela presenga de nutrientes no substrato. Conforme
KOLICHESKI (1995) citada por PRADO (2002), algumas cepas de A. niger produzem enzimas
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que sdo capazes de hidrolisar o amido liberando glicose. Outros autores também afirmam a
necessidade da presenca de uma fonte de amido para ocorrer a inducéo da producéo de amilases
por fungos, leveduras e bactérias (FELLOWS, 1994; PANDEY et al., 1999 e GUPTA et al.,
2003). Os micro-organismos ndo assimilam diretamente moléculas complexas como é o caso do
amido, um polissacarideo. Nao havendo outro componente assimilavel no meio, o micro-
organismo passa a sintetizar aquelas enzimas especificas que degradam o substrato complexo
em moléculas mais simples - neste caso as amilases - para que estas convertam o amido (fécula)
em acuUcares assimilaveis garantindo assim o crescimento e desenvolvimento do micro-
organismo.

Dentre as cepas estudadas, Rhizopus sp. e Aspergillus niger, todas elas apresentaram
crescimento no meio, sendo que os melhores resultados foram evidenciados com o fungo

filamentoso Aspergillus niger.

52 QUANTIFICACAO DA PRODUCAO DE AMILASE COM O FUNGO
FILAMENTOSO Aspergillus niger

Observa-se na figura 18 (a) que, para o farelo de cacau, o tempo nédo foi significativo
para a producdo da enzima, e os fatores temperatura e umidade foram considerados
significativos para a producdo enzimatica. Para a palma forrageira, figura 18 (b), a umidade nédo
foi considerada um fator significativo para a producdo enzimatica, enquanto que a temperatura e

o tempo foram sim considerados fatores significativos para a producdo de amilase.

Atividade
Atividade

(@) (b)

Figura 18: Producédo de amilase no farelo de cacau (a) e na palma forrageira (b)
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Na figura 18 (a) a maior producdo enzimatica ocorreu numa temperatura de 35°C.
Palacios-Cabrera et al., 2005 relatam que o crescimento de A. niger ndo é afetado em
temperaturas de 25 a 35°C, temperatura essa considerada 6tima para o desenvolvimento desses
micro-organismos.

A umidade considerada significativa para a maior producao enzimatica nesse residuo foi
de 65%, devido a maior afinidade dos fungos filamentosos por baixos valores de umidade.
Estudos relatam que o crescimento de Aspergillus niger néo é afetado por baixas atividades de
agua (CRUZ et al.,2011). Os fungos filamentosos sdo micro-organismos capazes de crescer na
auséncia de agua livre (COSTA, 1996).

Para a palma forrageira, figura 18 (b), além da temperatura de 35°C, temperatura 6tima
para o crescimento de fungos filamentosos, o tempo também influenciou de forma significativa
a producdo enzimatica, sendo a maior produgao amilolitica obtida em 24 horas de fermentacéo.

Valores elevados de atividade enzimatica nas primeiras horas de fermentacdo podem ser
explicados pela baixa disponibilidade de agUcares redutores da matéria-prima, necessarios para
0 desenvolvimento do micro-organismo. Essa baixa disponibilidade estimula o mecanismo de
expressao das enzimas necessarias para geracao de aglUcares simples (WHITAKER, 1994).
Enzimas geralmente apresentam mecanismos de controle de expressdo que podem ser
estimulados ou inibidos por produtos do meio. Os produtos finais de cada via metabolica sdo
frequentemente inibidores das enzimas que catalisam os primeiros passos da via. Esse
mecanismo é conhecido como Feedback negativo ou autoalimentacdo (WHITAKER, 1994).

A menor producdo enzimatica na palma forrageira foi obtida em 72 horas de
fermentacdo, esse fato pode esta relacionado com a inibicdio do fungo marcado pela
extrapolacdo do nivel do teor de agua ideal, 0 que promove inibicdo na excrecdao enzimatica,
reduzindo a atividade de amilase (DANTAS, 2002).

Shaktimay et al., 2010 afirmam que acima de 60% de capacidade de retencdo de
umidade houve decréscimo da atividade amilolitica termoestavel de Streptomyces erumpens
MTCC 7317 cultivada em FES utilizando residuo fibroso de mandioca. O declinio pode ser
atribuido a menor porosidade, baixa transferéncia de oxigénio e aeragdo e adsor¢do da enzima
nas particulas do substrato.

Kunamneni et al. 2005 encontraram maior atividade de amilase de Thermomyces
lanuginosus em 120 horas de fermentacdo em umidade inicial para o substrato de 90%. Teores
de umidade acima de 80% podem levar a contaminacdo bacteriana, acompanhado de
contaminacao flngica.

Comparando os valores obtidos em ambos os meios de cultura, € possivel verificar
maior producdo enzimatica no farelo de cacau, tendo 0 mesmo apresentado maiores atividade

enzimaticas.
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5.3 QUANTIFICACAO DA PRODUCAO DE AMILASE COM O FUNGO
FILAMENTOSO Rhizopus sp

Observa-se na figura 19, que a umidade néo foi significativa na producdo enzimética do

farelo de cacau. O tempo de fermentagéo e a temperatura influenciaram significativamente na
producéo de enzimas.
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Figura 19: Producéo de amilase no farelo de cacau

A maior produgdo enzimatica foi obtida em 24 horas de fermentacéo a 35 °C. Palécios-
Cabrera et al., 2005 relatam que o crescimento de fungos filamentosos ndo é afetado em
temperaturas de 25 a 35 °C. A temperatura afeta a germinagdo dos esporos, o crescimento e a
esporulacdo dos micro-organismos e a formagdo do produto, por isso temperaturas elevadas
acabam prejudicando o processo (BIANCHI et al., 2001).

Em relacdo ao tempo, valores elevados de atividade enzimatica nas primeiras horas de
fermentacdo podem ser explicados pela baixa disponibilidade de agucares redutores da matéria-
prima, necesséarios para o desenvolvimento do micro-organismo. Essa baixa disponibilidade
estimula o mecanismo de expressao das enzimas necessarias para a geracao de acucares simples

(WHITAKER, 1994).

Para a palma forrageira, o tempo de fermentacdo ndo influenciou na producédo
enzimatica como mostra a figura 20.
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Atividade

Figura 20: Producédo de amilase na palma forrageira

A temperatura e a umidade influenciaram significativamente na producéo de amilase. O
contetido de agua é um fator muito importante no processo de fermentagdo. A maior producéo
enzimatica ocorreu a 25 °C com 70% de umidade, o que se pode notar que esse teor de agua
adicionada foi ideal para a obtencdo enzimatica. A otimizacdo realizada foi necessaria para o
ajuste de produgdo da enzima. Umidades elevadas provocam a diminuicdo da porosidade do
substrato, reduzindo assim a troca de gases, por outro lado baixas quantidades de agua podem
resultar na redugéo do crescimento microbiano (SANTOS et al., 2011).

A menor producdo enziméatica produzida na palma forrageira foi em 120 horas de
fermentacdo. O decréscimo na atividade da enzima com o aumento do tempo de incubacdo pode
ser devido a producdo de coprodutos resultante do metabolismo microbiano, além da formacéao
de metabolitos secundarios e o esgotamento de nutrientes, inibindo o crescimento do fungo e a
formac&o da enzima (GUPTA et al., 2010; SHAFIQUE et al., 2009). O declinio na producéo de
enzimas pode também ser atribuido a menor porosidade, baixa transferéncia de oxigénio e
aeracdo, e adsorcdo da enzima nas particulas do substrato (DALSENTER, 2005).

Para a casca de mandioca a temperatura foi um fator que néo influenciou na producéo
enzimatica (Figura 21). Os fatores que influenciaram de forma significativa foram o tempo de
fermentacdo e a umidade. A maior producdo enzimética foi obtida em 24 horas de fermentagéo
com 45% de umidade. A produgdo de amilase ndo é afetada em baixas atividades de agua
(CRUZ et al., 2011).
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Figura 21: Producdo de amilase na casca da mandioca

A menor concentragdo enzimatica obtida foi em 120 horas de fermentacdo. Fato que
pode estar relacionado com a inibi¢do do fungo, marcado pela extrapolacdo do nivel de dgua
ideal para o desenvolvimento da linhagem selecionada, o que poderia estar influenciando o
metabolismo responsavel pela producédo da enzima (ALVA et al., 2007). Geralmente as enzimas
apresentam mecanismo de controle de expressdo que sdo estimulados ou inibidos por produtos
presentes no meio de cultivo (WHITAKER, 1994).

Shaktimay et al., 2010 afirmam que acima de 60% de capacidade de retencdo de
umidade houve decréscimo da atividade da a- amilase termoestavel de Streptomyces erumpens
MTCC 7317 cultivada em FES. A. niger e, A. terreus, cultivados em residuo de mandioca com
70% de umidade a 28+1 °C, apresentaram picos de atividade amilolitica com 6 dias de
fermentacdo. Ao final de 10 dias de fermentacéo, ndo foi possivel detectar atividade da enzima
nestas fermentacGes (POTHIRAJ et al., 2006).

Teores de umidade acima de 80% podem levar a contaminagdo bacteriana,
acompanhado de contaminagdo fingica. Alto teor de umidade também diminui a porosidade, a
difusdo de oxigénio e a eliminagdo de didxido de carbono. Por outro lado um baixo teor de

umidade pode levar a um menor crescimento (DALSENTER et al., 2005).
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5.4. DETERMINACAO DO pH OTIMO COM O FUNGO Aspergillus niger

5.4.1 Determinagédo do pH o6timo para o farelo de cacau

Na figura 22, pode-se notar um pico na atividade enzimatica quando o pH de incubagéo
foi igual a 7,0. Abaixo e acima desse valor a atividade foi praticamente a mesma, mantendo-se
constante. Omenu et al (2005) relata um valor ideal de pH para amilase de Aspergillus niger de
4,0, havendo reducdo em valores superiores a esse. As amilases diferem bastante quanto a um
valor especifico de pH étimo, tendo seu maior valor em pH que varia entre 2 a 12 o que foi
mostrado no trabalho (MINAFRA, 2007).

16 -

Atividade Enzimatica (U/g)
[o0e]

pH

Figura 22: Efeito do pH na atividade de amilase para o farelo de cacau

5.4.2 Determinacéo do pH 6timo para a casca de mandioca

A inter-relacdo pH-atividade enzimatica pode ser um fator de controle intracelular da
atividade da enzima.

Os dados apresentados na figura 23 mostram valores bem proximos de atividade
enzimatica nos pHs iguais a 4,0, 7,0 e 8,0, apresentando o pico de atividade em pH 6,0. Silva et
al (2004) ao utilizar o residuo fibroso de mandioca como substrato para a producao da amilase

pelo Penicillium notatum, obteve atividade melhor atividade também em pH 6,0.
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Figura 23: Efeito do pH na atividade de amilase para casca de mandioca

A maior parte das enzimas apresentam atividade maxima em pH numa faixa
compreendida entre 4,5 e 8,0 (BOBBIO & BOBBIO, 1992a). Os dados mostram uma gueda na
atividade com o aumento do ph, apés a elevacdo enzimética. Essa diminuicdo ocorre devido a
desativacdo enzimatica.

Rasiah & Rehm (2009) obtiveram uma amilase em E. coli recombinante que possuia pH
6timo 8,0.

5.4.3 Determinacéo do pH 6timo para a palma forrageira

Para a palma forrageira, os resultados encontrados estdo bem préximos entre si de
acordo com os valores de pH estabelecidos (Figura 24). A maior atividade enzimatica ocorreu
também em pH igual a 6,0 assim como na casca da mandioca, e também um decréscimo na
quantidade enzimatica produzida apdés esse valor de pH. Isso comprova que os fungos
filamentosos tém a capacidade se desenvolver e produzir enzimas nos pHs descritos, mostrando
sua tendéncia a se desenvolver em meios semi-acidos e alcalinos. A menor concentracdo
enzimatica foi no meio mais alcalino, com pH igual a 8,0.
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Figura 24: Efeito do pH na atividade de amilase para a palma forrageira

Semédo et al (2000) encontraram pH 6timo igual a 7,0 para enzimas produzidas por S.
drozdowiczii, com um pico extra em pH 11,0. Por outro lado, Lima et al (2005), encontraram
com pH étimo igual a 5,0 e a 10,0. Jan e Chen (2003) obtiveram enzimas de Streptomyces T3-1
com pH étimo igual a 7,0.

As amilases demonstraram a capacidade de manter uma alta atividade amilasica em pHs
em torno de 6,0. Nota-se que em todas as variagdes de pH determinado para obtencdo da
amilase, foram quantificados valores de atividade enzimética, 0 que mostra a capacidade dos

mesmos na produgdo de enzimas amiloliticas.
5.5 DETERMINACAO DA TEMPERATURA OTIMA COM O FUNGO Aspergillus niger
5.5.1 Determinacéo da temperatura 6tima para o farelo de cacau

O efeito da temperatura na atividade da amilase foi analisado em temperaturas variando
de 25 a 95°C, conforme descrito. Pode-se observar que o pico da atividade enzimatica ocorreu
em 55 °C (Figura 25).
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Figura 25: Efeito da temperatura de incubacéo na atividade amilolitica do farelo de cacau

Diferentes picos de atividade podem indicar a sintese de outra enzima amilolitica como
a amiloglucosidase que apresentam maxima atividade em temperaturas de 50-55 °C sendo,
entretanto rapidamente inativada em temperaturas proximas de 60 °C. Essa termoestabilidade
limitada afeta seu uso no processo industrial, onde a atuagéo prolongada em altas temperaturas é
necessaria (ALVA et al., 2007). SPIER (2005) obteve resultado semelhante aos encontradas
neste estudo para uma amilase fungica, reportando temperatura 6tima entre 45-55 °C.

Negi e Banerjee (2009) caracterizaram a amilase de A. awamori nakazawa (MTCC
6652) e relatam que esta enzima apresenta temperatura 6tima de 70 °C e pH 4,0. Isso mostra a
estabilidade da enzima em condi¢fes usadas em processos industriais, 0 que torna o uso desta
enzima ferramenta importante em processos alimenticios, de limpeza e outras industrias.
Varalakshmi et al. (2009) relatam pico de atividade da amilase de Aspergillus niger, cultivado
em fermentacdo submersa, a 30 °C com valor minimo a 70 °C. Em Penicillium echinulatum, a
atividade méaxima foi a temperatura de 60 °C (CAMASSOLA et al., 2004).

A temperatura 6tima da enzima se encontra, na maioria das vezes, entre 50 e 60°C
(REED, 1975; COSTA, 1996), que incluem a amiloglucosidase de Aspergillus niger. O
aumento da atividade enzimética se deve a ativacdo pela temperatura (SHULER, 1992) na qual
0s 4tomos adquirem muita energia e grande tendéncia a se moverem. Apdés este periodo ocorre a
desnaturacdo ou desativacdo térmica causada pelo rompimento das fracas interacfes que
mantém unida a estrutura globular da proteina (BAILEY e OLLIS, 1986).
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5.5.2 Determinagédo da temperatura 6tima para casca de mandioca

Toda enzima tem uma temperatura 6tima para que atinja sua atividade maxima, ou seja,
é a temperatura maxima na qual a enzima possui uma atividade constante por um periodo de
tempo.

Na figura 26, nota-se que na casca de mandioca, a enzima apresenta pico de atividade
enzimatica quando incubado numa temperatura proxima de 45 °C. Entre 35 e 95 °C houve um
decréscimo nas concentracbes enzimaticas devido a desativacdo enzimatica pelos fatores
temperatura e/ou auséncia de substrato no meio, como afirmam Bailey e Ollis (1986). O
processo de hidrolise enzimatica extrai do material, aglcares redutores, incluindo a glicose
(RABELDO, 2011).
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Figura 26: Efeito da temperatura de incubacédo na atividade amilolitica da casca de mandioca

Desta forma, ocorre a producdo de amilase de forma satisfatoria para temperaturas
inferiores a 45 °C, sendo que a temperatura 6tima para a producdo dessa enzima € inferior a 35
°C. Observa-se que as amilases encontram-se ativas no intervalo de temperatura entre 25 e 45
°C.

O crescimento nas temperaturas de 25 e 35° C € muito mais importante, pois, uma
camada branca de micélio envolve totalmente o substrato, enquanto que nas temperaturas acima
de 35 °C ndo se verifica um crescimento enzimatico tdo intenso como observado no presente
trabalho.
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5.5.3 Determinagdo da temperatura 6tima na palma forrageira

N a figura 27 foi observado que a temperatura étima para as atividades enzimaticas na
palma forrageira ocorreu a 65 °C. Isso mostra a estabilidade da enzima em condicGes usadas em
processos industriais, 0 que torna o uso desta enzima ferramenta importante em processos
alimenticios. Nas temperaturas entre 75 e 95 °C ocorre uma diminui¢do na producdo amilolitica.
O aumento da temperatura pode acelerar o processo de desnaturacdo proteica, o0 que
compromete na producdo das enzimas amiloliticas.
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Figura 27: Efeito da temperatura de incubacao na atividade amilolitica da palma forrageira

A reducdo da atividade enzimatica ap6s certo tempo de hidrolise pode ter ocorrido
devido a desnaturacdo parcial das enzimas através de fatores como o aumento da temperatura
segundo Bailey e Ollis (1986). Por outro lado, de acordo com Zhang (2006), tempos muito
curtos de reacdo ndo sdo suficientes para a degradacdo tanto da fragdo amorfa como a fragéo
cristalina da amilase. Desta forma, o tempo de hidrélise deve ser suficiente para garantir a
degradacdo total do amido sem que ocorra desativacdo enzimatica. Portanto, baseando-se nos
resultados obtidos, o processo de hidrélise enziméatica do amido extrai do material amilasico,
acucares redutores, incluindo a glicose (RABELO, 2011).
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5.6 TERMOESTABILIDADE

5.6.1 Estabilidade térmica da amilase produzida no farelo de cacau

O efeito da temperatura sobre a estabilidade e agdo das enzimas é de grande importancia
para aplicacdo desta enzima na indUstria de alimentos, tendo em vista a necessidade de
tratamentos térmicos dos produtos onde é aplicada e a inativagdo desta enzima apds sua
utilizacdo. Na figura 28, pode-se observar que as maiores produgdes enzimaticas foram obtidas
com a temperatura de 80 °C, 0 que torna vantajoso para processos industriais quando submetido
a altas temperaturas.
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Figura 28: Estabilidade térmica da amilase no farelo de cacau

Ainda de acordo com os resultados, a producdo enzimatica se manteve praticamente
constante a 40 °C em durante todo o periodo de incubacdo. A perda da atividade mais acentuada
foi na temperatura de 70 °C.

O aumento na atividade enzimética foi notado no decorrer do tempo de incubagao das
amostras. Mesmo tendo algumas perdas em alguns periodos de incubacdo, as atividades
enzimaticas se mantiveram ativas durante os 60 minutos, quando submetidas a temperaturas
variantes de 30 a 80 °C, o que comprova a boa estabilidade térmica da enzima. E possivel notar
gue mesmo a uma temperatura elevada a enzima ainda continuou ativa, ndo perdendo assim sua

termoestabilidade.

61



5.6.2 Estabilidade térmica da amilase produzida na casca de mandioca

De acordo com os dados apresentados na figura 29, a produc¢do enzimatica se manteve

praticamente constante durante todo o tempo de incubacao a temperaturas variadas (30 a 80 °C).
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Figura 29: Estabilidade térmica da amilase na casca de mandioca

O ponto 6timo da atividade amilasica foi obtido a 30 °C num periodo de 50 minutos,
temperatura em que a enzima se manteve ativa quando exposto a essa temperatura.

Durante todo o tempo em que as amostras estiveram incubadas os valores de atividade
foram menores se comparado aos valores da casca de cacau. Esses resultados foram
considerados baixos para utilizacdo em indudstrias se submetidos a altas temperaturas. Com o
aumento da temperatura dos processos, poderd ocorrer a desnaturacdo protéica, esta
termoestabilidade limitada afeta seu uso no processo industrial, onde a atuacdo prolongada em
altas temperaturas é necessaria (LEMOS et al., 2003).

5.6.3 Estabilidade térmica da amilase produzida na palma forrageira

Diante os resultados apresentados na figura 30, a estabilidade térmica da palma
forrageira permaneceu ativa durante todo o tempo de incubacgéo nas temperaturas estabelecidas.
E possivel observar que a mesma permaneceu constante em quase todo o periodo de tempo.

Esse fato é importante para as enzimas utilizadas em industrias onde altas temperaturas séo
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utilizadas. Nos dados da figura 3 a maior atividade enziméatica ocorreu na temperatura mais
elevada de 80 °C. Esta termoestabilidade é importante para o uso no processo industrial, onde a
atuacdo prolongada em altas temperaturas é necessaria.

Os resultados com a palma foram os melhores se comparado com o farelo de cacau e a
casca de mandioca, o que mostra a maior estabilidade térmica da enzima principalmente quando

forem utilizados em processos em que sdo submetidos a altas temperaturas.
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Figura 30: Estabilidade térmica da amilase na palma forrageira

6. CONCLUSAO

Os resultados indicaram a potencialidade dos meios de cultura alternativos, como
substratos abundante e de baixo custo na sintese de enzimas amiloliticas por fermentacdo em
estado sélido, utilizando os fungos filamentosos Aspergillus niger e Rhizopus sp. O fungo A.
niger foi capaz de alcancar cerca de 2657,143 UA de atividade amilésica no residuo do farelo de
cacau, em 24 horas de fermentagdo com 65% de umidade. Nesse tempo foi possivel verificar as
maiores concentracdes enzimaticas, durante as fermentacdes.

Ao se analisar a atividade enzimatica nos diferentes ensaios realizados, pode-se concluir
que, mesmo havendo produgdo de amilase em todos eles, os resultados com o fungo Aspergillus
niger proporcionaram a maior atividade enzimética quando comparado com o Rhizopus sp., 0
que aponta o uso do A. niger como micro-organismo mais utilizado na producdo de enzimas. A
utilizacdo de fungos filamentosos é bastante promissora no que se diz respeito a produgdo

enzimatica.
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Nos ensaios das reacdes enzimaticas foi possivel identificar faixas de pH e temperatura
6timos além de definir a estabilidade térmica das enzimas, onde amilases termoestaveis s&o
consideradas ideais para producdo de biomoléculas de interesse industrial.

Analisando os resultados varios fatores foram importantes para quantificar a quantidade
de enzimas presentes nos substratos. Dentre eles, a 4gua e o tempo de fermentacdo afetam
diretamente a producéo da enzima.

De uma forma geral conclui-se que, nas condi¢cGes empregadas, a utilizacdo do farelo de
cacau, da casca de mandioca e da palma forrageira, podem ser considerada boas fontes para a
producdo de amilase, sendo que o residuo de casca de cacau produziu maiores teores. A
utilizacdo dessas fontes na producdo de enzimas amiloliticas é viadvel, contribuindo com o
processo de agregagdo de valor econémico a subprodutos da agroindustria e a palma forrageira
para producdo de amilases com o auxilio dos fungos filamentos e da fermentacdo em estado

sélido.
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