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RESUMO GERAL 

As amilases são enzimas de grande importância no mercado, com aplicação 

em indústrias de alimentos, farmacêutica, têxtil e no setor de energia. No entanto, o 

custo de produção dessas enzimas em escala industrial ainda é elevado. Entre as 

alternativas existentes para diminuir estes custos está a utilização de resíduos 

agroindustriais como substrato no cultivo de microrganismos. O objetivo do trabalho 

foi otimizar a produção de amilases por Monilia sitophila e Fusarium verticillioides, 

caracterizar bioquimicamente as amilases produzidas e avaliar suas propriedades 

catalíticas. A maior produção de amilase pelo fungo M. sitophila foi obtida utilizando 

farelo de trigo, com 60% de umidade, 35ºC em 120 horas de cultivo (341,30 U/g) e 

para o fungo F. verticillioides foi obtida utilizando farelo de trigo, com 70% de 

umidade, 30ºC em 72 horas de cultivo (360,21 U/g). A amilase produzida por M. 

sitophila apresentou maior atividade catalítica em pH 4,5 a 60ºC e foi estável entre o 

pH 3,0-5,5, mantendo sua atividade catalítica por 1 hora a 50ºC. A amilase produzida 

pelo fungo F. verticillioides apresentou maior atividade catalítica em pH 5,0 a 50ºC. 

Essa enzima foi estável entre o pH 5,0-7,0 e manteve sua atividade catalítica por 1 

hora a 45ºC. Ambas as enzimas apresentaram potencial de hidrolisar amidos 

provenientes de diferentes origens vegetal. Nos resultados obtidos a partir da 

cromatografia de camada delgada foi observado a presença de exoamilases, assim 

como a liberação de monômeros de glicose. 

Palavras-chave: enzimas industriais, cultivo em estado sólido, amilases 

fúngicas. 
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ABSTRACT 

Amylases are enzymes of great importance in the market, with applications in the 

food, pharmaceutical, textile and energy industries. However, the production cost of 

these enzymes on an industrial scale is still high. Among the existing alternatives to 

reduce these costs is the use of agroindustrial residues as a substrate in the cultivation 

of microorganisms. The objective of this work was to optimize amylase production by 

Monilia sitophila and Fusarium verticillioides, to characterize biochemically 

produced amylases and to evaluate their catalytic properties. The highest production 

of amylase by the M. sitophila fungus was obtained using wheat bran, with 60% 

humidity, 35ºC in 120 hours of cultivation (341.30 U/g) and for the fungus F. 

verticillioides was obtained using wheat bran, with 70% humidity, 30ºC in 72 hours 

of cultivation (360.21 U/g). The amylase produced by M. sitophila had higher 

catalytic activity at pH 4.5 at 60ºC and was stable between pH 3.0-5.5, maintaining its 

catalytic activity for 1 hour at 50ºC. The amylase produced by the fungus F. 

verticillioides presented higher catalytic activity at pH 5.0 at 50ºC. This enzyme was 

stable between pH 5.0-7.0 and maintained its catalytic activity for 1 hour at 45ºC. 

Both enzymes had the potential to hydrolyze starches from different plant sources. In 

the results obtained from the thin layer chromatography the presence of exoamylases 

was observed, as well as the release of glucose monomers. 

 

Keywords: industrial enzymes, solid-state cultivation, fungal amylases. 
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CAPITULO I 

1. REVISÃO DE LITERATURA 

1.1 Tecnologia enzimática 

Os processos industriais que envolvem reações químicas estão presentes na 

maioria das manufaturas de produtos ou bens consumidos pelo homem. Catalisadores 

químicos vem sendo utilizados nesses processos. O uso de enzimas como 

catalisadores de importantes reações químicas vem chamando a atenção da 

comunidade científica e industrial. Geralmente, os processos industriais que 

empregam enzimas são fáceis de controlar, eficientes energeticamente e requerem 

condições mais brandas de operação (MONTEIRO & SILVA, 2009; ORLANDELLI 

et al., 2012). 

A tecnologia enzimática concilia o desenvolvimento tecnológico com a 

utilização de matérias-primas renováveis e a preservação ambiental, tornando-se um 

dos campos mais promissores para a síntese de compostos de alto valor agregado, 

uma vez que as enzimas são biodegradáveis e altamente específicas, diminuindo a 

formação de subprodutos indesejáveis. Tais características contribuem para a 

utilização de enzimas em processos industriais (BON et al., 2008). 

A indústria faz amplo uso da tecnologia enzimática, em diversos setores como 

na alimentação, saúde, têxtil, papel e celulose. As enzimas podem ser obtidas de 

fontes vegetais, animais e microbianas. Embora as enzimas obtidas de fontes vegetais 

e animais sejam muito utilizadas, as enzimas industriais são geralmente obtidas a 

partir de microrganismos (MONTEIRO & SILVA, 2009).  

Os microrganismos apresentam elevada variabilidade metabólica, permitindo 

a produção de enzimas com diferentes características, as quais podem ser aplicadas 

em vários processos industriais. Além disso, as enzimas podem ser produzidas por 

processos fermentativos, com o controle de alguns parâmetros como umidade, 

temperatura e tempo de cultivo. Diante desse fato, a pesquisa de novas enzimas ou o 

melhoramento do desempenho de catálise de enzimas se faz necessário (COURI et al., 

2008; OLIVEIRA et al., 2006).  

 

1.2. Processos de cultivo microbiano para produção de enzimas 

A produção de enzimas pode ser realizada por cultivo submerso (CS) ou 

cultivo em estado sólido (CES). O cultivo submerso consiste na introdução do 
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microrganismo em meio líquido na forma de inóculo. Os nutrientes encontram-se 

dissolvidos no meio líquido, facilmente acessíveis para os microrganismos 

(SINGHANIA et al., 2009). 

O cultivo em estado sólido é definido como o processo de crescimento do 

microrganismo na superfície de substratos sólidos na ausência de água entre as 

partículas do substrato. Os substratos tradicionalmente utilizados são resíduos 

agroindustriais como: farelo de trigo, farelo de soja, sabugo de milho, palha de milho, 

bagaço de cana-de-açúcar e casca de arroz. A estrutura desses substratos têm como 

principais componentes amido, lignina, celulose, hemicelulose e proteína, que são 

utilizados como fontes de carbono e energia para o crescimento microbiano (BON et 

al., 2008; FERREIRA et al., 2015). 

Diferentes tipos de microrganismos como bactérias, leveduras e fungos 

filamentosos podem crescer em substratos sólidos. No entanto, os fungos 

filamentosos são os mais adaptáveis a esse processo, pois apresentam tolerância a 

baixa atividade de água e sua forma de crescimento em hifas conferem vantagens em 

relação aos outros microrganismos (BON et al., 2008; SANTOS et al., 2012).  

O cultivo em estado sólido apresenta algumas vantagens como: condições de 

crescimento do microrganismo semelhantes ao seu ambiente natural, utilização de 

substratos de baixo valor agregado, menor contaminação e maior concentração de 

produto final. Entretanto, existem alguns fatores limitantes como menor 

acessibilidade ao substrato e dificuldades no controle de variáveis como pH, 

temperatura, oxigênio e heterogeneidade do substrato (BEHERA & RAY, 2016; 

SINGHANIA et al., 2009).  

A produção agrícola no Brasil gera grandes quantidades de resíduos 

agroindustriais. O cultivo em estado sólido se apresenta como uma técnica capaz de 

propor meios alternativos para a utilização desses resíduos, assim como de agregar 

valor a essas matérias-primas, através da produção de enzimas de interesse 

biotecnológico (GONÇALVES et al., 2013; PINTO et al., 2005). 

 

1.3. Amido 

O amido é o mais importante polissacarídeo de reserva do reino vegetal, 

podendo ser encontrado em sementes de cereais, tubérculos e raízes como milho, 

cevada, trigo, arroz, batata e mandioca. Dois tipos de polímeros estão presentes no 
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amido, a amilose (15-25%) e a amilopectina (75-85%). Essas duas frações apresentam 

estruturas moleculares que diferem na solubilidade em água, tamanho molecular e 

suscetibilidade a degradação enzimática (PANDEY et al., 2000; SOUZA & 

MAGALHÃES, 2010).  

Amilose é um polímero linear constituído de até 6000 resíduos de glicose 

ligados por ligações glicosídicas α-1,4. Amilopectina consiste em pequenas cadeias 

lineares de 10 a 60 resíduos de glicose unidos por ligações α-1,4. Essas cadeias estão 

unidas entre si, através de ligações glicosídicas α-1,6. O número de resíduos de 

glicose, varia de acordo com a fonte de amido (BON et al.,2008; MORAES, 2004). 

 

Figura 1: Estrutura do amido a)amilose e b)amilopectina. 

 

 1.4 Enzimas amilolíticas 

A hidrólise enzimática do amido depende da ação conjunta de diferentes 

enzimas. Basicamente existem quatro grupos: endoamilases, exoamilases, enzimas 

desramificantes e transferases (MORAES, 2004; PANDEY et al., 2000). 

As endoamilases rompem as ligações glicosídicas α-1,4 presentes na parte 

interna das cadeias de amilose ou amilopectina. A α-amilase é um exemplo de 

endoamilase, cujo produto final são oligossacarídeos de tamanho variado com 

configuração α podendo ser lineares ou ramificados (NELSON & COX, 2011; 

SOUZA & MAGALHÃES, 2010). 

As exoamilases hidrolisam ligações glicosídicas α-1,4 como a -amilase, ou 

ambas as ligações α-1,4 e α-1,6 como a glicoamilase e α-glicosidase. Essas enzimas 
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agem sobre os resíduos externos de glicose da amilose e amilopectina produzindo 

glicose (glicoamilase e α-glicosidase) ou maltose e -dextrinas limites (-amilase) 

(GUPTA et al., 2003; NELSON & COX, 2011). 

Enzimas desramificantes que hidrolisam exclusivamente as ligações α-1,6 da 

amilopectina: isoamilase e pululanase tipo I. A diferença entre essas enzimas está na 

habilidade de hidrolisar pululana, um polissacarídeo com unidades de maltotriose 

ligadas por ligações α-1,6. Pululanases hidrolisam as ligações α-1,6 em pululana e 

amilopectina, enquanto que isoamilases são capazes de hidrolisar apenas amilopectina 

(MORAES, 2004). 

As transferases, ou modificadoras de amido, quebram as ligações glicosídicas 

α-1,4 da molécula doadora e transferem parte do doador para um aceptor glicosídico 

com a formação de uma nova ligação glicosídica. As ciclodextrinas 

glicosiltransferases, produzem oligossacarídeos cíclicos de 6, 7 ou 8 resíduos de 

glicose e dextrinas ramificadas de alto peso molecular (PANDEY, 2000). 

 

Figura 2: Ação das enzimas envolvidas na degradação do amido. () 

extremidade redutora; () extremidade não redutora; () ponto de clivagem na 

molécula de amido (Fonte modificada: MORAES, 2004; BON et al., 2008). 

 

1.5 Aplicações industriais de enzimas amilolíticas 

O amido e seus derivados são essenciais na nutrição humana e são alvo de 

diversas aplicações industriais. As enzimas usadas no processamento do amido são 
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geralmente designadas por amilases (BON et al., 2008). Na indústria, a conversão 

enzimática do amido em monômeros de glicose inclui as etapas de liquefação e 

sacarificação. Na liquefação ocorre a dissolução do amido em água a alta temperatura, 

reduzindo o grau de polimerização do amido. As α-amilases são utilizadas nessa etapa 

para converter o amido (30 a 40%) em dextrinas solúveis com diferentes graus de 

polimerização, diminuindo a viscosidade do amido. Na etapa de sacarificação, as 

dextrinas são hidrolisadas em maltose e/ou glicose pelas -amilases e glicoamilases, 

respectivamente (OLIVEIRA et al., 2015; SANTOS et al., 2012). 

Uma das principais aplicações das enzimas amilolíticas consiste na produção 

de xarope de glicose, que pode ser aplicado na indústria de alimentos e bebidas ou em 

processos fermentativos visando a produção de álcool combustível (BON et al., 2008; 

SOUZA & MAGALHÃES, 2010).  

Na indústria da panificação as amilases são utilizadas para promover a 

decomposição do amido, função realizada pela α-amilase, levando a formação de 

maltose, o que aumenta a maciez e a textura da massa e do miolo, mantendo o pão 

fresco por mais tempo (COURI et al., 2008). As amilases fúngicas na indústria 

cervejeira convertem substratos amiláceos a monossacarídeos antes da fermentação 

alcoólica (MORAES, 2004). 

O processo de produção de álcool de amido é similar ao processo fermentativo 

de caldo de cana-de-açúcar. As principais diferenças estão no preparo da matéria-

prima e no sistema de fermentação. Na produção de etanol a partir de materiais 

amiláceos, é necessário a conversão do amido em açúcares fermentescíveis. O amido 

é hidrolisado a glicose através da ação de duas enzimas (α-amilase e glicoamilase) 

antes da etapa de fermentação (BON et al., 2008; FERREIRA et al., 2015). 

Atualmente, as amilases são utilizadas na fabricação de produtos de limpeza, 

no processo de fabricação de cereais para alimentação infantil, na indústria de papel, 

no pré-tratamento da ração animal para melhor a digestibilidade e na indústria têxtil 

para desengomagem de tecidos (MORAES, 2004; SOUZA & MAGALHÃES, 2010). 
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