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RESUMO

A utilizacdo do Cultivo em Estado Sélido (CES) a partir de subprodutos agroindustriais
possibilita a obtencdo de varias biomoléculas de interesse industrial. As amilases sdo
enzimas que hidrolisam amido, podendo ser de origem vegetal, animal ou microbiana,
liberando assim, diversos produtos como dextrinas, maltose e glicose. Essas enzimas
possuem aplicagdes na industria téxtil, na inddstria quimica, farmacéutica,
sucroalcooleira e na fabricacdo de alimentos e bebidas. No entanto, o elevado custo na
producdo dificulta o emprego em ampla escala, dessa forma, o cultivo de fungos
filamentosos e residuos agroindustriais se torna uma alternativa viavel para baratear o
custo de producdo de enzimas de interesse industrial, além de evitar seu acumulo no
ambiente. Com o presente trabalho avaliaram-se as condi¢bes de cultivo em estado
solido do fungo Penicillium sp. para a producdo de amilase. Os ensaios foram realizados
utilizando diferentes residuos agroindustriais como substrato (farelo de trigo, farelo de
soja, sabugo de milho, palha de milho e casca de arroz), também foram avaliados a
umidade inicial do meio (50-80%), temperatura (25-45°C) e o tempo de cultivo (24-144
horas). A maior produgdo da enzima foi obtida no cultivo em farelo de trigo contendo
55% de umidade, ap06s 96 horas a 30°C, atingindo 43,39 +0,15 U/g de substrato seco.

Palavras-chave: Enzimas microbianas; Amido; Farelo de trigo.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é um pais agroindustrial, sendo assim, gera uma grande quantidade de
residuos. Devido a quantidade encontrada de nutrientes nos residuos agroindustriais,
estes podem ser utilizados como matérias-primas para processos secundarios. Neste
contexto, o Cultivo em Estado Sélido (CES) é uma técnica de cultivo microbiano que
possibilita o aproveitamento desses residuos, tendo em vista a sintese de diversos
compostos de interesse industrial e alto valor agregado, além de ser favoravel ao meio
ambiente (SANTOS et al., 2016; DANTAS; AQUINO, 2010).

Os fungos sdo os microrganismos mais adaptados neste tipo de processo, visto
que possuem a capacidade de crescimento rapido, em baixos niveis de agua e o
desenvolvimento das hifas que permitem que eles penetrem entre 0s residuos do
substrato (SANTOS et al., 2013; DANTAS; AQUINO, 2010).

O amido é o segundo carboidrato mais abundante na natureza, depois da
celulose, sendo o principal carboidrato de reserva das plantas, encontrado em todas as
formas vegetais, sejam nas suas folhas, raizes, caules, sementes ou frutas. As amilases
sdo as enzimas responsaveis em hidrolisar a molécula de amido, gerando maltose,
glicose ou xaropes de oligossacarideos (VIEILLE; ZEIKUS, 2001).

As amilases estrdo entre as enzimas industriais mais utilizadas e sdo de grande
importancia para a biotecnologia atual. Essas enzimas séo responsaveis pela hidrolise da
molécula do amido em polimeros de glicose, que podem ser utilizados para a producao
de alimentos, bebidas e biocombustiveis (SOUZA; MAGALHAES, 2010). Representam
cerca de 25% do mercado de enzimas, encontrando aplicacBes em varios processos
industriais que necessitam de hidrolise completa ou parcial o amido (OZDEMIR et al.,
2011; OLIVEIRA et al., 2015).

As amilases sdo utilizadas na producdo de amidos modificados e na producéo de
xaropes, sendo também utilizadas em processos industriais de grande escala, como por
exemplo, na producdo de detergentes para maquinas de loucas, na indudstria
farmacéutica e alimenticia (OLIVEIRA et al., 2007).

O uso de enzimas como catalisadores em processos industriais é essencial para a
obtencdo de qualidade dos produtos com tecnologias limpas, em equilibrio com as
necessidades tecnoldgicas atuais e a conversdo do meio ambiente (OLIVEIRA et al.,
2015; PASSIN et al., 2014).
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Neste contexto, com o presente trabalho objetivou-se avaliar o potencial para a
producdo de amilase em Cultivo em Estado Solido (CES) pelo fungo filamentoso
Penicillium sp. Os ensaios foram realizados utilizando diferentes residuos
agroindustriais como substrato sendo eles farelo de trigo, farelo de soja, sabugo de
milho, palha de milho, casca de arroz. Também foram avaliados a umidade inicial do

meio, temperatura e tempo de cultivo.

2. REVISAO
2.1. ESTRUTURA DO AMIDO

O amido € um dos principais compostos de reserva em plantas, e tem sido
utilizado ndo somente como reserva para a propria planta, mas também como uma das
mais importantes fontes de energia para os niveis subsequentes da cadeia alimentar nos
ecossistemas. Por isso, muitos organismos apresentam a capacidade de produzir
enzimas que degradam o amido (AMARAL et al., 2007).

O amido é composto por unidades de glicose, organizadas em dois
homopolissacarideos: a amilose e a amilopectina (Figura 1). A amilose praticamente
ndo apresenta ramificacdes. E formada a partir de vérias cadeias lineares helicoidais de
glicose unidos por liga¢des glicosidicas a-1,4. A amilopectina apresenta uma estrutura
extremamente ramificada, sendo cadeias de residuos de glicose ligados por uma ligacéao
glicosidica a-1,4, onde a partir dessa ligacdo, partem ramificacdes unidas por ligacoes
a-1,6 a cada 25 residuos de glicose (SILVA et al., 2016; NELSON; COX, 2011).

Figura 1. Estrutura do amido. (a) amilose e (b) amilopectina (CORRADINI et al.,
2005).

Fonte: CORRADINI et al., 2005.
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De acordo com WATERSCHOOT et al. (2015), os granulos sdo classificados de
acordo com a sua forma. O amido da mandioca é redondo ou cortado, 0 amido do milho
é redondo ou tridimensional, o da batata € oval ou redondo e os granulos do amido do
arroz séo poligonais. As variagcdes ocorrem de acordo com o grau de maturagdo da
planta e podem resultar em granulos de amido com propriedades fisico-quimicas

diferenciadas, interferindo em suas aplicacdes industriais.

2.2. HIDROLISE ENZIMATICA DO AMIDO

E necessaria a acdo de diferentes enzimas para a converséo eficiente do amido
em produtos de peso molecular mais baixo, tais como dextrinas, maltose e glicose
(OLIVEIRA et al., 2015).

As principais enzimas amiloliticas sdo a a-amilase (EC 3.2.1; glucano hidrolase
1,4-a-D-glucano), que cliva aleatoriamente as ligagdes a-1,4-glucosidicas internas de
amido, glicogénio e polissacarideos relacionados para produzir oligossacarideos de
diferentes tamanhos. A glucoamilase (EC 3.2.1.3; 1,4-a-D-glucanglucohydrolase) ou
amiloglucosidase é uma exoamilase capaz de hidrolisar as ligagdes glicosidicas a-1,4
através da remocdo sucessiva de unidades de glicose, a partir das extremidades nao
redutoras da cadeia, liberando as moléculas de D-glucose na -conformagéo (SILVA et
al., 2013; PASIN et al., 2014; TORRES et al., 2012).

As enzimas endo-amilases (a-amilases) e desramificadoras (isoamilases) séo
responsaveis em reduzir o grau de polimerizacdo da molécula de amido e producdo de
dextrinas lineares. As exoamilases sdo usadas em etapas subsequentes da hidrdlise
enzimética do amido. Essas enzimas hidrolisam dextrinas provenientes da liquefacéo,
produzindo maltose (B-amilases) ou glicose (amiloglucosidase, a-glucosidases e

glucoamilases) (Figura 2) (OLIVEIRA et al., 2015).

Figura 2. Representacdo esquematica da acdo das enzimas amiloliticas (SPIER, 2005).
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De acordo com CEREDA (2003) o amido pode ser hidrolisado de duas
maneiras: via quimica ou via enzimatica. Os hidrolisados pela via enzimatica sdo 0s
mais importantes amidos comerciais modificados. Esse tipo de hidrélise vem sendo
utilizada na inddstria para a producao de etanol a partir de amil&ceos.

A hidrolise enzimatica tem algumas vantagens em relacdo ao quimico, 0s
biocatalisadores, que agem sob condi¢des amenas de pH e temperaturas, reduzindo o
consumo de energia, a corrosdo de equipamentos eliminando as etapas de neutralizacao.
No entanto, a especificidade da catalise enziméatica pode ser considerada como a
principal vantagem de utilizar enzimas, impedindo a formagdo de subprodutos
indesejaveis habitualmente observados nos métodos quimicos (OLIVEIRA et al., 2015).

A concentracdo de enzimas é um fator fundamental na hidrélise de derivados de
amilaceos, podendo assim, interferir no processo (TORRES er al., 2012). Diferencas na
funcionalidade da hidrélise podem ser atribuidas a morfologia e estrutura de moléculas
da mesma. Existem estudos que apontam que a razdo entre a amilose a amilopectina
pode ser considerada um grande efeito na funcionalidade do amido e podem interferir

na eficiéncia da hidrdlise enzimatica desse polissacarideo (WISCHMANN et al., 2005).

2.3. CULTIVO DE MICRORGANISMOS EM ESTADO SOLIDO (CES)

O Cultivo em Estado Solido (CES) é definido como o crescimento de
microrganismos em substratos solidos umedecidos, no entanto, com auséncia de agua
livre entre as moléculas do substrato. Sendo assim, o determinado microrganismo se
desenvolve entre os fragmentos do substrato ou sobre o substrato, consumindo 0 mesmo
e liberando metabdlitos de interesse comercial (MITCHELL et al., 2006; RAHARDJO
et al., 2005).

O CES utiliza geralmente materiais de natureza fibrosa ou granular, permitindo
assim a retencdo de agua através da capilaridade, sendo que a capacidade de absorcdo
de &gua varia de acordo com o material utilizado (SOCCOL et al., 2005).

O CES tem ganhado destaque na produgdo de enzimas microbianas devido a
vérias vantagens econdmicas sobre os processos de fermentagdo submersa, pois 0s
conteldos dos meios sdo caros e muitas vezes inviaveis economicamente, por isso eles
precisam ser substituidos pelos subprodutos agricolas de alto volume e baratos para
reduzir os custos finais das produ¢des (MANIVANNAN et al., 2015).
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O uso do CES pode reduzir o impacto ambiental e agregar valor aos subprodutos
da agroinddstria. Entre as vantagens do CES esta a simplicidade das condi¢cbes de
crescimento, pois se assemelham aos sistemas ambientais onde muitos microrganismos
se desenvolvem, principalmente os fungos filamentosos; menor risco de contaminagéo
por utilizar pouca agua e reduzindo o consumo de energia. Esse tipo de processo
também resulta em maiores niveis de producdo. A principal desvantagem é a
classificacdo do controle dos parametros de cultivo como temperatura, pH e umidade,
devido a heterogeneidade do processo. Esse tipo de cultivo é amplamente utilizado para
a obtencdo de diversas enzimas microbianas, entre elas, amilase, celulase e xilanase
(GARCIA et al., 2015; REINEHRA et al., 2014).

2.4. APLICACOES INDUSTRIAIS DE ENZIMAS AMILOLITICAS

As amilases possuem um grande espaco no mercado mundial de enzimas. Essas
enzimas estdo disponiveis a partir de diferentes fabricantes para aplicacGes diversas,
como sacarificacdo do amido e producdo de xaropes, producdo de biocombustiveis,
desengomagem de produtos téxteis, producdo de detergentes para lougas, produtos
farmacéuticos, fabricagdo de cerveja, papel, dentre outras (SHARMA,;
SATYANARAYANA, 2013; OLIVEIRA et al., 2015).

Na industria de panificagdo, as a-amilases sdo altamente utilizadas, podendo ser
adicionadas na massa do péo, degradando o amido da farinha em pequenas dextrinas. A
adicdo dessa enzima pode intensificar a fermentacdo e também reduzir a viscosidade da
massa do pao, obtendo assim, melhorias no volume e na textura do produto (SAHNI;
GOEL, 2015).

Na industria téxtil, as amilases vém sendo utilizadas na eliminacéo de gomas de
amido e derivados, em troca do uso de antioxidantes, que danificam em maiores
proporcdes a celulase, protegendo assim as fibras. Ja as a-amilases sdo utilizadas para a
retirada de gomas de diversos tipos de tecidos, como jeans, sendo utilizadas também na
limpeza destes tecidos. Assim como ocorre na inddstria téxtil, na industria de papel e
celulose a cobertura do papel é feita com o intuito de proteger o papel durante o
processo contra danos, além de melhorar a qualidade final do papel (SOCCOL et al.,
2007).
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O mercado de enzimas no Brasil é extremamente importador, possuindo um
grande potencial para a producdo de enzimas, tendo como motivo a abundancia de

matéria organica e maior diversidade biologica (MUSSATO et al., 2007).

3. METODOLOGIA
3.1. Microrganismo

Neste trabalho foi utilizado o fungo filamentoso meséfilo Penicillium sp. O
microrganismo foi isolado de amostras de solo coletadas do Bioma Cerrado, localizado
na regido de Dourados — MS. A linhagem selecionada foi identificada pela Colecéo
Brasileira de Microrganismos de Ambiente (CBMAI) da Universidade de Campinas
(UNICAMP), Campinas — SP. O microrganismo foi cultivado a 28°C em meio agar

sabouraund dextrose e mantido a 4°C.

3.2. Inéculo

O microrganismo foi cultivado em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 40
mL do meio &gar Sabouraund Dextrose inclinado, mantido por 48 horas a 28°C. A
suspensdo do microrganismo foi obtida pela raspagem suave da superficie do meio de
cultura, sendo empregados 25 mL de solu¢do nutriente (0,1% de sulfato de amonio,
0,1% de sulfato de magnésio hepta-hidratado e 0,1% de nitrato de calcio m/v). A
inoculacdo do fungo nos substratos (residuos agricolas) se deu pela transferéncia de 5

mL desta suspenséo.

3.3. Producéo de amilase por Cultivo em Estado Solido (CES)

Foram utilizados diferentes residuos agroindustriais para o cultivo microbiano:
farelo de trigo, farelo de soja, casca de soja, casca de arroz, sabugo de milho e palha de
milho. O cultivo microbiano ocorreu em frascos Erlenmeyer de 250 mL com 5 g de
substratos umedecidos com solugdo nutriente (descrita anteriormente). Todos o0s
substratos foram devidamente lavados com agua destilada e logo ap6s secos em estufa a
50°C por 48 horas. O material utilizado foi esterilizado a 121°C por um periodo de 20
minutos. Apds a inoculagdo do microrganismo, os frascos Erlenmeyer foram mantidos a
28°C. O substrato que apresentou melhor produgdo das enzimas foi adotado para a
avaliacdo de outros pardmetros fermentativos (umidade, temperatura e tempo de

cultivo), sendo adotada a condicdo Otima de cada experimento, nos ensaios
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subsequentes. Os experimentos foram realizados em duplicatas e os resultados obtidos

representam as médias obtidas.

3.4. Extracao da enzima

Para a extracdo da enzima foram adicionados 50 mL de agua destilada nos meios
fermentados sendo mantidos em agitacdo por 1 hora a 150 rpm. Posteriormente, todo
conteddo foi filtrado em tecido sintético (nylon) e centrifugado a 1500 x g por 5

minutos a 5°C. O sobrenadante foi denominado extrato enzimatico e utilizado.

3.5. Determinacao da atividade de amilase

A atividade enzimatica foi determinada pela adicdo de 0,1 mL de extrato
enzimatico em 0,9 mL de tampao acetato de sodio 0,1M, pH 4,5, contendo 1% de amido
de milho (Maisena®). Apdés 10 minutos de reagdo, o acUcar redutor liberado foi
quantificado pelo método DNS (3,5-acidodinitrosalisilico) descrito por Miller (1959).
Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para liberar 1umol de produto por minuto de reacdo (ALVES-PRADO et al.,
2002).

3.6. Analise estatistica
Para obtencdo de melhores resultados, foi realizado o teste de analise de
variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey, a 0,01% de significancia.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Selecéo de substrato para producgdo de amilase

Entre os substratos avaliados, o farelo de trigo apresentou uma maior producéo
em relacdo aos demais, atingindo 22,97 U/g de substrato seco em 96 horas de incubacéo
(Tabela 1).

Tabela 1: Producdo de amilase a partir do fungo Penicillium sp. em diferentes
substratos por Cultivo em Estado Sélido. em 60% de umidade, em uma temperatura de

28°C por 96 horas de cultivo. As médias da producdo com letras diferentes indicam
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diferencas significativa de acordo com o teste de Tukey realizado a 0,01% de

significancia.
Substrato Amilase (U/g)
Casca de arroz 1,12+0°
Farelo de trigo 22,97+6,54°
Farelo de soja 4,85+1,22"
Palha de milho 1,12+0°
Sabugo de milho 2,74+0,20°

O cultivo de microrganismos em diferentes substratos como a casca de arroz,
farelo de soja, palha de milho e o sabugo de milho apresentou producdo enzimatica
inferior quando comparado aos cultivos em farelo de trigo. I1sso pode ser explicado, pois
o farelo de trigo é um substrato extremamente complexo e rico em proteinas, minerais,
carboidratos, lipideos e vitaminas do complexo B. Esses nutrientes favorecem o
crescimento microbiano e a producéo de diversas enzimas (HAQUE et al., 2002).

O farelo de trigo pode ser considerado como um dos melhores residuos
agroindustriais para a producdo de amilase a partir de fungos filamentosos
(KUNAMNENI et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2016).

Chimata et al. (2010) avaliaram em seu trabalho trés tipos de substratos, tendo
como melhor resultado o cultivo em farelo de trigo do fungo Aspergillus sp. MKO7 para
producdo de amilase. Manivannam et al. (2015) também obtiveram melhores resultados
com farelo de trigo comparado ao farelo de arroz, utilizando o fungo Aspergillus flavus

para produg¢ao de o-amilase.

4.2. Temperatura étima para producao da enzima

De acordo com os dados mencionados na figura 3, o fungo Penicillium sp.
apresentou maior producdo de amilase na temperatura de 30°C, atingindo uma média de

30,9 U/g de substrato seco.

Figura 3: Producdo de amilase a partir do fungo Penicillium sp. em funcdo da
temperatura em farelo de trigo por Cultivo em Estado Sélido, em 60% de umidade por
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96 horas de cultivo. As médias da produgdo com letras diferentes indicam diferenca

significativa de acordo com o teste de Tukey realizado a 0,01% de significancia.

35 1

30 1

——i

25

HH o

20 -

15 -

Amilase (U/g)

10 -

—t—0

(@)}
1
4 —— 0

20 25 30 35 40
Temperatura ( C°)

Dar et al. (2015) avaliaram em seu trabalho diferentes temperaturas de
crescimento para a espécie Penicillium chrysogenum, sendo este do mesmo género do
fungo utilizado no presente trabalho, tendo maior crescimento na temperatura de 30°C,
0 mesmo obtido no cultivo do atual trabalho.

De acordo com Chimata et al. (2010) a temperatura é considerada um dos
parametros de maior importancia para a elevada producdo de enzimas. Devido ao
acumulo do calor metabdlico gerado, ela influéncia diretamente na germinacdo de

esporos e consequentemente a formacéo do produto de interesse.

4.3. Variagédo da umidade inicial do meio de cultivo

A maior producdo de amilase pelo fungo Penicillium sp., 31,7 U/g de substrato

seco, foi obtido em cultivos contendo 55% de umidade inicial (Figura 4).

Figura 4: Producdo de amilase a partir do fungo Penicillium sp. em funcdo da umidade
inicial do meio em farelo de trigo por Fermentacdo em Estado Solido por 96 horas de
cultivo em 30°C. As médias da producao com letras diferentes indicam uma diferenca

significativa de acordo com o teste de Tukey realizado a 0,01% de significancia.
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Geralmente os fungos filamentosos possuem a capacidade de se desenvolverem
em baixas umidades, em torno de 40-60%, confirmando a umidade obtida neste
trabalho. Porem a umidade depende diretamente do nivel de retencdo de agua do
substrato utilizado na fermentacdo (BASSO et al., 2010).

Oliveira et al. (2015) obtiveram em seu trabalho uma umidade 6tima de 70%
para producdo de amilase por fungos leveduriformes, umidade esta, consideravelmente
distinta a encontrada no presente trabalho. A producdo da enzima em baixos teores de
umidade é uma caracteristica desejavel, considerando que, estudos mostram que
umidades acima de 80% favorecem a contaminacgéo bacteriana (CRUZ et al, 2011).

A umidade do substrato também é considerada um dos parametros que
influenciam no sucesso do CES. A umidade ideal depende da natureza do substrato, um
alto nivel de umidade pode diminui a porosidade, aumentar o risco de contamina¢do do
meio ou reduzir as trocas gasosas do meio. Por outro lado, baixos niveis de umidade
podem dificultar o crescimento do microrganismo (GARCIA et al., 2015; SANTOS et
al., 2016).

4.4. Tempo de cultivo

O tempo de cultivo foi avaliado totalizando 168 horas. A maior producdo da

enzima foi obtida entre 96 a 144 horas de cultivo, cerca de 43,4 U/g de substrato seco,
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sendo obtido como étimo 96 horas por se tratar do menor tempo de incubacéo donde foi

obtido quantidades apreciaveis de enzimas (Figura 5).

Figura 5: Producdo de amilase a partir do fungo Penicillium sp. em fungéo de cultivo
em farelo de trigo por Cultivo em Estado Sélido em 30°C em 55% de umidade. As
médias da producdo com letras diferentes indicam uma diferenca significativa de acordo

com o teste de Tukey realizado a 0,01% de significancia.
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Apos o tempo de 144 horas, foi observada uma leve diminuicdo na producao da
enzima, isso se deve provavelmente ao esgotamento de nutrientes do substrato, inibindo
assim o crescimento do microrganismo e a secrecdo da enzima de interesse. A tendéncia
de utilizar enzimas de origem microbiana esta relacionada com menor tempo necessario
para sua obtencéo, principalmente quando comparada com enzimas de origem vegetal e
animal (OLIVEIRA et al., 2006).

Trabalhos anteriores relatam a maior produgdo de enzimas amiloliticas pelo
cultivo em estado sélido de diferentes espécies fungicas, por igual ou maior periodo de
incubacdo (ONOFRE et al., 2016; CASTRO et al., 2010; CHIMATA et al., 2016).

A producéo obtida no presente trabalho ndo esta entre os maiores descritos na
literatura, no entanto, trabalhos anteriores relatam producdes similares. Castro et al.
(2010) investigaram a producdo de amilase por CES com torta de babagu, utilizando

Aspergilus awamori 10C-3914, obtendo 40,5 de substrato para exoamilase. Ferreira et



22

al. (20121) relatam a producdo de 16,58 U/g™ pelo fungo Chrysoporium zonatum, e
55,06 U/g” pelo fungo Malbranchea pulchella. O microrganismo Rhizopus orzyar
apresentou uma producdo de 63,50 U/g™ quando cultivados em farelo de trigo
(FERREIRA et al., 2015). Bernardes et al. (2014) relatam producdo de

aproximadamente 13,00 U/g™ pelo fungo Rhizomucor miehei.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Com o presente trabalho avaliaram-se diversos pardmetros para a producao de
enzimas amiloliticas pelo fungo Penicillium sp., podendo constatar que o substrato
farelo de trigo apresentou melhores condi¢ces em comparagdo aos demais substratos
agroindustriais testados.

A temperatura de 30°C e umidade inicial do meio de 55% apresentaram
melhores expressdes enzimaticas ap6s 96 horas de cultivo.

Esses resultados permitem inferir que o fungo Penicillium sp. apresenta
potencial para producdo de amilase quando cultivado em meio de baixo custo e tempo

relativamente baixo, o que incentiva a continuidade desse trabalho.
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