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RESUMO

As amilases sdo enzimas que hidrolisam moléculas de amido liberando diversos
produtos incluindo dextrinas e progressivamente pequenos polimeros compostos por
unidades de glicose. Atualmente as amilases apresentam grande importancia na
biotecnologia com um amplo campo de aplica¢gdes. Na industria de alimentos, as
amilases sdo empregadas na liquefacdo do amido para a obtencdo de glicose, em
produtos de panificagdo, em cervejarias e bebidas fermentadas, em cereais para
alimentacéao infantil como também sao aplicadas na racdo animal. Existem outras areas
para aplicagdo das amilases, tais como: industria de papel e celulose, industria téxtil,
industria de detergentes e produtos de limpeza, industria quimica e farmacéutica, na
producao de vitaminas e antibidticos. Embora enzimas de origem microbiana industriais
sejam produzidas principalmente por fermentacdo submersa (FSm), a fermentagcdo no
estado solido (FES) representa um método tradicional e preferido em alguns paises,
possuindo um grande potencial para a produ¢cdo de enzimas amiloliticas, que exige
baixa tecnologia e oferece maior economia. O objetivo do presente trabalho é
apresentar alternativas para a produgdo das enzimas amiloliticas o-amilase e
amiloglucosidase por fungos do género Aspergillus e Rhizopus através da fermentagao
no estado solido. Um residuo sdlido da industria agucareira, o bagago de cana-de-
agucar, foi empregado como suporte inerte e a fécula de mandioca foi o substrato
utiizado nas fermentagbes sodlidas, suplementada com fonte de calcio, fonte de
nitrogénio e solugao salina. Diferentes condigbes de processo foram otimizadas com o
intuito de obter o maximo rendimento da produgéo de a-amilase e amiloglucosidase,
através do emprego de delineamentos experimentais aplicados a Metodologia de
Superficie de Resposta. A capacidade de produgdo das enzimas foi testada em 12
diferentes espécies de Rhizopus e em 8 diferentes cepas de Aspergillus. Uma linhagem
de Aspergillus niger LPB 28 foi selecionada com maior capacidade de producao de a-
amilase e amiloglucosidase. A taxa de inoculagdo estudada variou de 10" a 10°
esporos/g MS. Os experimentos foram conduzidos em frascos Erlenmeyer e em
bandejas. O pH inicial estudado oscilou entre 4.0 e 8.0; a temperatura de incubagao foi
testada de 25° a 35°C; tempo de fermentagao de 48, 54, 60 e 72 horas; umidade inicial
da fermentagdo foi variada entre 80 e 90% e as proporgdes de substrato/suporte
(fécula/bagaco) estudadas foram (1/1; 1,5/1; 2/1; 1/1,5; 1/2; 3/1; 1/3). Estudos foram
realizados para verificar a diferenca de producido dessas enzimas pela FES em frascos
e em bandejas assim como através da FSm. A maxima producdo de a-amilase e
amiloglucosidase foram alcangadas com os seguintes parametros de processo: 30-32°C
fermentagdo; proporgdo fécula/bagaco (2/1); 90% umidade inicial; 10% fonte de
nitrogénio inorganico (KNOs); 30% solugdo salina, <5% CaCOs; 5% fécula e 1,0-5,5x10’
esporos/g MS; 60 horas de fermentacdo; pH inicial=4,0. As melhores condi¢gdes de
extragdo foram: agitador tipo shaker a 30°C, 120 rpm e 60 minutos de agitagdo. Para a
dosagem, a temperatura de incubagao ideal foi de 55°C. Na FSm, a maior producao das
enzimas foi alcangada com concentracado de substrato de 1,0% porém a producao foi
inferior a producado por FES. A FES conduzida em bandeja apresentou producédo de
amiloglucosidase 22,12% maior em relacédo a FES conduzida em frascos e a produgao
de a-amilase foi 19,9% superior.
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ABSTRACT

Amylases are enzymes which hydrolyse starch molecules to give diverse products
including dextrins and progressively smaller polymers composed of glucose units.
Amylases are of great significance nowadays in biotechnology with a wide field of
applications. In food industries, amylases are employed to hydrolyse starch molecules to
obtain glucose, in bakery products, in beer industries and others fermented drinks, in
baby foods and in animal feed too. There are others fields of amylases production, such
as paper industry, textile industry, chemical and pharmaceutical industry to vitamins and
antibiotic production. Though industrial enzymes of microbial origin are produced mainly
by submerged fermentation (SF), solid state fermentation (SSF) represents a traditional
and favored method in some countries and holds tremendous potential for the amylolytic
enzymes production, improving economy and low technology. The objective of this work
is to present alternatives for a-amylase and amyloglucosidase production under solid
state fermentation by Aspergillus and Rhizopus. A solid residue from sugar industries,
the sugar cane bagasse, has been used as inert support impregnated with starch
cassava and supplemented with KNO3;, CaCO3; and salts solution Different processes
conditions were studied to achieved maximum yield of a-amylase and amyloglucosidase
production, using experimental design applied to Surface Response Methodology. The
capacity of a-amylase and amyloglucosidase production was tested in twelve different
Rhizopus species and in eight different Aspergillus. A strain of Aspergillus niger has
been selected as the great capacity to produce these enzymes. The spores
concentration used was 107 -10° spores/dried material. The experiments were carried in
Erlenmeyer flasks and in tray-type bioreactor. The initial pH studied was 4.0 to 8.0;
incubation temperature 25° to 35°C; fermentation time (48, 54, 60 and 72 hours); initial
moisture content of fermentation was varied between 80, 85 and 90% and the
substrate/support proportion (cassava starch/sugar cane bagasse) studied were (1/1;
1.5/1; 2/1; 1/1.5; 1/2; 3/1; 1/3). Studies were realized to verify the difference between the
enzymes production carried by SSF in flasks and in tray-type bioreactor such as by
submerged fermentation (SF). The maximum yield of a-amylase and amyloglucosidase
were achieved with the follows process parameters: fermentation temperature (30-32°C);
proportion between starch/bagasse (2/1); initial moisture (90%); inorganic nitrogen
source (10% KNOs3); 30% salts solution; <5% of CaCOs;; starch concentration (5%);
spores concentration: 1.0-5.5x10” spores/g dried material; fermentation time: 60 hours;
pH initial=4.0. The best extraction conditions were: shaker agitator at 30°C, 120 rpm and
60 minutes of agitation. The enzymatic dosage the best incubation temperature was 45-
55°C. In submerged fermentation (SF), the best a-amylase and amyloglucosidase
production were achieved with 1.0% starch concentration but lower than SSF enzymes
production. The SSF carried in tray-type bioreactor shows 19.9% superior a-amylase
production and 22.12% superior amyloglucosidase production when compared to SSF
carried in flasks.
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1 INTRODUGAO

Ha muito tempo, o homem utiliza enzimas para catalisar uma série de
reagdes. A producdo de vinho, pao e queijo antedata os tempos biblicos, embora
nao se conhecesse o mecanismo das reacgdes envolvidas (HARGER et al, 1982).

De acordo com LEADLAY (1993), as enzimas ja eram utilizadas diariamente
na industria para acompanhar reagcdées quimicas fora da célula, muito antes de se
entender a sua natureza e fungdo. O uso do malte da cevada para conversdo do
amido em acgucares fermentesciveis e o uso similar de preparagdes fungicas brutas
em paises orientais sdo exemplos de alguns usos antigos de enzimas.

Com o gradual desenvolvimento do conhecimento da natureza das enzimas,
extratos obtidos a partir de certos tecidos animais, como o pancreas e a mucosa do
estbmago ou a partir de tecidos vegetais, como o malte e o maméo ou produzidas
por bactérias, leveduras e fungos, foram encontradas muitas aplicagées técnicas
para as enzimas (LEADLAY, 1993). As amilases, por exemplo, encontram
aplicagdes nas industrias téxteis, papel e celulose, de couro, detergentes, cervejas,
bebidas destiladas, panificacdo, cereais para alimentacdo infantil, liquefacdo e
sacarificagdo do amido, ragdo animal, industria de fermentagcdo (vitaminas,
aminoacidos, antibiéticos), industria quimica e farmacéutica (BRUCHMANN, 1980;
WARD, 1989; QUAGLIA, 1991; LEADLAY, 1993; WAINWRIGHT, 1995; PANDEY et
al, 1999; GUPTA et al, 2003; SURMELY et al, 2003; TUNGA & TUNGA, 2003;
SZAKACS, 2004; PANDEY et al, 2005; SOCCOL et al, 2005).

SPIER et al (2004) também relatam varios exemplos da utilizagdo das
enzimas amiloliticas com o objetivo de modificar matérias-primas amilaceas e/ou
obter produtos especificos, destacando-se o0s usos na industria de alimentos
(modificagdo de farinhas utilizadas em panificagdo, na modificacdo enzimatica de
materiais amilaceos para a obtencdo de acucares, na fabricacdo de bebidas
fermentadas), na etapa de degomagem na industria téxtil, na industria de papel, na
industria quimica e farmacéutica além de seu emprego na industria de ragdo animal.

Apods a descoberta de que certos microrganismos produzem enzimas, foram
desenvolvidos processos técnicos para a producdo de enzimas microbianas em
escala comercial. Desde essa época, reconhece-se que as enzimas tém composicao
protéica e sao biocatalisadores responsaveis por uma gama de reagdes que



permitem que as células vivas sobrevivam (HARGER, 1982). Um exemplo histoérico
da acdo das enzimas, citado por STRYER (1996), pode ser visto no século XVI, em
cervejarias alemas, onde a cevada era pisada em agua por varios dias e em seguida
deixada germinar em uma sala umida e quente. As enzimas p-amilases e maltases,
produzidas pelos germes digeriam entdo o amido a glicose que era posteriormente
fermentada.

A producédo de enzimas amiloliticas teve inicio no comego do século passado,
em decorréncia do interesse industrial da produgao de glicose a partir de materiais
amilaceos. Coube a Takamine o mérito de ter desenvolvido, no inicio do século
passado, o primeiro método para a produgdo microbiolégica de enzima em grande
escala — a a-amilase fungica Takadiastase (TAKAMINE, 1914) também citado por
SOCCOL et al (2005). Desde entéo, as técnicas e os processos utilizados para este
fim foram aprimorados. Também foram isolados ou desenvolvidos microrganismos
capazes de produzir enzimas em altas concentragdes (COSTA, 1996).

As oa-amilases estdo entre as primeiras enzimas conhecidas. As amilases
promovem a hidrolise do amido a agucares redutores, sendo detectadas ha mais de
um seéculo em grande variedade de materiais biologicos. Essas enzimas sao
designadas amiloliticas porque promovem a degradac&o do amido, foram descritas
em 1811 nos extratos de trigo; em 1831 na saliva; em 1833 no malte; em 1846 no
sangue; e em 1881 produzidas pelo fungo Aspergillus oryzae (HARGER, 1982).

SZAKACS (2004) relata que as enzimas microbianas também sao aplicadas
na industria de alimentos, em sabdo em pé e detergentes, na fabricagdo de papel e
tecidos, em sinteses orgénicas, diagnosticos e outros. Segundo o autor, apesar das
enzimas industriais de origem microbiana serem produzidas, principalmente por
fermentacdo submersa (FSm), a fermentagédo no estado sélido (FES) representa um
método tradicional e favoravel em alguns paises, também citado por PANDEY et al
(2005). A fermentagdo no estado solido € cada vez mais, considerada como uma
alternativa da fermentacdo submersa para a produ¢ao de enzimas para aplicacdes
industriais e em aplicagdes agrobiotecnoldgicas, pois requerem baixa tecnologia e
maior economia de processo quando comparada ao processo de fermentacao
submersa.

Conforme PANDEY et al (2005), o mercado mundial de enzimas industriais
esta estimado ao redor de 1,7 a 2,0 bilhdes de ddlares para 2005 e estima-se que a
comercializacdo mundial de enzimas amiloliticas movimente aproximadamente 225
milhdes de dodlares.



A producado comercial de uma enzima envolve as etapas de producao,
separacao, recuperaciao e purificagdo da enzima. De acordo com RODRIGUES
(1993), os equipamentos para os processos de separagao e purificagdo podem
representar até 90% do custo final de um produto obtido por fermentacdo. A
possibilidade da obtencdo de um produto enzimatico, com alta concentracdo de o-
amilase ou amiloglucosidase, e que dispense estas etapas (ou parte delas), pode vir
a ser uma técnica economicamente vantajosa, podendo ser utilizada pela
agroindustria que, diferentemente do campo farmacéutico, nem sempre necessita de
produtos altamente puros.

A fermentacdo no estado solido (FES) usando substratos facilmente
disponiveis e de baixo custo vem sendo empregada, predominantemente, em paises
orientais, para a obtencdo de produtos de importancia comercial (GUTIERREZ-
ROJAS & TORRES, 1992).

Neste ponto cabe ressaltar a importancia do bagago de cana-de-agucar. O
bagaco de cana-de-agucar é um subproduto do processo de extracdo do caldo
(destinado a producgéo de agucar ou de alcool), representando um residuo industrial
disponivel em grande escala e a baixo custo. De acordo com BARTHOLOMEU
(2004), cada tonelada de cana-de-agucar moida produz aproximadamente 260
quilos de bagago. Em 2004, o valor da tonelada do bagaco, praticado por algumas
usinas, oscilou entre R$ 2,00 e R$ 3,50, o que representa um baixo valor para a
aquisicdo quando considerado um insumo para a producao industrial de enzimas
usando a fermentacgao solida.

Os processos fermentativos envolvem uma série de variaveis. De acordo com
SAUCEDO-CASTANEDA et al (1992), mesmo em laboratério, o sistema FES é
afetado por diversos fatores, que incluem: (a) pré-tratamento do solido; (b)
composi¢cao do meio; (c) pH inicial do meio; (d) condigbes de autoclavagem; (e)
forma, idade e quantidade de indculo; (f) agitacéo; (g) aeracéo; (h) temperatura; (i)
umidade do meio; (j) umidade no fermentador.

BOX et al (1987) afirmam que a decisédo de adotar um método de
planejamento experimental para a realizacdo de um estudo envolvendo muitas
variaveis permite a verificagdo dos efeitos individuais e de interagdo de todas as
variaveis sobre a resposta. O método também permite a modelagem empirica dos
resultados em funcao das variaveis escolhidas.



1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O presente trabalho de pesquisa tem como principal objetivo a producéo de

enzimas amiloliticas a-amilase e amiloglucosidase (glucoamilase) a partir de fungos
filamentosos por fermentacdo no estado soélido de fécula de mandioca e bagaco de
cana-de-acucar.

1.1.2 Objetivos especificos

1.1.21

1.1.2.2

1.1.2.3

1.1.24

1.1.2.5
1.1.2.6

1.1.2.7

1.1.2.8

1.1.2.9

Selecionar os fungos potenciais produtores das enzimas o-amilase e
amiloglucosidase dentre as cepas dos géneros Aspergillus e Rhizopus
disponiveis no Laboratorio de Processos Biotecnoldgicos da Universidade
Federal do Paran3;

Utilizar o bagago de cana-de-agucar como suporte alternativo no processo
de fermentacdo no estado sdlido, reaproveitando este residuo
agroindustrial produzido em grande escala no territorio nacional,;

Utilizar a fécula de mandioca como substrato das fermentagdes, produto
disponivel em abundancia no nosso Pais apresentando baixo custo e alta
disponibilidade;

Estudar as condi¢cdes ideais para a producdo dessas enzimas, pela
otimizagao das condicdes fisicas e quimicas de cultivo;

Estudar as condi¢des ideais para a extragao das enzimas produzidas;

Estudar a caracterizacdo cinética das enzimas oa-amilase e
amiloglucosidase bruta;

Realizar a precipitagcdo do extrato enzimatico produzido contendo as
enzimas a-amilase e amiloglucosidase;

Realizar uma analise preliminar do custo de producdo das enzimas o-
amilase e amiloglucosidase;

Aplicar a Metodologia de Superficie de Resposta para a obtencédo de
modelos que expliquem a influéncia das variaveis da FES para a produgao
das enzimas o-amilase e amiloglucosidase com auxilio do programa
Estatistica para Windows 5.0 versao estudantil.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 ENZIMAS
2.1.1 DEFINICAO DE ENZIMA

As enzimas sao substancias organicas especificas compostas por polimeros
de aminoacidos, que atuam como catalisadores no metabolismo dos seres vivos
(ROSAS, 2003). Conforme HARGER (1982), enzimas s&o biocatalisadores de
estrutura protéica globular terciaria ou quaternaria, termolabeis e nao dialisaveis,
que aceleram muito a velocidade de uma reagdao quimica termodinamicamente
possivel, isto é, atuam reduzindo a barreira energética destas reacdes. As enzimas
efetuam processos metabdlicos na célula viva. Ocorrem em todos os organismos
vivos sejam plantas ou animais, desde os mais simples, como formas unicelulares
de vida, aos mais desenvolvidos. Embora a maioria das enzimas sejam
endocelulares, algumas sao exocelulares e sdo excretadas para fora da célula viva,
como por exemplo, as amilases fungicas. Conforme LEADLAY (1993), as enzimas
sdo de especial importancia em fermentacdes industriais, uma vez que todos os
processos de fermentagcdo resultam da atividade enzimatica de microrganismos.
Com sua acéao, regulam a velocidade de muitas reagdes quimicas presentes neste
processo. A denominagao enzima, proposto em 1867 pelo fisiologista alemao
Wilhelm Kuhne, deriva da expressao grega en zymg, que significa “em fermentacgao”.
Atualmente as enzimas identificadas ultrapassam 700 tipos (ROSAS, 2003).

2.1.2 DENOMINAGCAO DAS ENZIMAS

As enzimas s&o classificadas pelos substratos com que reagem e por sua
especificidade de reagao. As enzimas se denominam adicionando a terminagcao ase
ao nome do substrato com o qual realizam reagdes (LAIDLER, 1954). De acordo
com 0 mesmo autor, a enzima que controla a decomposicéo da uréia recebe o nome
de urease; aquelas que controlam a hidrdlise de proteinas denominam-se proteases
assim como as que hidrolisam o amido sdo chamadas de amilases. Algumas
enzimas como as proteases tripsina e pepsina, conservaram os nomes utilizados

antes que se adotasse esta nomenclatura.



2.1.3 CARACTERISTICAS DAS ENZIMAS

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

bacteriana.

Grande parte das enzimas utilizadas nas industrias sdo enzimas
extracelulares de origem microbiana. As principais aplicacbes das enzimas
extracelulares que degradam o amido consistem na conversdo do amido em
monossacarideos como a glucose, em dissacarideos como a maltose e em
oligossacarideos como as dextrinas. As enzimas que degradam o amido também
sdo empregadas na obtengcédo de agucares fermentesciveis utilizados nas industrias
cervejeiras, na producdo de bebidas alcodlicas e na modificagdo de farinhas

empregadas em panificagao (WARD, 1989).

FELLOWS (1994) relata que a atividade enzimatica 6tima das enzimas
microbianas ocorre nas mesmas condicdes em que se produz o crescimento
maximo dos microrganismos. As enzimas microbianas podem ser extracelulares
(enzimas eliminadas ao meio) ou intracelulares (enzimas retidas no interior das

células microbianas).

A producdo de enzimas extracelulares € obtida na fase logaritmica de
crescimento ou na fase estacionaria, enquanto as enzimas intracelulares sao
produzidas durante o crescimento na fase estacionaria e somente sao liberadas ao

meio pela lise celular que ocorre na fase estacionaria ou na fase de declinio.

As amilases fungicas, que sado carboidrases, parecem ser enzimas
exocelulares, conforme cita HARGER (1982). Essas enzimas pertencem a classe
das hidrolases que sao responsaveis por reagdes hidroliticas. A maioria das
carboidrases é produzida por diferentes tipos de fungos e muitas espécies produzem
diferentes carboidrases. Uma propriedade singular das enzimas hidroliticas é a sua

grande especificidade pelo substrato hidrolisando um substrato particular.



2.1.4 ENZIMAS AMILOLITICAS

As enzimas sao denominadas de acordo com o substrato sobre o qual atuam,
portanto, o termo amilase indica a agao sobre o amido (amilo), que contém dois tipos
de polissacarideos: a amilose (15-20%) e a amilopectina (80-85%) (HARGER,
1982).

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 importadncia em biotecnologia com aplicagdes desde
alimentos, fermentacéao, téxtil e industrias de papel. Apesar das amilases poderem
ser derivadas de diversas fontes, incluindo plantas, animais e microrganismos,
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.

Conforme conceituadas por REED (1975), as enzimas responsaveis pela
degradacgédo de amido estdo amplamente distribuidas na natureza. Entre elas estédo
as amilases, que atuam sobre o amido, glicogénio e polissacarideos para hidrolisar
as ligacdes glicosidicas a-1,4. As amilases podem ser divididas em trés grupos: as
oa-amilases, as quais rompem as ligagdes no interior do substrato (endoamilases); as
B-amilases, que hidrolisam unidades das extremidades n&o redutoras do substrato
(exoamilases); e as glucoamilases (amiloglucosidases), as quais liberam unidades

de glicose do terminal ndo-redutor das moléculas do substrato.

Outro conceito dado por GUPTA et al (2003) mostra que as amilases sao
divididas em duas categorias, endoamilases e exoamilases. As endoamilases
catalisam as hidrélises de forma aleatéria no interior da molécula de amido. Esta
acao causa a formagao de ramos lineares de oligossacarideos de cadeias de varios
comprimentos. As exoamilases hidrolisam a partir das extremidades nao-redutoras
da cadeia resultando em produtos finais pequenos. Atualmente sao conhecidas
varias enzimas que hidrolisam a molécula de amido em diferentes produtos e a agao

combinada de varias enzimas € necessaria para a completa hidrélise do amido.



COSTA (1996) apresenta um esquema (Figura 1) para identificar e classificar

as enzimas amiloliticas.

FIGURA 1 - CLASSIFICACAO DAS ENZIMAS AMILOLITICAS

Endo-a-1 4-Glucanase — w-Amilase
a1 4-Glucanases
il — Exomaltohexahidraolaze
Exo-o-1 4-Glucanase | — Exomaltopentahidrolase
— Exomaltotetrahidrolase
Enzimas — B-Amilase

Amilaliticas — Amiloglucosidase

L Isopululanase

Endo-m-1 B-Glucanase Pululanase
L o1 5-Glucanases lsoamilase

Exo-a-1,6-Glucanase — Exopululanase

FONTE: NIGAM & SINGH (1995), CITADO POR COSTA, 1996.

A amilose, um dos componentes do amido e fécula, é formada por unidades
de D-glucose unidas linearmente por ligagcdes a-1,4 (CONN & STUMPF, 1975).
Segundo os autores, possui uma extremidade redutora e uma n&o-redutora. A a-
amilase hidrolisa a cadeia linear da amilose, atacando ao acaso as liga¢des a-1,4
por toda a cadeia, produzindo uma mistura de maltose e glucose. A -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 glucose unidas por ligagbes a-1,4 sdo também unidas entre si por

ligacdes a-1,6 (das quais se podem obter a isomaltose).

A amilopectina também pode ser atacada por a-amilase e B-amilase, mas as
ligacbes a-1,4 préximas das ramificagcdes da amilopectina, e as ligagcbes a-1,6 ndo
sdo hidrolisadas por essas enzimas. Desse modo, um nucleo condensado e

ramificado, obtido da amilopectina original — denominado dextrina limite — é o



produto dessas enzimas. Uma outra enzima, a «-1,6 glucosidase ira hidrolisar a

amilopectina até uma mistura de glucose e maltose (CONN & STUMPF, 1975).

A Figura 2 mostra uma representagdo esquematica da acao das enzimas
amiloliticas sobre uma molécula de amido, que ¢é considerada molécula

polissacaridica.

FIGURA 2 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA AGAO DAS ENZIMAS
AMILOLITICAS
o-AMILASE, B-AMILASE E AMILOGLUCOSIDASE

Amiloglucosidase

|
II L

10.0,0,0,0 y  Glucose
O Maltose

c-Arnilase

FONTE: O AUTOR

2.1.4.1 o-Amilase

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 ligagdes o(1,4) dos
polissacarideos que possuem trés ou mais unidades de D-glucose em unido a-1,4.
O ataque ocorre na forma n&o seletiva (tipo endoenzima) sobre varios pontos da
cadeia simultaneamente, sendo que os primeiros produtos da hidrolise sdo sempre
oligossacarideos de 5 a 7 unidades de glicose. Isso representa um ataque
preferencialmente sobre cada passo da hélice, da cadeia espiral da amilose ou da
amilopectina, como mostra a Figura 6. As setas em preto representam o local da
acao das a-amilases, que apds seu ataque rompendo as ligagdes representadas,
originam fragmentos de 5 a 7 unidades de glicose (BRUCHMANN, 1980). Apos a
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acao, liberam unidades de glicose, oligossacarideos de diferentes pesos
moleculares e dextrinas. Atua, isolada ou simultaneamente, com outras enzimas
amiloliticas, apresentando importantes aplicagcbes como na industria de alimentos,
bebidas e na obtengdo de produtos téxteis e farmacéuticos. As a-amilases
endoégenas de sementes de cereais sao utilizadas na industria de panificacdo e
cervejarias, enquanto as de origem microbiana sdo empregadas em processos onde

€ necessaria a sacarificagao e a liquefagao do amido.

Apesar de nos ultimos anos as a-amilases bacterianas terem recebido mais
atencao dos pesquisadores devido a sua maior termoestabilidade, a liquefacdo do
amido por aquelas enzimas tem se constituido na unidade operacional mais cara do
processo de sacarificacdo, principalmente por serem produzidas por fermentagao
submersa (SOUZA et al, 1996). Assim, no campo da biotecnologia pesquisas sobre
a producdo de a-amilases termoestaveis de menor custo, sdo recomendadas
(SOUZA et al, 1996).

O peso molecular da a-amilase varia de 10 a 210 KDa, dependendo da sua
origem. As a-amilases microbianas apresentam peso molecular entre 50 e 60 KDa
(GUPTA et al, 2003), sendo que as a-amilases bacterianas apresentam variagao de
28 a 78 KDa e as a-amilases fungicas (41 a 69 KDa) de acordo com os resultados
de diferentes autores citados por PANDEY et al (2005).

FIGURA 3 — REPRESENTACAO DO ATAQUE INICIAL DA o-AMILASE SOBRE AS

CADEIAS HELICOIDAIS «-1,4-GLUCAN DA AMILOSE E DA
AMILOPECTINA.

FONTE: BRUCHMANN (1980)
NOTA: (= a-amilase).

As ligacgdes a-1,6 da amilopectina nao sao hidrolisadas pela amilase, sendo o
produto final do ataque da amilopectina pela amilase moléculas de isomaltose. A
seguir € mostrada uma representagao esquematica da agdo da a-amilase sobre a
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amilose e amilopectina. Para melhor visualizacdo das cadeias de ambas as
moléculas, s&o apresentadas na Figura 4 as moléculas na forma linear ao invés da
forma espiral.

FIGURA 4 - REPRESENTACAO DA ACAO DA ENZIMA o-AMILASE SOBRE AS
FRACOES DE AMIDO (AMILOSE E AMILOPECTINA)

Amilose

Amilopectina

Unidade de glicose

Ligagao glicosidica

Extremo redutor da cadeia
Extremo nao redutor da cadeia
Ataque primario da a-amilase
Ataque secundario da a-amilase

FONTE: BRUCHMANN (1980)
Segundo o mesmo autor, teoricamente a agéo da a-amilase sobre a amilose

conduz a 87% de maltose e 13% de glicose; e sobre a amilopectina 73% de maltose,
8% de isomaltose e 19% de glucose. Em um sistema fechado, no entanto, n&o se
alcangam esses valores ja que a maltose formada inibe competitivamente a o-
amilase. No entanto, nas destilarias, por exemplo, trabalha-se com um “sistema
aberto” ja que a maltose formada é hidrolisada a glicose pelas enzimas das
leveduras, que depois é fermentada a etanol e diéxido de carbono. A partir das
amiloglucosidases produzidas pelas leveduras se consegue uma hidrélise total do
amido.

Para a atividade da a-amilase é necessaria a presenca de Ca*? como cofator;
as amilases de origem diferentes se diferenciam pela forga de ligagdo com o calcio.

Segundo BRUCHMANN (1980), tem sido demonstrado que as a-amilases privadas
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deste ion carecem de atividade. O célcio ndo influi somente na atividade da enzima
como também aumenta sua estabilidade frente a trocas de temperatura e de pH.

O calcio ndo participa diretamente na formacdo do complexo enzima-
substrato, mas mantém a molécula da enzima na conformacgao 6tima para a maxima
atividade e estabilidade. Na pratica, € importante a presenca de célcio para garantir
que a enzima permanega completamente ativa. Na verdade, tragos de calcio
presentes no amido sdo geralmente suficientes para compensar enzimas sem
adicdo de calcio. Entretanto, a adicdo de sais de calcio € recomendada para
alcancar maxima protecao das enzimas contra desnaturagao pelo calor.

Conforme comenta o mesmo autor, na técnica de destilarias e cervejarias
existe sempre quantidade de calcio Ca** para que a atividade da a-amilase seja
otima. Os tracos de calcio presentes no amido sao suficientes para saturar com este
jon a enzima privada dele. De todas as formas a adicdo de Ca** é util para

assegurar uma estabilidade maxima da enzima frente a desnaturagao pelo calor.

Assim como os ions Ca** representam o cofator para todas as a-amilases, os
ions CI" sdo necessarios para que as a-amilases de origem animal (saliva, pancreas)
e as bacterianas (B. subtilis), desempenhem sua total atividade, exceto para as a-

amilases do malte e para as a-amilases fungicas.

De acordo com HARGER (1982) as a-amilases podem ser encontradas nos
mamiferos, vegetais superiores, fungos, bactérias e crustaceos. A o-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 sao obtidas de sorgo malteado, soja, trigo maltado,
pancreas de alguns passaros como O pombo além de crustaceos como o
caranguejo.

O pH o6timo para a a-amilase fungica esta entre 5,0 e 6,0. Possui carater
acido e é soluvel em agua. Sua atividade diminui rapidamente acima de 50°C, mas
na presenca de um excesso de ions calcio a desativagdo pode ser diminuida. ions
de metais pesados, como o mercurio, a prata e o chumbo inibem a a-amilase. A

energia de ativagcado da a-amilase obtida por Aspergillus oryzae € 10,7 kcal, na faixa
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de temperatura de 0 a 40°C; peso molecular de 52 kDa e o ponto isoelétrico € 4,2; o
coeficiente de sedimentacdo é 4,7 x 10" e o coeficiente de difusdo é 7,4 x 10’
(HARGER, 1982).

A faixa 6tima de temperatura para sua atividade é de 55 a 70°C, que varia
dependendo da fonte. A atividade aumenta consideravelmente de 0° a 40°C,
entretanto, as amilases bacterianas apresentam maior estabilidade frente as
temperaturas superiores a 40°C, com atividade 6tima ao redor de 70°C (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 fungicas perderam sua
atividade e em 80°C somente alcangou 1% de sua atividade, enquanto nessa

mesma temperatura, as amilases bacterianas preservaram 92% de sua atividade.

2.1.4.2 B-Amilase

A B-amilase, cujo nome sistematico € a-1,4-glucan maltohidrolase, & também
chamada sacarogena, encontrada, sobretudo nos vegetais superiores. A 3-amilase
hidrolisa as ligagdes glicosidicas a-1,4 de polissacarideos a partir da extremidade
nao-redutora sobre a penultima ligagdo 6xido, separando duas unidades de glicose
na forma de B-maltose, por uma inversdo (HARGER, 1982).

Conforme cita o mesmo autor, as B-amilases sao obtidas a partir de graos de
gramineas nao germinadas (pois com a germinagao surge a a-amilase, que obriga a
separagao em meio acido) A raiz da batata doce (lpomoea batatas) contém somente
B-amilase. A B-amilase cristalina € obtida a partir de graos de trigo, cevada, batata e
das sementes da soja. Segundo QUAGLIA (1991), a principal fonte de B-amilase é o
extrato de malte, que é proveniente da cevada ou do trigo germinados. Da cevada
malteada prepara-se a B-amilase separando-a da a-amilase por extragao fracionada.

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

2.1.4.3 Amiloglucosidade (Glucoamilase)

A amiloglucosidase, ou glucoamilase, ou glicoamilase, (1,4) (1,6)- a-D-glucan
glucanohidrolase, EC 3.2.1.3, conforme a “Enzyme Comission of the International

Union of Biochemistry”) € uma enzima extracelular que rompe as ligagbes a-1,4 e a-
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1,6 do amido a partir da extremidade n&o redutora até glicose (LIN et al, 1993;
PANDEY et al, 2005).

Além das fracbes amilose e amilopectina do amido, outras moléculas como
maltose, dextrinas e glicogénio sdo hidrolisados pela enzima, que atua também
sobre as ligagbes «-1,3. A amiloglucosidase é uma enzima de indugdo, sendo
importante a presenca de maltose ou amido no meio para sua alta producéo.
Entretanto, como a enzima é chamada de indug&o n&o tipica, o microrganismo a
sintetiza, mesmo se crescer em glicose como fonte de carbono (Reguly, 1991) citado
por COSTA (1996). A enzima é encontrada no sangue, em meios de crescimento de
bactérias e no malte de cevada; porém sao produzidas por fungos dos géneros
Aspergillus e Rhizopus, assumindo importancia industrial devido a habilidade de
formar menos produtos de reversdo que a hidrdlise acida (PARK & SANTI, 1977),
bem como a sua alta taxa de conversdao do polissacarideo em glicose. Assim, a
amiloglucosidase é usada em amidos liquefeitos com o-amilase para chegar a
produtos que serdao usados como substratos para fermentagdes, ou para a obtencao

biotecnoldgica de glicose e dextrinas.

Segundo ZANIN (1989), a origem da amiloglucosidase é essencialmente
fungica (Aspergillus e Rhizopus), sendo encontrada na forma de duas isoenzimas, o
que contribui para que apresentem diferentes especificidades. A maioria das
linhagens de Aspergillus niger produz principalmente, duas isoenzimas:
amiloglucosidase | e Il normalmente presentes nas solugdes comerciais em
proporcoes diferentes.

Da mesma forma como acontece com outras enzimas fungicas (celulases e
pectinases, por exemplo), SCHMIDELL (1986) afirma que, quando se produz
amiloglucosidase, ndo se obtém um so tipo de molécula. O autor cita uma série de
referéncias a respeito da existéncia de duas isoenzimas, amiloglucosidase | (com
peso molecular de 99 kDa) e amiloglucosidase Il (112 kDa), resultantes da produgao
de Aspergillus niger. Para o cultivo de Aspergillus awamori € mencionada a
presenca das amiloglucosidases |, Il e lll.

As amiloglucosidases provenientes de diferentes fontes apresentam pH 6timo
entre 3,0 e 5,0 (COSTA, 1996) e entre 4,5-5,0 (SOCCOL et al, 2005) estando o pH
de maior estabilidade da enzima no intervalo de 4,0 a 5,0 (REED, 1975). Essas
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amiloglucosidases incluem as produzidas por A. niger (Pandey, 1990) A.oryzae
(Miah & Ueda, 1977) citados por SOCCOL et al (2005). ZANIN (1989) também
ressalta que o pH em que a enzima amiloglucosidade de A. niger apresenta maxima
atividade esta entre 3,5 e 5,0.

A temperatura 6tima da enzima se encontra, na maioria das vezes, entre 50 e
60°C (REED, 1975; COSTA, 1996), que incluem a amilogclucosidase de A. niger, A.
oryzae, Monascus kaoliang, Mucor rouxinos, Penicillium oxalicum (SOCCOL et al,
2005).

Segundo FELLOWS (1994) e PANDEY et al (2005), as enzimas a-amilases e
amiloglucosidases produzidas a partir de microrganismos sao amplamente

empregadas em industrias e sdo produzidas, com condi¢des mostradas na Tabela 1.

TABELA 1 — PROPRIEDADES DE ALGUMAS AMILASES FUNGICAS

PM H TEMP .
FONTE ENZIMA (kDa) (')’fi)mo o6tima INIB. ESTAB. REFERENCIAS
(°C)
A. niger AM 58,0 45% 50 - Ca" GUPTA et al (2003)
A%+, AP,
A. niger AM 56,23 5,0 60 Cu", I2-|92+, Ca?*  RAMACHANDRAN et al (1979)
Pb**
. Pandey (1990) citado por
A. niger AM - 4,0 60 - - SOCCOL et al (2005)
. Takahasi et al (1985) citado
A. niger AM - 4.5 50 - - por SOCCOL et al (2005)
A. niger AM - 35% 30-60 - - FELLOWS (1994)
A. niger AM - 4-5 55 - - SMITH (1991)
A. oryzae AM 5523% % ?5 50 - - YABUKI et al (1977)
A. niger AA ; 5,0 55 ] ng'r"gg% SMITH (1991)
. Bhumibhamon (1983) citado
A. niger AA - 5,0 50 - - por PANDEY et al (2005)
A. oryzae AA - 56% 30-40 - - SILLS et al (1983)
A. oryzae AA - 4-6,6 30-55 - - FELLOWS (1994)
A. oryzae AM - 4-5 55 - - SMITH (1991)
2+ 2+
Aawamori  AM 540 7> 5o M9 PO BHELLA & ALTOSAAR (1985)
Rh/:lcj)pus AM - 4-5 55 - - SMITH (1991)

NOTA: PM = Massa molecular; Temp = Temperatura; Inib = Inibidores; Estab = Estabilizantes.
AA = a-amilase
AM = amiloglucosidase

Como pode ser observado, a Tabela 1 apresenta algumas caracteristicas da

a-amilase e da amiloglucosidase produzidas por fungos do género Aspergillus e
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Rhizopus como: pH 6timo, massa molecular, temperatura o6tima, inibidores e

estabilizantes dessas enzimas.

2.1.5 Producédo de enzimas microbianas

Em relagédo a produgao industrial de enzimas microbianas, FELLOWS (1994)
recomenda que sejam observados o0s seguintes requisitos: 0s microrganismos
devem ser capazes de crescer em substratos de baixo custo; a producdo de enzima
deve ocorrer em um ritmo elevado, constante e em curto espaco de tempo; os
métodos para a recuperagcdo das enzimas devem ser simples e de baixo custo; a
preparacao enzimatica obtida deve apresentar estabilidade.

As enzimas microbianas sido obtidas tanto por cultivo superficial em
substratos sdlidos, como por exemplo: farelo de trigo, milho, cascas de algumas
frutas, preparados a base de soja, farinha de trigo, cacau em po, graos de cereais,
legumes, madeira e palha (FELLOWS, 1994; WARD, 1989) como também podem
ser obtidas por cultivos submersos com o emprego de substratos liquidos. O
substrato deve conter uma fonte de carbono (fonte energética) e uma fonte de
nitrogénio que permitam a proliferagéo celular. Além disso, podem requerer também
nutrientes especificos para o crescimento e determinados minerais para a produgao
de enzima. A produgao de enzimas pelo cultivo submerso exige a preparagao prévia
de um indculo que é preparado nas mesmas condicdes de incubacido que o cultivo
final para a produgdo da enzima. Alguns exemplos de substratos de baixo custo e
disponiveis em abundancia sao os melagos, hidrolisados de amido e agua de
maceragao de milho (FELLOWS, 1994).

Apds a fermentacdo, as enzimas extracelulares séo recuperadas do meio por
centrifugacao, filtracdo, precipitacdo fracionada, separacdo cromatografica,
separacdo por membranas, liofilizagdo ou pela combinacdo de outros métodos. As
enzimas intracelulares sédo extraidas mediante rompimento celular, sendo que neste
caso a recuperacdo da enzima é mais dificil e seu rendimento é inferior, porque
parte da enzima pode permanecer retida na massa celular. Quando € necessaria a
extragdo do restante da enzima intracelular, pode-se proceder a precipitagdo com
acetona, alcoois, sulfato de aménio ou por ultrafiltragcdo. O éxito da fabricacéo
industrial de enzimas depende do grau em que a atividade dos microrganismos é
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alcangada e quando se reduzem custos do substrato empregado, da incubagéo e da
recuperacao da enzima (FELLOWS, 1994).

De acordo com PANDEY et al (1999) e PANDEY et al (2005), as enzimas
amiloliticas também sdo produzidas por fungos filamentosos, sendo preferidas
espécies de Aspergillus e Rhizopus. WAINWRIGHT (1995) e PANDEY et al (2005)
descrevem que espécies como o Asperqillus niger, A. oryzae, A. awamori, Fusarum
oxysporum, Humicola insolens, Mucor pusillus, Trichoderma viride sao espécies
produtoras de a-amilase, e Aspergillus niger, A. fumigatus, A. saitri, A. terreus, A.
foetidus e Rhizopus foetidus, R. delemer sao espécies de fungos utilizadas para a
producdo de amiloglucosidase, assim como SOCCOL et al (2005) destacam que a
amiloglucosidase (glucoamilase), na maioria das vezes, € produzida principalmente
por fungos dos géneros Aspergillus sp., Rhizopus sp. e Endomyces sp.

Diversos sao os microrganismos produtores de a-amilase e amiloglucosidase,
destacando-se as espécies dos géneros Aspergillus, Rhizopus, Bacillus que tém
sido empregadas em processos industriais (COSTA, 1996; PANDEY et al, 2005).
WARD (1989) afirma que, enquanto a maltose parece ser o melhor indutor para a a-
amilase de A. oryzae; o amido, a maltose e a glucose estimulam a produgao de
amiloglucosidase por A. niger.

FELLOWS (1994) relata que as preparagbes comerciais de amilases fungicas
que contém pequenas proporgbes de fosfatase, glucoamilase e protease,
sacarificam mais profundamente o amido, que a amilase e dao lugar a quantidades
substanciais de maltose que contem apenas glucose. S&o utilizadas para os
seguintes processos: eliminam a turbidez produzida pelos amidos e reduzem a
viscosidade dos sucos de frutas; transformam o amido de cacau em dextrinas
reduzindo assim sua viscosidade e melhorando os xaropes de chocolate; reduzem a
viscosidade da massa de panificacdo e aceleram a fermentacdo dessas massas
pelas leveduras.

Dentre as amilases fungicas as que apresentam maior interesse industrial
s&o: a-amilase, B-amilase; amiloglucosidase e dextrinase limite (HARGER, 1982).

Ja a-amilase recombinante é aproveitada na fabricacido de xarope de milho
com alto teor de frutose, usado como adogante em refrigerantes e alimentos. Até
mesmo a levedura usada na fermentagao de cerveja € muitas vezes produzida por
meio de microrganismos geneticamente modificados. Cerca de 50% das enzimas
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utilizadas na producdo de alimentos atualmente, s&o obtidas a partir de
microrganismos recombinantes.

2.1.6 Atividade enzimatica

A quantificacdo de uma determinada enzima presente em um meio €
complexa, pois parte da enzima pode estar inativa, ou parcialmente ativa, além da
possibilidade da existéncia de outras enzimas no mesmo meio. O parametro mais
importante que deve ser considerado na quantificagdo de uma enzima é a sua
atividade, ou seja, a atividade enzimatica (CHAPLIN & BUCKE, 1992). Essa
atividade geralmente é medida como uma unidade enzimatica (U), unidade
internacional, a qual é definida como a quantidade que catalisa a transformacgao de
1umol de substrato por minuto em condi¢des definidas de teste. (temperatura com
pH 6timo e concentracao de substrato) (HENRY, 1964; SCOPES, 1988; CHAPLIN &
BUCKE, 1992; SEGEL, 1976).

Por outro lado, SURMELY et al (2003) apresenta o katal (kat) como a unidade
internacional de atividade enzimatica. O katal é definido como a quantidade de
enzima que transforma um Mol de substrato por segundo, sob condigbes
experimentais padrées. Para uma unidade menor usa-se a quantidade de enzima
que transforma 1umol de substrato por minuto. Apesar dessa normatizagdo, cada
fabricante de enzima define as proprias unidades em condigbes experimentais
particulares.

2.2 FERMENTACAO NO ESTADO SOLIDO (FES)
2.2.1 Definigao e caracteristicas gerais da FES

A fermentacao no estado solido, traducao do inglés “solid state fermentation”
ou “solid state culture” possui varias definicdes conforme propdéem os seguintes
autores: HESSELTINE (1977) descreveu como uma fermentagédo no qual o substrato
nao é liquido, MOO-YOUNG et al. (1983) designou como um processo onde 0s
microrganismos utilizam materiais insoluveis para seu crescimento e metabolismo.
Segundo AIDOO et al (1982) a fermentagdo em meio solido engloba toda
fermentacdo que ocorre sob substrato sélido bem como, em suporte sodlido
nutricionalmente inerte. RAIMBAULT & ALAZARD (1980), MAHEVA et al (1984),
LONSANE et al (1985), TANGERDY (1985), MUDGETT (1986) e ORIOL (1987)
definiram como a fermentagdo na qual o crescimento de microrganismos em
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substratos solidos ocorre na auséncia de todo liquido na forma livre. A agua livre,
indispensavel ao crescimento dos microrganismos, é adsorvida num suporte solido
ou complexada no interior de uma matriz sélida (SOCCOL, 1992).

O material solido, utilizado em fermentacdo no estado sélido, € geralmente
fragmentado e de natureza granular ou fibrosa que permite a retengdo de agua por
higroscopia ou capilaridade. A quantidade de agua presente varia
consideravelmente de acordo com o material utilizado. Os substratos amilaceos
(arroz, trigo, centeio, cevada, milho, mandioca) sdo geralmente fermentados entre
25 e 60% de umidade inicial, no entanto os substratos celuldsicos (palhas, cascas,
bagaco, farelos e outros) permitem trabalhar com teores de umidade mais elevados -
60 a 80% sem o aparecimento de agua livre (SOCCOL, 1992).

Os principais microrganismos cultivados em meio solido s&o fungos
filamentosos. Os meios sdélidos se assemelham aos meios naturais (solos) de
desenvolvimento desses fungos e suas formas de desenvolvimento vegetativo séo
constituidas por hifas aéreas ramificadas. Elas s&do propicias a colonizacdo de
matrizes sélidas porosas (ORIOL, 1987). A matriz porosa pode ser constituida de um
substrato umido ou de um suporte inerte capaz de absorver os nutrientes presentes
em uma solugdo. 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 maximo
de retengado de agua de um material utilizado como substrato ou suporte (LONSANE
et al., 1985) suportando também pressdées osmoticas elevadas (BEUCHAT, 1983),
tais caracteristicas ndo s&o encontradas nas leveduras e bactérias.

2.2.2 Tipos de fermentagao no estado sélido

De acordo com Dufour (1990) citado por SOCCOL (1992), a fermentagao em
meio sélido é constituida por um sistema trifasico (sélido — liquido - gasoso) no qual
a fase solida esta inteiramente ligada a fase liquida. A agua encontra-se em trés
diferentes formas e em proporcdes variaveis no meio de cultura:

a) Agua ligada ao sélido (4gua de constituigdo);
b) Agua fracamente ligada ao sélido (4gua de solvatago);
c) Agua adsorvida por capilaridade ao sélido (4gua livre).

SOCCOL (1992) descreve que a fase sodlida € constituida pelo suporte de

crescimento e pelo reservatério de agua que fornece os nutrientes e a fonte de
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energia responsavel pelo crescimento do microrganismo. A essa fase podem ser
adicionados sais, vitaminas ou outras fontes de carbono em fungdo das exigéncias
do microrganismo ou produto de metabolismo desejado.

De acordo com o mesmo autor, a fonte de carbono é constituida, na maioria
dos casos, por polimeros vegetais de alto peso molecular. A degradagdo dessas
macromoléculas necessita da sintese de enzimas (amilases, celulases, pectinases,
xilanases, cafeinases, proteases) que permitam sua assimilacdo. Em fermentacao
liquida os substratos sdo muito mais simples e utilizados em concentragcées bem
menos importantes. A interface gas-liquido constitui uma barreira as transferéncias

de calor e as trocas oxigénio - gas carbénico.

Segundo HESSELTINE (1977), as fermentagdes em meio sélido sao

classificadas em trés diferentes categorias em funcao da tecnologia empregada:

a) Fermentacgao estatica;
b) Com agitagao ocasional;

c) Com agitagéo continua.

Em funcdo da natureza do suporte, também pode se distinguir dois tipos de
fermentacdo no estado solido (FES), segundo (Saucedo-Castafieda, 1991) citado
por SOCCOL (1992):

- Cultura solida em uma fase substrato-suporte: Neste caso a fase sélida é

constituida por um material que possui fungao de suporte e fonte de nutrientes.

Varios autores trabalharam utilizando essa metodologia, tais como:
HESSELTINE (1972); RAIMBAULT & ALAZARD (1980); MOO-YOUNG et al (1983);
STEINKRAUS (1984); TANGERDY (1985); SOCCOL (1992). Para exemplificar,
SOUZA et al (1996) utilizaram farelo de trigo como substrato-suporte para a
producdo de a-amilase por Rhizopus sp.; COSTA (1996) produziu a enzima
amiloglucosidase em FES de farelo de arroz (substrato-suporte) utilizando
Aspergillus niger; VANDENBERGHE (2000) utilizou o bagago de mandioca como
substrato-suporte da FES para a produgédo de acido citrico por Aspergillus niger,
BRAND et al (2002), utilizando também Aspergillus niger realizaram o processo de
detoxificacdo bioldégica de cascas de café pela fermentacdo no estado sdlido,

utilizando cascas de café como sendo substrato e ao mesmo tempo
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desempenhando a funcdo de suporte da fermentacdo solida. TUNGA & TUNGA
(2003) produziram amilase extracelular a partir de Aspergillus oryzae pela FES com
0s seguintes substratos-suporte: farelo de trigo, farelo de arroz, casca de arroz,
farelo de milho e bagago de cana-de-agucar. AZEVEDO (2004) obteve isoflavonas
bioativas por fermentacéo no estado sélido empregando Aspergillus soyae e usando

a farinha de soja como substrato-suporte.

- Cultura solida em uma fase suporte impregnada de um meio liquido: Neste tipo
de fermentacdo, a fase sélida é considerada como um suporte inerte, que nao
constitui uma fonte de nutrientes para os microrganismos, mas serve de
reservatorio para uma solucéo nutritiva que estara absorvida na matriz solida. Os
materiais utilizados sao diversos, a maioria possui uma alta capacidade de
retencdo de agua, como € o caso do bagago de cana-de-agucar, fibras de
celulose, poliuretano, cinzas vulcanicas, esponjas, cascas de arvore, vermiculite,
amberlite (resina trocadora de ions) (SOCCOL, 1992).

Esse processo de fermentacdo é menos utilizado podendo-se citar os
trabalhos citados por SOCCOL (1992): Lakshminarayana et al (1975) que utilizaram
bagaco de cana-de-agucar como suporte impregnado com solu¢gédo de sacarose ou
melaco de cana, enriquecido com fosfatos e nitratos inoculados com esporos de
Aspergillus niger para a produgdo de acido citrico; Fujishima et al (1972)
empregaram esponjas de nylon impregnadas com meio de cultura e produziram
proteases, lipases e fosfatases alcalinas com cepas de Aspergillus e Penicillium;
Sato et al (1982) realizaram estudos utilizando cascas de arvores impregnadas com
uma solugdo de glucose para estudar o crescimento de microrganismos; Joshi &
Yamazaki (1987) que cultivaram Streptomyces sobre pedacos de tecidos de algodao
com o objetivo de produzir tienamicina e cefalosporina C; LARROCHE et al (1986)
que estudaram a producado de esporos por Penicillium roqueforti sobre cinzas de
vulcao; AURIA et al (1992) cultivaram Aspergillus niger sobre vermiculite e amberlite
como suporte para estudar o crescimento de fungos filamentosos. MOHAN (2001)
utilizou o bagago de cana-de-agucar como suporte inerte para a propagagao
vegetativa in vitro, estudando a fase de enraizamento de Malus prunifolia (macieira).

ZILIOLI et al (2004) empregaram bagaco de cana-de-agucar como suporte e
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hidrolisado de bagago de mandioca como efetivo substrato da fermentagédo sodlida

por Xanthomonas campestris para a produgao de goma xantana.

2.2.3 Aplicagdes da fermentagao no estado sélido

A fermentagcao no estado solido € amplamente utilizada para a obtencao dos

seguintes produtos, conforme descrito por SOCCOL (1992):

a)

b)

f)

Queijos do tipo Roquefort (cepas de Penicillium roqueforti, um dos poucos fungos
filamentosos que se desenvolve em condigdes limitadas de oxigénio, nos
espacos livres no interior de leite qualhado) e queijos do tipo Camembert (cepas
de Penicillium camemberti e P. caseicolun desenvolvem-se essencialmente na
superficie do leite qualhado) RAIMBAULT & ALAZARD (1980);

Fungos comestiveis: O champignon de Paris (Agaricus bisporus) € produzido a
partir de graos de cereais como centeio, cevada, trigo e milho utilizados como
substrato sélido umedecidos com agua e acrescidos de CaCO3; (Delmas, 1989)
citado por SOCCOL (1992). A cultura de Shii-take (Lentinus edodes) é dominada
por chineses e japoneses ha mais de 900 anos. A Volvariella volvacea é outro
champignon utilizado pelos chineses ha séculos, que se desenvolve em palha de

arroz (substrato).
Alimentos orientais fermentados: tempeh, miso, shoyu, koji;

Producao de enzimas: amilases, ligninases, proteases, xilanases, fitases,

celulases, pectinases;

Enriquecimento protéico de produtos e residuos agricolas: uso de fungos para
melhorar a digestibilidade, o gosto, a cor, 0 aroma, a textura. Na producédo de
proteinas, os fungos filamentosos apresentam vantagens quando comparados a
utilizacado de bactérias e leveduras, pois os fungos possuem maior perfil protéico,

com maior concentracdo de aminoacidos essenciais;

Sintese de metabdlitos primarios e secundarios por fermentagao no estado solido
(acido citrico, acido L(+) lactico, etanol, giberelinas, antibidticos, toxinas,

alcaldides, aromas, produgéo de esporos).
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2.2.4 Vantagens e desvantagens da FES

O uso da FES ou da fermentacdo submersa deve ser estudado de acordo
com O microorganismo a ser utilizado e o produto que se deseja obter. A
comparagao da FES e das fermentagdes submersas foi frequentemente realizada
(MUDGETT, 1986; HESSELTINE, 1977; LONSANE et al., 1985). Para a produgao
de amiloglucosidase (glucoamilase), SOCCOL (1992) demonstraram que cepas de
Rhizopus foram capazes de produzir numa concentragdo 32 vezes superiores em

meio solido quando comparados aos obtidos em cultura submersa.

A fermentacdo no estado solido apresenta as seguintes vantagens:
simplicidade de meio de cultura; reducéo dos efluentes liquidos a tratar; reducéo das
contaminagdes resultantes da baixa umidade do meio fermentativo; condigbes de
cultura préximas ao dos meios naturais; para as fermentacdes tradicionais, a
microflora do suporte serve como indculo; facil aeragao devido a porosidade do
material; utilizacdo direta dos soélidos fermentados; extracdo facilitada pela alta
concentracdo de produtos; volume do fermentador menor do que o da cultura

liquida; baixa demanda de energia.

Além das vantagens, a FES também apresenta algumas desvantagens como:
risco de elevacado excessiva de temperatura (problemas de transferéncia de calor e
de perda de umidade para as fermentacbes mais longas); dificil regulacdo dos
parametros de cultura (por exemplo: pH e umidade); pré-tratamento dos suportes
(umidificacdo, homogeneizagao, disperséo, tratamento térmico e enzimatico); alta
taxa de inoculagao, quando nao se utiliza a microflora natural; estimacao precisa de

biomassa; papel essencial da umidade e da atividade de agua.
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2.2.5 Fermentadores

Para a selecao de cultura e para a otimizagao das variaveis e do processo é
indicado que a FES seja conduzida em frasco, com capacidade de trabalho de 50 a
1000 g (Lonsane et al, 1992) citado por COSTA (1996).

PANDEY (1991) apresenta os principais tipos de biorreatores usados em SSF
(FES), citando uma série de estudos realizados em nivel laboratorial em frascos
erlenemeyer, béqueres e Garrafas de Roux. O autor enfatiza os fermentadores
usados em escala maior (de bandejas ou de tambor) e o fermentador do tipo coluna;
este, com emprego crescente, tanto em nivel de laboratério, como em uma escala

intermediaria.

2.2.5.1 Fermentador do tipo bandeja

O fermentador de bandejas, usado, provavelmente, ha mais de 3000 anos, é
0 equipamento mais simples utilizado nos processos SSF. A matéria-prima é
umedecida, esterilizada, resfriada, inoculada e distribuida em bandejas. Estas sao
arranjadas uma sobre as outras, de maneira que fique um espago apropriado entre
elas para a aeracdo. A fermentacdo ocorre em uma estufa, que € aquecida até o
processo entrar na fase exotérmica, a partir do que o ar insuflado trata de manter a
temperatura e a umidade nos niveis desejados. O processo requer grande area
operacional, e sua operagdo quase impede uma automacdo (PANDEY, 1991);
(COSTA, 1996).
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2.3 FATORES QUE INFLUENCIAM A PRODUGAO DE ENZIMAS AMILOLITICAS

2.3.1 Fonte de carbono

A produgao de a-amilase geralmente é induzida pela presenga de amido ou
de seu produto hidrolitico, a maltose. Existem varios estudos mostrando que a
atividade enzimatica aumentou quando foram utilizados amido e maltose como
indutores de a-amilase. Ja a glucose e outros agucares como xilose e frutose podem

reprimir a sua produgao (GUPTA et al, 2003).

As fontes de carbono amilaceas sé&o os principais substratos para a sua
producao. Residuos agroindustriais como farelo de trigo também tem sido utilizado
para producdao econdmica de a-amilase por FES como também na fermentacao
liquida em superficie (GUPTA et al, 2003; TUNGA & TUNGA, 2003). Ao estudar a
producao de amilases extracelulares através da fermentacdo no estado solido de
farelo de trigo por Aspergillus oryzae, TUNGA & TUNGA (2003) verificaram que a
suplementacdo do meio com diferentes fontes de carbono (glucose, sacarose,

maltose e lactose) ndo contribuiram para o aumento da produgao da enzima.

2.3.2 Fonte de nitrogénio

Fontes de nitrogénio orgénico tém sido preferidas para a produgéo de a-
amilase por bactérias. Como exemplo o extrato de levedura a partir de Bacillus sp.,
Streptomyces sp. e Halomonas meridiana, que também tem sido utilizado em
conjunto com outras fontes de nitrogénio, tais como bactopeptona para a produgao
de a-amilase no caso de Bacillus sp., sulfato de amdnio no caso de Bacillus subitilis,
sulfato de amédnio e caseina para C. gigantea e farinha de soja e extrato de carne
para A. oryzae. Em contrapartida, varios sais inorganicos tais como sulfato de
amonio, nitrato de amoénio tém sido relatados para a melhor produgéo de a-amilase
por fungos (GUPTA et al, 2003).
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2.3.3 Fosfatos

Fosfato tem um importante papel regulatério na sintese de metabdlitos
primarios e secundarios dos microrganismos assim como seus efeitos no
crescimento do organismo e na produgéo de a-amilase. Um aumento significativo na
producdo dessa enzima por A. oryzae em niveis ao redor de 0,2 M tem sido
relatado. Por outro lado, altas concentracdes de fosfato foram inibidores da

producao da enzima por B. amyloliquefaciens (GUPTA et al, 2003).
2.3.4 Outros ions

O magnésio (Mg®*) é um elemento importante na produgdo de o-amilase,
apresentando aumento da produgdo da enzima na sua presenca. Sédio (Na*) e
magnésio (Mg®*) mostraram ser ativadores da producéo da enzima por Bacillus sp.
Potassio (K*), sodio (Na*), ferro (Fe?*), manganés (Mn?*), molibdénio (Mo®*), cloreto
(CI) e sulfato (SO4%) nao apresentaram efeito sinérgico, enquanto o calcio (Ca®*) foi

inibidor para a producéo de amilase por A. oryzae (GUPTA et al, 2003).
2.3.5 pH

Entre os parametros fisicos, o pH do meio de crescimento desempenha um
papel importante por induzir mudangas morfolégicas no organismo e também para a
secregao enzimatica. A mudanga de pH observada durante o crescimento de um
organismo também afeta a estabilidade do produto no meio. A maioria das linhagens
de Bacillus usadas comercialmente para a producado de a-amilases bacterianas por
fermentacdo submersa (FSm) apresentam pH 6timo entre 6 e 7, mas varia de
acordo com o género e a espécie da bactéria ou do fungo produtor. Em processos
com fungos, a capacidade tamponante de alguns constituintes do meio em alguns

casos elimina a necessidade de controle do pH (GUPTA et al, 2003).
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2.3.6 Temperatura

A maioria dos estudos de producdo de amilases foi realizada a partir de
fungos mesofilicos dentro da faixa de temperatura de 25 a 37°C. Rendimentos
otimos de a-amilase foram alcancados entre 30 e 37°C para Aspergillus sp., 30°C
para A. niger na producdo da amiloglucosidase (COSTA, 1996); 30°C para a
producdo de a-amilase por A. oryzae (TUNGA & TUNGA, 2003); 55°C pelo fungo
termofilico Thermomonospora e a 50°C por T. lanuginosus na producao de a-
amilase (GUPTA et al, 2003).

2.3.7 Agitagao

A intensidade de agitacdo influencia a mistura de nutrientes e a taxa de
transferéncia de oxigénio em muitas fermentagdes fungicas, influencia também a
morfologia micelial e a formacdo de produto. Estudos demonstraram que altas
velocidades de agitagdo prejudicam a morfologia do micélio do fungo. Estudos
mostraram que velocidades de agitagdo ao redor de 300 rpm s&o normalmente
utilizadas para a producédo de amilases a partir de varios microrganismos (GUPTA et
al, 2003).

2.4 MICRORGANISMOS EMPREGADOS NA FES

Os fungos filamentosos s&o os microrganismos mais utilizados nos processos
no estado sélido, devido, principalmente, a grande capacidade de crescer na
auséncia de agua livre e apresentarem versatilidade em suas aplicagdes, além de
sua facilidade de adaptagdo e manipulagdo (COSTA, 1996). WARD (1989) salienta
que os microrganismos que crescem bem nas fermentagdes sélidas sdo geralmente
organismos que podem tolerar uma atividade de agua (a; ou a,) baixa. Os
microrganismos possuem respostas distintas frente a atividade de agua, de forma
qgue quando a ay, € inferior a 0,95, o crescimento bacteriano € inibido, enquanto os

fungos e leveduras podem crescer a uma a,, de aproximadamente 0,7.
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Segundo PANDEY (1992) a selegdo adequada do microrganismo € um dos
mais importantes critérios quando se trata de FES. O autor apresenta como exemplo
da importancia da escolha do microrganismo o fato de que uma cultura de
Aspergillus niger pode produzir cerca de vinte tipos diferentes de enzimas; assim
como a enzima a-amilase pode ser obtida a partir do cultivo de mais de vinte e oito

cepas distintas.

2.4.1 Fungos Filamentosos

PELCZAR (1998) define fungos como sendo organismos eucarioticos n&o-
fotossintéticos, possuindo parede celular, com algumas excegbes. Eles obtém seu
alimento por absor¢do e nao possuem clorofila. Enquanto muitos fungos sé&o
unicelulares, alguns sao multicelulares e macroscopicos. Os fungos formam
esporos, que sao dispersos por correntes de ar. Todos esses fungos se
caracterizam pela nutricdo através da absor¢ao e, com excegao das leveduras (que
sdo geralmente unicelulares), a maioria produz um micélio bem desenvolvido
constituido de hifas septadas ou cenociticas. As células mobveis nado séao
encontradas em fungos terrestres. A reprodugéo assexuada ocorre pelo brotamento,
fragmentacao e produgéo de esporangidésporos ou conidios. A reproducédo sexuada
neste grupo culmina na produgao de zigésporos, ascosporos ou basididésporos.

Conforme NEDER (1992), os fungos se reproduzem por meio de esporos. Em
condigbes favoraveis, o esporo absorve agua, aumenta de tamanho e germina
emitindo um tubo germinal, que se alonga por crescimento da extremidade distal e
se tornam filamentosos longos que se ramificam. Cada filamento é chamado hifa.

De acordo com o mesmo autor, ao continuar o crescimento, a hifa pode ser
dividida em uma cadeia de células pela formacao de paredes transversais ou septos.
Esses septos dividem as hifas em células uninucleadas e multinucleadas. As hifas
que sao divididas por septo sdo chamadas hifas septadas. Alguns fungos,
entretanto, ndo desenvolvem paredes celulares, formando as hifas nao-septadas.
Em tais hifas o protoplasma corre livremente através dos filamentos e, neste caso,

sao chamadas cenociticas.
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Continuando o crescimento, as hifas podem se ramificar diversas vezes e se
entrelacar, formando uma estrutura chamada micélio. A parte do micélio que penetra
no substrato, digerindo-o e absorvendo-o, é conhecida como micélio vegetativo; a
parte que é responsavel pela producdo de esporo e usualmente se estende para o
ar € chamado micélio reprodutivo. O micélio reprodutivo e seus esporos variam
grandemente nas diferentes espécies de fungos e servem para classifica-los e
identifica-los. Como resultado do crescimento, uma colénia filamentosa é formada. O
tipo de micélio encontrado na colbnia filamentosa € de grande importancia para
distinguir a classe de fungo (NEDER, 1992).

A estrutura produtora de esporo é chamada esporoforo. Quando a
extremidade terminal do espordéforo forma um saco, esse € chamado esporangio e o
esporoforo de esporangioforo. Os esporos contidos em tais estruturas sé&o
denominados esporangidsporos. Quando os esporangidsporos estdo maduros, o
esporangio se rompe pela pressao interna ou é dissolvido por enzimas secretadas, e

entao os esporangiosporos sao libertados (NEDER, 1992).

De acordo com o mesmo autor, quando os esporos nao estao contidos dentro
de membranas, isto é, nascem livres, o espordforo € chamado conidioforo. O esporo
recebe o nome de conidio. Os conidios variam bastante em tamanho, forma, cor,

numero de septos, bem como as células dos conidiéforos que os originam.

2.4.1.1 Fungos do género Aspergillus

Conforme WAINWRIGHT (1995) existem cerca de 200 espécies de
Aspergillus, comumente isolados do solo, de plantas em decomposig¢ao e do ar. As
espécies de Aspergillus produzem um grande numero de enzimas extracelulares

muitas das quais sao 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. Os Aspergillus spp. pertencem ao reino Fungi, filo Ascomycota, ordem
dos Eurotiales, familia Trichocomaceae e género Aspergillus. Pertencem também ao

grupo dos hyalihyphomyces os quais formam esporos. Suas colonias podem
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apresentar coloracédo branca, amarela, amarelo-esverdeada, amarronzada ou verde.
A taxa de crescimento destes fungos é rapida a moderadamente rapida, exceto no
caso do A. nidulans e A. glaucus. Enquanto estes crescem devagar e formam
colbnias de 0,5 a 1,0 cm quando incubados a 25°C e num periodo de 7 dias em meio
Czapek agar, as demais espécies formam colonias de 1 a 9 cm de diametro (UCSF,
2000; McGinnis & Rex, 2002) citados por PRADO (2002).

O Aspergillus niger, como sugere seu nome, € um fungo filamentoso negro
comumente denominado como “mofo negro” (WAINWRIGHT, 1995). De acordo com
UCSF (2000) citado por PRADO (2002), o A. niger apresenta como caracteristicas
particulares coldnias brancas a amarelo palido, mais rapidamente forma milhares de
esporos (Figura 8). Os conidios (esporos) sdo esféricos, medem de 3 a 5 um e
tornam-se rugosos ao atingir a maturagao. O A. niger apresenta hifas finas, septadas

e conidiéforos com vesiculas recobertas por conidios negros (UCSF, 2000).

O uso do A. niger apresenta algumas vantagens como facilidade de
manipulacao, sua habilidade de fermentar uma grande variedade de matérias-primas

de baixo custo e produzir rendimentos elevados de bioprodutos.

PANDEY et al (1999) relataram que o A. niger pode produzir 19 tipos de
enzimas, tais como celulases, xilanase, poligalacturonase, a-galactosidase, o-
amilase, glucoamilase, B-glucosidase, protease acida. A enzima que sera produzida
depende do tipo de substrato da fermentacdo. Outros autores também descrevem
produtos do A. niger como: oa-amilase (BRUCHMANN, 1980; SMITH, 1991);
amiloglucosidase ou glucoamilase (REED, 1975; BRUCHMANN, 1980; KNORR,
1987; WARD, 1989; SMITH, 1991; PANDEY & RADHAKRISHNAN, 1992;
FELLOWS, 1994; WAINWRIGHT, 1995; COSTA, 1996); pectinases, hemicelulases,
poligalacturonase (WARD, 1989); acido citrico; (WAINWRIGHT, 1995; PRADO,
2002; pectinases, proteases, celulases, invertase, lactase, hemicelulase, glucose
oxidase, catalase, acido glucénico (SMITH, 1991; FELLOWS, 1994; WAINWRIGHT,
1995); pectina esterase, pectina liase (SMITH, 1991).

A Figura 5 mostra a cultura de Aspergillus niger LPB 28, produtor de enzimas
observado em microscépio optico.
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FIGURA 5 — IMAGEM DE ESPORANGIOS DO FUNGO ASPERGILLUS NIGER OBTIDA
POR MICROCULTIVO EM PDA VISTO AO MICROSCOPIO OPTICO
(AUMENTO 20X)

FONTE: O AUTOR.
NOTA: Aumento de 20x.

2.4.1.2 Fungos do género Rhizopus

O fungo do género Rhizopus 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 spp. pertence ao grupo dos
ficomicetos, desenvolvem-se sobre matéria organica umida, constituindo o bolor com
coloragao preta. Apresentam micélio ramificado e desorganizado, conforme mostra a
Figura 10. O Rhizopus sp. pode ser encontrado no solo, em frutas e vegetais em
decomposicdo, em fezes de animais e em pao velho. Apresentam melhor
crescimento as temperaturas em torno de 45°C (EUA, 2004).

Estudos demonstraram que o fungo do género Rhizopus é utilizado para a
producdo de enzimas como a amiloglucosidase (REED, 1975; SMITH, 1991,
SOCCOL, 1992; WAINWRIGHT, 1995; COSTA, 1996; SPIER et al, 2004); proteases
acidas (FELLOWS, 1994); acido fumarico (SOCCOL, 1992) pectinases e lipases
(WAINWRIGHT, 1995), na produgao de tempeh, acido L(+) lactico (SOCCOL, 1994).

A Figura 6 mostra a cultura de Rhizopus formosa, também produtora de

enzimas amiloliticas, observada em microscoépio 6ptico.
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FIGURA 6 — IMAGEM DE ESPORANGIOS DO FUNGO RHIZOPUS FORMOSA OBTIDOS
POR MICROCULTIVO EM PDA VISTO AO MICROSCOPIO OPTICO: (A)
AUMENTO DE 20 X; (B) AUMENTO DE 10 X

FONTE: O AUTOR

2.5 MATERIAS-PRIMAS EMPREGADAS NA FES

A selecdo adequada do substrato € de fundamental importancia para o
sucesso de qualquer tipo de fermentacéo. Para o caso do processo de fermentagcao
sélida (FES), os substratos solidos s&o constituidos basicamente, de polimeros
organicos que se caracterizam pela insolubilidade em agua e pela capacidade de
promover o crescimento microbiano, mesmo sem a adigdo de nutrientes
suplementares. Os residuos de origem agroindustrial sdo os substratos mais
utilizados neste processo, tais como: polpa de café, farelo de cereais, palhas,
bagaco de cana, cascas de frutas processadas, batata, farinha de cereais,
mandioca, entre outros (GUTIERREZ-ROJAS & TORRES, 1992; COSTA, 1996).

PANDEY et al (1999) também citam que os residuos agroindustriais sao
geralmente considerados os melhores substratos para os processos em meio solido
(FES), ndo havendo excegbes para o uso da fermentagdo no estado sodlido na
producao de enzimas. Varios substratos tém sido empregados para o cultivo de
microrganismos para a produgcao de enzimas, tais como bagacgo de cana-de-agucar,
farelo de trigo, farelo de arroz, farelo de milho, casca de arroz, palha de trigo,
bagaco de mandioca, farinha de trigo, farinha de mandioca, farinha de milho e

amido.
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O uso destes materiais agroindustriais deve-se ao fato de apresentarem as
seguintes caracteristicas: sdo recursos renovaveis; sua produgcao depende de outra
atividade produtiva, muitas vezes € um subproduto ou produto secundario; sao
produzidos em grande quantidade e normalmente constituem um problema
localizado, quando considerados rejeitos ou descarte industrial, que necessitam de
algum tratamento ou alguma aplicagao (GUTIERREZ-ROJAS & TORRES, 1992).

Outra caracteristica comum aos substratos utilizados em FES é sua
necessidade de sofrer um tratamento fisico e/ou quimico prévio a fermentacao, a fim
de fornecer novas caracteristicas fisicas, principalmente o aumento da porosidade e
da capacidade de retencdo de agua. Dentre estes pré-tratamentos, a redugdo de
tamanho é a operagao mais utilizada (ABRAHAM et al, 1989; ABRAHAM et al, 1987,
LOPEZ-ULIBARRI et al, 1989; SANI et al, 1992; AMIN & ALLAH, 1992; SAUCEDO-
CASTANEDA et al, 1992). Para o caso de materiais amilaceos, um pré-tratamento
térmico € comum. O equilibrio entre 0 aumento da porosidade (com o consequente
aumento desejado da area de contato) e a possibilidade negativa da perda de
textura € um dos grandes problemas a ser resolvido como consequéncia destes pré-

tratamentos.

Em decorréncia das caracteristicas do processo, o conteudo de agua dos
substratos para FES é limitado a pequenas quantidades. De acordo com LONSANE
et al (1992), o teor de umidade ideal deve ser estabelecido, uma vez que valores
acima ou abaixo do 6timo podem afetar, significativamente, a produtividade do

processo.

PANDEY (1992) cita a importancia do conteudo adequado de umidade para
cada processo, uma vez que a alta umidade resulta na diminuicido da porosidade do
substrato, dificultando a penetragdo de oxigénio e facilitando a contaminacao por
bactérias. Ao contrario, baixos niveis de umidade levam a um crescimento pobre e
pequena acessibilidade ao nutriente. Com relagcdo ao crescimento de fungos
filamentosos, o autor cita que altos valores para atividade de agua (a,) do meio
favorecem a germinacdo de esporos ou o crescimento micelial, enquanto valores

baixos de a,, estimulam a esporulagéo.
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BEROVIC & LOGAR-DERENCIN (1993) observaram que conteudos de
umidade acima de 50% resultavam em menor produgdo de pectinase a partir de
Aspergillus niger em meio sélido e que, a conteudos abaixo de 38%, o tempo de

fermentacdo era demasiadamente longo.

Com a perda de agua do meio, decorrente da aeragao forcada em reatores de
coluna, manter a umidade do meio constitui um sério problema nos sistemas FES.
SAUCEDO-CASTANEDA et al (1992) alertam para a importancia do controle de
umidade durante o curso da fermentagao, citando o uso de um sistema integrado de
controle de temperatura-umidade, no qual a vazdo de aeragdo e um sistema de
“spray” de agua para repor umidade ao meio seriam controlados via computador. Os
mesmos autores apontam a umidificagdo do ar, antes de sua alimentagdo no
fermentador, como o método mais pratico, eficiente e seguro de manter o valor da

umidade dentro dos valores estipulados.

Sato et al (1982) citado por SOCCOL (1992) trabalhando com o crescimento
de Aspergillus oryzae para a produgédo de amilases, conseguiram aumentar em duas
vezes o consumo de oxigénio e, em trés vezes a produgdo de esporos e enzimas
pela adicdo de particulas de polpa de madeira umida. As particulas de madeira,
atuando como inerte, tiveram dupla finalidade: por um lado suprir a umidade ao meio
que desidratava e, por outro, reduzir a densidade do meio, resultando em melhor

aeracao.

Diversos autores tém tratado de sistemas de FES, cujo substrato € absorvido
em suportes inertes naturais (ORIOL et al, 1988; SAUCEDO-CASTANEDA et al,
1992; HERNANDEZ et al, 1992) ou sintéticos (LARROCHE et al, 1986; AURIA et al,

1992), a fim de serem simplificados os pré-tratamentos.

2.5.1 Fécula de mandioca

A mandioca (Manihot esculenta Crantz), originaria da América do Sul, € uma
planta bastante cultivada em paises de clima tropical. De acordo com PANDEY et al
(2000) a cultura da mandioca é a sexta cultura mais importante do mundo e é basico

para mais de 700 milhdes de pessoas em muitos paises.
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O Brasil € o segundo maior produtor mundial de mandioca, também
conhecida como macaxeira, aipim ou castelinha. E cultivada em todos os estados
brasileiros, situando-se entre os nove primeiros produtos agricolas do pais, em
termos de area cultivada, e o sexto em valor de producdo (PANDEY et al., 2000;
PRADO, 2002). Em 2004, a produc&o nacional foi de 23,9 milhdes de toneladas de
mandioca segundo o IBGE e a previsdo para 2005 é a colheita de 25 milhdes de
toneladas conforme estimativa da CONAB (PANDEY et al., 2000; ABAM, 2004a)

Uma parte da produgdo € destinada a obtencdo de farinha ou usada
diretamente no consumo alimentar e o restante é destinado a industrializacdo, que
consiste basicamente na extragdo de amido. O Brasil ocupa a segunda posi¢cao na
produgcdo mundial de mandioca, participando com 12,7% do total. A mandioca é
cultivada em todas as regides do Brasil, assumindo destacada importédncia na
alimentagdo humana e animal, além de ser utilizada como matéria-prima em varios
produtos industriais.

De acordo com SURMELY et al (2003), o Brasil € um dos principais
produtores mundiais de mandioca, com transformacéao industrial da raiz em farinha e
fécula. Nos paises europeus e nos Estados Unidos, mais de 50% da producdo de
amido é destinada a produgdo de hidrolisados como glicose, maltose, dextrinas e
maltodextrinas. No Brasil, a Corn Products e a Cargill, duas multinacionais
americanas, sdo as maiores produtoras de hidrolisados, e como as demais

empresas mundiais do setor, utilizam apenas o amido de milho como matéria-prima.

Dentre os principais estados produtores destacam-se: Para (17,9%), Bahia
(16,7%), Parana (14,5%), Rio Grande do Sul (5,6%) e Amazonas (4,3%), que em
conjunto sdo responsaveis por 59% da produgédo do pais. O consumo per capita
mundial de mandioca e derivados em 1996 foi de 17,40 kg/hab/ano, enquanto o
Brasil apresentou um valor de 50,60 kg/hab/ano (EMBRAPA, 2004).

A maior parte da mandioca de “mesa” € comercializada na forma in natura. A
mandioca para a industria tem uma grande variedade de usos, dos quais a farinha e
a fécula sdo as mais importantes. A farinha tem essencialmente uso alimentar, que
se encontra em duas formas: farinha temperada e n&o temperada (farofa). A fécula e

seus produtos derivados tém competitividade crescente no mercado de produtos
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amilaceos para a alimentacdo humana, ou como insumos em diversos ramos
industriais tais como o de alimentos embutidos, embalagens, colas, mineracao, téxtil
e farmacéutica (EMBRAPA, 2003).

A legislacao brasileira € uma das poucas do mundo a distinguir a fécula do
amido. Nestas normas, considera-se amido a fracdo extraida da parte aérea das
plantas e fécula € denominada a fracdo amilacea extraida de raizes, tubérculos e
rizomas (LIMA, 2001).

Conforme citado por COELHO (2002), em tecnologia, a fécula é o amido de
raizes e tubérculos, sendo que a fécula de mandioca é obtida a partir da mandioca
lavada e descascada, ralada para a extragdo. O bagago e o leite de fécula sdo
separados, sendo o bagaco usado em ragcdo animal e o leite purificado por
decantacdo. A fécula é entdo embalada apds a secagem. A produgao de fécula de
mandioca estima um aumento de 44% para 2004 (ABAM 2004b).

Desta forma, segundo CONN & STUMPF (1975), o amido € um
polissacarideo composto de dois componentes, onde 30% de seus gréanulos se
constituem de amilose e 70% de amilopectina. A fécula de mandioca apresenta uma
variagao na proporg¢ao de amilose e amilopectina quando comparada a composi¢ao
geral do amido, possuindo 18-19% de amilose e 81-82% de amilopectina (COELHO,
2002); (BOBBIO & BOBBIO, 1992). Geralmente, a amilose & composta de
aproximadamente 1000 unidades de glicose e a amilopectina é composta de uma
cadeia curta com ligacdes lineares (a-1,4) contendo de 10 a 60 unidades de glicose
e um lado com uma cadeia contendo ligagbes a-1,6 com 15 a 45 unidades de
glicose (SOCCOL et al, 2005).

A Figura 7 apresenta as etapas do processamento industrial da mandioca

para a obtencao de fécula.
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FIGURA 7 — ETAPAS DO PROCESSAMENTO INDUSTRIAL DA MANDIOCA PARA
OBTENCAO DE FECULA

RAIZES
250-300 ton/dia
l | PELicuLAS
" 1,16 ton/dia
A LAVAGEM E RETIRADA
AGUA v DA PELICULA |
L »| AGUA DE LAVAGEM

DESINTEGRADOR

AGUA DE l
EXTRACAO > MOINHO
DA FECULA l
, | BAGACO DE MANDIOCA
CENTRIFUGAS "| 42 ton/dia (base seca)

y

LEITE DE FECULA

'

CENTRIFUGAGAO > AGUA VEGETAL
2650 m“/dia (1% solidos)

A

MALTO-DEXTRINAS |, - .| AMIDO MODIFICADO
17 ton/dia h LEITE DE FECULA " 28 ton/dia
SECAGEM

A

FECULA DE MANDIOCA
70 ton/dia

FONTE: (SOCCOL, 1992 ; PANDEY et al., 2000; VANDENBERGHE, 2000).

Conforme SURMELY et al (2003), os amidos podem ser hidrolisados por via
quimica (acidos, calor e press&o) ou por via enzimatica. Os hidrolisados por enzimas
sdo os mais importantes amidos modificados comerciais. Incluem desde dextrinas

até os acucares derivados de amido, passando pelas ciclodextrinas.

A Figura 8 apresenta as atuais aplicagbes da fécula de mandioca, desde a

forma in natura, fermentada e modificada.
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FIGURA 8 — ATUAIS APLICAGOES DA FECULA DE MANDIOCA

" T

FERMENTADA MODIFICADA
IN MATURA Beulring (papeldo)
iy Pri-gelalinizedes
Palvilha ____----"j.f'_.-" |'\_ H‘*—n__ [pudins, sorvetes,
Fapels '__.f ' | ", Toploco/Sagu gelatings)
Basly-load | Glucoss (xorope)
o | e pann Sorbitol [odogonte)
Aleoel & ormente | Vilaming €

Quimice

Plaiticas biodegradéaweis

FONTE: EMBRAPA, 2003.

2.5.2 Bagacgo de cana-de-agucar

O Brasil € o maior produtor de cana-de-agucar do mundo, produzindo
aproximadamente 24% do total produzido em aproximadamente quatro milhdes de

hectares (ha).

O bagacgo da cana-de-agucar € o residuo solido resultado da extracdo do
caldo apés esmagamento nas moendas, rico em conteudo celular, que serve para
fabricagcdo de agucar e alcool. Assim como qualquer outro residuo, o bagago da

cana tem em sua composi¢cao quimica, os seguintes elementos:

a) Celulose: A celulose é o composto quimico organico que existe em maior
abundancia nas plantas e em toda a superficie terrestre;

b) Lignina: O conteudo nas plantas aumenta com a maturidade fisiologica. Esta
sempre relacionado com a indigestibilidade das fibras da dieta. Dependendo do
grau de lignificacdo das paredes, dificulta o aproveitamento da celulose e
hemicelulose;

c) Hemicelulose: E passivel de ser hidrolisada a pentoses (SOUZA, 2004).

O bagaco, residuo lignocelulésico fibroso, remanescente dos colmos da cana-
de-agucar, obtém-se na saida do ultimo moinho da usina agucareira e constitui um
conjunto heterogéneo de particulas de diferentes tamanhos, que oscilam entre 1 e

25 mm. Nos ultimos anos, nas usinas agucareiras, surgiu a tendéncia de aumentar o
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grau de preparagao da cana, com o objetivo de lhe extrair a maior quantidade de
acucar. De acordo com ABIPTI (1999), o bagaco de cana-de-agucar é constituido

por quatro fragdes, cuja porcentagem média € apresentada na Tabela 2:

TABELA 2 — COMPOSICAO DO BAGAGO DE CANA-DE-ACUCAR

COMPOSICAO DO BAGACO %
Fibra ou bagaco: fragdo solida organica insolivel em agua,
composto de celulose, hemicelulose e lignina. Esta fragdo é
portadora de elementos estruturais que permitem o uso do bagaco 45
na industria de derivados (producdao de polpa, papel e produtos
aglomerados; ragdo animal; combustivel industrial)
Sdlidos insoltveis: compostos organicos (terra, pedras e outras

matérias estranhas) originarios da colheita e do solo. 23
Solidos soluveis: fragdo que se dissolve na agua, composta por 0.3
sacarose, nao extraida na usina.

Agua: retida no bagago por mecanismos de adsorcdo e de 50

capilaridade.
FONTE: ABIPTI, 1999.

A Figura 9 apresenta as etapas do processo de extragdo do caldo de cana-
de-agucar para a producdo de agucar e alcool, e a separacédo do bagago apos a

moagem.
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FIGURA 9 — FLUXOGRAMA SIMPLIFICADO DO PROCESSO DE EXTRACAO DO CALDO
DE CANA-DE-ACUCAR E SEPARACAO DO BAGACO
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FONTE: FUNDAGCAO CARGILL , 1987.
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2.6 PROCESSOS DE RECUPERAGAO DE ENZIMAS

Apos a producao de enzimas, é de suma importancia o conhecimento dos
processos de extracdo e purificacdo das proteinas, ja que as enzimas sao proteinas
globulares. Existem diversos métodos utilizados para a separagdo de proteinas.
LEHNINGER (1993) classifica os métodos da seguinte forma:

a) Processos de separagdo baseados em peso molecular: didlise e ultrafiltragao;
centrifugacéo em gradiente de densidade; cromatografia de exclusdo molecular;

b) Processos de separagao baseados nas diferengas de solubilidade: precipitagao
isoelétrica; solubilizacdo e/ou precipitacdo das proteinas por salificagdo (salting-
in e salting-out); fracionamento por solventes;

c) Processos de separagédo baseados na carga elétrica da molécula;

d) Separacao de proteinas por adsorgao seletiva;

e) Separagdes baseadas na especificidade de ligantes: cromatografia por afinidade.

2.6.1 Precipitacdo de enzimas

O método de separagao por precipitagao de enzimas por salificagao (salting-
out) € um método acessivel e de baixo custo. LEHNINGER (1993) descreve que
nesse processo, 0s sais neutros tém efeitos pronunciados na precipitagdo das
enzimas. Em concentragbes reduzidas, os sais aumentam a solubilidade de muitas
enzimas (proteinas), um fendmeno denominado solubilizagdo por salificagao
(salting-in) (BELL et al, 1983); USA (2004a; 2004b). Por outro lado, a medida que a
forgca ibnica é aumentada, a solubilidade da proteina se reduz gradativamente. Em
forcas i6nicas suficientemente elevadas, uma proteina pode ser quase
completamente precipitada de sua solucido, um efeito denominado precipitacdo por
salificagao (salting-out) (LEHNINGER, 1993; BELL et al, 1983).

Segundo os mesmos autores, sdo complexas as bases fisico-quimicas dessa
precipitacdo. Um dos fatores € que a concentracado elevada de sais pode remover a
agua de hidratagdo das moléculas protéicas que constituem as enzimas, reduzindo

sua solubilidade. CHEFTEL et al (1989) explicam que esse efeito € resultado da
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competicdo da enzima e do sal pelas moléculas de agua necessarias para sua
solubilizagdo. Com alta concentragdo salina, ndo ha moléculas de agua suficientes
para a solubilizagdo da proteina, porque a maior parte da agua esta fortemente
ligada ao sal. Nessas condi¢bes, as interagbes proteina-proteina sao mais
importantes que as interagbes proteina-agua, resultando a uma agregagao seguida

de precipitacdo de moléculas protéicas.

CHEFTEL et al (1989) define que o processo salting-out ocorre quando as
concentracdes dos sais neutros sao superiores a 1 M e a solubilidade das proteinas

decresce resultando em sua precipitagao.

Os ions da esquerda da série a seguir favorecem o processo salting-out
enquanto os ions da direita favorecem o processo salting-in (CHEFTEL et al, 1989).

S0,> <F < CH3COO <CI'<Br <NOj <1 < CIO,<SCN ,NH, , K", Na" <Li* <Mg*? < Ca*

FONTE: CHEFTEL et al, 1989.

A solubilizacdo e a precipitacdo por salificagdo sdao processos importantes
para a separagao de misturas protéicas, uma vez que proteinas diferentes variam
quanto a sua resposta a concentracdo de sais neutros. Os precipitados protéicos
resultantes da precipitacdo mantém sua conformacgao nativa e podem ser dissolvidos

novamente, sem haver desnaturagao (LEHNINGER, 1993).
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2.7 APLICACOES DAS ENZIMAS AMILOLITICAS

2.7.1 Industria de Detergentes e Produtos de Limpeza

Atualmente as enzimas constituem um dos ingredientes empregados na
constituicdo dos detergentes. A principal vantagem da aplicagdo de enzimas em
detergentes € a de proporcionar condigdes mais suaves de uso do que em
detergentes que nao contém enzimas. Os recentes detergentes para lavadoras de
lougas automaticas eram muito fortes causando lesdo quando ingerido e ndo eram
compativeis com os delicados jogos de prato e utensilios de cozinha. Isso induziu as
industrias de detergentes a pesquisa de solu¢gdes mais suaves e ao mesmo tempo
eficientes (VAN EE, 1992; NOVOZYMES, 2004a,b).

Em fungéo da presenca de enzimas permitirem temperaturas mais baixas de
lavagem, as o-amilases tém sido usadas em detergentes em pd para lavanderias
desde 1975. Atualmente, 90% de todos os detergentes liquidos contém o-amilase
(KOTTWITZ et al, 1994) entdo a demanda por a-amilases para uso em detergentes
em po para lavanderias tem crescido nos ultimos anos. Alguns tipos de a-amilases
selvagens sao sensiveis a oxidantes os quais geralmente sdo componentes da
formulacdo de detergentes. A estabilidade contra os oxidantes em detergentes de
uso doméstico foi alcancada pela utilizacdo de estratégias bem sucedidas seguidas
do uso com outras enzimas assim como as proteases.

Recentemente cientistas das duas maiores fabricantes de enzimas,
Novozymes e Genencore International utilizam a engenharia protéica para melhorar
a estabilidade das a-amilases em alvejantes (SVENDSEN, 1994; TIERNY et al,
1995; BISGAARD-FRANTZEN et al, 1995) citados por GUPTA et al (2003). Eles,
independentemente, substituiram um aminoacido sensivel a oxidagdo por outro
aminoacido. A substituigdo corresponde a posigao 197 por leu em amilase de
Bacillus licheniformis obtendo uma amilase com maior resisténcia contra
componentes oxidantes. Isso aperfeicoou a estabilidade de oxidagao resultando em
melhor estabilidade de armazenamento e no desempenho das enzimas mutante em
alvejantes contidos na formulagdo de detergentes. Genencore International e
Novozymes introduziram estes novos produtos no mercado com os nomes Purafect

OxAm® e Duramyl®, respectivamente.
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2.7.2 Industria Téxtil

Na industria téxtil o uso de amilases para a quebra de amido € conhecido
desde 1910 e serve para a eliminagdo, de gomas de amido ou gomas de derivados
de amido ao invés do uso de oxidantes, acidos ou bases, que danificam em maior
propor¢cao a celulose protegendo as fibras. As enzimas relevantes para o
acabamento de téxteis tém origem bacteriana ou fungica. Por exemplo, as a-
amilases sao empregadas na desengomagem de tecidos e na desengomagem de
jeans (NOVOZYMES, 2004c), assim como sdo empregadas historicamente na
limpeza de tecidos (TIMAR-BALAZSY & EASTOP, 1998).

GUPTA et al (2003) citando HENDRIKSEN et al (1999), descrevem que no
acabamento téxtis modernos processos de produg¢do podem provocar deformacoes
durante a tecelagem. O fio deve, por isso, ser prevenido de rompimento durante o
processo. Por esse motivo, uma camada protetora removivel é aplicada nas linhas e
fios. O material mais comum é o amido, um produto atrativo, barato, facilmente
disponivel em varias regides do mundo, e pode ser facilimente e completamente
removivel. O bom acabamento de tecidos ou roupas contendo a camada de amido é
alcancado pela aplicacdo de o-amilases, as quais removem seletivamente a
cobertura de amido e ndo atacam as fibras dos tecidos. As a-amilases também
cindem o amido em dextrinas e maltoses que sdo soluveis em agua e podem ser
removidas pela lavagem (TIMAR-BALAZSY & EASTOP, 1998).

2.7.3 Industria de Papel e Celulose

O uso da a-amilase para a remocdo da cobertura de amido usada no
processamento de papel é descrito por TIMAR-BALAZSY & EASTOP (1998) e
NOVOZYMES (2004c). Como ocorre com os produtos téxteis, a cobertura do papel
e feita para proteger o papel contra danos mecéanicos durante o processamento além
de melhorar a qualidade final do papel. De acordo com GUPTA et al (2003), na
industria de papel, a cobertura é feita com amido, que aumenta a resisténcia do
papel como também melhora a apagabilidade. E adicionado ao papel por pressao,
retendo o amido pela passagem do papel por dois cilindros, formando um filme apds
a evaporacado da agua. A temperatura desse processo ocorre em torno de 45 e
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60°C. Para a reprodutibilidade dos resultados nesse estagio, é importante que o
filme de amido possua viscosidade constante, podendo ser variada de acordo com o
tipo de papel. A viscosidade natural do amido é muito alta para a cobertura no papel,
sendo ajustada pela parcial degradagao do polimero com o emprego das a-amilases
tanto em batelada como em processos continuos. As condicbes dependem
frequentemente da fonte de amido e do uso da a-amilase (TOLAN, 1996).

GUPTA et al (2003) também apresentam algumas amilases comerciais
disponiveis para o0 uso na industria de papel. Sdo elas: Amizyme® (PMP
Fermentation Products, Peoria, EUA), Termamyl®, Fungamyl, BAN® (Novozymes,

Dinamarca) e a-amilase G9995 (Enzyme Biosystems, EUA).

2.7.4 Industria de Alimentos

2.7.4.1 Liquefagao e Sacarificagdo do Amido

A Figura 10 apresenta as possibilidades de modificagdo do amido por via
enzimatica. Na sacarificacdo do amido, a a-amilase atua na cadeia rompendo as
ligacdes liberando em maior proporgcéo dissacarideos expressos em maltose. Por
outro lado, a amiloglucosidase age sobre a cadeia liberando monossacarideos
(glicose).

FIGURA 10 — POSSIBILIDADES DE MODIFICAGAO DO AMIDO POR VIA ENZIMATICA
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FONTE: ALVAREZ,1997 CITADO POR SURMELY et al, 1997.
NOTA: As setas representam os pontos de clivagem.
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O maior mercado para a aplicacdo das a-amilases € na producdo de amido
hidrolisado na forma de glicose e a frutose. O amido & convertido em xaropes de
milho com alto teor de frutose (HFCS ou High Fructose Corn Syrups). Por sua alta
propriedade adogante, a glicose e a frutose sdo usadas como adogantes na industria
de bebidas carbonatadas (refrigerantes). O processo de liquefagdo do amido requer
o uso de a-amilase juntamente com a glucoamilase que necessariamente devem
apresentar elevada termoestabilidade. O uso destas enzimas na liquefacdo do
amido tem sido amplamente estudado e comentado (WARD, 1989; PANDEY et al,
2000; VAN DER MAAREL et al, 2002) citados por GUPTA et al (2003).

2.7.4.2 Industria de Panificagao

Na industria de panificagcdo, as amilases proporcionam melhor coloracgéao,
volume e textura do miolo de pades. O emprego de enzimas na preparagao do pao
pode retardar o processo de envelhecimento mantendo o pao “fresco” por mais
tempo (NOVOZYMES, 2004). A o-amilase fungica confere maior potencial
fermentativo, ja a amiloglucosidase confere melhora do sabor e aroma de pées e
também proporciona crosta com melhor coloragdo (GRANOTEC, 2004);
(NOVOZYMES, 2004).

De acordo com MYLNER (2004), as enzimas a e B-amilase atuam sobre a
farinha de trigo, mais especificamente sobre as moléculas de amido. Essas enzimas
aceleram o processo de fermentagcdo, ocorrendo a hidrolise do amido gerando
dextrinas, maltose e glicose Dessa forma ocorre a redug¢ao da viscosidade da massa
de pao, acelerando o processo de fermentacido e conseqlentemente a liberacido de
gas carbdbnico, um dos metabdlitos produzidos durante a fermentacéo pela levedura
Saccharomyces cerevisiae, como também em processos de fermentagdo natural
(WANG, 1979; QUAGLIA , 1991; MYLNER, 2004; VAN DAN, 1992) citado por
GUPTA (2003). Além das contribuicdes, essas enzimas aumentam o teor de
agucares na massa, proporcionando melhoria do sabor, coloragdo da crosta do pao
e melhora as caracteristicas na etapa de assamento da massa. GUPTA et al (2003)
salientam que alguns tipos de farinhas para panificagdo sdo suplementados com o-
amilases, que também contribuem para prolongar a vida util dos produtos
panificaveis, pois diminuem o teor de amido no produto e como consequéncia
diminuem o processo de retrogradagao do amido.
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Apesar de que a fonte principal da B-amilase € a farinha ou melhor, o extrato
de malte (cevada ou trigo germinados), as a-amilases s&o produzidas atualmente
por bactérias (B. subtilis) e por fungos do género Aspergillus. A o-amilase
proveniente de fungos é a que apresenta melhor reagcdo em pH levemente acido
(pH=5) enquanto a a-amilase bacteriana tem seu pH 6timo ao redor de 7,0. Como o
pH das massas de panificacdo tem valor ao redor de 5,0, € observado que as
amilases de origem fungica s&o mais apropriadas para o uso em panificacéo
(QUAGLIA, 1991).

2.7.4.3 Industria de Cerveja

Durante a germinacéo da cevada para a produgado de malte, que constitui um
dos ingredientes para a produgao de cerveja, sdo produzidas enzimas amiloliticas e
proteoliticas, que sdo importantes durante a fermentagdo. As amilases degradam as
fracdbes de amilose e amilopectina do amido em uma mistura de maltose,
maltotriose, maltotetraose, maltopentaose e dextrinas, importantes para a
fermentacdo da cerveja pelas leveduras Saccharomyces cerevisiae e
Saccharomyces carlsbergensis (REED, 1975; WAINWRIGHT, 1995).

As amilases fungicas na industria cervejeira convertem substratos amilaceos
a acgucares antes da fermentagdo alcodlica. As amilases fungicas além de
controlarem a turbidez devido ao amido, s&o utilizadas na produgdo de cervejas
livres de dextrinas (denominadas cervejas de baixa caloria ou cervejas light)
(WAINWRIGHT, 1995). Conforme WARD (1989), nas cervejas tradicionais, de um
terco a um quarto dos carboidratos do mosto se encontram na forma de dextrinas
limite, que ndo fermentam e permanecem no produto final. Entdo a amiloglucosidase
de A. niger hidrolisa essas dextrinas em acgucares fermentaveis, permitindo a
obtencdo de um mosto mais diluido, com menor conteudo caldrico produzindo o

mesmo teor de alcool que a cerveja normal.
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2.7.4.4 Alimentacéo Infantil

Outro mercado para as amilases é o processo de fabricagao dos cereais para
alimentagao infantil, tais como farinha lactea (a base de trigo), mingau de milho,
arroz e misturas de cereais. As amilases sao adicionadas para diminuir a
viscosidade da mistura de cereais durante o processo de pré-gelatinizagéao
facilitando o escoamento pela tubulagdo. De acordo com SURMELY et al (2003), a
o-amilase é considerada uma enzima liquidificante, porque reduz drasticamente a
viscosidade de pastas gelificadas de amido. As amilases sao inativadas com o
aquecimento durante a etapa final do processo de secagem desses cereais, por isso

sdo consideradas coadjuvantes tecnoldgicas de fabricagdo (ALLBRANS, 2004).

2.7.4.5 Alimentagcao Animal

As amilases também s&o empregadas para aumentar a digestibilidade das
ragdes no sistema digestivo dos animais, diminuindo a quantidade de estrume e
gases liberados ao meio ambiente bem como contribui para o desenvolvimento e
crescimento dos animais, porque € possivel a sua introdugdo na dieta logo apos o
desmame (NOVOZYMES, 2004). Os animais novos nao dispdem de sistema
digestivo capaz de digerir a racdo animal, entdo enzimas como amilases sdo
adicionadas na ragao animal para auxiliar no metabolismo de carboidratos, assim
como as proteases auxiliam no metabolismo protéico e as lipases, no metabolismo

lipidico.

EDC (2004) complementa que alguns tipos de amilases sao direcionadas
para o uso em alimentagdo animal ou na agricultura, tendo como aplicagdes na
producdo de silagem, por exemplo. As enzimas sdo usadas como aditivos
alimentares sendo que a escolha da enzima depende do tipo de ragao e da espécie
animal. Como exemplos podem ser citados os produtos enzimaticos produzidos nos
EUA para aplicagdo em ragao animal. Um dos produtos deriva dos fungos A. oryzae
e B. subtilis combinando principalmente amilases, proteases e [(3-glucanases com
outras enzimas, para aplicagdo em inoculantes de silagem, aditivos para
compostagem e em ragao animal. Outra enzima produzida € a a-amilase, derivada

do fungo Aspergillus sp. disponivel na forma liquida ou em po.
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Também oferecem produtos contendo amilases, proteases, lipases e
celulases para uso em compostagem, para assepsia de tanques e tratamentos de
residuos e efluentes (EDC, 2004).

2.7.4.6 Legislacao sobre o Uso de Enzimas em Produtos Alimenticios

O Decreto n° 3.029, de 16 de abril de 1999 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) aprova a utilizagdo de enzimas na industria de alimentos,
considerando que o uso dos aditivos deve ser limitado a alimentos especificos, em
condigbes especificas e ao menor nivel para alcancgar o efeito desejado. A ANVISA
definiu que o limite de uso das enzimas deve ser em quantidade “quantum satis”, ou
seja, quantidade suficiente para obter o efeito desejado no alimento. A Tabela 3

apresenta as enzimas autorizadas para uso em alimentos.

TABELA 3 — ENZIMAS PERMITIDAS PARA USO EM ALIMENTOS CONFORME O
DECRETO N° 3.029 DA ANVISA

ENZIMAS DE ORIGEM ANIMAL

ENZIMA FONTE
Catalase Figado bovino
Lactoperoxidase Leite bovino
Fosfolipase A2 Pancreas suino
Lisozima Clara de ovos
Tripsina Pancreas bovino e suino
ENZIMAS DE ORIGEM VEGETAL
Lipoxigenase Farinha de soja
Peroxidase Raiz forte, farinha de soja, farinha de trigo
ENZIMAS DE ORIGEM MICROBIANA
Amiloglucosidase Aspergillus niger
B-Glucanase Bacillus amyloliquefaciens Humicola insolen
Tricoderma reseei
Celulase Tricoderma reseei
Hemicelulase Tricoderma reseei
Lactase Fluyveromyces lactis
Pectinase Aspergillus niger
Protease Bacillus licheniformis
Transglutaminase Streptoverticillum mobaraense
Xilanase Aspergillus niger , Bacillus subtilis

FONTE: ANVISA, 2004.
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2.8 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL
2.8.1 Planejamento Fatorial

E usado para estudar como certos fatores influenciam sobre uma determinada
resposta, sendo de grande importancia pratica. Pode ser ampliado para resultar em
outro planejamento mais sofisticado. Tal técnica consiste em selecionar um numero
fixo de niveis e para cada uma das variaveis escolhidas requer a execugao de
experimentos para todas as possiveis combinacdes dos niveis dos fatores. Assim,
para n4 niveis do fator 1, n, do fator 2, e nx do fator k, o planejamento tera no minimo
Ny X N2 X ... X Ng experimentos e sera chamado de fatorial ny x N2 x ... x nx. O
planejamento em que todas as variaveis sdo estudadas em apenas dois niveis
(superior + e inferior -) € o mais simples e mais utilizado dos fatoriais. O
planejamento de dois niveis, havendo k variaveis em estudo, ira requerer a
realizacdo de 2 x 2 x ... x 2 = 2% ensaios diferentes. Tal planejamento €&, assim,
chamado de fatorial 2. Ja o planejamento estudado em trés niveis (-1, 0,+1) , onde k
é o numero de variaveis, é chamado de fatorial 3* (BARROS-NETO et al, 1995).

2.8.2 Planejamento Fatorial Fracionario

O numero de experimentos necessarios para um planejamento fatorial
completo 2X aumenta, geometricamente, com k. Se k for grande, e os experimentos
realizados forem de duragao considerada, sua realizagao pratica fica inviabilizada. O
fato de poderem-se estimar todos os efeitos de um fatorial completo nao implica que
todos eles possuam magnitudes semelhantes. Assim, interagdes de ordem mais
elevadas tendem a tornarem-se pequenas, podendo, muitas vezes, ser
negligenciaveis. Além disso, quando um numero relativamente grande de variaveis é
escolhido para ser estudado, € comum acontecer de algumas nao possuirem efeito
global significativo, e as informacdes poderem ser obtidas pela realizagdo de
somente uma fragdo do fatorial. Havendo necessidade, o fatorial sera completado

pela realizagao de experimentos complementares (BARROS-NETO et al, 1995).
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Por definicdo (KHURI & CORNELL, 1987), um fatorial fracionario 2k-m € um
planejamento que consiste de uma fragdo correspondente a 1/2"™ do fatorial

completo 2k, onde “m” deve ser um nimero inteiro ndo negativo tal que 2™ > k+1.

Como o numero de ensaios nao é completo, existe uma perda de informacdes
e de precisdo na analise dos resultados. Assim, as respostas obtidas ndo sao
valores dos efeitos isolados, mas sim mistura (“confouned’) deles (KHURI &
CORNELL, 1987). Para analisar esta mistura de efeitos, BOX et al (1978)
apresentaram o conceito de Resolucado do Fracional: “um fracional de resolugcéo R é
aquele em que nenhum efeito de ordem p é misturado com qualquer outro efeito que
possua ordem menor que R-p. Logo, para um fatorial de resolu¢do IV (quatro) os
efeitos principais (primeira ordem) nao sao confundidos com os de 2% ordem, porém,

os efeitos de 22 ordem sao confundidos com outros de segunda ordem”.

2.8.3 Analise por Metodologia de Superficie de Resposta

BOX et al (1978) definem a metodologia por superficie de resposta como um
grupo de técnicas usadas no estudo empirico das relagdes entre uma ou mais
respostas medidas com as variaveis de entrada que deram origem as respostas.
Também conhecida por RSM (Response Surface Methodology), € uma técnica de
otimizacao baseada no emprego de planejamentos fatoriais, introduzida por G.E.P
Box na década de 1950, e que desde entdo tem sido usada com grande sucesso na
modelagem de diversos processos industriais (BARROS-NETO et al, 1995).

De acordo com o mesmo autor, a metodologia de superficie de resposta é
constituida de duas etapas distintas: modelagem e deslocamento. Essas etapas s&o
repetidas tantas vezes quantas forem necessarias, com o objetivo de atingir uma
regidao otima (maxima ou minima) da superficie investigada. A modelagem
normalmente é feita ajustando-se modelos lineares ou quadraticos a resultados
experimentais obtidos a partir de planejamentos fatoriais. O deslocamento se da
sempre ao longo do caminho de maxima inclinagdo de um determinado modelo, que

€ a trajetdria na qual a resposta varia de forma mais pronunciada.
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KHURI & CORNELL (1987), por sua vez, apontam que este grupo de técnicas

possibilita:

a) Escolher uma série de experimentos que produzam medidas confiaveis e
adequadas da resposta de interesse;

b) Determinar um modelo matematico que melhor se adapte aos dados
coletados;

c) Determinar as condigbes Otimas para que as variaveis produzam um maximo

(ou minimo) valor na resposta.

Os estudos usando superficie de resposta sdo, por natureza, sequenciais.
Desta forma, as informacgdes adquiridas em uma série de experimentos servem para

planejar a série seguinte.

Segundo KHURI & CORNELL (1987), o processo comeg¢a com a hipotese a
respeito de quais fatores influenciam uma resposta de interesse particular. Isto leva
ao planejamento de experimentos que fornegcam dois tipos de informagdes: quais
fatores dentre os escolhidos sédo realmente importantes para ser estudados e quais
podem ser eliminados por ndo terem uma influéncia significativa na resposta
estudada. Os experimentos sao realizados e os resultados podem levar a novas
hipéteses. Um segundo grupo de experimentos é concebido e conhecimentos
adicionais sao adquiridos a respeito de como os fatores influenciam na resposta.
Num terceiro e, em geral, definitivo estagio, a resposta ao porque dos fatores serem
importantes e um conhecimento global do sistema s&o geralmente obtidos. Assim, o
planejamento e a analise dos dados obtidos na metodologia por superficie de
resposta podem levar ao conhecimento de quais fatores sdo importantes, que papel

cada fator exerce sobre o sistema e porque da importancia desses fatores.

Uma das grandes vantagens da metodologia por superficie de resposta € o
fato de ela poder ser finalizada, a qualquer tempo, sem experimentacdes futuras que

paregcam improdutivas ou antieconédmicas (CORNELL, 1990).
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Diversos sao os planejamentos que podem ser usados para montar a série de
experimentos adicionais que possibilite o calculo dos coeficientes. BOX & WILSON
citados por KHURI e CORNELL (1987) criaram o chamado Planejamento Composto
Central. Tal planejamento consiste de um fatorial completo 2% replicatas no ponto
central e dois pontos sobre o eixo de cada variavel a uma distancia + o do ponto

central.

ZANGIROLAMI (1992), citando BOX et al (1978), indica que a avaliagcédo
estatistica, a respeito dos modelos empiricos obtidos que apresentam ou ndo um
grau de ajuste adequado aos dados experimentais, pode ser feito utilizando-se o
coeficiente de correlacdo e o teste F. Quanto mais préximo o coeficiente de
correlagao estiver de 1,0 (correlacao perfeita), melhor sera o ajuste do modelo aos

dados experimentais.

O teste F de significancia consiste em verificar se os modelos propostos
explicam uma quantidade significativa da variagcdo dos dados experimentais,
realizada pela comparagao do valor F estimado a partir dos resultados da equacéao
(1) com o tabelado para uma distribuicao de referéncia Fa, p-1, N-p. Para o modelo
ser considerado valido, o valor de F calculado deve ser superior ao tabelado
(RODRIGUES, 1993).

P SOR/(p-1)

~ SQE/(N - P) ™M

Onde:

SQR = soma dos quadrados devido a regressao;
SQE = soma dos quadrados devido ao erro;
p-1 = graus de liberdade associado a SQR;
N-p = graus de liberdade associado a SQE.

Os tratamentos estatisticos dos dados citados anteriormente, em conjunto

recebem o nome de analise de variancia (ANOVA).
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos deste trabalho foram realizados no Laboratério de
Processos Biotecnoldgicos (LPB) e nas instalagbes do Programa de Pés-Graduagao
em Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Parana.

3.1 PRODUGAO DE a-AMILASE E AMILOGLUCOSIDASE POR FES

3.1.1 Microrganismos

A primeira etapa do trabalho de pesquisa foi definir quais cepas de fungos
filamentosos do género Rhizopus e Aspergillus eram potenciais produtores de
enzimas o-amilase e amiloglucosidase. Para isso foram utilizadas cepas de
Rhizopus spp. e Aspergillus spp. disponiveis no Laboratério de Processos
Biotecnolégicos da Universidade Federal do Parana originalmente provenientes de
bancos de cultura internacionais, tais como:

- NRRL (Northern Regional Research Laboratory), U.S. Department of Agriculture,
Peoria, lllinois, USA;

- MUCL (Mycothéque de Universite Catolique de Louvain), Bélgica;

- ATCC (American Type Culture Collection), Rocckeville, Maryland, USA.

3.1.1.1 Relacgao das cepas estudadas

As cepas de fungos do género Rhizopus e Aspergillus disponiveis na
Micoteca do Laboratério de Engenharia de Bioprocessos e de Biotecnologia
Industrial provenientes dos bancos de culturas internacionais descritos
anteriormente que foram testadas nesse estudo estdo descritas na Tabela 4 e
Tabela 5 respectivamente.

TABELA 4 - CEPAS DE FUNGOS DO GENERO RHIZOPUS

CODIGO DESCRICAO DA CEPA
LPB 267 Rhizopus oligosporos
LPB 472 Rhizopus delemar
LPB 582 Rhizopus arrhizus
LPB 627 Rhizopus oryzae
LPB 422 Rhizopus formosa
LPB 425 Rhizopus arrhizus
LPB 612 Rhizopus delemar
LPB 975 Rhizopus sp.
LPB 168 Rhizopus oryzae
LPB 475 Rhizopus circicans
LPB 179 Rhizopus arrhizus
LPB 395 Rhizopus oryzae

FONTE: UFPR - Laboratério de Eng?. de Bioprocessos e de Biotecnologia Industrial, 2003.
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TABELA 5 - CEPAS DOS FUNGOS DO GENERO ASPERGILLUS

CODIGO DESCRICAO DA CEPA
LPB 99 Aspergillus niger
LPB 34 Aspergillus niger
LPB 28 Aspergillus niger
LPB 21 Aspergillus niger
LPB 12 Aspergillus niger
W12 Aspergillus niger
179 Aspergillus niger

FONTE: UFPR - Laboratério de Eng?. de Bioprocessos e de Biotecnologia Industrial, 2003.

3.1.1.2 Conservacéao das cepas

O método utilizado para a conservagdo das cepas foi repicagem em agar
dextrose batata (PDA) marca BIOBRAS. Apés preparo do meio diluindo-o em agua
destilada, foi ajustado o pH do meio a 5,8. O meio foi distribuido em tubos de 20 ml a
razdo de 10 ml por tubo, autoclavado a 121°C durante 15 minutos. Apds a
esterilizacdo, o meio foi solidificado dentro dos tubos em posicéo inclinada conforme
mostra a Figura 11. Os tubos inoculados foram incubados a 30°C por 10 dias
(Rhizopus) e 8 dias (Aspergiillus) e posteriormente conservados a 4°C por até 3
meses.

FIGURA 15 - TUBO CONTENDO MEIO PDA INCLINADO PARA REPICAGEM DAS
CEPAS

FONTE: O AUTOR

3.1.1.3 Inoculacéo

O inéculo usado para o screening das cepas bem como as inoculagdes das
fermentagdes para a producdo das enzimas a-amilase e amiloglucosidase foram
feitas utilizando-se uma suspens&o de esporangiosporos (solu¢cdo de esporos) na
concentragdo de 10° a 10® esporos / ml preparadas conforme o item 3.1.1.4. As
concentraces da suspensio de esporos estudadas foram: 1,0 x 107, 5,5 x 10" e 1,0



56

x 108 esporos / g fécula de mandioca, a fim de verificar a melhor taxa de inoculagdo
para a maxima producao das enzimas.
3.1.1.4 Preparo da solugao de esporos de Aspergillus

Os esporos dos fungos do género Aspergillus foram produzidos em frascos
Erlenmeyer de 250 ml contendo 50 ml de meio PDA. O meio foi esterilizado a 121°C
durante 15 minutos. Depois de resfriado (45-55°C) o meio foi inoculado em
superficie a partir de uma cepa repicada, incubada por 8 dias a 30°C até completa
esporulacado conforme SOCCOL (1992); COSTA (1996) e PRADO (2002).

Os esporos foram recuperados da superficie do meio utilizando-se 30 ml de
agua destilada estéril contendo 0,2% de Tween 80 e pérolas de vidro (COSTA,
1996; PRADO, 2002). A solucado adicionada sobre os esporos foi mantida sob

agitacao por 15 minutos. A suspenséao obtida foi conservada a 4°C por até 30 dias.

3.1.1.5 Preparo da solugao de esporos de Rhizopus

Apos a distribuicdo e solidificacdo do PDA esterilizado em placas de Petri
previamente esterilizadas, procedeu-se a semeadura das cepas nas placas que

posteriormente foram incubadas a 30°C por 10 dias.

Apés este periodo, a biomassa de fungo formada (micélio) na superficie do
meio contido na placa foi totalmente retirada com auxilio de uma alca de platina,
adicionando-a em tubos contendo 30 ml de agua deionizada estéril, 0,2% de Tween

80 e pérolas de vidro, que foram agitados por 15 minutos.

3.1.1.6 Contagem de esporos de Aspergillus e Rhizopus

A concentragdo de esporos na suspensao obtida foi estimada pela contagem
em microscopio usando Cémara de Neubauer (Raimbault & Alazard, 1981) citado
por COSTA (1996) também realizada por SOCCOL et al (1995); PRADO (2002);
TUNGA & TUNGA (2003). Para a contagem, foram preparadas dilui¢bes sucessivas
da suspensao de esporos e adicionada sobre a Camara de Neubauer, mostrada na
Figura 12 (A), com uma pipeta de Pasteur. Foram contados todos os esporos
presentes nos quadriculos impares, conforme a Figura 12 (B). A contagem foi
realizada em triplicata para cada diluicdo preparada e os calculos sdo mostrados no
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Anexo 1. A contagem de esporos € valida quando sua quantidade atingir entre 10 e
30 unidades por quadriculo (VANDENBERGHE, 2000)

FIGURA 12 — CAMARA DE NEUBAUER (A) e QUADRICULOS (B) PARA A CONTAGEM
DOS ESPOROS

11 12 13 | 14 | 15

16 | 17 18 19 | 20

21 | 22 | 23 |24 | 35

FONTE: O AUTOR.

O resultado foi obtido usando a equagdo (2) e expresso em numero de
esporos por ml de suspensao.

N ne. F

B nq.Vq @)

Onde:

F = fator de diluigao (inverso da diluigao);

N = numero de esporos por ml de suspensédo (esporos/ml);
Ne = numero total de esporos contados;

Ng = numero de quadriculos contados;

V, = volume do quadriculo: 4x10® ml

3.1.1.7 Selegao das cepas de Rhizopus e Aspergillus

Para a selegao das cepas produtoras de a-amilase e amiloglucosidase, foram
realizados screenings observando-se o crescimento radial das cepas em meio agar

fécula de mandioca conforme composigdo mostrada na Tabela 6 sugerida para esse
presente trabalho.
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TABELA 6 — COMPOSICAO DO MEIO AGAR FECULA DE MANDIOCA UTILIZADO NO
CRESCIMENTO RADIAL

COMPONENTES QUANTIDADE (g/l)
Fécula de mandioca (polvilho doce) 20,0
Farelo de soja desengordurado moido em pé6 2,0
Agar-agar 15,0

O pH do meio foi ajustado para pH 6,8 e entdo autoclavado a 121°C por 15
minutos. Distribuiu-se 15 ml do meio em placas de Petry mantendo-as em repouso
até a completa solidificacdo do meio. No centro de cada placa foi adicionada uma
gota da solugdo de esporos (10" a 10° esporos/ml) da cepa, com o auxilio da pipeta
de Pasteur, e posteriormente incubadas a 30-32°C. Mediu-se o crescimento radial
(mm), que representa o diametro do halo de crescimento do fungo, com auxilio de
um paquimetro em intervalos de quatro horas até o completo crescimento do micélio
nas placas. Um grafico de coluna Crescimento radial (mm) x Tempo (h) foi
construido para avaliar o comportamento das cepas de Rhizopus e outro para a
avaliacdo das cepas de Aspergillus. O critério utilizado para a escolha das cepas foi
a velocidade de crescimento no meio agar fécula de mandioca, ou seja, quais cepas
atingiram primeiramente o crescimento de seu micélio ocupando o diametro total da

placa de Petry.

Posteriormente foi realizada uma segunda selecdo das cepas que atingiram
maior velocidade de crescimento comparando a produgao das enzimas por FES em

frascos erlenmeyer.

3.1.2 COMPOSIGAO DA FERMENTACAO FES

3.1.2.1 Substrato

O substrato utilizado foi a fécula de mandioca, conhecida tradicionalmente por
polvilho doce. Nesse estudo foi utilizado polvilho doce da marca YOKI, sendo que a
quantidade desse substrato no meio foi otimizada a fim de se obter uma maxima

produgdo das enzimas a-amilase e amiloglucosidase.
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3.1.2.2 Suporte

O suporte utilizado nesse estudo foi o bagago de cana-de-agucar, coletado
em pontos de venda de caldo de cana-de-agucar na cidade de Curitiba. As coletas
foram feitas em diferentes pontos sendo utilizada a mistura dessas coletas. A
mistura de bagago de cana coletado foi preparada para utilizagdo na FES como
suporte inerte, conforme descrito no item 3.1.2.2.1. A quantidade de suporte nas
fermentagdes foi otimizada, testando-se diferentes proporgdes entre a fécula de

mandioca e o bagago de cana-de-agucar.

3.1.2.2.1 Pré-tratamento do suporte (bagaco de cana-de-agucar)

O bagaco de cana-de-agucar utilizado foi o residuo sélido da extracédo do
caldo da cana. O bagago foi submetido a sucessivas lavagens em agua corrente
para a retirada de agucares. Posteriormente manteve-se o bagago submerso em
agua morna para facilitar a retirada do residual de agucares e em seguida lavou-se

em agua corrente para a garantia da remogéao de todo o agucar residual.

O bagacgo lavado foi secado em estufa de bandeja com circulagdo de ar a
65°C durante 24 horas. Apds desidratado foi embalado em saco de polietileno e
estocado no Laboratério de Engenharia de Bioprocessos e de Biotecnologia
Industrial para ser utilizado neste trabalho. Para utilizagdo, o bagago de cana foi
moido em moinho elétrico e posteriormente o material moido foi classificado em
peneiras de acordo com a sua granulometria: fragdo grossa [maior que 2,0 mm
(reprocessada)]; fracdo média: entre 0,8 e 2,0 mm (usada como suporte nas
fermentagdes); fragdo fina: menor que 0,8 mm (descartada). O suporte moido e
peneirado proporciona melhor porosidade e absorgdo para facilitar a oxigenacao e
transporte de nutrientes, conforme George (1993) e Kukreja et al (1986) citados por
MOHAN (2001). A Figura 13 mostra o bagaco de cana-de-acgucar desidratado (A) e

moido com granulometria padronizada em fragdo média (0,8 — 2,0 mm) (B):
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FIGURA 13 — BAGAGO DE CANA-DE-ACUCAR (SUPORTE) LAVADO E DESIDRATADO
(A) E PRONTO PARA USO NA FES (MOIDO COM GRANULOMETRIA
PADRONIZADA (B)).

FONTE: O AUTOR.

3.1.2.3 Nutrientes das fermentacdes

3.1.2.3.1 Solucédo Salina

A solugdo salina usada nas fermentagdes possuia a seguinte composic¢ao:
biotina (5,0 ml/l a 2 x 10™%); ZnSO,4 . 7 H,0 (0,4 g/l); MgSO4 (2,5 g/l); KH2PO, (1,5
g/l); agua q.s.p 1000 ml de acordo com SOCCOL (1992). Apds o preparo a solugao
foi esterilizada a 121°C por 15 minutos. A porcentagem da solugéo salina foi variada
e a porcentagem definida foi calculada em relagdo a quantidade de substrato

adicionado (fécula de mandioca).

3.1.2.3.2 Fonte de calcio e nitrogénio

Além da solugdo salina, outros nutrientes foram adicionados para o
enriquecimento das fermentagdes, tais como: carbonato de calcio (CaCOs3) e nitrato
de potassio (KNOs3), fonte de nitrogénio inorganico, em diferentes porcentagens para
avaliar a influéncia desses elementos na producdo das enzimas a-amilase e
amiloglucosidase. Também foram realizados testes de FES com fonte de nitrogénio
organico (uréia). Salienta-se que as porcentagens desses nutrientes foram
calculadas em relagdo a quantidade de fécula de mandioca (substrato) adicionada

no meio de fermentacéo.
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3.1.3 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO SUBSTRATO E DO SUPORTE

Com o objetivo de determinar as caracteristicas fisico-quimicas do bagaco de
cana-de-agucar e da fécula de mandioca (polvilho doce marca YOKI), foram
determinados os teores de umidade, teor de cinzas, proteinas, lipideos, fibras e

carboidratos, além do teor de amido, conforme observado na Tabela 7:

TABELA 7 — METODOS UTILIZADOS NA CARACTERIZAQAO FiSICO-QUIMICA DO
SUBSTRATO E SUPORTE DAS FERMENTACOES

DETERMINACAO DESCRICAO METODO
Umidade Método termogravimétrico, usando AACC N° 44-20 (1983)
estufa a 105°C durante 24 horas
Método  termogravimétrico, apds
Cinzas calcinagcdo do material em mufla a
660°C por 24 horas.

Determinado por gravimetria apos

extracdo com acetato de etila,

Lipideos
refluxado por duas horas em extrator
Soxhlet. Normas Analiticas -
Fibras Método gravimétrico Instituto Adolfo Lutz
Fracao protéica determinada (1985)
. indiretamente, a partir da
Proteinas

determinagdo da concentracido de
nitrogénio pelo método de Kjeldahl
Método da diferenca de 100

Carboidratos (subtraindo o teor de proteinas,
lipideos, cinzas e umidade)

. , L National Starch Chemical
Amido Método enzimatico .
Corporation (1985)
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3.1.4 FERMENTACAO NO ESTADO SOLIDO (FES)

Na producdo das enzimas a-amilase e amiloglucosidase, foram utilizados dois
tipos de fermentacdo sdlida: fermentagdo em frascos Erlenmeyer e fermentagdo em

bandejas, onde ocorre aeragao por difusdo ou aeragéo natural.

3.1.4.1 Fermentacao em frascos Erlenmeyer

O bagaco de cana-de-agucar (suporte) foi esterilizado individualmente em
frascos Erlenmeyer de 250 ml. O substrato (fécula de mandioca), a 4gua, a solugéo
salina, o CaCO3; e o0 KNO3; foram misturados em outro recipiente de vidro de modo a
obter uma umidade inicial em torno de 90%, ajustando-se o pH, para posteriormente
serem esterilizados a 121°C por 15 minutos para ocorrer a gelatinizagado da fécula.
Essa mistura foi inoculada com a suspensdo de esporos a uma taxa de 10’ esporos/
g MS. Apds ser homogeneizado e misturado no Erlenmeyer contendo o bagacgo, foi
incubado a temperatura de 30°C durante 48 horas. A Figura 14 mostra uma FES

conduzida em frasco Erlenmeyer.

FIGURA 14 — FES EM FRASCO ERLENMEYER

FONTE: O AUTOR.
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3.1.4.2 Fermentagdo em Bandejas

As fermentacdes FES de bagago de cana e fécula de mandioca por Rhizopus
e Aspergillus foram conduzidas em bandejas colocadas dentro de um dessecador
com umidade saturada (UR=100%), incubado em uma estufa com circulagdo de ar a
30°C durante 48 horas. Para cada fermentagdo, foram sobrepostas trés bandejas,
cujas laterais sédo feitas de PEAD (polietileno de alta densidade) e seu fundo

constituido de tela de nylon com aberturas de aproximadamente 0,2 mm.

Para serem utilizadas nas fermentagbes, as bandejas foram lavadas e
mantidas em solugdo de hipoclorito de sédio a 5% por 1 hora. Posteriormente

mantidas no fluxo laminar para a secagem natural em ambiente estéril.

O suporte pré-tratado foi impregnado com a fécula pré-gelatinizada contendo
os nutrientes de modo a obter uma umidade inicial de 90%. O pH foi ajustado e
inoculado a uma taxa de 10’ esporos/g MS com uma suspensao de esporos. Depois
de homogeneizado, o substrato foi distribuido nas bandejas de modo a obter uma
espessura de 2 cm. Na Figura 15 apresenta-se um esquema da FES conduzida em

bandejas.

FIGURA 15 — REPRESENTAQAO DA FES DE BAGAGO DE CANA-DE-AGUCAR E
FECULA DE MANDIOCA POR FUNGOS EM BANDEJAS COM

ATMOSFERA SATURADA
Tampéo de algoddo - Dessecadar
/"" Fx/..\
I —
C =
FE= em -— — 1 | 100% LR
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\

Agua corm 0,1% de hipoclorito de sédio

FONTE: O AUTOR.
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3.1.5 FERMENTACAO SUBMERSA (FSm)

A fermentagao submersa ou liquida, foi conduzida em frascos Erlenmeyer de

250 ml em duas condig¢des: sob agitagdo e em repouso.

A fermentagdo submersa sob agitagdo foi realizada em agitador do tipo
shaker em velocidade de 120 rpm, a 30°C durante 48 horas, enquanto a
fermentagcdo em repouso observou as mesmas condi¢gdes quimicas e fisicas porém
permaneceu em repouso em estufa, também a 30°C durante 48 horas. O volume de
fermentacao utilizado foi 20% da capacidade volumétrica do frasco Erlenmeyer.
Cabe ressaltar que na FSm foi dispensado o uso do bagaco de cana-de-agucar, ja
que este desempenhava o papel de suporte inerte das FES. Os componentes da
fermentacdo submersa foram: fécula de mandioca, CaCOs3, KNOs3, solu¢do salina,

agua deionizada e o indculo, que foi adicionado apds a esterilizagdo do meio.

3.1.6 ANALISE DO SUBSTRATO FERMENTADO

Inicialmente foram retiradas 5 g de amostra, a qual permaneceu em estufa a
105°C durante 24 horas para a determinacdao da umidade do meio fermentado.
Também foram separadas 5 g de amostra a qual foi misturada a 50 ml de agua
deionizada. Esta suspensao permaneceu sob agitagdo continua durante 30 minutos.
Em seguida foi filtrada para a remogédo dos solidos obtendo-se um extrato claro,
usado para a determinacdao de pH. O extrato obtido foi centrifugado a 3000 rpm
durante 15 minutos e o sobrenadante foi utilizado para determinar os acucares

redutores e a atividade enzimatica.

A Figura 16 mostra as etapas do preparo do substrato fermentado para
posteriormente ser realizada a determinacao da atividade enzimatica da a-amilase e

da amiloglucosidase.
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FIGURA 16 — ESQUEMA REPRESENTATIVO DA ANALISE DO SUBSTRATO FERMENTADO
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3.1.6.1 Umidade

O substrato fermentado (+ 5g) foi pesado em cadinho de porcelana e seco
durante 24 h em uma estufa a 105°C, em seguida resfriados dentro de um
dessecador contendo silicagel; apds pesados, a matéria seca foi calculada com

auxilio da equacao 3.

Ax100

Pesoseco =

Onde:

A = peso da amostra seca (g);
P = peso inicial da amostra (g).

3.1.6.2 pH

O pH foi medido sobre uma suspensao obtida apés homogeneizagao de 5 g
de fermentado em 50 ml de agua destilada a qual permaneceu em agitagdo continua

durante 30 minutos.

3.1.6.3 Dosagem de Acgucares Redutores

Os acucares redutores foram determinados pela reagdo com o acido 3,5-
dinitrosalicilico “DNS” (SOCCOL, 1992). Em meio basico e a temperatura elevada, o
acido 3,5-dinitrosalicilico passa a 3-amino-5-nitrosalicilico. Desenvolve-se uma

coloragao amarelo café que absorve a 540 nm.

3.1.6.3.1 Preparo do reativo DNS

Dissolveu-se por aquecimento 5 g de acido 3,5-dinitrossalicilico em 100 ml de
NaOH a 2 N. Separadamente dissolveu-se também com aquecimento, 150 g de
tartarato duplo de sodio e potassio em 250 ml de agua destilada. As duas solucdes
foram misturadas e completou-se o volume para 500 ml com agua destilada.
Conservou-se em temperatura de refrigeracdo em embalagem de vidro ambar

envolvida em papel aluminio.
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Para dosagem, as amostras foram diluidas de modo a se obter um teor
equivalente em glucose inferior a 1 g/l. Adicionar 0,5 ml da amostra
convenientemente diluida a 0,5 ml do reativo DNS. Adicionar 2 ml de agua destilada.
Homogeneizar. Elaborar uma reta padrao a partir de uma solugdo de glucose com
concentracéo inferior a 1 g/l e ler a 540 nm. Medir a densidade 6tica das amostras
nesse mesmo comprimento de onda. Os teores em glucose — equivalente (g/l) sao
obtidos por projecao sobre a reta padréo.

3.1.6.4 Dosagem do amido

Trata-se de um método colorimétrico baseado na coloragdo azul desenvolvida
quando da formagédo do complexo amido-iodo conforme SOCCOL (1992). O reativo
iodo-iodeto & preparado por diluigdo a 4% da seguinte solugédo de base: Kl 30g/l e I,
3g/l. A reagéao colorida é obtida adicionando-se 0,3 ml da amostra convenientemente
diluida a 7,2 ml desse reativo (quantidade suficiente para a leitura no
espectrofotobmetro). A reta padrdo atinge uma concentragdo de 10 g/l de amido
soluvel de mandioca marca SYNTH. A densidade ética é lida a 620 nm.

3.1.6.5 Dosagem de atividade amilasica

3.1.6.5.1 o-amilase

A atividade da a-amilase foi medida a partir do sobrenadante obtido segundo
roteiro da Figura 21. Adicionou-se em tubos 0,2 ml do sobrenadante e 1,6 ml de uma
solugdo de amido de mandioca soluvel a uma concentragado de 10 g/l, tamponado
em pH 6,5 com auxilio de fosfato 1/15M, seja KH,PO4: 6,389 g/l e Na,HPO4.2H,0:
3,1595 g/l (SAUCEDO-CASTANEDA et al, 1991). A incubagéo foi conduzida a 40°C
por diferentes tempos: 0;5; 10; 15; 20 ; 25 ; 30 min. A reacéo foi interrompida pela
adicao de 0,2 ml de NaOH 1N. A atividade da a-amilase é determinada medindo a
concentragcdo de amido pela dosagem de iodo. Uma unidade de a-amilase é definida
como a quantidade de enzima capaz de hidrolisar 10 mg de amido em 30 minutos
dentro das condi¢des descritas por Oteng-Gyang (1979) citado por SOCCOL (1992)
também descrito por PANDEY et al (2005). Os célculos para a determinagdo da
atividade da a-amilase sao apresentados no ANEXO 2.
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3.1.6.5.2 Amiloglucosidase

A atividade amiloglucosidase é determinada pela através da liberagdo de
acucares redutores, dosados pelo método DNS (Miller, 1959) citado por COSTA
(1996), descrito por SOCCOL (1992) e por PANDEY et al (2005). Os agucares sao
expressos em glucose equivalente. Uma unidade de amiloglucosidase é definida
como sendo a quantidade de enzima liberada por 1 umol de agucar redutor
(expresso como glucose) por minuto nas condi¢gdes de ensaio (Alazard & Raimbault,
1981) citado por SOCCOL (1992).

A atividade da amiloglucosidase foi determinada a partir do sobrenadante

(Figura 16) seguindo os passos descritos na Figura 17:

FIGURA 17 - SEQUENCIA DOS PASSOS PARA A DOSAGEM DA ATIVIDADE DA
AMILOGLUCOSIDASE

ENSAIO BRANCO DO SUBSTRATO Siigﬁig;éig;ﬁiso
0,5 ml da enzima diluida 0,5 ml de tampéo 0,5 ml de tampéao
Incubar para atingir 37°C Incubar para atingir 37°C Incubar para atingir 37°C
0,5 ml da solugéao de amido 0,5 ml da solugao de amido 0,5 ml de tampéo
Incubar 10 minutos a 37°C Incubar 10 minutos a 37°C Incubar 10 minutos a 37°C
Adicionar 1 ml do DNS Adicionar 1 ml do DNS Adicionar 1 ml do DNS
5 minutos em ebuligdo 5 minutos em ebuligao 5 minutos em ebulicao
Resfriar p/ Temp. ambiente Resfriar p/ Temp. ambiente Resfriar p/ Temp. ambiente
Adicionar 10 ml de agua Adicionar 10 ml de agua Adicionar 10 ml de agua
Ler a 540 nm Ler a 540 nm Ler a 540 nm

NOTA: Temp.=Temperatura (°C)

Os calculos para a determinacdo da atividade da amiloglucosidase sao
apresentados no ANEXO 3.
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3.1.7 OTIMIZACAO DAS CONDICOES QUIMICAS E FiSICAS DA FES

Apés a selegdo das cepas de Rhizopus e Aspergillus capazes de produzir
maiores quantidades das enzimas a-amilase e amiloglucosidase, foram realizados
testes de otimizacdo das condig¢des fisicas e quimicas de cultivo. A otimizacao foi
realizada primeiramente em frascos erlenmeyer utilizando a cepa selecionada.

Por meio de planejamentos experimentais, elaborados com o auxilio do
programa Estatistica para Windows 5.0 versao estudantil, ensaios foram realizados
com o objetivo de estudar os possiveis efeitos das variaveis do processo, além de
estabelecer modelos estatisticamente validos para descrever as interagdes
existentes entre as variaveis do processo e os resultados, utilizando para a analise
destes resultados a Metodologia de Superficie de Resposta (BARROS-NETO et al,
1995). Delineamentos fatoriais 3° completos (2 fatores, 3 niveis e 9 ensaios) foram

aplicados em varios estudos de otimizacao.

As influéncias das seguintes variaveis independentes foram estudadas:
proporgao entre fécula de mandioca e bagago de cana-de-agucar; temperatura de
fermentacdo (°C), umidade inicial do meio (%), pH inicial do meio fermentativo;
tempo de fermentagcdo (h); concentracdo de fécula no meio fermentativo (%);
concentracédo de CaCOs; (%), KNO3 (%) e solugédo salina (%). Posteriormente foi
realizada a otimizagcdo das condi¢coes de extracdo das enzimas e a otimizacdo das
condi¢gbes de dosagem enzimatica.

Apos a otimizacdo, as enzimas foram precipitadas pelo processo de
precipitacdo por salificagao (salting-out). O sulfato de aménio é preferido para a
precipitacdo de enzimas, indicado por LEHNINGER (1993) e utilizado por SOUZA
(1996), em consequéncia de sua solubilidade acentuada em agua, que Ihe permite

produzir forcas ibnicas muito elevadas e precipitar proteinas.

Por fim, um estudo foi realizado para a caracterizacdo enzimatica da a-

amilase e da amiloglucosidase.

As dosagens dos extratos enzimaticos obtidos das fermentagbes foram
realizadas de acordo com o esquema apresentado nas Figuras 21 e Figura 22, e os
procedimentos descritos nos itens 3.1.6.5.1 € 3.1.6.5.2.
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Todos os ensaios de otimizagdo foram realizados utilizando a cepa do género
de fungo previamente selecionado pelo crescimento radial e dos testes iniciais da
producdo das enzimas por fermentacao no estado sélido (FES) em frascos.

3.1.7.1 Influéncia da propor¢ao entre substrato e suporte

Para o estudo da influéncia da proporcdo entre fécula de mandioca
(substrato) e bagago de cana-de-agucar (suporte) na produgao das enzimas, foram
realizados sete experimentos utilizando-se as seguintes propor¢gbes de FM/BC
(fécula/bagaco): 1/1 ; 1,5/1 ; 1/1,5; 1/2 ; 2/1 ; 1/3 e 3/1, e as fermentagbes foram
realizadas nas seguintes condi¢des de cultivo: temperatura de fermentagao 30°C, 48
horas de fermentacdo, 85% de umidade inicial, taxa de 10" esporos/ g MS e os
nutrientes (4,6% CaCOs, 6% KNO3 e 30% solugdo salina, porcentagem calculada
em relagdo a quantidade de fécula utilizada).

3.1.7.2 Influéncia da temperatura e da umidade inicial

Para o estudo da influéncia da temperatura e da umidade inicial da
fermentacdo FES foi utilizado um delineamento fatorial 32 completo para estudar o
efeito destas varidveis independentes. Este delineamento € composto de nove
ensaios, 3 niveis e 2 fatores. As temperaturas de fermentacdo estudadas e as
umidades iniciais sdo mostradas na Tabela 8.

TABELA 8 — INFLUENCIA DA TEMPERATURA E UMIDADE INICIAL NA PRODUGCAO DAS
ENZIMAS ao-AMILASE E  AMILOGLUCOSIDASE PELO FUNGO
ASPERGILLUS NIGER LPB 28

PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL 3° COMPLETO

NIVEIS
FATORES
-1 0 +1
Temperatura (°C) 25 30 35

Umidade inicial (%) 80 85 90
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3.1.7.3 Influéncia da concentracdo de CaCOj3;, KNO3 e solucao salina

Um delineamento fatorial 3" fracionado foi utilizado para estudar a
influéncia dos fatores: concentracdo de CaCOgj, concentracdo de KNO; e
concentracado da solugao salina na produgao das enzimas por FES. Os trés niveis
que compdem o planejamento referem-se aos respectivos valores das variaveis
CaCO;3; e KNO3: 0, 5 e 10% ; 0, 30 e 60%; e 0, 30 e 60% as concentragdes da
solugao salina estudadas, conforme a Tabela 9. Salienta-se que estas porcentagens
sao calculadas em relagdo a quantidade de fécula utilizada nas fermentacdes e nao
ao total da formulagdo. As demais condi¢cdes de fermentacdo foram: temperatura de
fermentacao (30°C), umidade inicial (90%); proporcéo fécula:bagago (1:1); taxa de

inoculagado (1,0 x 107 esporos/g MS).

TABELA 9 — INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE CaCO; , KNO; E SOLUGAO SALINA
NA PRODUGCAO DAS ENZIMAS a-AMILASE E AMILOGLUCOSIDASE PELO
FUNGO ASPERGILLUS NIGER LPB 28

PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL 3%" FATORIAL FRACIONADO

NIVEIS
FATORES
-1 0 +1
CaCO; (%) 0 5 10
KNO3 (%) 0 5 10
Solugéo salina (%) 0 30 60

3.1.7.4 Influéncia da suplementacdo com CaCOs, com fonte de nitrogénio organico
e inorgéanico

Para avaliar a influéncia do CaCOj3;, bem como avaliar a produgao das
enzimas suplementando o meio com fonte de nitrogénio orgénico e inorganico na
FES. Cinco ensaios foram realizados com as seguintes concentragbes de CaCOs,
KNO3 e uréia, respectivamente: Ensaio 1 (0; 0; 0%); Ensaio 2 (10; 0; 0%); Ensaio 3
(0; 10; 0%); Ensaio 4 (10; 10; 0%) e o Ensaio 5 (0; 0; 10%). Neste estudo, o ensaio 1
nao apresentou nenhuma suplementacao, para que fosse possivel a comparacao da
FES sem estas fontes com a FES contendo esses nutrientes (Tabela 10). As demais

condigcbes de fermentagdo foram: temperatura de fermentagcdo (30°C), umidade
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inicial (90%), proporgéao fécula:bagaco (1:1), tempo de fermentagéo (48 horas), taxa

de inoculagao (1,0 x 107 esporos/g MS).

TABELA 10 — INFLUENCIA DA CONCENTRAGCAO DE CaCO; E DAS FONTES DE
NITROGENIO ORGANICO (UREIA) E INORGANICO (KNO;) NA
PRODUCAO DAS ENZIMAS a-AMILASE E AMILOGLUCOSIDASE PELO
FUNGO ASPERGILLUS NIGER LPB 28

FATORES
ENSAIOS ,
CaCO; (%) KNO;(%) UREIA (%)
1 0 0 0
2 10 0 0
3 0 10 0
4 10 10 0
5 0 0 10

3.1.7.5 Influéncia da taxa de inoculacdo e da concentragao de substrato

As variaveis independentes (fatores) taxa de inoculagdo e concentracédo de
substrato foram estudadas para verificar a influéncia na producédo das enzimas pela
FES, empregando-se também o delineamento fatorial 3% completo. A combinacéo
dos niveis e fatores totaliza 9 experimentos, constando os seguintes valores para as
variaveis: 1,0 x 10’ ; 5,5 x 10" e 1,0 x 10° esporos/g MS para a taxa de inoculagéo e
para a concentracido de fécula de mandioca: 0,5; 5,0 € 9,5%. As demais condigdes
de processo foram: temperatura de fermentagdo (30°C), umidade inicial (90%),

proporgao fécula:bagacgo (1:1), tempo de fermentacao (48 horas) (Tabela 11).

TABELA 11 — INFLUENCIA DA TAXA DE INQCULAQAO E DA CONCENTRAGCAO DE
SUBSTRATO NA PRODUCAO DAS ENZIMAS o-AMILASE E
AMILOGLUCOSIDASE PELO FUNGO ASPERGILLUS NIGER LPB 28

PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL 3 COMPLETO
NIVEIS
-1 0 +#1
Taxa de inoculagdo (x 10" esporos/lgMS) 1,0 55 10
Concentracao de substrato (%) 0,5 50 95

FATORES
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3.1.7.6 Influéncia da taxa de inoculacao e do tempo de fermentacao

Para o estudo da influéncia da taxa de inoculagcdo bem como do tempo de
fermentacdo para a producdo de a-amilase e amiloglucosidase por FES pela cepa
de fungo selecionada, utilizou-se o delineamento 3? completo, pois este oferece um
maior numero de combinacdes além de utilizar mais um nivel, quando comparado ao
delineamento 2*. Os valores estudados para a taxa de inoculacdo sdo equivalentes
ao item anterior (3.1.7.4) e os valores do tempo de fermentacao foram: 48, 54 e 60
horas, conforme a Tabela 12. As demais condi¢cdes de processo foram: temperatura
de fermentacao (30°C), umidade inicial (90%), propor¢ao fécula:bagaco (1:1), tempo

de fermentagao (48 horas).

TABELA 12 - INFLUENCIA~DA TAXA DE I~NOCULAQ/:\O E DO TEMPO DE
FERMENTACAO NA PRODUCAO DAS ENZIMAS a-AMILASE E
AMILOGLUCOSIDASE PELO FUNGO ASPERGILLUS NIGER LPB 28

PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL 3 COMPLETO
NIVEIS

-1 0 #1

Taxa de inoculagdo (x 10" esporos/lgMS) 1,0 55 10

FATORES

Tempo de fermentacao (horas) 48 54 60

3.1.7.7 Influéncia do pH inicial de fermentacéao

Para estudar a influéncia do pH inicial na producdo das enzimas a-amilase e
amiloglucosidase, as FES foram preparadas em frascos ajustando-se os seguintes
valores de pH inicial : 4,0; 5,0; 6,0; 7,0 e 8,0 para verificar a preferéncia do fungo
pelo pH do meio para a producdo enzimatica. As demais condi¢gdes de processo
foram: temperatura de fermentagcdo (30°C); umidade inicial (90%); proporgéao

fécula:bagaco (1:1); taxa de inoculagdo (1,0 x 10" esporos/g MS)
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3.1.7.8 Influéncia da agitagdo no processo de extragdo das enzimas

As condi¢cbes de extragcao tém importancia na recuperacdo das enzimas
produzidas no meio da FES. Por este motivo foram estudadas algumas condi¢des
de extragdo. O meio fermentado amostrado foi diluido em agua, a uma razdo 1:10
(p/p), em frascos Erlenmeyer quando utilizado o shaker e em béquer quando
utilizado o ultra turrax . As seguintes condigdes de extragdo foram estudadas:
equipamento de agitagcédo; tempo de agitagcdo e temperatura de agitagédo, a fim de
avaliar as melhores condi¢cdes de extracdo para obter maxima recuperacao das
enzimas produzidas. Os equipamentos empregados foram: agitador tipo shaker a
30°C a 120 rpm nos seguintes tempos de extragcéo (30, 60, 90 e 120 minutos) e o
agitador ultra turrax em velocidade intermediaria, a temperatura ambiente nos

seguintes tempos (15, 30, 45 e 60 minutos).

A Tabela 13 apresenta as condicbes de extracdo estudadas para a
recuperacdo das enzimas a-amilase e amiloglucosidase produzidas pela FES por

Aspergillus niger LPB 28.

TABELA 13 - CONDICOES DE EXTRACAO DAS ENZIMAS a-AMILASE E
AMILOGLUCOSIDASE PRODUZIDAS POR FES PELO FUNGO
ASPERGILLUS NIGER LPB 28

EQUIPAMENTO DE AGITACAO ~ CONDICOES DE AGITACAO ' EMPO DE AGITAGAG

(min)
30
SHAKER Temperatura: 30°C 60
(a 30°C) Agitacdo: 120 rpm 90
120
15
ULTRA TURRAX Temperatura ambiente 30
(a temp. ambiente) Velocidade média de agitagéo 45
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3.1.7.9 Influéncia dos parametros de atividade enzimatica
Influéncia da temperatura e do pH de incubagdo das enzimas

Um delineamento fatorial 3° completo foi utilizado para estudar a influéncia da
temperatura e do pH de incubag&o das enzimas na dosagem de atividade amilasica.
As temperaturas de incubacgao testadas foram: 30; 55 e 80°C enquanto os valores de
pH (da solugdo de amido adicionada no teste de dosagem) foram: 5,0; 6,0 e 7,0

conforme a Tabela 14.

TABELA 14 — INFLUENCIA DA TEMPERATURA E DO pH DE I,NCUBACAO DAS ENZIMAS
PARA A DOSAGEM DA ATIVIDADE AMILOLITICA POR ASPERGILLUS
NIGER LPB 28

Planejamento experimental 32 completo

Niveis
Fatores
-1 0 #
Temperatura de incubacdo (°C) 30 55 80
pH de incubacao 50 6,0 7,0

3.1.8 ESTUDO EM FERMENTACAO SUBMERSA (FSm)

3.1.8.1 Influéncia da concentragao de fécula de mandioca

Para avaliar a influéncia da concentragao de fécula de mandioca na producéo
das enzimas a-amilase e amiloglucosidase pelo fungo selecionado por FSm, as
fermentag¢des foram conduzidas com as seguintes concentragdes de fécula: 0,5; 1,0;

3,0 e 5,0%, realizadas em triplicata.
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3.1.9 ESTUDO COMPARATIVO DA FES CONDUZIDA EM FRASCOS E EM
BANDEJAS

Para avaliar a diferenga da FES em frascos e em bandejas, foram realizados
nove testes, modificando algumas condigdes de processo, onde foi variado o tempo
de fermentacao (48 e 72 horas) e a concentragao da fonte de nitrogénio inorganico
(10; 20 e 30% de KNOs3). Todos os ensaios foram conduzidos nas seguintes
condigdes fixadas: 90% de umidade, temperatura de fermentagao (30°C), proporgéo
fécula/bagaco (1,5/1), pH inicial (4,5), (5% CaCO; e 30% solugcéo salina,
porcentagens em relagdo a quantidade de fécula adicionada) de acordo como

mostra a Tabela 15.

TABELA 15 — ESTUDO COMPARATIVO DA FES CONDUZIDA EM FRASCOS E EM
BANDEJAS NA PRODUGCAO DAS ENZIMAS o-AMILASE E
AMILOGLUCOSIDASE POR ASPERGILLUS NIGER LPB 28

TEMPO DE FERMENTACAO KNO;

ENSAIO BIOREATOR

(horas) (%)
1 frasco 48 10
2 frasco 48 20
3 frasco 48 30
4 Bandeja 48 10
5 Bandeja 48 20
6 Bandeja 48 30
7 Bandeja 72 10
8 Bandeja 72 20
9 Bandeja 72 30

3.2 PRECIPITACAO DAS ENZIMAS PRODUZIDAS

A partir do extrato enzimatico obtido, procedeu-se a precipitacdo das enzimas
produzidas pelo processo de precipitacdo por salificagcdo, também conhecido por
salting-out. O sal empregado para a precipitagao foi o (NH4)2SO4. O procedimento foi
baseado de acordo com SOUZA et al (1996), onde o extrato enzimatico bruto foi
saturado com (NH4)2SO4 a 80%, permanecendo em repouso por 24 horas e em

seguida centrifugado a 16.000 rpm por 12 minutos.
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3.3 CARACTERIZAGAO CINETICA DA a-AMILASE E DA AMILOGLUCOSIDASE

O meio fermentado obtido durante o estudo da FES foi utilizado para a
caracterizagdo cinética da a-amilase e amiloglucosidase bruta, conforme o item

3.3.1 descrito a seguir:

3.3.1 Influéncia da concentracdo de substrato na atividade da a-amilase e

amiloglucosidase por FES, com fécula de mandioca e bagago de cana

Para o estudo da influéncia da concentragdo de substrato sobre a atividade
enzimatica da fermentagao obtida foi usada a técnica descrita por PARK (1972), com
algumas alteragbdes. Foram preparadas solugdes de amido comercial soluvel (marca
SYNTH) nas seguintes concentragdes: 0 g/l ; 1,5g/l; 3g/l ; 6g/l ; 9 g/l ; 10 g/l ; 12 g/l ;
15 g/l ; 18 g/l; 20 g/l e 25 g/l dissolvidos em tampéo fosfato pH 6,5. A partir de entao
foi utilizado 0,5 ml de cada solugdo de amido, adicionado 0,5 ml do extrato
enzimatico obtido conforme descrito nos passos da Figura 22. Para cada
concentracado de substrato era feito um branco, com 0,5 ml de tampao fosfato pH 6,5
no lugar da enzima. O procedimento usado para a determinagdo das atividades
enzimaticas € o mesmo descrito no esquema das Figuras 21 e 22. Foram calculadas
a Constante de Michaelis-Menten (Ky) e a Velocidade Maxima (Vmax) da a-amilase e
da amiloglucosidase, segundo LEHNINGER (1993).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizagao fisico-quimica do substrato e suporte

A composigao centesimal da fécula de mandioca (FM) e do bagago de cana-
de-acucar (BC) foi feita com o objetivo de se determinar as caracteristicas do
substrato e do suporte, respectivamente, utilizados neste estudo. As determinagdes
foram feitas em triplicata e as médias dos resultados obtidos, em g/100g de FM e em

g/100 g de BC, respectivamente, sdo apresentadas nas Tabelas 16 e 17.

TABELA 16 - COMPOSIGAO CENTESIMAL DA FECULA DE MANDIOCA (MARCA YOKI)

CONSTITUINTE  MEDIA (g/100g de FM)

Umidade 3,12+0,23
Amido 96,27 + 0,38
Proteinas ND
Lipideos ND
Cinzas 0,21 £ 0,07
Fibras ND

NOTAS: Média * desvio padrao. FM= fécula de mandioca
ND = n&o determinado

Conforme apresentado na Tabela 16, o elevado teor de amido torna a fécula
de mandioca uma excelente fonte de carbono além de ser excelente fonte amilacea,
indispensavel para a sintese de amilases realizada por fungos. Conforme
KOLICHESKI (1995) citada por PRADO (2002), algumas cepas de A. niger
produzem enzimas que sdo capazes de hidrolisar o amido liberando glucose. Outros
autores também afirmam a necessidade da presenga de uma fonte de amido para
ocorrer a indugdo da producdo de amilases por fungos, leveduras e bactérias
FELLOWS (1994), PANDEY et al (1999) e (GUPTA et al, 2003). Os microrganismos
nao assimilam diretamente moléculas complexas como é o caso do amido, um
polissacarideo. Nao havendo outro componente assimilavel no meio, o
microrganismo 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 acgucares assimilaveis garantindo assim o

crescimento e desenvolvimento do microrganismo.
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A Tabela 17 apresenta os resultados da composicdo centesimal obtida para
as amostras do bagaco de cana-de-agucar pré-tratado para as FES. As
determinacdes foram realizadas de acordo com as técnicas oficiais apresentadas na
Tabela 7.

TABELA 17 - COMPOSICAO CENTESIMAL DO BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR

CONSTITUINTE MEDIA (g/100g de BC)
Umidade 3,84 + 0,37
Amido ND
Proteinas ND
Lipideos ND
Cinzas 0,09 £ 0,02
Fibras 95,21+ 0,53

NOTA: Média * desvio padrao. BC= bagago de cana-de-agucar
ND = n&o determinado

4.2 Selegao das cepas de Rhizopus e Aspergillus

O crescimento radial realizado como método para a selecdo das cepas de
Rhizopus e Aspergillus produtoras de a-amilase e amiloglucosidase esta mostrado
nas Figuras 23 e 24. A Figura 18 apresenta o comportamento das 12 cepas de
Rhizopus durante o crescimento radial a 30°C em meio agar fécula de mandioca.

FIGURA 18 — CRESCIMENTO RADIAL DAS CEPAS DE RHIZOPUS

FONTE: O AUTOR.
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A Figura 19 mostra as oito cepas de Aspergillus durante o crescimento radial
a 30°C em meio agar fécula de mandioca.

FIGURA 19 — CRESCIMENTO RADIAL DAS CEPAS DE ASPERGILLUS EM MEIO AGAR
FECULA DE MANDIOCA

FONTE: O AUTOR.

Os graficos apresentados nas Figuras 20 e 21 mostram os resultados do
crescimento radial analisado pelo aumento do didmetro do micélio das cepas (mm)
em fungdo do tempo (h) a temperatura de 30°C. Ao estudar a influéncia da
temperatura no crescimento radial de Rhizopus oryzae LPB 627, SOCCOL (1992)
obteve a mais alta velocidade de crescimento a temperatura de 30°C apés testar as
seguintes temperaturas (22°, 25°, 30°, 36° e 41°C). Em funcgao disso foi definido que

a temperatura de incubacgao das cepas fosse mantida a 30°C.

Observa-se que as 12 cepas de Rhizopus apresentaram crescimento no meio
agar fécula de mandioca. O tempo total de monitoramento do crescimento foi de 46
horas, momento em que o micélio da cepa LPB 422 (Rhizopus formosa) preencheu
completamente o didmetro da placa de Petry, com (112 mm ou 11,2 cm) de
diametro. Dentre as cepas testadas, observou-se que a cepa de Rhizopus formosa
LPB 422 apresentou a mais alta velocidade de crescimento (2,44 mm/h), seguida
por R. oryzae LPB 168 (2,24 mm/h) e R. arrhizus LPB 582 (2,04 mm/h), conforme a
Figura 20.
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FIGURA 20 — CRESCIMENTO RADIAL DAS CEPAS DE RHIZOPUS (mm/h) - DIAMETRO
(mm) X TEMPO (h)
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Dentre as cepas de Aspergillus estudadas, observou-se que todas as cepas
testadas apresentaram crescimento no meio agar fécula de mandioca, destacando-
se com maior velocidade de crescimento a cepa A. niger LPB 28 (0,59 mm/h),
seguido da cepa selvagem de Aspergillus niger. W12 (0,58 mm/h) e de Aspergillus
niger 129 (0,56 mm/h) conforme pode ser visualizado na Figura 21. Em testes
preliminares, foi observado que as cepas de Aspergillus demonstraram crescimento
mais lento quando comparado ao crescimento das cepas de Rhizopus, n0O mesmo
meio. Por este motivo o monitoramento foi acompanhado em intervalos de tempo
maiores até o tempo de 100 horas, quando a cepa de Aspergillus niger LPB 28

apresentou maior diametro, equivalente a 65,57 mm.
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FIGURA 21 - CRESCIMENTO RADIAL DAS CEPAS DE ASPERGILLUS (mm/h) -
DIAMETRO (mm) x TEMPO (h)
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A selecado das cepas que apresentaram maior velocidade de crescimento
demonstrou a capacidade de degradagdo do meio agar fécula de mandioca

pela produgao de enzimas que degradam o amido.
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FIGURA 22 — CRESCIMENTO RADIAL DAS CEPAS DE RHIZOPUS (mm/h)
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FIGURA 23 — CRESCIMENTO RADIAL DAS CEPAS DE ASPERGILLUS (mm/h)
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Conforme as Figuras 28 e 29, compararam-se as duas melhores cepas de
Rhizopus e Aspergillus, ficando evidenciado que a cepa de R. formosa LPB 422
apresentou uma velocidade de crescimento radial 4,13 vezes maior que a

velocidade de crescimento radial da cepa de A. niger LPB 28.

Portanto as melhores cepas de Rhizopus (R. formosa LPB 422, R. oryzae
LPB 168 e R. arrhizus LPB 582 ) bem como as melhores cepas de Asperqgillus niger
(LPB 28, W12, e 1Z29) foram testadas em fermentacdo no estado solido de fécula de
mandioca e bagac¢o de cana-de-agucar para avaliar e confirmar a capacidade de

produgao de amilases.

4.3 Selegao da cepa padrao de Rhizopus e Aspergillus por FES em frascos

A FES em frascos Erlenmeyer foi realizada com o intuito de avaliar quais
cepas de Rhizopus pré-selecionadas a partir do crescimento radial sdo maiores
produtoras de a-amilase e amiloglucosidase, e definir uma cepa padrdo para a

continuidade desse trabalho de pesquisa.

As fermentagdes foram conduzidas em estufa a 30°C por 48 horas, com pH
no inicio da fermentacédo igual a 6,0. Posteriormente foram feitas dosagens de

atividade de a-amilase e amiloglucosidase conforme apresentado no item 3.1.6.5.

A Tabela 18 apresenta os resultados da producdo de enzimas a-amilase e

amiloglucosidase obtidas por FES em frascos para cepas de Rhizopus e Aspergillus.
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TABELA 18 — MEDIA E DESVIO PADRAO DAS ATIVIDADES DA o-AMILASE E DA
AMILOGLUCOSIDASE PRODUZIDAS POR CEPAS DE RHIZOPUS E
ASPERGILLUS PRE-SELECIONADAS POR FES

AR AR AR AR
CEPA umoles umoles maltose/ licose/ a-AMILASE AMILOGLUCOSIDASE
maltose/ml glicose/ml 9 g FM 9 % FM U/ g FM U/gFM
ext. enzim. ext. enzim.
,‘E.P%r);zsase 3,04 477 0,10 0,158 2546 + 1,94 352,54 + 18,46
RI'_g"B”Z‘Z’;a 0,16 0,58 0,005 0,0194 24,60 + 1,77 43,09 + 9,23
RL'F?g ’;’ggs 255 4.06 0,08 0,135 20,38 + 3,21 300,31 + 3,69
f_‘i:'g%%r 10,76 15,64 0,36 0,521 530,55 + 11,85 770,66 + 17,22
A. niger 129 8,77 12,75 0,29 0,424 432,35 + 5,08 628,01 7,38
Av\’;’f‘;’ 6,24 9,07 0,21 0,302 307,79 + 5,08 446,85 + 6,35

NOTAS: média das atividades enzimaticas * desvio padrao.
AR=acgucar redutor; FM=fécula de mandioca; BC=bagaco de cana-de-agucar;
MS=matéria seca (FM+BC).
Ext. enzim.= extrato enzimatico

Condicdes de cultura: taxa de inoculagdo: 10’ esporos/ g MS; temperatura 30°C; 48 hs de
fermentacao; relagdo FM/BC 1,5/1; 85% umidade; pH 6,5; 3,0% fécula de mandioca, 6% de CaCOs;,
4,6% de KNO; e 30% de solugdo salina. As porcentagens de CaCOj;, KNO; e solugdo salina
adicionadas foram calculadas em relagao a quantidade de fécula de mandioca.

No ensaio realizado de medicdo do crescimento radial foi observado que
todas as cepas de Rhizopus spp. apresentaram altas taxas de velocidade de
crescimento radial (em média: 2,149 mm/h) em relagdo as cepas do género
Aspergillus, que apresentaram velocidade média de 0,494 mm/h. As trés melhores
cepas de cada género foram selecionadas para a producdo de enzimas em
fermentacdo no estado sdlido de fécula de mandioca e bagac¢o de cana-de-agucar

em frascos Erlenmeyer.

Observou-se que os resultados da produgédo de a-amilase (Figura 29) foram
semelhantes para R. oryzae LPB 168 (25,46 U/g fécula de mandioca), R. formosa
LPB 422 (24,60 U/g fécula) e R. arrhizus LPB 582 (20,38 U/g fécula). Por outro lado,
a produgao de amiloglucosidase para estas espécies foi maior e apresentou maior
variacdo. Observou-se que a espécie R. oryzae LPB 168 demonstrou producao de
amiloglucosidase mais elevada, com atividade de 352,54 U/g fécula; em seguida R.
arrhizus LPB 582 com 300,31 U/g fécula e R. formosa com producdo de apenas
43,09 U/g fécula. As cepas de Rhizopus mencionadas ndo apresentaram produgéo

de a-amilase satisfatorias quando comparada a produc¢ao de amiloglucosidase.
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FIGURA 24 - ATIVIDADE DA o-AMILASE (U/g fécula de mandioca) DAS CEPAS DE

RHIZOPUS E ASPERGILLUS PRE-SELECIONADAS NO CRESCIMENTO
RADIAL

R arhizus LPB 582
20,33 LU/g fécula R. formosa LPE 422

R. onyzae LPE 163 24 B0 U/qg fécula
25 46 Uiy fecula

A niger W12

’ A niger LPB 26 "
307 79 Uiy fécula : 530,55 Lfg fécula
A, miger 179
432 35 Uy fécula

E A niger LPE 28 @A niger Z9 OA. nigeryy 12 OR. oryzae LPE 168 BR. arrhizus LPE 582 @R. formosa LPE 422

Comparando-se as Figuras 24 e 25, pode-se observar que a produgédo de
amiloglucosidase expressa em atividade (U/g fécula de mandioca) foi superior a
producédo de a-amilase na FES por todas as cepas de Aspergillus e Rhizopus pré-
selecionadas. As cepas de Aspergillus niger LPB 28, 129 e W12 demonstraram
maior produgcdo das enzimas tanto o-amilase como amiloglucosidase quando

comparada a produgao das enzimas pelas cepas de Rhizopus.
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FIGURA 25 - ATIVIDADE DA AMILOGLUCOSIDASE (U/g fécula de mandioca) DAS CEPAS
DE RHIZOPUS E ASPERGILLUS PRE-SELECIONADAS NO CRESCIMENTO
RADIAL

R. formosa LPB 422
4309 Ufg fécula

' .
y | 300,31 Uig fécula |
ot —— A niger LFB 28
R. oryzae LPE 168 & .
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A melhor cepa produtora de a-amilase e amiloglucosidase foi Aspergillus
niger LPB 28 com produgdo expressa em atividade enzimatica equivalente a o-
amilase 530,55 U/g fécula e amiloglucosidase 770,66 U/g fécula de mandioca por

FES em frascos nas condi¢des de cultura detalhadas da Tabela 18.

Os calculos das atividades enzimaticas sao expressos em U/ g de fécula de
mandioca nao incluindo a quantidade de bagagco de cana-de-agucar pois este

componente tem apenas a fungao de suporte das fermentacdes FES.

A cepa de Aspergillus niger LPB 28 foi selecionada para a sequéncia dos
estudos de otimizacdo das condi¢des fisicas e quimicas da fermentacdo no estado
sélido bem como nos estudos de extracdo das enzimas, dosagem enzimatica,

caracterizagao enzimatica e precipitagao do extrato enzimatico.
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4.4 OTIMIZACAO DAS PROPRIEDADES QUIMICAS E FiSICAS DA FES

A sequiéncia de estudos de otimizagao das propriedades quimicas e fisicas foi
realizada para verificar a influéncia das variaveis no processo de producédo das
enzimas a-amilase e amiloglucosidase pela FES pelo fungo Aspergillus niger LPB

28, selecionado de acordo com os resultados apresentados nos itens 4.2 e 4.3.

4.4.1 Influéncia da propor¢ao entre substrato e suporte

A Tabela 19 apresenta os resultados da influéncia da proporcao entre fécula
de mandioca (substrato) e bagagco de cana-de-agucar (suporte) na produgcédo das

enzimas a-amilase e amiloglucosidase.

TABELA 19 — RESULTADOS DAS ATIVIDADES DA o-AMILASE E AMILOGLUCOSIDASE
OBTIDAS EM FES USANDO DIFERENTES PROPORCOES DE
SUBSTRATO E SUPORTE

ATIVIDADE DA a-AMILASE ATIVIDADE DA AMILOGLUCOSIDASE

PROPORCAO
ENSAIO FM/BC Ulg FM U/ g MS Ulg FM U/ g MS
1 171 323,683+ 12,11 161,787 £+ 8,54 725453 + 12,43 362,604 7,58
2 1,571 407,2842 £+6,22 239,578 +454 755225+ 6,26 405,39 + 8,04
3 1/1,5 308,705+582 154,357 +11,46 591,271 + 14,11 295,635 + 13,73
4 1/2 289,497 £ 9,57 96,639 +524 470,354 £10,17 157,012 £ 6,09
5 2/1 467,450 + 14,64 311,306 £+ 11,54  781,672+£17,76 520,556 + 18,21
6 1/3 137,349 £ 15,52 34,356 £2,64 326,177 8,22 81,589 + 9,81

7

3/1

299,222 + 17,52

224,536 + 13,37

475,4754 + 16,07

356,7958 + 16,43

NOTAS: FM / BC: Proporgéao entre fécula de mandioca (FM) e bagago de cana (BC).
Média das atividades obtidas de dosagens realizadas em triplicata.
Média das atividades enzimaticas * desvio padrao.

Quando a fermentagao no estado solido (FES) foi conduzida com a proporg¢ao
FM/BC igual a 2/1, obteve-se uma maior producédo (expressa em atividade
enzimatica) das enzimas estudadas. A propor¢cao 1/1 também resultou em uma
producdo satisfatoria assim como a proporgéo 1,5/1 atingiu valores proximos aos
alcancados com 1/1, porém aumentando-se a quantidade de fécula em relacédo a
quantidade de bagaco (3/1) verificou-se que a produgdo enzimatica (expressa em
atividade enzimatica) diminui consideravelmente. Isto pode estar relacionado com as
caracteristicas do meio de fermentagdo, pois com o aumento da concentracdo de
fécula, maior é a viscosidade do meio em virtude da gelatinizagdo durante o
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tratamento térmico (esterilizagdo antes da inoculagéo), impedindo a transferéncia de
gases € a incorporagao de oxigénio facilitada pelo suporte (BC). Durante os
experimentos as propor¢des de FM/BC superiores a 3/1 (4/1; 5/1; 6/1; 8/1 e 10/1)
resultaram na formacao de um meio fermentativo com aspecto viscoso, sendo que
nestas condigdes o suporte (bagago de cana) perde sua fungdo estrutural na FES.
Conforme PANDEY et al (1999), o acumulo de substrato pode interferir na
respiragdo microbiana bem como na aeragdo do meio. WARD (1989) relatou a
importancia da otimizagdo dos espacos vazios interparticulas para facilitar as
transferéncias de gases e calor, sendo de grande importancia a selecédo do tamanho
das particulas e a constituicido do meio da fermentagdo em substratos sdlidos. Ao
suplementar um meio composto de farelo de trigo com amido de milho, PANDEY
(1990) conseguiu obter maior producdo de glucoamilase por fermentacdo com
culturas de fungos. Ao estudar varios substratos dentre eles o bagago de cana para
a produgao de amilases extracelulares por A. oryzae por fermentagcdo no estado
sélido, TUNGA & TUNGA (2003) obtiveram atividade amilasica de 255 U/g bagago
de cana (72 horas de fermentagdo, aproximadamente 80% de umidade a 30°C e
taxa de inoculacdo de ~10° esporos/g bagaco) sem suplementacdo de fonte de
carbono.

4.4.2 Influéncia da temperatura de fermentacao e da umidade inicial

Um delineamento fatorial 32 completo (2 fatores, 3 niveis e 9 experimentos) foi
empregado para estudar a influéncia da temperatura de fermentacao (°C) e umidade
inicial (%) na produgcdo das enzimas a-amilase e amiloglucosidase. A Tabela 20
apresenta os resultados obtidos dos nove ensaios realizados combinando-se os
valores dos fatores temperatura e umidade e a Tabela 21 apresenta as variagdes na

composic¢ao dos meios testados em fungao do teor de umidade inicial do meio.
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TABELA 20 — RESULTADOS DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS OBTIDAS PARA CADA
ENSAIO REALIZADO DO DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 32

COMPLETO
VARIAVEIS INDEPENDENTES VARIAVEIS DEPENDENTES
ENSAIOS TEMPERATURA  UMIDADE ATIVIDADE DA ATIVIDADE DA
(°C) (%) a-AMILASE AMILOGLUCOSIDASE
(Ul g FM) (Ul g FM)

1 25 (-1) 80 (-1) 336,650 £ 7,16 510,245 £ 7,71
2 25 (-1) 85 (0) 403,425 + 12,53 581,240 + 13,29
3 25 (-1) 90 (+1) 472,032 + 8,04 634,243 + 16,23
4 30 (0) 80 (-1) 609,524 + 13,26 919,057 + 8,05
5 30 (0) 85 (0) 1156,027 + 14,11 1211,063 + 11,83
6 30 (0) 90 (+1) 1352,425 + 21,63 1622,802 + 14,31
7 35 (+1) 80 (-1) 366,401 % 6,47 928,768 + 10,91
8 35 (+1) 85 (0) 684,264 + 11,28 1137,254 + 14,28
9 35 (+1) 90 (+1) 1042,272 + 19,26 1267,520 + 9,25

NOTAS: média das atividades enzimaticas + desvio padréao.
Ativ.= Atividade enzimatica
Valores das variaveis descodificadas e em parénteses os niveis codificados ( -1, 0, +1)
FM = fécula de mandioca

Condicdes de cultura: Taxa de inoculagao: 107 esporos/g MS; 4% CaCOj3; 10% KNO3; 30% solugao
salina; tempo de fermentacao: 48 horas.

TABELA 21 - VARIACAO DA UMIDADE DA FES EM FRASCOS ERLENMEYER

80% UMIDADE  85% UMIDADE 90% UMIDADE
COMPOSICAO DO MEIO g % g % g %
Fécula de mandioca 0,90 2,37 0,90 2,37 0,90 2,37
CaCO; (6%) 0,054 0,14 0,054 0,14 0,054 0,14
KNO; (4,6%) 0,041 0,11 0,041 0,11 0,041 0,11
Solugéo salina (30%) 0,270 0,71 0,27 0,71 0,27 0,71
Solugao de esporos * 0,135 0,36 0,135 0,36 0,135 0,36
H,O deionizada 7,175 93,93 10,335 27,27 16,66 43,96
Bagaco de cana
(0,85 -2mm) 0,90 2,37 0,90 2,37 0,90 2,37
TOTAL 9,475 100,0 12,635 100,0 18,96 100,0
Umidade total 7,580 80,00 10,740 85,00 17,065 90,00

NOTA: A taxa de inoculagéo da solugao de esporos foi de 10" esporos/ g MS
As porcentagens de CaCO3; e KNO; foram calculadas em relagdo a quantidade de fécula

A producdo da a-amilase expressa em atividade enzimatica apresentou
variacao de 366,40 a 1352,42 U/g de fécula de mandioca dependendo do ensaio
realizado. Os resultados obtidos mostram que o ensaio 6 com 90% de umidade e
30°C de temperatura de fermentacdo foi a combinacdo que demonstrou maior

produgao da enzima a-amilase.
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A Figura 26 apresenta a superficie de resposta do efeito das variaveis:
temperatura de fermentagdo e a umidade inicial sobre a produgdo de a-amilase,
expressa em U/g fécula de mandioca. Observou-se que a produg¢ao da a-amilase foi
maior com o aumento da umidade inicial do meio de fermentagdo (%),
especialmente acima de 85% de umidade. Entretanto, a umidade de 90% foi o teor
maximo de umidade pré-testado em que nao foi evidenciada a presenca de agua
livre (conteudo de agua nao absorvida). Por esse motivo, umidades acima de 90%
nao foram testadas pois nestas condigdes a fermentacao deixa de ser considerada
sdlida (FES).

Em relacao a temperatura de fermentagao, a regiao 6tima (escura) € a regiao
que indica os melhores resultados de produgdo de a-amilase, com atividades acima
de 1255 U/g fécula, nas faixas de temperatura entre 30° e 32°C. Observou-se que a
temperatura de fermentagcdo em torno de 30-32°C € a mais adequada para a
producao de a-amilase assim como o teor de umidade ideal é de 90%. De acordo
com Ueno et al (1987) e Kundu et al (1973) citados por PANDEY et al (2005), foram
alcancados 6timos rendimentos de a-amilase em temperaturas entre 30 e 37°C.
BHUMIBHAMON (1983) citado por PANDEY et al (2005) obteve maior produgao de

a-amilase por A. niger a temperatura de 30°C.
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FIGURA 26 - SUPERAFiCIE DE RESPOSTA MOSTRANDO OS RESULTADOS DA
INFLUENCIA DA TEMPERATURA DE FERMENTACAO (°C) E DA
UMIDADE INICIAL (%) NA PRODUCAO DA o-AMILASE (EXPRESSA EM

ATIVIDADE U/g FECULA DE MANDIOCA)
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Os dados experimentais foram ajustados pela equacao 4, demonstrando que
as variaveis significativas (ao nivel de confiangca de 95%) que mais afetaram a
resposta foram a umidade e a temperatura de fermentacdo, sendo que o termo

linear da umidade apresentou maior coeficiente absoluto (+259,025).

ATIV. a-AMILASE (TEMP , UMID) = +1073,562 + 146,805(TEMP) - 488,484(TEMP)?
+ 259,02(UMID) - 51,35(UMID)? + 135,12(TEMP)(UMID)

(4)
Onde:

ATIV. a-AMILASE = atividade da a-amilase, U/ g fécula de mandioca
TEMP = temperatura de fermentacéo, °C

UMID = umidade inicial do meio de fermentacéao, %

Os resultados da anadlise de varidncia para a produgdo da o-amilase
(expressa em atividade U/g fécula) mostram que as duas variaveis de processo

estudadas foram significativas (p<0,05): Temperatura (Q) e Umidade (L), conforme
apresentado na Tabela 22 e no Grafico de Pareto da Figura 27.
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De acordo com a Tabela 22, a modelagem mostrou-se adequada com R? =

0,9532 e R? aj = 0,8753, podendo ser utilizada para fins preditivos.

TABELA 22 - ANALISE DE VARIANCIA PARA A VARIAVEL RESPOSTA ATIVIDADE DA a-

AMILASE
EFEITOS SOMA DOS GRAUS DE QUADRADO VALORF VALORP
QUADRADOS LIBERDADE MEDIO

Temp. de fermentagéo (°C) 129310 1 129310,2 7,27259  0,073988
(L)
Temp. de fermentagéo (°C) 477235 1 477234,5 26,84033 0,013961*
(Q)*
Umidade (%) (L)* 402566 1 402565,8 22,64085 0,017622*
Umidade (%) (Q) 5275 1 5274.,6 0,29665 0,623867
Temp. de fermentagéo (°C) 606545 2 303272,4 17,05646 0,022982
(L+Q)
Umidade (%) (L+Q) 407840 2 203920,2 11,46875 0,039336
Temp. (L) x Umid (L) 73032 1 73032,1 410743  0,135778
Temp. (L+Q) x Umid (L+Q) 73032 1 73032,1 4,10743  0,135778
Erro experimental 53342 3 17780,5
Total Soma quadrados 1140759 8
R? 0,95322
R? ajustado 0,87531

NOTA: (*) estatisticamente significativa ao nivel de 5% de significancia.

FIGURA 27 — GRAFICO DE PARETO MOSTRANDO OS EFEITOS DA TEMPERATURA DE
FERMENTACAO E UMIDADE PARA O MODELO DE PRODUGCAO DE a-
AMILASE
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A producdo de amiloglucosidase variou de 510,24 a 1622,80 U/g fécula,
respectivamente para as condigbes mais drasticas de tratamento (menor

temperatura de fermentagcdo e menor porcentagem de umidade inicial) e menos

drasticas (maior porcentagem de umidade e temperatura de fermentagéo

intermediaria), conforme mostra a Figura 28.

FIGURA 28 - SUPERAFiCIE DE RESPOSTA MOSTRANDO OS RESULTADOS DA
INFLUENCIA DA TEMPERATURA DE FERMENTACAO (°C) E UMIDADE

(%) NA PRODUCAO DA AMILOGLUCOSIDASE, EXPRESSA EM U/g
FECULA DE MANDIOCA
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A equacdo 5 foi ajustada aos dados experimentais, demonstrando que a
variavel significativa (ao nivel de confianga de 95%) que mais afetou a resposta foi a

temperatura de fermentagao apresentando maior coeficiente absoluto (+267,97).

ATIV. AMILOG. (TEMP,UMID) = + 1248,36 + 267,97(TEMP) — 407,76(TEMP)? +
194,42(UMID) + 3,92(UMID)?

()
Onde:

ATIV. AMILOG. = Atividade da amiloglucosidase (U/ g fécula de mandioca)
TEMP = Temperatura de fermentacéao (°C)

UMID = Umidade inicial do meio de fermentacao (%)
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Os resultados da analise de variancia para a produgdo da amiloglucosidase
mostram que as duas variaveis de processo estudadas foram significativas (p<0,05):
Temperatura (L), Temperatura (Q) e Umidade (L), conforme apresentado na Tabela
23 e no Grafico Pareto da Figura 29, mostrando que o modelo obtido é quadratico. A
interacao dos fatores nao consta no modelo apresentado pois o termo influenciou
negativamente no R? e R%aj obtido, sendo ignorado alguns efeitos para obter um
modelo com correlagdo mais proximo a correlacdo perfeita (R? e R%aj mais préximo
de 1,0).

A Tabela 23 mostra que o modelo ajustado para explicar a variagdo da
atividade da amiloglucosidase € significativo ao nivel de confianga de 95% e o
coeficiente de correlacdo R?=0,91724 e R® aj.= 0,83449 explica 83,45% da variagao
das respostas encontradas.

TABELA 23 - ANALISE DE VARIANCIA PARA A VARIAVEL RESPOSTA ATIVIDADE DA
AMILOGLUCOSIDASE

EFEITOS SOMA DOS GRAUS DE QUADRADO VALORF VALORP
QUADRADOS LIBERDADE MEDIO

Temp. de ferm. (°C) (L)* 430844 1 430844,3 19,29012 ,011764*
Temp. de ferm. (°C) (Q)* 332540 1 332540,2 14,88877 ,018169*
Umidade (%) (L)* 226785 1 226785,1 10,15381 ,033327*
Umidade (%) (Q) 31 1 30,7 0,00138 0,972186
Temp. (°C) (L+Q) 763385 2 381692,3 17,08944 0,010977
Umidade (%) (L+Q) 226816 2 113407,9 5,07759  0,079853
Erro experimental 89340 4 22335,0
Total Soma dos quadrados 1079540 8
R? 0,91724
R? ajustado 0,83449

NOTA: (*) estatisticamente significativa ao nivel de 5% de significancia.

A modelagem mostrou-se adequada com R? = 0,9172 e R? aj. = 0,8344,
podendo ser utilizada para fins preditivos.
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FIGURA 29 - GRAFICO DE PARETO MOSTRANDO OS EFEITOS DA TEMPERATURA DE
FERMENTACAO E UMIDADE PARA O MODELO DE PRODUCAO DE
AMILOGLUCOSIDASE
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4.4.3 Influéncia da concentragdao de CaCOj3;, KNO3 e solugao salina

A Tabela 24 apresenta os resultados do delineamento fatorial 33 fracionado,
mostrando a influéncia da concentracdo de CaCO3;, KNO3 e da solugcao salina na
producao de a-amilase e amiloglucosidase.

TABELA 24 - RESULTADOS DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL ESTUDANDO A

INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE CaCOs;, KNO; E SOLUCAO
SALINA SOBRE A PRODUGAOQ DE a-AMILASE E AMILOGLUCOSIDASE

VARIAVEIS INDEPENDENTES VARIAVEIS DEPENDENTES
ENSAIOS CaCOj; (%) KNOs (%) SOLUCAO SALINA ATIV. DA a-AMILASE ATIV. DA
(%) ( Ulg fécula AMILOGLUCOSIDASE
de mandioca) (U/g fécula de mandioca)
1 0(-1) 0(-1) 0(-1) 135,845 + 3,21 324,529 + 7,39
2 0(-1) 5(0) 60 (+1) 513,599 + 7,05 929,645 + 16,02
3 0(-1) 10 (+1) 30 (0) 949,370 £ 6,73 1466,541 £ 12,14
4 5(0) 0(-1) 60 (+1) 111,747 £ 9,27 267,342 + 3,97
5 5(0) 5(0) 30 (0) 667,845 + 6,98 988,064 + 4,74
6 5(0) 10 (+1) 0(-1) 912,854 + 13,11 1321,524 + 23,52
7 10 (+1) 0(-1) 0(-1) 83,512 £ 6,06 107,721 £ 3,29
8 0 (+1) 5(0) 30 (+1) 220,642 + 7,21 367,021 £ 8,55
9 10 (+1) 10 (+1) 60 (+1) 408,655 + 9,64 573,345 + 10,36

NOTA: Média das atividades enzimaticas + desvio padréo.
Valores das variaveis descodificadas e em parénteses os niveis codificados ( -1, 0, +1).
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4.4.3.1 Influéncia do CaCO3; e KNO3; na producéo de a-amilase

Os pontos visualizados sobre a superficie de resposta da Figura 30 indicam
os resultados da producédo de a-amilase (U/g fécula) para os ensaios realizados. A
superficie mostra que quanto maior a concentracdo de KNO3, na faixa estudada (0-
10%) maior a produgcdo da a-amilase, utilizando concentragcdes de até 5% de
CaCOs;. A fonte de nitrogénio KNO; foi importante para a producdo da enzima
enquanto concentragdes acima de 5% de CaCOs; influenciaram negativamente a sua
producdo. Ja a variavel concentracao de solugao salina foi fixada no ponto central

(nivel 0 = 30%) néo influenciando a producao de a-amilase e amiloglucosidase.

FIGURA 30 - SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA O MODELO DA PRODUGCAO DE o-

AMILASE MOSTRANDO OS RESULTADOS DA INFLUENCIA DO CACO; E
KNO3; NA PRODUCAO DE a-AMILASE
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NOTA: a variavel solugéo salina foi fixada no ponto central

Os dados experimentais foram ajustados pela equacdo 6. A variavel

significativa que mais afetou a resposta foi a concentragdo de KNOj3 linear, com
coeficiente de maior valor absoluto (+89,34).

ATIV. A-AMILASE (CaCOj3, KNO3) = 244,29 + 50,25(CaCOs) - 7,85(CaCOs)? + 89,34(KNO;)
- 2,32(KNO3)? - 47,60

(6)



98
Onde:

ATIV. A-AMILASE = atividade da a-amilase (U/g fécula de mandioca)
CaCOg; = concentracao de CaCO3 (%)
KNO3 = concentragdo de KNOs3 (%)

4.4.3.2 Influéncia do KNO3; e da solucgio salina na producéo da a-amilase

A Figura 31 apresenta a superficie de resposta mostrando os resultados da
influéncia do KNO3; e da solugdo salina na producido de a-amilase. A tendéncia da
curva mostra que a maior produgao de a-amilase foi alcangada com concentragdes
de KNOs superiores a 5% (nivel codificado 0), enquanto a variagdo da concentragao
da solugdo salina nao teve influéncia negativa sobre a produgdo nos niveis
estudados 0% (-1), 30% (0) e 60% (+1). As porcentagens de KNO3 e solugdo salina
referem-se a quantidade de fécula adicionadas nas formulagdes. Ressalta-se que a
variavel concentracédo de CaCOgs foi fixada no ponto central (nivel 0 = 5%).

FIGURA 31 - SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA O MODELO DA PRODUGAO DE o-

AMILASE MOSTRANDO OS RESULTADOS DA INFLUENCIA DO KNO; E
DA SOLUCAO SALINA NA PRODUGCAO DE a-AMILASE

e, B, ISR * NG

NOTA: a variavel CaCOs foi fixada no ponto central
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Os dados experimentais foram ajustados pela equacdo 7. A variavel
significativa que mais afetou a resposta foi a concentragdo de KNO3; (mostrada na
Tabela 25 e no Gréafico de Pareto da Figura 36), com coeficiente de maior valor
absoluto (+ 89,34).

ATIV. a-AMILASE (KNO3, SS) = 244,29 + 89,34(KNO3) - 2,32(KNO3)? - 0,279(SS) -
0,043(SS)? + 54,87

(7)
Onde:

ATIV. A-AMILASE = atividade da a-amilase (U/g fécula de mandioca)
KNO3 = concentragao de KNO3 (%)
SS = concentragéo da solugao salina (%)

Os resultados da analise de variancia para a produgéo da a-amilase mostram
que a unica variavel de processo que apresentou diferenga significativa (p<0,05) foi
a concentracdo de KNO3 (L) conforme apresentado na Tabela 17 e no Gréfico de

Pareto da Figura 36 , mostrando que os modelos obtidos sdo quadraticos.

A Tabela 25 mostra que o modelo ajustado para explicar a variagdo da
atividade da a-amilase € significativo ao nivel de confianga de 95% e o coeficiente
de correlacdo R? = 0,9539 e R? aj.= 0,8159 explica 81,59% da variacdo das
respostas encontradas.

TABELA 25 - ANALISE DE VARIANCIA PARA A VARIAVEL RESPOSTA ATIVIDADE DA a-

AMILASE
EFEITOS SOMA DOS GRAUSDE QUADRADO VALORF VALORP
QUADRADOS LIBERDADE MEDIO

CaCO; (%) (L) 120134,9 1 120134,9 5,71516  0,139320
CaCO3 (%) (Q) 77128,8 1 77128,8 3,66924  0,195501
KNO; (%) (L)* 546911,8 1 546911,8 26,01816  0,036352
KNO; (%) (Q) 42051 1 4205,1 ,20005 0,698455
Solugéo salina (%) (L) 37691,6 1 37691,6 1,79310  0,312449
Solugdo salina (%) (Q) 1922,6 1 1922,6 0,09146  0,790879
CaCO; (%) (L+Q) 197263,7 2 98631,8 4,69220 0,175679
KNO; (%) (L+Q) 562281,2 2 281140,6 13,37467 0,069567
Solugéo salina (%) (L+Q) 46795,2 2 23397,6 1,11309  0,473240
Erro experimental 42040,8 2 21020,4
Total Soma quadrados 913621,6 8
R? 0,95398
R? ajustado 0,81594

NOTA: (*) estatisticamente significativa ao nivel de 5% de significancia.
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A modelagem mostrou-se adequada com R? = 0,9633 e R? aj. = 0,8533,
podendo ser utilizada para fins preditivos.

FIGURA 32 - GRAFICO DE PARETO MOSTRANDO OS EFEITOS DA CONCENTRACAO
DE CaCO; e KNO; PARA O MODELO DE PRODUCAO DE a-AMILASE
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4.4.3.3 Influéncia do CaCO3; e KNO3 na produgédo de amiloglucosidase

A Figura 37 apresenta a producdo de amiloglucosidase variando-se as
concentracbes de CaCO; e KNOj3; nas fermentagdes. Salienta-se que a variavel
solugdo salina foi fixada no ponto central (nivel 0 = 30%). Como pode ser observado,
o comportamento desta curva € semelhante ao da Figura 35 (influéncia da
concentracdo de CaCO;3; e de KNO3; na produgédo de o-amilase). A partir desse
aspecto pode-se admitir que a producdo da o-amilase e amiloglucosidase foram
superiores nas concentracdes de CaCOgs inferiores a 5% e quando as concentragoes

KNO3 sdo maiores que 5%.
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FIGURA 33 - SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA O MODELO DE PRODUGAO DE

AMILOGLUCOSIDASE MOSTRANDO OS RESULTADOS DA INFLUENCIA
DA CONCENTRAGCAO DE CaCOz e KNO3
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NOTA: a variavel solugéo salina foi fixada no ponto central.

A equagao 8 representa o ajuste dos dados experimentais. A variavel

significativa que mais afetou a resposta foi a concentragdo de KNOs linear, com
coeficiente de maior valor absoluto (+149,07).

ATIV. AMILOG.(CaCOs, KNO3) = 478,063 + 59,916(CaCOs) - 11,23(CaCOs)* +
149,07(KNO3) - 5,66(KNO3)? - 113,34

(8)
Onde:

ATIV. AMILOG. = atividade da amiloglucosidase (U/g fécula de mandioca)
CaCO3; = concentragao de CaCO3 (%)

KNO3 = concentragao de KNO3 (%)
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4.4.3.4 Influéncia do KNOj; e solugao salina na producéo de amiloglucosidase

A Figura 34 apresenta a superficie de resposta para o modelo de produgao de
amiloglucosidase mostrando a influéncia das concentragbes de KNO; e da solugao
salina. A variavel CaCOs; foi fixada no ponto central (nivel 0 = 5%). Os pontos
visiveis sobre a superficie indicam os resultados obtidos dos nove experimentos que

constituem o delineamento fatorial 3% fracionado. O grafico apresenta uma regido

circular no topo da curva onde foi alcangcada a maxima produgdo de

amiloglucosidase (>1087 U/g fécula). As melhores condi¢gbes alcangadas foram:

concentracdo de KNOs (10%), concentracdo da solugdo salina (30%) e

concentracédo de CaCO; (0%), obtendo-se atividade da amiloglucosidase igual a
1466,54 U/g fécula (Tabela 24).

FIGURA 34 - SUPERFICIE DE RESPOSTA MOSTRANDO OS RESULTADOS DA

INFLUENQIA DA CONCENTRAGAO DE KNOs; E SOLUCAO SALINA NA
PRODUCAO DE AMILOGLUCOSIDASE
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NOTA: a variavel CaCO:s foi fixada no ponto central
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A equacéo 9 foi ajustada aos dados experimentais. A variavel significativa que
mais afetou a resposta foi a concentracdo de KNOj; linear, com coeficiente de maior
valor absoluto (+158,55).

ATIV. AMILOG.(K, S) = 215,23 + 158,55(KNO3) - 8,458(KNO3)? + 14,50(SS) -
0,209(SS)?- 128,96

9)
Onde:

ATIV. AMILOG. = atividade da amiloglucosidase (U/g fécula de mandioca)
KNO3 = concentragado de KNO3 (%)
SS = concentragéo de solugao salina (%)

A Tabela 26 mostra que o modelo ajustado para explicar a variagao da
atividade da amiloglucosidase € significativo ao nivel de confianga de 95% e o
coeficiente de correlacdo R?=0,9628 e R? aj.= 0,8512 explica 82,22% da variagao
das respostas encontradas. O Grafico de Pareto da Figura 35 mostra que a variavel
que apresentou diferenga significativa foi o termo linear KNOs.

FIGURA 35 - GRAFICO DE PARETO MOSTRANDO OS EFEITOS DA CONCEN'I:RAQAO
DE CaCO; e KNO; PARA O MODELO DE PRODUCAO DE
AMILOGLUCOSIDASE
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TABELA 26 - ANALISE DE VARIANCIA PARA A VARIAVEL RESPOSTA ATIVIDADE DA
AMILOGLUCOSIDASE

EFEITOS SOMA DOS GRAUSDE QUADRADO VALORF VALORP
QUADRADOS LIBERDADE MEDIO

CaCOs3 (%) (L) 412193 1 412193 11,63189 0,076266
CaCO3 (%) (Q) 157746 1 157746 4,45150  0,169341
KNO; (%) (L)* 1069656 1 1069656 30,18518 0,031568
KNO; (%) (Q) 24998 1 24998 0,70542  0,489369
Solugéo salina (%) (L) 65625 1 65625 1,85189  0,306621
Solugéo salina (%) (Q) 2 1 2 0,00005 0,994876
CaCOs; (%) (L+Q) 569937 2 284969,4 8,04170  0,110599
KNO; (%) (L+Q) 1080420 2 540209,9 15,24446  0,061559
Solugéo salina (%) (L+Q) 70188, 2 35093,9 0,99033 0,502428
Erro experimental 70873 2 35436
Total Soma quadrados 1906241 8
R® 0,96282
R? ajustado 0,85128

NOTA: (*) estatisticamente significativa ao nivel de 5% de significancia.

Esta analise mostra que apenas o fator concentracdo de KNO; é
estatisticamente significativo ao nivel de 5% de significancia, enquanto os fatores
concentracdo de CaCO; e concentragcdao de solugcdo salina ndo apresentaram
influéncia significativa nos modelos anteriormente apresentados, tanto para a

producdo de a-amilase como para a produgédo de amiloglucosidase.

A superficie de resposta para o modelo da influéncia da concentracdo de
CaCO3; em fungao da concentragao da solucao salina (fixando o fator concentragao
de KNO3 no ponto central) para a producao de a-amilase nao foi apresentada devido
ao coeficiente de correlagdo R? apresentar valor equivalente a 0,66 (<0,80). Da
mesma forma ndo foi apresentada a superficie de resposta para o modelo da
influéncia da concentracdo de CaCO3; em funcido da concentracdo da solucdo salina
(fixando o fator KNOj3 (%) no ponto central) para a produgdo de amiloglucosidase
pois o coeficiente de correlacdo R? deste modelo apresentar valor igual a 0,27. Em
funcdo de que os coeficientes de correlagado sejam inferiores a 0,80 ndo foi possivel
apresentar os modelos pois estes ndo sao estatisticamente validos. De acordo com
ZANGIROLAMI (1992) citado no item 2.8.3, quanto mais proximo o coeficiente de
correlagao estiver de 1,0 (correlagcéo perfeita), melhor sera o ajuste do modelo aos

dados experimentais.
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4.4.4 Influéncia da suplementagdo da FES com calcio e fontes de nitrogénio (uréia e
KNO3)

Como pode ser observado na Tabela 27, foram realizados cinco ensaios
distintos para estudar a influéncia da suplementacdo da FES com fonte de calcio e
fonte de nitrogénio organico (uréia) e inorgénico na produgédo das enzimas o-amilase
e amiloglucosidase. O ensaio 1 mostra que a FES foi conduzida sem a
suplementacado com fonte de calcio e fonte de nitrogénio, para a comparagdo com os
ensaios suplementados com estas fontes de nutrientes. Os resultados da producao
de a-amilase e amiloglucosidase (expressa em atividade enzimatica média U/g

fécula e desvio padrao) sdo mostrados na Tabela 27 e na Figura 39.

TABELA 27 - RESULTADOS DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS OBTIDAS COM A
SUPLEMENTACAO DE CALCIO E FONTES DE NITROGENIO

ATIVIDADE ENZIMATICA

(U/g fécula)
ENSAIO C?(Z?S K(’;SE’ UI;E)IA o-AMILASE AMILOGLUCOSIDASE
1 0 0 0 476,71 £ 1,51 692,97 + 2,19
2 10 0 0 513,25+ 2,72 746,08 + 3,96
3 0 10 0 863,38 + 5,76 1255,04 + 8,37
4 10 10 0 725,12 + 1,39 1054,06 + 2,02
5 0 0 10 840,33 + 1,18 1221,54 + 1,72

A Figura 36 apresenta os pontos circulares, identificados pela cor azul
referem-se aos resultados da produgéo da a-amilase (expressos em U/g fécula) e os
pontos quadrados, em vermelho, mostram os resultados da produgdo da
amiloglucosidase em FES por A. niger. A maxima produgdo de oa-amilase e
amiloglucosidase foi alcangada nas condigdes do Ensaio 3 (0% CaCO3 e 10 KNO3)
com atividade equivalente a 863,38 U/g fécula, e 1255,04 U/g fécula para a
amiloglucosidase conforme a Tabela 27. A segunda maior produgéo destas enzimas
foi alcancada no Ensaio 5 (0% CaCOs;, 10% uréia), com os seguintes resultados:

840,33 U/g fécula (a-amilase) e 1221,54 U/g fécula (amiloglucosidase).
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FIGURA 36 - RESULTADOS OBTIDOS DA PARODUQAO DAS ENZIMAS AA E AM POR
FES MOSTRANDO A INFLUENCIA DO CaCO; E DAS FONTES DE
NITROGENIO (UREIA E KNO3)

0% CaCOy, 0% KNO,
1400

0% CaCOy, 10% Uréia 3 y 10% CaCO,, 0% KNGO,

10% CaCQ,, 10% KNO, © 0% CaCO;, 10% KNO,

|+Ativ. A-Amilase (Uig fecula) —— Ativ. Amiloglucosidase (LUfg fecula) |

Pode-se observar que com a suplementacdo de calcio na forma do sal
CaCOs3;, sem a adicéo de fonte de nitrogénio, a produgcédo de a-amilase aumentou
9,74%, enquanto a produgdo de amiloglucosidase teve um aumento de apenas
7,66%. Suplementando a FES com fonte de nitrogénio organico (uréia), a produgao
de cada uma das enzimas aumentou em torno de 76%, quando comparada a
producdo sem a suplementagdo desta fonte. Quando adicionou-se fonte de
nitrogénio inorganico (KNOs3), obteve-se um aumento de 84,6% na producédo de a-
amilase e 81,11% na producdo de amiloglucosidase. Com estes resultados verifica-
se que a FES por A.niger LPB 28 apresentou maior produgédo das 2 enzimas (a-
amilase: 863,38U/g; amiloglucosidase: 1255,04 U/g fécula) quando o meio foi
suplementado pela fonte de nitrogénio inorganico (10% de KNOs3). A produgéo das
enzimas por FES com A. niger com suplementacdo de uréia (fonte de nitrogénio
organico) apresentou a segunda maior produgdo das enzimas (a-amilase: 840,33
U/g fécula; amiloglucosidase: 1221,54 U/ g fécula). Juntamente com a
suplementagdo com KNO3, o CaCOg3 apresentou efeito negativo na produgdo das
enzimas, conforme mostrada na Figura 36 (ensaio com 10% CaCO3;e 10% KNO3).
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Segundo GUPTA et al. (2003), fontes de nitrogénio organico sao preferidas
para a producdo de a-amilase por bactérias. Em contrapartida, varios sais
inorganicos tais como sulfato de amoénio, nitrato de aménio tém sido relatado para

melhor produgéo de a-amilase por fungos.

Estudo realizado por Babu & Satyanarayana (1994) citado por PANDEY et al
(2005) mostraram que o Ca®" foi inibidor da producdo de a-amilase por Bacillus
coagulans assim como o Ca** nado foi um elemento importante na producdo de a-
amilase por G. thermoleovorans nos estudos de NARANG & SATYANARAYANA
(2001) também citado por PANDEY et al (2005). Apesar da inibigdo do Ca*? para a
producao de a-amilases, este elemento apresenta importancia na estabilidade da
enzima (PANDEY et al, 2005).

De acordo com SOCCOL et al (2005), a producdo de amiloglucosidase por
fungos, onde o substrato é suplementado com fontes de nitrogénio (natureza
organica ou inorganica), é praticada com sucesso para aumentar os rendimentos de
amiloglucosidase em FES. As fontes de nitrogénio podem ser componentes como

sais de nitrato, amoénio ou uréia.

4.4.5 Influéncia da taxa de inoculacio e da concentracao de substrato

Para estudar a influéncia da taxa de inoculagdo (esporos/g MS) e a
concentragéo de substrato (fécula de mandioca %) na produgdo de amilases, um
delineamento fatorial 3% foi construido para verificar o efeito da combinagdo destas
duas variaveis na produgado das enzimas a-amilase e amiloglucosidase. Conforme a
Tabela 28, o substrato foi adicionado nas seguintes concentragées (0,5; 5,0; 9,5%)
enquanto os valores da taxa de inoculagdo utilizados foram (1,0x10”; 5,5x10" e
1,0x10% esporos/g MS).
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TABELA 28 — RESULTADOS DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS OBTIDAS PARA CADA
ENSAIO REALIZADO DO DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 32

COMPLETO
VARIAVEIS INDEPENDENTES VARIAVEIS DEPENDENTES
FECULADE (;éﬁ/t ADQEAo ATIV. DA ATIV. DA
ENSAIOS MANDIOCA 55 LA o-AMILASE  AMILOGLUCOSIDASE

(%) o (Ul g FM) (U7 g FM)

1 0,5 (-1) 1,0x 107 (-1) 420,889 611,821
2 0,5 (-1) 55 x 107 (0) 418,710 608,654
3 0,5 (-1) 1,0 x 108 (+1) 396,840 625,959
4 5,0 (0) 1,0 x 107 (-1) 874,622 1271,385
5 5,0 (0) 5,5x 107 (0) 1109,861 1613,338
6 5,0 (0) 1,0 x 10%(+1) 087,564 1486,451
7 9,5 (+1) 1,0 x 107(-1) 542,712 788,908
8 9,5 (+1) 5,5 x 107 (0) 592,769 861,673
9 9,5 (+1) 1,0 x 10° (+1) 563,993 780,595

NOTAS: média das atividades enzimaticas * desvio padrao.
Valores das variaveis independentes codificados em parénteses.
MS = matéria seca (substrato + suporte). FM= fécula de mandioca

A superficie de resposta mostrada na Figura 37 apresenta os resultados para
a produgdo da a-amilase (expressa em atividade enzimatica, U/g fécula) quando
variou-se as concentragdes de substrato e taxa de inoculagao nas FES por A. niger.
A regido circular e a central da curva mostram os maiores valores da produgéo o-
amilase obtida (>967,28 U/g fécula). Observa-se que a concentragao de substrato
ideal neste estudo foi de 5% de fécula de mandioca, enquanto a taxa de inoculagao
nao foi uma variavel significativa neste processo, pois com a alteragdo das taxas de
inoculagdo ndo houve diferencas significativas na produgdo da enzima. A maxima
producao de a-amilase foi alcangada com os seguintes parametros: 5% fécula de

mandioca e 5,5 x 107 esporos/g MS, atingindo uma produgéo de 1109,86 U/g fécula.
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FIGURA 37 - SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA O MODELO DE APRODU(;AO DE a-
AMILASE MOSTRANDO OS RESULTADOS DA INFLUENCIA DA TAXA DE
INOCULACAO E CONCENTRACAO DE FECULA
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A equacao 10 foi ajustada aos dados experimentais. A variavel significativa
que mais afetou a resposta foi a concentracdo de fécula de mandioca (%), com
coeficiente de maior valor absoluto (+264,74).

ATIV.a-AMILASE (FEC, INOC) = 200,65 + 264,74(FEC) - 24,76(FEC)? + (4,53x10°)(INOC) —
(3,75x10™)(INOC)?

(10)
Onde:

ATIV. A-AMILASE = atividade da a-amilase (U/g fécula de mandioca)
FEC = concentragao de fécula de mandioca (%)
INOC = taxa de inoculagao (esporos/g MS)

A Tabela 29 mostra que o modelo ajustado para explicar a variagao da
atividade da a-amilase € significativo ao nivel de confiangca de 95% e o coeficiente

de correlacdo R?=0,972 e R? aj.= 0,9446 explica 94,46% da variacdo das respostas
encontradas. O Grafico de Pareto da Figura 38 apresenta as variaveis que
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apresentaram diferenga significativa nesse estudo: termo quadratico e o termo linear
da % fécula.

TABELA 29 - ANALISE DE VARIANCIA PARA A VARIAVEL RESPOSTA ATIVIDADE DA a-

AMILASE
EFEITOS SOMA DOS GRAUS DE QUADRADO VALORF VALORP
QUADRADOS LIBERDADE MEDIO

Fécula (%) (L)* 35733,6 1 35733,6 9,0918 0,039346
Fécula (%) (Q)* 502730,7 1 502730,7 127,9115 0,000348
Taxa inoculagao (%) (L) 20231 1 20231 0,5147 0,512764
Taxa inoculagéo (%) (Q) 11555,0 1 11555,0 2,9400 0,161561
Fécula (%) (L+Q) 538464,3 2 2692321 68,50167 0,000805
Taxa inoculagéo (L+Q) 13578,1 2 6789,0 1,72736  0,287910
Erro experimental 15721,2 4 3930,3
Total Soma quadrados 567763,6 8
R® 0,97231
R? ajustado 0,94462

NOTA: (*) estatisticamente significativa ao nivel de 5% de significancia.

A modelagem mostrou-se adequada com R? = 0,972 e R? aj. = 0,9446,

podendo ser utilizada para fins preditivos.

FIGURA 38 — GRAFI(;O DE PARETO MOSTRANDO OS EFEITOS DA CONCENTRAGCAO
DE FECULA E DA TAXA DE INOCULAGAO PARA O MODELO DE
PRODUCAO DE a-AMILASE
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A Figura 39 apresenta a superficie de resposta para o modelo de produgéo de
amiloglucosidase mostrando os resultados da influéncia da taxa de inoculagéo e da
concentracdo de substrato. Nesse estudo a curva se assemelha a curva da Figura
37 (produgdo de a-amilase), porém esta apresenta maior concavidade. A regiao
otima do grafico indicada pela curva de nivel circular apresentou valores de atividade
de amiloglucosidase superiores a 1415,48 U/g fécula. A maior produgdo de
amiloglucosidase (1613,33 U/g fécula) também foi alcancada com as mesmas

condigbes obtidas para a maior producdo de o-amilase (5% fécula e 5,5 x 107
esporos/g MS).

FIGURA 39 - SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA O MODELO DE PRODUCAQ DE
AMILOGLUCOSIDASE MOSTRANDO OS RESULTADOS DA INFLUENCIA
DA TAXA DE INOCULACAO E CONCENTRACAO DE FECULA
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A equacao 11 foi ajustada aos dados experimentais. A variavel significativa

que mais afetou a resposta foi a concentracdo de fécula de mandioca (%), com
coeficiente de maior valor absoluto (+389,12).
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ATIV. AMILOG.(FEC, INOC) = 302,084 + 389,125(FEC) - 36,747(FEC)? + (8,27x10®)(INOC)
— (4,96x10)(INOC)?

(11)
Onde:

ATIV. AMILOG. = atividade da amiloglucosidase (U/g fécula de mandioca)
FEC = concentragao de fécula de mandioca (%)
INOC = taxa de inoculagao (esporos/g MS)

A Tabela 30 mostra que o modelo ajustado para explicar a variagdo da
atividade da a-amilase € significativo ao nivel de confiangca de 95% e o coeficiente
de correlagdo R?=0,970 e R? aj.= 0,9420 explica 94,20% da variacdo das respostas
encontradas.

TABELA 30 - ANALISE DE VARIANCIA PARA A VARIAVEL RESPOSTA ATIVIDADE DA
AMILOGLUCOSIDASE

EFEITOS SOMA DOS GRAUS DE QUADRADO VALORF VALORP
QUADRADOS LIBERDADE MEDIO

Fécula (%) (L) 56987 1 56987 6,3975 0,064711
Fécula (%) (Q)* 1107438 1 1107438 124,3233 0,000368*
Taxa inoculagao (L) 8132 1 8132 0,9129 0,393443
Taxa inoculagdo (Q) 20148 1 20148 2,2618 0,207035
Fécula (%) (L+Q) 1164425 2 582212,6 65,36024 0,000882
Taxa inoculagdo (L+Q) 28280 2 14139,9 1,58737 0,310819
Erro experimental 35631 4 8907,7
Total Soma quadrados 1228336 8
R® 0,97099
R? ajustado 0,94198

NOTA: (*) estatisticamente significativa ao nivel de 5% de significancia.

A modelagem mostrou-se adequada com R? = 0,97 e R? aj. = 0,9420,
podendo ser utilizada para fins preditivos. O Grafico de Pareto da Figura 40
apresenta a variavel que apresentou diferenca significativa (% fécula — termo
quadratico).
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FIGURA 40 - GRAFI(;O DE PARETO MOSTRANDO OS EFEITOS DA CONCENTRAGAO
DE FECULA E DA TAXA DE INOCULAGAO PARA O MODELO DE
PRODUCAO DE AMILOGLUCOSIDASE
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4.4.6 Influéncia da taxa de inoculacio e do tempo de fermentacao

A Tabela 31 apresenta o delineamento fatorial 3% completo para o estudo da
influéncia da taxa de inoculagdo e do tempo de fermentacdo na producdo das
amilases. As taxas de inoculacdo estudadas foram as mesmas apresentadas no
item 4.4.5. As FES por A. niger foram conduzidas a 30°C nos seguintes tempos de

fermentacao (48; 54 e 60 horas).

TABELA 31 — RESULTADOS DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS OBTIDAS PARA CADA
ENSAIO REALIZADO DO DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 32

COMPLETO
VARIAVEIS INDEPENDENTES VARIAVEIS DEPENDENTES
TAXA DE TEMPO DE ATIV. DA ATIV. DA
ENSAIOS INOCULAGCAO FERMENTAGCAO a—AM’ILASE AMILOGLQCOSIDASE
(esporos/g h) (U/ g fécula de (U/ g fécula de
fécula) (%) mandioca) mandioca)
1 1,0x 10" (-1) 48 (-1) 903,517 1313,387
2 1,0 x 10’ (-1) 54 (0) 954,364 1402,625
3 1,0 x 10 (-1) 60 (+1) 983,269 1429,319
4 5,5x 107 (0) 48 (-1) 734,042 1067,032
5 5,5x 107 (0) 54 (0) 774,062 1072,371
6 5,5x 107 (0) 60 (+1) 867,838 1261,523
7 1,0 x 108 (+1) 48 (-1) 266,543 387,457
8 1,0 x 10° (+1) 54 (0) 334,228 485,846
9 1,0 x 10° (+1) 60 (+1) 521,642 915,257

NOTA: média das atividades enzimaticas * desvio padrao.
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A tendéncia do grafico da Figura 41 mostra que se de um lado taxas de
inoculacdo mais baixas resultaram na maior producdo das enzimas, de outro o
aumento do tempo de fermentacdo houve um aumento da producdo da a-amilase.
Os ensaios realizados com a menor taxa de inoculacdo (1,0 x 107 esporos/g fécula)
resultaram em valores superiores a 897,03 U/g fécula de a-amilase. A maior
producao de a-amilase foi alcancada em 60 horas de fermentacido e com taxa de

inoculagdo de 1,0 x 107 esporos/g fécula.

FIGURA 41 - SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA O MODELO DE APRODUQAO DE a-
AMILASE MOSTRANDO OS RESULTADOS DA INFLUENCIA DA TAXA DE
INOCULACAO E DO TEMPO DE FERMENTACAO

A equacao 12 foi ajustada aos dados experimentais.

ATIV. A-AMILASE (INOC, TEMPO) = 2754,04 - 7,99x10°(INOC) - 6,48x10™* (INOC)” -
71,68(TEMPO) + 0,702(TEMPO)? + 1,62x107 (INOC)(TEMPO)

(12)
Onde:

ATIV. A-AMILASE = atividade da a-amilase (U/g fécula de mandioca)
INOC = taxa de inoculagao (esporos/g MS)
TEMPO = tempo de fermentacgao (horas)
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A Tabela 32 mostra que o modelo ajustado para explicar a variagao da
atividade da a-amilase € significativo ao nivel de confiangca de 95% e o coeficiente
de correlacdo R?=0,996 e R? aj.= 0,9905 explica 99,05% da variagdo das respostas
encontradas. O coeficiente de correlagdo se aproximou do valor para a correlagao
perfeita (R?=1). Esta modelagem mostrou-se adequada, podendo ser utilizada para
fins preditivos. O Grafico de Pareto da Figura 42 mostra os efeitos significativos das
variaveis: taxa de inoculacio e tempo de fermentacao.

TABELA 32 - ANALISE DE VARIANCIA PARA A VARIAVEL RESPOSTA ATIVIDADE DA a-

AMILASE
EFEITOS SOMA DOS GRAUSDE QUADRADO VALORF VALORP
QUADRADOS LIBERDADE MEDIO

Taxa inoculagdo (%) (L)* 492342,9 1 492342,9 719,7273 0,000114*
Taxa inoculagdo (%) (Q)* 34524,9 1 34524,9 50,4700 0,005738*
Tempo fermentagao (h)(L)* 36605,3 1 36605,3 53,5111  0,005276*
Tempo fermentagao (h)(Q) 1275,8 1 1275,8 1,8651 0,265418
(Taxa inoculagédo (%) L x 7686,6 1 7686,6 11,2367  0,043990*
Tempo de fermentacgéo (h)
L)*
Erro experimental 2052,2 3 684,1
Total Soma quadrados 574487,8 8
R® 0,99643
R? ajustado 0,99047

NOTA: (*) estatisticamente significativa ao nivel de 5% de probabilidade

FIGURA 42 - GRAFICO DE PARETO MOSTRANDO OS EFEITOS DA TAXA DE
INOCULACAO E DO TEMPO DE FERMENTACAO PARA O MODELO DE
PRODUCAO DE a-AMILASE
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A superficie de resposta da Figura 43 apresenta o modelo de producéo da
amiloglucosidase mostrando os resultados da influéncia da taxa de inoculagdo e do
tempo de fermentagcdo. Observa-se que a curva apresenta uma tendéncia de
elevagdo quando se aumenta o tempo de fermentagdo, mostrando uma maior
producdo de amiloglucosidase no tempo acima de 54 horas. A maior producéo de

amiloglucosidase foi alcancada com a taxa de inoculagdo de 1,0 x 10’ esporos/g
fécula e 60 horas de fermentacao.

Ao estudar a influéncia da taxa de inoculacdo na producdo de a-amilase e
amiloglucosidase de Rhizopus arrhizus ATTCC 34612 sobre mandioca crua,
SOCCOL (1992) concluiu que a concentragdo de 2x10° a 2x10” esporos/g meio era a
melhor para as condi¢cbées de processo. AURIA et al (1992) utilizou a concentragao
inicial de esporos equivalente a 1x10® esporos/g meio em FES por Aspergillus niger.
Ja RAIMBAULT & ALAZARD (1980) utilizaram concentragdo inicial de 2x10’
esporos/g meio em FES por A. niger. Da mesma forma ORIOL et al (1988)
trabalhando com A. niger, descreveram que taxas de inoculacdo em torno de 10° a

10" esporos/g de suporte (bagaco de cana) sdo suficientes para um bom
crescimento dessa espécie de fungo.

FIGURA 43 - SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA O MODELO DE PRODUCAO DE
AMILOQLUCOSIDASE MOSTRANDO QS RESULTADOS DA
INFLUENCIA DA TAXA DE INOCULACAO E DO TEMPO DE
FERMENTACAO
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A equacéo 13 foi ajustada aos dados experimentais.

ATIV. AMILOG. (IN, T) = 7328,55 - 2,15x105(INOC) - 7,14x10"*(INOC)? - 223,83(TEMPO) +
2,094(TEMPO)? + 3,81x107 (INOC)(TEMPO)

(13)
Onde:

ATIV. AMILOG. (INOC, TEMPO) = atividade da amiloglucosidase (U/g fécula de mandioca)
INOC = taxa de inoculagao (esporos/g MS)
TEMPO = tempo de fermentacao (horas)

A Tabela 33 mostra que o modelo ajustado para explicar a variagcdo da
atividade da amiloglucosidase € significativo ao nivel de confianga de 95% e o

coeficiente de correlacdo R?=0,9839 e R? aj.= 0,9572 explica 95,72% da variagao
das respostas encontradas.

TABELA 33 - ANALISE DE VARIANCIA PARA A VARIAVEL RESPOSTA ATIVIDADE DA
AMILOGLUCOSIDASE

EFEITOS SOMA DOS GRAUSDE QUADRADO VALORF VALORP
QUADRADOS LIBERDADE MEDIO

Taxa inoculagdo (%) (L)* 925732, 1 925731,7 149,4047 0,001179*
Taxa inoculagdo (%) (Q)* 41853, 1 41853,5 6,7548  0,080446*
Tempo fermentagao (h)(L)* 117102, 1 117101,8 18,8992  0,022475*
Tempo fermentagao (h)(Q) 11365, 1 11364,7 1,8342 0,268616
Taxa inoculagéo (%) L x 42408, 1 42407,9 6,8443  0,079264*
Tempo fermentagéo (h) L*
Erro experimental 18588, 3
Total Soma quadrados 1157048, 8
R? 0,98393
R? ajustado 0,9572

NOTA: (*) estatisticamente significativa ao nivel de 5% de probabilidade.
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4.4.7 Influéncia da taxa de inoculacao

De acordo com SOCCOL (1994) e RAIMBAULT & ALAZARD (1980), a taxa
de inoculacdo dos esporos deve ser suficiente para assegurar uma inoculagao
homogénea do substrato e também um inicio de crescimento rapido de modo a
evitar uma eventual competicido com os contaminantes. No entanto, a taxa de
inoculacdo nao devera ser muito elevada, pois uma alta densidade de esporos pode
provocar fenébmenos de inibicdo e reducédo da porcentagem de germinagao. ORIOL
(1987) trabalhando com Aspergillus niger descreveu que taxas de inoculagdo de
cerca de 10° a 10’ esporos/g bagago de cana sao suficientes para um bom
crescimento dessa espécie de fungo. Laukevics et al (1985) citado por SOCCOL
(1992) assinalaram que os fendbmenos de interferéncia no crescimento poderao ter
lugar com elevadas taxas de inoculagcdo. Barros-Gonzales et al (1989) também
citados por SOCCOL (1992) observaram fenbmenos de inibicdo da germinagao dos
esporos quando taxas de inoculacdes superiores a 10° esporos/g substrato foram
utilizadas.

Um estudo foi realizado com o intuito de verificar a influéncia da taxa de
inoculagao na produgéo das enzimas o-amilase e amiloglucosidase por FES com A.
niger. Este estudo foi constituido de 4 ensaios, com as seguintes taxas de

inoculacdo (10° , 10°, 10" e 10® esporos/g fécula), conforme mostrado na Tabela 34.

TABELA 34 - RESULTADOS DA PRODUGCAO DA o-AMILASE E DA
AMILOGLUCOSIDASE POR FES COM A. NIGER COM DIFERENTES
TAXAS DE INOCULACAO

TAXA DE
INOCULACAO ~ XAMILASE = \\yiage AMILOGLUCOSIDASE i 661 ucosipaseE
ENSAIO (U/ g fécula de (U/ g fécula de
(esporos/g ; (U/ g MS) : (U/ g MS)
) mandioca) mandioca)
fécula)

1 1,0x 10° 1732,95 + 20,0 11%’&? * 2044,94 + 23,61 1362,98 + 15,73

2 1,0x 10° 153604240  10on79% 1812,58 + 4,72 1208,11 + 3,15

3 1,0 x 107 1437,87 + 12,49 9588’§§ * 1696,74 + 14,74 1130,90 + 9,83

4 1,0 x 10° 1417,08 + 10,39 943’53?* 1672,21 12,27 1114,55 + 8,18

NOTAS: média das atividades enzimaticas + desvio padrao.
MS = matéria seca

Condigbes de cultura ja otimizados: 90% umidade; temperatura de fermentacdo 30°C; proporgao
fécula de mandioca/bagago de cana (FM/BC) 2/1 ; 60 horas de fermentagéo; 10% KNO;,
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Dentre as taxas estudadas, a menor (1,0 x 10° esporos/g fécula) apresentou
maior producdo da a-amilase (1732,95 U/g fécula) e amiloglucosidase (2044,94 U/g
fécula). A segunda maior produgéo (11,36% menor) foi alcangada com taxa de 1,0 x
10° esporos/g fécula. As taxas 10" e 10® apresentaram resultados semelhantes com
menor produgao amilasica, 17,03% e 18,23%, respectivamente menor quando

comparada a maior produgao.

TUNGA & TUNGA (2003) estudaram o efeito da taxa de inoculagdo na
producdo de amilase extracelular por FES com A. oryzae, indicando que a maior
producdo de amilase (1500 U/g farelo de trigo) foi alcancada com taxa de 4 x 10°
esporos/ g farelo de trigo, 30°C temperatura de fermentacdo e 72 horas de
fermentacao.

Ao estudar a taxa de inoculacdo (10° a 10’ esporos/g meio) na producdo de
amiloglucosidase por Aspergillus niger NRRL 3122 por FES de farelo de arroz,
COSTA (1996) obteve a maior produgao, expressa em atividade (588,05 U/ g farelo
de arroz) & taxa de 10° esporos/g meio) com 96 horas de fermentacdo, 30°C a
temperatura de fermentacdo e 60% de umidade. Outro estudo demonstrado pelo
mesmo autor, mostra que a producado de amiloglucosidase, expressa em atividade
de 807,55 U/g farelo de arroz, foi alcancada com uma taxa de inoculagdo de 10°
esporos/g meio, porém com o tempo de fermentagdo mais elevado (132 horas). As
diferengas nas atividades da amiloglucosidase obtidas por FES com A. niger neste
estudo bem como nos estudos de COSTA (1996) podem estar relacionadas as
diferengas nas linhagens de A. niger utilizadas, nas fontes de amido empregadas na

FES e nas demais condigdes de cultivo.

4.4.8 Influéncia do pH inicial da FES

A Tabela 35 apresenta os resultados da producdo de ao-amilase e
amiloglucosidase pela FES com A. niger variando-se o pH inicial do meio

fermentativo nos seguintes valores: 4,0; 5,0; 6,0; 7,0 e 8,0 realizadas em duplicata.
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TABELA 35 — RESULTADOS DA PRODUGAO DE a-AMILASE E AMILOGLUCOSIDASE

o-AMILASE AMILOGLUCOSIDASE
ENSAIO pH; U/g FM U/g MS Ulg FM U/ g MS
1 4,0 615,29+8,73 308,29+4,38 894,42+12,69 448,15+6,36
2 50 577,79+8,99 289,51+4,51 839,91+ 13,06 420,84 +6,54
3 6,0 587,34+6,58 294,29+3,30 853,78+9,57 427,79 9,57
4 7,0 526,66+1,65 263,88+0,83 76558+240 383,6+1,20
5 8,0 32230+6,75 161,49+3,38 468,52+9,81 234,75+4,91
NOTAS: média das atividades enzimaticas + desvio padrao.
pHi = pH inicial

MS = matéria seca. FM= fécula de mandioca

Condigbes de cultura ja otimizados: 90% umidade; temperatura de fermentacdo 30°C; proporgao
fécula de mandioca/bagaco de cana (FM/BC) 1,5/1 ; 60 horas de fermentagao.

A Figura 44 apresenta o grafico de barras com os resultados da producao das
amilases nos diferentes valores de pH iniciais de fermentagao 4,0; 5,0; 6,0; 7,0 e 8,0.
Como pode ser observado, a faixa de valores de pH iniciais das fermentagdes entre
4,0 e 6,0 resultou em maior produgao tanto da a-amilase como da amiloglucosidase.
O pH inicial igual a 7,0 teve a produgdo das enzimas declinada e em pH 8,0 a
producdo diminuiu drasticamente 46,82% (amiloglucosidase) e 48,53% (a-amilase)
quando comparada a produ¢cdo maxima (pH=4,0). A maior produgao amilolitica foi
alcangada em pH inicial igual a 4,0 com os seguintes resultados (a-amilase: 615,29

U/g fécula; amiloglucosidase: 894,42 U/g fécula).
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FIGURA 44 - RESULTADOS OBTIDOS DE ATIVIDADE DA o-AMILASE E
AMILOGLUCOSIDASE MOSTRANDO A INFLUENCIA DO pH DO MEIO
DE FERMENTAGAO

Atividade enzimatica, U/g fécula

4,0 50 6,0 7,0 8,0
pH

‘D A-Amilase B Amiloglucosidase ‘

Nesse estudo foi verificado que nas FES, o A. niger tem maior preferéncia
para crescimento e principalmente para a producdo de amilases em condi¢gdes
acidas. Conforme SOCCOL (1992), o fungo tem uma capacidade de crescimento,
embora limitada, em condicbes extremas de acidez e alcalinidade. Essa
caracteristica € de extrema importancia para os processos fermentativos pois
mostram que nessas condigdes a grande maioria das bactérias responsaveis pelas

contaminagdes dos processos fermentativos sao inibidas.

COSTA (1996) estudou a influéncia do pH na produgao de amiloglucosidase
por Aspergillus niger NRRL 3122 por FES de farelo de arroz, obtendo o pH 6timo de
producao da enzima equivalente a 4,6. Comparando os resultados desse autor com
os resultados do presente trabalho, verificou-se que o fungo A. niger tem preferéncia

por pH em torno de 4,0 para a produg&o de amiloglucosidase.
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4.4.9 Influéncia da agitagdo, tempo e temperatura no processo de extragcéo

das enzimas produzidas

Com o intuito de otimizar o processo de extracdo das enzimas produzidas,
avaliou-se a influéncia das condi¢bes de agitagdo, tais como: equipamento de

agitacao, tempo de agitacao e temperatura de extragao.

SOCCOL (1992) utilizou o equipamento ultra turrax para a extragao das
enzimas a partir de fermentacdo solida. De outro lado, ao extrair a enzima
amiloglucosidase da fermentagdo semi-solida de farelo de arroz, COSTA (1996)

utilizou o agitador tipo shaker a velocidade de 220 rpm e 30°C por 3 horas.

A Tabela 36 mostra as condi¢cdes de agitacdo estudadas e os resultados da
atividade do extrato enzimatico dosados em cada caso. Dois conjuntos de testes
foram realizados. O primeiro conjunto foi realizado no agitador tipo shaker a 30°C,
em velocidade de 120 rpm nos tempos 30, 60, 90 e 120 minutos. O segundo
conjunto de testes foi realizado em agitador Ultra turrax a temperatura ambiente, em

velocidade moderada nos seguintes tempos: 15, 30, 45 e 60 minutos.

TABELA 36 — RESULTADOS DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS COM VARIAGOES DAS
CONDICOES DE EXTRACAO  (EQUIPAMENTO, TEMPO E

TEMPERATURA)
ATIVIDADE DO EXTRATO ENZIMATICO
(U/g fécula)

EQUIPAMENTO AGTTE/Q/'QP/%[E”) a-AMILASE AMILOGLUCOSIDASE
30 923.45 £ 2,70 1342371 3.93
SHAKER 60 91561 + 2.57 1330.97 + 3.74
(30°C) 90 94911 + 2.04 1385.48 + 2.97
120 92959 + 1.77 1351.29 + 2.57
15 91970 £ 1.18 1336.92 £ 1.72
ULTRA TURRAX 30 93402 + 3.12 1357.73 + 4.54
(temp. ambiente) 45 946,02 + 7,27 1375,17 £ 10,57
60 95333 + 8.87 1379.98 + 12.89

NOTA: média das atividades enzimaticas * desvio padrao.

A Figura 45 apresenta os resultados do estudo das condigbes de agitagao,
tempo e temperatura na extracdo das enzimas o-amilase e amiloglucosidase
produzidos por A. niger LPB 28 por FES de fécula de mandioca e bagago de cana-
de-agucar. Pode-se observar quatro sequéncias de resultados. As duas sequéncias

em torno dos valores de atividade 900 U/g fécula representam as atividades da o-
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amilase extraidas no agitador tipo shaker (pontos triangulares) e no ultra turrax
(pontos circulares). Verifica-se que os resultados da extragcdo foram semelhantes
quando a agitacao foi realizada em equipamentos diferentes. Observou-se um leve
acréscimo nos valores da atividade a-amilasica quando aumentados os tempos de
agitacdo. A extracdo maxima de a-amilase (953,33 U/g fécula) foi alcangada com as
seguintes condi¢gdes de agitagdo: agitador do tipo ultra turrax (velocidade
moderada), temperatura ambiente, tempo de agitacdo de 60 minutos. A extragao
maxima de amiloglucosidase (1385,48 U/g fécula) foi alcangada com as seguintes
condigbes de agitagao: agitador do tipo shaker (120 rpm), temperatura de agitagao

(30°C), 90 minutos de agitacao.

Da mesma forma que a otimizacdo da extracdo é necessaria, € importante
considerar o fator tempo de processo. Para obter uma extracédo elevada e ao mesmo
tempo com o menor tempo possivel, sugere-se o0 uso do equipamento ultra turrax
para a extracdo das duas enzimas simultaneamente num tempo de 60 minutos a

temperatura ambiente, em velocidade moderada (Figura 45).

FIGURA 45 - RESULTADOS DA EX'I:RA(;AO DA a-AMILASE E AMILOGLUCOSIDASE
MOSTRANDO A INFLUENCIA DAS CONDICOES DE AGITACAO
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4.5 Estudo da influéncia dos paréametros de dosagem da atividade enzimatica

Um estudo foi realizado com o objetivo de verificar qual a melhor temperatura
de incubagdo das enzimas, bem como o pH ideal para a dosagem da atividade

enzimatica. O item 4.5.1 apresenta os resultados deste estudo.
4.5.1 Influéncia da temperatura e do pH de incubagao das enzimas

A Tabela 37 mostra as combinagdes dos valores descodificados dos fatores
temperatura e pH constituindo o delineamento fatorial 3° completo, bem como os

resultados da atividade da a-amilase e amiloglucosidase obtidas no presente estudo.

TABELA 37 — RESULTADOS DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS VARIANDO-SE A
TEMPERATURA DE INCUBACAO E O pH DA SOLUCAO DE AMIDO
ATIVIDADE ENZIMATICA
(U/g fécula)
ENSAIO TEMPERATURA pH o-AMILASE AMILOGLUCOSIDASE
°C)
1 30 5,0 711,01 £ 5,50 1066,41 + 7,99
2 30 6,0 721,84 + 3,92 1082,16 + 5,70
3 30 7,0 709,59 + 1,65 1064,36 + 2,40
4 55 5,0 811,64 + 5,52 1212,69 + 8,02
5 55 6,0 819,17 + 3,02 1223,65 + 4,40
6 55 7,0 771,45 + 3,30 1154,27 + 4,79
7 80 5,0 658,26 + 1,18 989,74 + 1,72
8 80 6,0 666,89 + 1,24 1002,29 + 1,81
9 80 7,0 662,50 + 2,22 995,89 + 3,23

NOTA: Média obtida das atividades * desvio padrao.

A Figura 46 mostra que a temperatura de incubacéo foi o fator que mais
influenciou a dosagem da atividade da a-amilase e da amiloglucosidase. A regiao
central da curva mostra valores da atividade da o-amilase mais elevados (>792,287
U/g fécula) quando a temperatura de incubagédo encontra-se ao redor de 55°C.
Temperaturas menores (25°C) nao favorecem a acao das enzimas resultando em
atividade enzimatica baixa (<609,045 U/g fécula), bem como temperaturas mais
elevadas (85°C) podem  desnaturar as apresentam
termossensibilidade. Por outro lado, os valores de pH estudados (5,0-7,0) resultaram

enzimas que

em atividades enzimaticas com pequenas variagdes. A maior atividade da a-amilase
(819,17 U/g fécula) foi alcangada com pH de incubagdo da enzima igual a 6,0 e
temperatura de incubagdo de 55°C, porém o grafico da Figura 46 mostra esta
tendéncia de melhores resultados em temperatura 55°C. As melhores condi¢cbes de
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incubacao encontradas por outros autores foram: pH 4,2 e temperatura de 50°C
(Solomon & Levin, 1975); pH 4,3 e temperatura de 50°C (Johnson & Costelloe,

1976); pH 4,9 e temperatura de 50°C (Flynn & Johnson, 1977) citados por ZANIN
(1989).

FIGURA 46 - SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA O MODELO DA ATIVIDADE DE a-
AMILASE MOSTRANDO OS RESULTADOS DA INFLUENCIA DA
TEMPERATURA DE INCUBACAO E DO pH DA SOLUCAO DE AMIDO
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A equacao 14 foi ajustada aos dados experimentais. A variavel significativa
que mais afetou a resposta foi a temperatura de incubagdo, com coeficiente de
maior valor absoluto (+18,75).

ATIV. A-AMILASE (TEMP, pH) = -187,22 + 18,75T - 0,1798T? +176,50pH -
15,228pH?

(14)
Onde:
ATIV. A-AMILASE = Atividade da a-amilase (U/g de fécula de mandioca)

TEMP = Temperatura de incubagéo (°C)
pH = potencial hidrogeniénico
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A Tabela 38 mostra que o modelo ajustado para explicar a variagdo da
atividade da a-amilase é significativo ao nivel de confiangca de 95% e o coeficiente
de correlagdo R?=0,9756 e R? aj.= 0,9513 explica 95,13% da variagdo das respostas
encontradas. Conforme mostra a analise de varidncia na Tabela 38, a temperatura
de incubacédo foi a variavel significativa nesse estudo, ao nivel de significancia de
5%. A modelagem mostrou-se adequada com R? = 0,9756 e R? aj. = 0,9513,
podendo ser utilizada para fins preditivos.

TABELA 38 - ANALISE DE VARIANCIA PARA A VARIAVEL RESPOSTA ATIVIDADE DA a-

AMILASE
EFEITOS SOMA DOS GRAUSDE QUADRADO VALORF VALORP
QUADRADOS LIBERDADE MEDIO

Temperatura de 3993,46 1 3993,46 21,3801 ,009852*
incubagao °C (L)*
Temperatura de 25269,86 1 25269,86 135,2892 ,000312*
incubagéo °C (Q)*
pH (L) 232,67 1 232,67 1,2457 ,326898
pH (Q) 463,79 1 463,79 2,4830 ,190206
Erro experimental 747,14 4 186,78
Total Soma dos quadrados 30706,92 8
R? 0,97567
R? ajustado 0,95134

NOTA: (*) estatisticamente significativa ao nivel de 5% de significancia.

A Figura 47 apresenta a superficie de resposta para o modelo de
amiloglucosidase mostrando os resultados da influéncia da temperatura de
incubacdo e do pH da solugdo de amido na atividade da amiloglucosidase. A
maxima atividade da amiloglucosidase (1223,65 U/g fécula) foi obtida com as
seguintes condi¢des de incubagdo: temperatura de incubacao (55°C) e pH de
incubacéo igual a 6,0.
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FIGURA 47 - SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA O MODELO DA ATIVIDADE DA

AMILOGLUCOSIDASE MOSTRANDO OS RESULTADOS DA INFLUENCIA
DA TEMPERATURA DE INCUBAGCAO E DO pH DA SOLUCAO DE AMIDO
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A equacao 15 foi ajustada aos dados experimentais. A variavel significativa

que mais afetou a resposta foi a temperatura de incubacido, com coeficiente de
maior valor absoluto (+29,05).

ATIV. AMILOG. = -638,35 + 29,05T - 0,2777T? + 378,82pH - 32,32pH?

(15)
Onde:

ATIV. AMILOG. = Atividade da amiloglucosidase (U/g de fécula de mandioca)
T = Temperatura de incubacéo (°C)

pH = potencial hidrogeniénico

A Tabela 39 mostra que o modelo ajustado para explicar a variagdo da
atividade da amiloglucosidase € significativo ao nivel de confianga de 95% e o

coeficiente de correlacdo R?=0,9631 e R? aj.= 0,9263 explica 92,63% da variagao
das respostas encontradas.
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TABELA 39 - ANALISE DE VARIANCIA PARA A VARIAVEL RESPOSTA ATIVIDADE DA
AMILOGLUCOSIDASE

EFEITOS SOMA DOS GRAUS DE QUADRADO VALORF VALORP
QUADRADOS LIBERDADE MEDIO

Temperatura 8438,45 1 8438,45 12,37102 ,024511*
incubagao °C (L)*
Temperatura 60262,52 1 60262,52 88,34661 ,000714*
incubacao °C (Q)*
pH (L) 491,66 1 491,66 0,72078 ,443710
pH (Q) 2089,56 1 2089,56 3,06336 ,154972
Erro experimental 2728,46 4 682,11
Total Soma quadrados 74010,65 8
R? 0,96313
R? ajustado 0,9263

NOTA: (*) estatisticamente significativa ao nivel de 5% de significancia.

4.6 Influéncia da concentracdo de substrato na produgcdo das enzimas por

fermentacao submersa (FSm)

O estudo da influéncia da concentracdo de substrato na producao das
enzimas o-amilase e amiloglucosidase por fermentagdo submersa (FSm) foi
realizado com as seguintes condi¢gdes de cultivo: agitacdo continua em agitador do
tipo shaker a 120 rpm, temperatura de fermentagédo (30°C), suplementagdo com
CaCOs3 (5%); KNOs (10%) e solugcdo salina (30%) durante 48 horas. As
porcentagens dos nutrientes mencionados anteriormente foram calculadas em
relagcdo a quantidade de substrato adicionado. A Tabela 40 apresenta os resultados
obtidos para a produgdo da a-amilase e amiloglucosidase, expressa em atividade
enzimatica U/ml de meio fermentado e U/g fécula de mandioca, com diferentes

concentragdes de substrato (fécula de mandioca) na FSm com A. niger.
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TABELA 40 — RESULTADOS PARA A PRODUGAO ENZIMATICA OBTIDA VARIANDO-SE
A CONCENTRAGCAO DO SUBSTRATO EM FERMENTACAO SUBMERSA

N DINAT oA ATIVIDADE ENZIMATICA
(U/ml FSm) (U/g fécula de mandioca)
FECULA o o- : :
ensalo TECAA lase AMILOG. ol MEDIA  AMILOG.  MEDIA
1 05  155:005 1872004 359,06 295,51
2 05 159002 179:002 36753 oot so272  C00ad*
3 05  167:003 1764004 37824 ' 506.05 ’
4 10 324:009 3852010 648,02 769,783
5 10 345004 410005 690,26 U0l 820,650 oS
6 10 419%006 4.98:007 837,838  **°! 9955199 *°
7 30  7.53:008 895:010 516,66 613,9038
8 30 742:007 882009 50912 000 6049398 OO0
9 30 7614007 904+009 5205 %% 603086 *"
10 50 11652002 1384003 493,15 585,9680
11 50 11545000 13713011 48856 oo 5805139 oo’
12 50 11521012 13691014 487,90 _ *%°" 5797234  *3

NOTAS: AMILOG. = Amiloglucosidase
Médias das atividades * desvio padrao

O grafico de barras mostrado na Figura 48 mostra os valores alcangados para
a produgdo das amilases nas seguintes concentragdes de substrato (fécula de
mandioca): 0,5; 1,0; 3,0 e 5,0%. A maxima atividade a-amilase (725,37 U/g fécula) e
amiloglucosidase (861,89 U/g fécula) foram alcangadas com concentragdo de 1,0%
de fécula de mandioca, porém a producido das enzimas foi inferior a produgao por
FES. Observou-se que com o aumento da concentragao de substrato houve queda
na producao da enzima, talvez pelo fato do aumento da viscosidade do meio em
vitude da gelatinizagdo dos granulos de amido apos o pré-tratamento

(esterilizagao).

CARVALHO et al (2004) selecionaram linhagens microbianas termofilicas
produtoras de amilases termofilicas e termoestaveis que apresentaram maior pico
de atividade de amilase (66,51 U/ml) a partir de uma cepa termofilica termoestavel
pertencente ao género Bacillus em fermentagdo submersa de farelo de arroz nas
primeiras 72 horas. A producdo a partir de Bacillus apresentou baixa producgao
(expressa em atividade) quando comparada a produg¢ao das enzimas desse estudo
em fermentagdo submersa durante 48 horas contendo fécula de mandioca com
Aspergillus niger, com os seguintes resultados obtidos para a atividade da a-amilase
(368 a 725 U/ g fécula) e amiloglucosidase (501 a 861 U/ g fécula).
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FIGURA 48 - RESULTADOS DA PRODUGAO DAS ENZIMAS o-AMILASE E

AMILOGLUCOSIDASE POR FSm MOSTRANDO A INFLUENCIA DA
CONCENTRAGCAO DE SUBSTRATO
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As fermentagdes submersas foram conduzidas com o substrato (a fécula de
mandioca). A atividade enzimatica foi expressa como U/g fécula que neste caso é
equivalente a expressao U/g MS (Ms=matéria seca).

4.7 Estudo comparativo da FES conduzida em frascos e em bandejas

A Tabela 41 mostra nove ensaios realizados de FES em frascos e testes de
FES em bandejas. Os valores estudados para o tempo de fermentagao foram 48 e
72 horas. A suplementacdo com fonte de nitrogénio inorganico foi outro fator
independente estudado, sob a forma do sal nitrato de potassio (KNOs) nas seguintes
concentragdes 10, 20 e 30 % em relagdo a quantidade de substrato adicionado. O
pH inicial da FES foi ajustado para 4,5 em todos os ensaios. Os resultados da

producéo de a-amilase e amiloglucosidase, bem como o pH final das fermentacdes
estdo apresentados na Tabela 41.
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TABELA 41 — RESULTADOS DA COMPARAQAO DA FES EM FRASCOS E EM
BANDEJAS PARA A PRODUCAO DAS ENZIMAS VARIANDO-SE A
CONCENTRACAO DA FONTE DE NITROGENIO (KNO3) E O TEMPO DE

FERMENTACAO
ATIVIDADE ENZIMATICA
U/g fécula de mandioca
ENSAIO CONDIGOES pH; pH¢ a-AMILASE AMILOGLUCOSIDASE
1 48 h, 10% KNO3, frasco 4,5 6,39 1103,44 + 3,96 1302,10 £ 4,67
2 48 h, 20% KNOg3, frasco 4,5 6,68 1297,74 + 16,08 1531,38 + 18,98
3 48 h, 30% KNOg, frasco 4,5 6,57 1329,69 % 1,25 1569,08 + 1,47
4 48 h, 10% KNO3, bandeja 4,5 6,97 1350,52 + 2,06 1593,66 + 2,43
5 48 h, 20% KNO3, bandeja 4,5 7,02 1600,00 + 51,84 1888,06 + 61,18
6 48 h, 30% KNO3, bandeja 4,5 6,77 1707,43 £19,49 2014,83 £ 23,00
7 72 h, 10% KNOg3, bandeja 4,5 6,84 1533,27 +5,08 1809,32 + 5,99
8 72 h, 20% KNO3, bandeja 4,5 6,67 1554,46 + 13,31 1834,32 + 15,71
9 72 h, 30% KNO3, bandeja 4,5 6,53 1655,53 £ 19,22 1953,58 + 22,68

NOTA: média das atividades enzimaticas + desvio padrao.
pH i = pH inicial da fermentagao
pH f = pH final da fermentagéo

Os

amiloglucosidase por FES com A. niger em frascos e em bandejas sao mostrados no

resultados comparativos da produgdo das enzimas a-amilase e

grafico da Figura 49. Pode-se observar que os ensaios conduzidos em bandejas
apresentaram maior produgdo das enzimas em relagdo a produgdao em frascos
Erlenmeyer. As FES em bandejas durante 48 horas contendo 30% de KNOj;
apresentaram uma produgdo de amiloglucosidase 22,12% superior a produgdo nas
mesmas condi¢des realizadas em frascos. Em relagdo a produgéo de a-amilase, a
FES em bandejas apresentou produgdo 19,9 % maior em relagdo a produgdo em
frascos (durante 48 horas contendo 30% de KNOs). O pH final das fermentagdes
variou entre 6,39 e 7,02 demonstrando pouca variagao deste fator em todos os

ensaios realizados.
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FIGURA 49 - RESULTADOS DA FES EM FRASCOS E EM BANDEJAS PARA A
PRODUCAO DAS ENZIMAS a-AMILASE E AMILOGLUCOSIDASE
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Condigbes de cultivo: temperatura de fermentacdo (30°C), umidade inicial (90%); proporgao
substrato/suporte (2/1).

SILVA et al (2004) ao utilizar o residuo fibroso de mandioca como substrato
para a producao da amilase pelo Penicillium notatum, obteve atividade de 27,77 U/g
meio em culturas com 1% de substrato, pH 6,0, 25°C e 5 dias de fermentagao
utilizando meio mineral Klausen. Observa-se que a producao de amilase foi baixa
quando comparada a producao obtida no presente estudo, pois tanto a cepa de
fungo utilizada e as condi¢des de cultivo influem significativamente na obtencéo das
enzimas desejadas. O estudo realizado por SILVA et al (2004) também utiliza um
residuo agroindustrial como substrato da FES (residuo fibroso de mandioca) que
apresenta um teor de amido retido que, de acordo com Cereda (2000) citado por
SILVA et al (2004) representa um problema bastante discutido entre industria e

pesquisadores.
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4.8 CARACTERIZACAO CINETICA DA a-AMILASE E DA AMILOGLUCOSIDASE

Na caracterizagdo cinética das enzimas o-amilase e amiloglucosidase,
observam-se o efeito da concentragcdo do substrato sobre a velocidade da reacao
catalisada por estas enzimas.

A Tabela 42 apresenta os resultados da caracterizacao cinética das enzimas
o-amilase e amiloglucosidase pela realizagdo de dosagem enzimatica utilizando
solugdes de amido comercial soluvel com diferentes concentragdes (0; 1,5; 3; 6; 9;
10; 12; 15; 18; 20 e 25 g/l). A constante de Michaelis-Menten (Ky) e a Velocidade
Maxima (Vmax) foram determinadas de acordo com LEHNINGER (1993), baseando-
se nos dados apresentados na Tabela 42 e mostrados na Figura 50.

TABELA 42 — VELOCIDADE E ATIVIDADE DA a-AMILASE E AMILOGLUCOSIDASE EM
REACAO COM DIFERENTES CONCENTRAGOES DE SUBSTRATO

ATIVIDADE ENZIMATICA**

VELOCIDADE
(U/g fécula de mandioca)

ENSAIO AMIDO* (g/l) pumol/ml/min umol/ml/min o-AMILASE AMILOGLUCOSIDASE
1 0 0,093 0,135 43,365 + 8,37 63,037 6,21
2 1,5 0,415 0,604 193,444 £ 3,73 281,198 + 5,43
3 3 0,701 1,019 653,11 + 13,16 949,39 + 17,87
4 6 1,584 2,384 684,78 + 15,59 995,43 + 12,08
5 9 1,688 2,549 764,73 + 18,32 1111,64 £ 20,61
6 10 1,705 2,574 744,36 £ 19,44 1082,04 £ 29,14
7 12 1,799 2,664 749,64 £ 23,17 1089,71 £ 24,84
8 15 1,878 2,792 874,84 £ 17,12 1271,69 £ 28,11
9 18 2,006 2,916 934,41 + 26,91 1358,30 £ 33,07
10 20 2,027 2,947 944,22 + 22,62 1372,55 + 27,55
11 25 2,047 2,975 953,2691 + 23,46 1385,71 £ 34,11

NOTA: *amido soluvel comercial
**média das atividades enzimaticas + desvio padrao.

O grafico da Figura 50 mostra o efeito da concentragdo de amido (g/l) sobre a
velocidade da reacéo catalisada pela a-amilase e amiloglucosidase (umol/ml/min).
Observa-se que a curva se assemelha a curva [Substrato] em funcao da Velocidade
(da reacao catalisada pela enzima) apresentada por LEHNINGER (1993). Em uma
concentracdo baixa de substrato, a velocidade inicial da reagdo (Vo) €
aproximadamente proporcional a concentragao do substrato, e a reagao dessa forma
é aproximadamente de primeira ordem em relagdo ao substrato. A medida que a
concentracdo de substrato aumenta, a velocidade inicial da reagao diminui e deixa
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de ser proporcional a concentracao de substrato. Com um aumento posterior na
concentracdo do substrato, a velocidade de reacado torna-se independente da
concentracdo do substrato a se aproxima de uma velocidade constante, observado
em concentragdes de substrato superiores a 20 g/l, conforme mostra a Figura 50. A
partir desta concentracido a enzima passa a ser considerada saturada com seu
substrato, conforme explicam LEHNINGER (1976); SEGEL (1976) e CHAPLIN &
BUCKE (1992).

A teoria geral de acdo enzimatica e cinética desenvolvida por Michaelis e
Menten em 1913 é melhor desenvolvida para o caso simples de uma reagdo como
apresentada na Figura 50, na qual existe somente um substrato.

FIGURA 50 — EFEITO DA CONCENTRACAO DE AMIDO SOBRE A VELOCIDADE DA
REAGAQO CATALISADA PELA a-AMILASE E AMILOGLUCOSIDASE
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De acordo com LEHNINGER (1976); SEGEL (1976) e CHAPLIN & BUCKE
(1992) a constante Ky € igual a concentragdo de substrato na qual a velocidade
inicial da reagdao € metade da velocidade maxima. O Ky para uma reagdo e um
substrato tem a dimensional moles por litro, e é independente da concentracio

enzimatica. Como observado, a constante de Michaelis-Menten (Ky) é uma
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quantidade determinada experimentalmente, definida de maneira operacional: a
concentracido do substrato em que a velocidade da reagao é a metade da velocidade

maxima.
Pode ser representada pela equagao 16:

KM: l‘{.1 + H+2
K 54

(16)

Uma transformacéao frequente da equacéo 16 é a deducdo substituindo-se os
valores inversos em ambos os lados da equacdo de Michaelis-Menten, conforme

mostrado nas equacgdes 17, e 18, com intuito de obter um valor mais exato de Vmax.

1 _K +[5]
Vo T [S] (a7)
L: ,R - —+ [l ]T
Vo V _[s] v [S] (18)
Reduzindo a equacéao 18, tem-se:
1 K 1 1
g —
Vo V. [S] 7V

(19)

A equacado 19 é a equagao de Lineweaver-Burk. Quando 1/V, é colocado em
um grafico em funcdo de 1/[S], obtém-se uma linha reta. Essa linha tera uma
inclinagao de Ku/Vmax, a intercepcao sera 1/Vmax NO eixo de 1/V,, € uma intercepcéao
de -1/Ku no eixo de 1/[S]. Esse grafico duplo reciproco tem a vantagem de permitir
uma determinagdo muito mais exata de Vmax, que pode somente ser obtida como um
valor limite para concentragdes infinitamente elevadas de substrato a partir de um
grafico simples de V, em funcao de [S] (LEHNINGER, 1993).
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Portanto, a constante de Michaelis-Menten Ky da oa-amilase e o Ky da
amiloglucosidase, bem como a velocidade maxima Vnsx dessas enzimas foram
determinadas conforme o Método de Linearizagdo de Lineweaver-Burk descrito
anteriormente apresentando os seguintes valores para a a-amilase: Ky = 10,846 g/l;
Vmax = 3,422 g/l e para a amiloglucosidase: Ky = 11,325 g/l ; Vimax = 5,18 g/l. Przybyt
& Sugier (1988) citado por COSTA (1996) trabalhando com amiloglucosidase
comercial de Aspergillus niger e hidrdlise de 15 minutos a 55°C encontraram valores
para Ky de 13,3 g/l quando a enzima se encontrava livre e 30,5 g/l quando
imobilizada com DEAE-celulose. Szajani et al (1985) também citado por COSTA
(1996), encontraram valores de 7,0 e 14,0 g/l para a constante de Michaelis-Menten
usando a enzima livre e imobilizada, respectivamente. ZANIN (1989) concluiu que
em concentragdes de solugdo de amido liquefeito superiores a 50 g/l ja se nota uma
sensivel inibicdo da enzima amiloglucosidase (enzima comercial da fabricante

Novozymes) pelo seu substrato.

4.9 PRECIPITACAO DA o-AMILASE E AMILOGLUCOSIDASE

Para a precipitacdo das enzimas produzidas, o extrato enzimatico bruto foi
saturado com (NH4).SO4, seguindo-se a metodologia descrita no item 3.2. A
precipitacdo foi efetiva na purificagdo da enzima (8,29 vezes) mas produziu uma
perda elevada (75%) da atividade aplicada. A Tabela 43 apresenta os resultados
comparando os dados do extrato bruto (a-amilase + amiloglucosidase) e os dados

apo6s a precipitagao com sulfato de amoénia.

TABELA 43 — FOLHA DE BALANGO DA PRECIPITACAO DO EXTRATO ENZIMATICO

BRUTO
ETAPAS VOLUME ATIVIDADE** ATIVIDADE** ATIVIDADE** RECUPERAQAO PURlFlCACAO
ml U/ml U/mg fécula TOTAL (V) (%) (Vezes)
Extrato 5000 1,7935 0,755 896,75 100 1
bruto
Sulfato
de 15 14872 6,262 22308 24,87 8,29
amonia*

NOTA: *saturacéo a 80%; **atividade expressa pela liberagéo de agucar redutor (glicose)
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Os testes de precipitacao foram realizados em ftriplicata e observa-se que a
recuperacao da enzima foi baixa. SOUZA et al (1996) conseguiu uma recuperagao
equivalente a 70,47% quando precipitou com sulfato de aménio a oa-amilase
produzida por Rhizopus sp. obtida por fermentacdo soélida de farelo de trigo e

conseguiu purificar a enzima 6,6 vezes.

Com os resultados de baixa porcentagem de recuperagao da enzima apos a
precipitacdo com sulfato de aménio verifica-se a necessidade de realizar uma
otimizacao desse processo, variando-se a concentragcao de (NH4).SO4, temperatura,
tempo e velocidade de centrifugagdo com o intuito de obter melhores resultados de

purificacado e recuperacao do extrato enzimatico.
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5 ANALISE PRELIMINAR DOS CUSTOS DA PRODUGAO DA a-AMILASE E DA
AMILOGLUCOSIDASE POR FES

O custo da produgéo da a-amilase e da amiloglucosidase foi calculado com o
objetivo de verificar a viabilidade econémica da producao dessas enzimas por FES
de fécula de mandioca e bagago de cana-de-agucar. Considerando-se todos os
constituintes do meio de cultivo da FES de fécula de mandioca e bagago de cana-
de-agucar, pode-se verificar que o custo estimado de cada Kg de meio inoculado &
de R$ 1,64 conforme mostra a Tabela 44. O custo estimado para a produgdo de
1000 U de a-amilase é de R$ 0,024 enquanto que o custo de 1000 U de
amiloglucosidase é de R$ 0,0202. Verifica-se que o custo é baixo em funcdo do
aproveitamento do bagaco de cana-de-aglcar (R$ 24,00 a tonelada), salientando-se
que nao foram considerados custos de producdo industrial (mao-de-obra,

instalagdes, impostos, manutencao e analises).

TABELA 44 — PLANILHA DE CALCULO DOS CUSTOS DA FES DE FECULA DE
MANDIOCA E BAGACO DE CANA-DE-ACUCAR PARA A PRODUCAO
DE a-AMILASE E AMILOGLUCOSIDASE

CUSTO
ITEM QUANTIDADE CUSTO PARCIAL
(9) R$/Kg RS

Fécula de mandioca 50,0 2,80 0,14
Bagaco de cana-de-agucar 25,0 0,64 0,016
Fonte de nitrogénio (KNOj3) (10% qtde fécula) 50 220,0 1,10
CaCO; (5% qgtde fécula) 2,5 10,69 0,02672
Solugao salina (30% qtde fécula) 15,0 0,30 0,0045
Suspensao de esporos (cepa_, PDA,~ 513 50 0.02565
repicagem, esterilizagao, refrigeracéo)
Agua deionizada (pH ajustado) 899,9 0,2 0,1799
SUBTOTAL - - 1,4928
Fermentagéo em Estufa a 30°C (60 horas) - 5% 0,07464
Extragéo (shaker, centrifugacéo) - 5% 0,07464
TOTAL (R$/Kg meio) - - 1,642
R$ /1000 U (a-amilase) - - 0,024

R$ /1000 U (amiloglucosidase) - - 0,0202
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6 CONCLUSOES

As melhores cepas selecionadas a partir do crescimento radial produziram o-
amilase e amiloglucosidase em quantidades diferentes, verificando uma producéao
mais elevada pelas seguintes cepas, em ordem decrescente de produgédo das
amilases estudadas: Aspergillus niger LPB 28, A. niger 129, W12, Rhizopus arrhizus,
R. oryzae e R. formosa, o que pode explicar a facilidade mostrada por fungos dos
géneros Aspergillus e Rhizopus em aproveitar substratos amilaceos em seus

processos metabdlicos para sintetizar varios produtos de interesse industrial

A cepa de Aspergillus niger LPB 28 demonstrou maior capacidade de
producdo de amilases (a-amilase e amiloglucosidase) pela fermentagcdo no estado
sélido de fécula de mandioca (substrato) e bagaco de cana-de-agucar (suporte
inerte) quando comparada a produgao das outras cepas do género Aspergillus e das

demais cepas do género Rhizopus.

A fermentacdo no estado solido (FES) conduzida com a proporgéo
fécula/bagaco (FM/BC) igual a 2/1, apresentou maior produ¢cdo da a-amilase
(467,459 U/g fécula ou 311,306 U/ g MS) e amiloglucosidase (781,672 U/g fécula ou
520,556 U/g MS) quando comparada as fermentagbes conduzidas com as demais

proporgoes estudadas.

Os resultados obtidos no estudo da temperatura de fermentagcéo (°C) e
umidade inicial (%) mostraram que o ensaio com 90% de umidade e 30-32°C de
temperatura de fermentagao foi a combinagdo que demonstrou maior produgao da

a-amilase (1352,42 U/g fécula) e da amiloglucosidase (1622,80 U/g fécula).

Quanto maior a concentracdo de KNO3; estudada (0-10%) na FES maior a
producao da a-amilase, utilizando concentragdes de até 5% de CaCOs;. A fonte de
nitrogénio KNO3 foi importante para a produgao da enzima, enquanto concentracdes
acima de 5% de CaCOs; influenciaram negativamente a sua produgéo. Ja a variavel
concentracdo de solugdo salina foi fixada no ponto central (nivel 0 = 30%) nao
influenciando a produgdo de a-amilase e amiloglucosidase (ndo apresentando

diferenga significativa no modelo obtido).
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A maxima producdo de amiloglucosidase (>973 U/g fécula) a partir do estudo
da influéncia do CaCO3;, KNO3 e solugédo salina foi alcangada com as seguintes
condi¢des: concentracao de KNO3; (10%), concentragcao da solugéo salina (30%) e
concentracdo de CaCOgj (0%), obtendo-se atividade da amiloglucosidase igual a
1166,54 U/g fécula.

Com a suplementacédo de calcio na forma do sal CaCO3, sem a adicdo de
fonte de nitrogénio, a produgéo de a-amilase aumentou 9,74%, enquanto a produgéo
de amiloglucosidase teve um aumento de apenas 7,66%. Suplementando a FES
com fonte de nitrogénio organico (uréia), a producdo de cada uma das enzimas
aumentou em torno de 76%, quando comparada a produgdo sem a suplementagao
desta fonte. Quando adicionada fonte de nitrogénio inorganico (KNO3), foi alcangado
um aumento de 84,6% na producédo de a-amilase e 81,11% na produgao de
amiloglucosidase. Com estes resultados é possivel afirmar que a FES com A.niger
apresentou maior produg¢ao das duas enzimas quando o meio foi suplementado com
KNOs.

No estudo da influéncia da concentragdo de substrato e da taxa de
inoculagao, obteve-se maxima produgao de a-amilase com os seguintes parametros:
5% fécula de mandioca e 5,5 x 10" esporos/g MS, atingindo uma producdo de
1109,86 U/g fécula.

Nos tempos de fermentagao estudados, verificou-se que o tempo de 60 horas
foi o tempo de fermentacdo no estado solido que proporcionou maior produgao das

enzimas a-amilase e amiloglucosidase.

Como foi observado, a faixa de pH inicial das fermentacdes entre 4,0 e 6,0
resultou em maior produgédo tanto da a-amilase e amiloglucosidase. O pH inicial
igual a 7,0 teve a producéo das enzimas declinada e em pH 8,0 a produg¢ao diminuiu
drasticamente 46,82% (amiloglucosidase) e 48,53% (a-amilase) quando comparada

a produgao maxima (pH=4,0).
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A extracdo maxima de a-amilase (953,33 U/g fécula) foi alcangada com as
seguintes condi¢gdes de agitagdo: agitador do tipo ultra turrax (velocidade
moderada), temperatura ambiente, tempo de agitacdo de 60 minutos. A extragao
maxima de amiloglucosidase (1385,48 U/g fécula) foi alcangada com as seguintes
condigbes de agitagao: agitador do tipo shaker (120 rpm), temperatura de agitagao
(30°C), 90 minutos de agitacdo. Para obter uma extragcdo elevada e ao mesmo
tempo gastar o menor tempo possivel, sugeriu-se o uso do ultra turrax para a
extragdo das duas enzimas simultaneamente num tempo de 60 minutos a

temperatura ambiente, em velocidade moderada

As maximas produgdes de a-amilase (725,37 U/g fécula) e amiloglucosidase
(861,89 U/g fécula) por FSm foram alcangadas com concentracao de 1,0% de fécula
de mandioca porém a producdo das enzimas foi inferior a produgdo por FES.
Observou-se que com o aumento da concentracdo de substrato houve queda na
producao da enzima, talvez pelo fato do aumento da viscosidade do meio em virtude

da gelatinizagao dos granulos de amido apés o pré-tratamento (esterilizagao).

Durante o estudo da dosagem enzimatica, a maxima atividade da
amiloglucosidase (1223,65 U/g fécula) foi obtida com as seguintes condi¢cdes de
incubacédo: temperatura de incubagao (55°C) e pH de incubacéo igual a 6,0. Ja a
maior atividade a-amilasica (819,17 U/g fécula) foi alcangada com pH de incubagao
da enzima igual a 6,0 e temperatura de incubagao de 55°C, porém o modelo mostra

a tendéncia de melhores resultados em temperaturas entre 45-55°C.

Pode-se observar que os ensaios conduzidos em bandejas apresentaram
maior producdo das enzimas em relacdo a producdo por FES em frascos
Erlenmeyer. A FES em bandejas durante 48 horas contendo 30% de KNOj;
apresentou uma producado de amiloglucosidase 22,12% superior a produ¢ao nas
mesmas condicdes realizadas em frascos. Em relagao a produgao a-amilase, a FES
em bandejas apresentou produc¢ao 19,9 % maior em relagado a produgao em frascos
(durante 48 horas contendo 30% de KNOs3). O pH final das fermentagbes variou
entre 6,39 e 7,02 demonstrando pouca variacdo deste fator em todos os ensaios

realizados.
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As modelagens apresentadas com auxilio da ferramenta estatistica Statistica
para Windows empregando-se Metodologia de Superficie de Resposta mostraram-
se adequadas podendo ser utilizadas para fins preditivos.

A precipitagdo do extrato enzimatico bruto contendo as enzimas produzidas
(a-amilase e amiloglucosidase) foi efetiva na purificagdo da enzima (8,29 vezes) mas

produziu uma perda elevada (75%) da atividade aplicada.

No estudo da caracterizacao cinética das enzimas produzidas, foram obtidos
0s seguintes resultados para a a-amilase: Ky = 10,846 g/l; Vmax = 3,422 g/l e para a

amiloglucosidase: Ky = 11,325 g/l ; Vimax = 5,18 g/I.

Pode-se verificar que o custo estimado de cada Kg de meio inoculado é de R$
1,64 e o custo estimado para a produgdo de 1000 U de a-amilase é de R$ 0,024
enquanto que o custo de 1000 U de amiloglucosidase é de R$ 0,0202. Verifica-se
que o custo é baixo em fungédo do aproveitamento do bagago de cana-de-agucar e o

uso de um substrato de custo acessivel, a fécula de mandioca.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Utilizar outros materiais alternativos para a fermentacéo no estado sélido, dando
preferéncia aos residuos agroindustriais tais como: farelo de trigo, farelo de arroz,

bagago de mandioca;

- Utilizar outras fontes amilasicas: fécula de batata, amido de milho, farinha de trigo,

entre outras fontes disponiveis na FES e comparar a producdo de amilases.

- Isolar a microflora natural das fontes amilasicas, identifica-las e selecionar os
microrganismos potenciais decompositores das fontes de amido que podem ser

potenciais produtores de amilases;

- Aumentar a escala de produc¢ao de amilases utilizando o biorreator tipo tambor e o

tipo bandeja com maior capacidade;

- Realizar o estudo de respirometria da FES para a produgcdo das enzimas

amiloliticas.
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ANEXO 1 — CALCULO DA CONTAGEM DE ESPOROS USANDO A CAMARA DE
NEUBAUER

Calculo da Contagem de esporos usando a Camara de Neubauer

Considerando-se que a camara de Neubauer contém 25 quadriculos. Entre a cAmara
e a laminula, forma-se um filme liquido da diluicdo preparada de 0,1 mm de espessura. A
dimensao de cada quadriculo é de 0,2 mm x 0,2 mm. Portanto, em cada quadriculo temos o
volume de 4 x 10° ml :

Equivaléncias:

1 ml 1cm®

1 ml 1000 mm?®
X ml 0,004 mm®
X = 0,004 mm® 4 x 107
1000 mm?® 1 ml

Portanto, em 1 quadriculo temos 4 x 10 ml.
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ANEXO 2 — CALCULO DA ATIVIDADE DA a-AMILASE (V)

1) Valores das absorbancias lidas no espectrofotobmetro (620 nm) sao plotadas na curva
(Abs. (a2 620 nm) x Concentracéo de glicose (em pmoles) para obter os valores da conc. de
glicose;

2) Atividade da a-amilase (U) = Conc. glicose (umoles) / vol. do extrato enzimatico (ml) /
tempo de incubacgao (min)

3) Atividade da a-amilase (U/g fécula de mandioca)
Em cada 100 ml de extrato fermentado, temos 10 g de fermentado (diluicao 1:10)
Entdo em 5 ml de extrato fermentado, temos y = 0,05 g de fermentado

Peso total do meio fermentativo g (tempo=0 horas) = Contém x gramas de fécula
Em cada 0,05 g fermentado, temos y gramas de fécula
Entdo: U/y gramas de fécula

5) Atividade da a-amilase (U/g MS)
MS= (qtde fécula+qtde bagago) da FES (em gramas)
Em cada 100 ml de extrato fermentado, temos 10 g de fermentado (diluicédo 1:10)
Entdo em 5 ml de extrato fermentado, temos y = 0,05 g de fermentado

Peso total do meio fermentativo g (tempo=0 horas) = Contém x gramas de
(féculat+bagaco)

Em cada 0,05 g fermentado, temos =y gramas de (fécula+bagago)

Entdo: U/y g MS (fécula+bagaco)




157

ANEXO 3 — CALCULO DA ATIVIDADE DA AMILOGLUCOSIDASE (V)

1) Valores das absorbancias lidas no espectrofotometro (540 nm) sdo plotadas na curva
(Abs. a 540 nm x Concentragdo de amido, em pmoles) para obter os valores da conc. de
glicose;

2) Atividade da amiloglucosidase (U) = Conc. glicose (umoles) / vol. do extrato enzimatico
(ml) / tempo de incubacgio (30 min)

3) Atividade da amiloglucosidase (U/g fécula de mandioca)
Em cada 100 ml de extrato fermentado, temos 10 g de fermentado (diluicao 1:10)
Entdo em 5 ml de ext. fermentado, temos y = 0,05 g de fermentado

4) Peso total do meio fermentativo (tempo=0 horas) = Contém x gramas de fécula
Em cada 0,05 g fermentado, temos = y gramas de fécula
Entdo: U/y g de fécula

5) Atividade da amiloglucosidase (U/g MS)
MS= (qtde fécula + qtde bagaco) da FES (em gramas)
Em cada 100 ml de extrato fermentado, temos 10 g de fermentado (diluicédo 1:10)
Entdo em 5 ml de ext. fermentado, temos y = 0,05 g de fermentado

Peso total do meio fermentativo g (tempo=0 horas) = Contém x gramas de
(féculat+bagaco)

Em cada 0,05 g fermentado, temos =y gramas de (fécula+bagago)

Entdo: U/y g MS (fécula+bagaco)
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