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RESUMO

As amilases catalisam a hidrolise das ligagdes glicosidicas do amido, gerando
agucares redutores, como glicose e maltose. Essas enzimas apresentam ampla
aplicacdo nas industrias alimenticia, farmacéutica e de biocombustiveis. O objetivo
deste trabalho foi caracterizar bioquimicamente a amilase produzida pelo fungo
Paecilomyces variotii por cultivo em estado so6lido, utilizando residuos agroindustriais
como substratos. A producéo de amilase foi obtida utilizando uma mistura de bagaco
de malte e farelo de trigo (1:1), apos 144 horas de cultivo a 30 °C, alcangando
atividade de 4032 U/g de substrato seco. O extrato enzimatico também apresentou
atividades de [B-glicosidase, xilanase e pectinase. A atividade 6tima da amilase
ocorreu em pH 5,0 e 50 °C, mantendo sua estabilidade estrutural entre pH 3,0-8,0 e,
apés uma hora de incubacdo a 55 °C, a enzima manteve mais de 75% de sua
atividade residual. Os resultados demonstram o potencial biotecnoldgico de P. variotii
para a producdo de amilase termoestavel e outras enzimas industriais a partir de

cultivos de baixo custo, utilizando subprodutos da agroindustria como substrato.

Palavras-chave: Enzimas amiloliticas; Substratos lignocelulésicos; Estabilidade

enzimatica; Enzimas industriais.



ABSTRACT

Amylases catalyze the hydrolysis of glycosidic bonds in starch, generating reducing
sugars such as glucose and maltose. These enzymes have broad applications in the
food, pharmaceutical, and biofuel industries. This study aimed to biochemically
characterize the amylase produced by the fungus Paecilomyces variotii by solid-state
fermentation using agro-industrial residues as substrates. Amylase production was
obtained using a mixture of malt bagasse and wheat bran (1:1), after 144 hours of
cultivation at 30 °C, reaching an activity of 4032 U/g of dry substrate. The enzymatic
extract also showed B-glucosidase, xylanase, and pectinase activities. The optimal
activity of the amylase occurred at pH 5.0 and 50 °C, maintaining structural stability
between pH 3.0-8.0. After one hour of incubation at 55 °C, the enzyme retained
more than 75% of its residual activity. The results demonstrate the biotechnological
potential of P. variotii for the production of thermostable amylase and other industrial

enzymes using low-cost agro-industrial by-products as substrates.

Keywords: Amylolytic enzymes; Lignocellulosic substrates; Enzyme stability;

Industrial enzymes.
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1. INTRODUGAO

Enzimas sado proteinas que atuam como catalisadores bioloégicos, ou seja,
aceleram reacbes quimicas nos seres vivos, tornando o metabolismo dos
organismos mais eficientes. Além disso, cada enzima tem sua especificidade,
atuando sobre um ou poucos substratos. A atividade enzimatica é regulavel,
podendo ser estimulada ou inibida por fatores fisico e quimicos, como: pH,
temperatura e concentragao de substrato (PACHECO; MENDES, 2021).

As enzimas sao classificadas em seis grupos principais, conforme a reagao
que catalisam: Oxido-redutases (transferem elétrons), Transferases (transferem
grupos quimicos), Hidrolases (usam agua para quebrar ligagdes), Liases (formam ou
quebram duplas ligagdes), Isomerases (catalisam rearranjos moleculares) e Ligases
(unem moléculas, usando energia). Amilases sao enzimas que catalisam a hidrdlise
de ligagdes glicosidicas do amido em moléculas menores, como a glicose, maltose,
maltotriose e dextrinas (NELSON; COX; HOSKINS, 2019).

Em 2017, o mercado mundial de enzimas movimentou aproximadamente US$
7,1 bilhdes, e alcangou US$ 11 bilndes até 2024, crescendo em média 5,7% ao ano
no periodo entre 2018 e 2024, sendo que a Europa representou por cerca de um
terco da producgédo global em 2017, sendo os microrganismos responsaveis pela
producdo de aproximadamente 70% do total de enzimas comercializadas
(PAPADAKI et al., 2020).

Diante desse contexto, o processo de obtengao dessas enzimas apresenta
um elevado custo, devido principalmente aos meios de cultura empregados no
crescimento microbiano, os quais podem corresponder a aproximadamente 30—40%
do valor total de produgdo dos biocatalisadores (JOO; CHANG, 2005). Visando a
reducao do custo na produgao dessas enzimas o Cultivo em Estado Sdlido (CES) se
mostra uma opg¢éo vantajosa.

Esse tipo de cultivo utiliza residuos agroindustriais de baixo custo como fonte
de nutrientes para os microrganismos. Além do mais, esses residuos sao
amplamente disponiveis, muitas vezes sem valor comercial ou com custo reduzido, o
que diminui significativamente os gastos com meios de cultura. Consequentemente,
demanda menor volume de agua, menos energia para aeragao e agitacdo, assim
reduzindo custos de tratamento de efluentes, fatores que contribuem para um

processo produtivo mais barato e sustentavel (SOCCOL et al., 2017).
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Entretanto, os residuos gerados pela agroindustria ainda sdo pouco
aproveitados e em sua grande maioria sao descartados por apresentarem baixo
valor agregado, porém, esses subprodutos sao ricos em fibras e os acgucares,
podendo ser empregados em diversos bioprocessos visando diminuigao de custos e
também como um método para minimizar os impactos ambientais (SOCCOL et al.,
2017).

No cenario brasileiro, em 2023, a produgao de cerveja atingiu 15,36 bilhdes
de litros, de acordo com o Anuario da Cerveja. Esse volume foi produzido por 1.847
cervejarias registradas no Ministério da Agricultura e Pecuaria (Mapa). Como
resultado, o bagaco de malte de cevada é o principal residuo das cervejarias:
corresponde a 85% do material sélido descartado. Esse residuo é originado no inicio
do processo de producdo de cervejas, estima-se que, para cada 100 litros de
cerveja, cerca de 20 kg de bagaco de malte de cevada sejam produzidos, portanto
cerca de 3 milhdes de toneladas desse residuo sao gerados por ano (MAPA, 2023).

De acordo com Mussatto (2010) o bagaco de malte de cevada apresenta 35%
de hemicelulose, 20% de celulose, 10% de lignina e 10% de lipidios. Além de
afirmar que o bagago de malte € rico em proteinas e fibras, as quais correspondem a
cerca de 20 e 70% da sua composicao, apresentando potencial a ser utilizado como
substrato para cultivo em estado sélido de fungos filamentosos.

Em sintese, esse método além de reduzir significativamente os custos de
producdo, contribui para o aproveitamento de subprodutos que, de outra forma,
seriam descartados e causariam impactos ambientais. Portanto, o CES alia inovagao
tecnologica a responsabilidade ambiental, demonstrando ser uma alternativa
promissora (PANDEY, 2003). A abundéancia e composicado rica desses residuos
reforgcam sua importancia como substrato. Dessa forma, esse tipo de cultivo fortalece
a integracao entre economia circular, biotecnologia e sustentabilidade.

Além do fungo ser reconhecido principalmente pela produgcdo de diversas
enzimas de interesse industrial, é estudado por sua capacidade de controle biolégico
contra fitopatbgenos em culturas agricolas e como promotor do crescimento de
plantas (PGPF) devido a produgdo de substédncias como sideréforos
(MORERO-GAVIRA et al., 2020). Em suma, o presente trabalho teve o objetivo de
caracterizar a amilase produzida pelo cultivo em estado solido do fungo
Paecilomyces variotii em bagaco de malte de cevada e farelo de trigo; em conjunto

com a avaliagao do perfil catalitico do extrato enzimatico produzido.
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2. METODOLOGIA

2.1 Microrganismo

No presente trabalho o fungo filamentoso mesofilo Paecilomyces variotii foi
utilizado para producdo de amilase. O microrganismo foi previamente isolado de
material em decomposi¢éo oriundo de pilhas de compostagem localizadas na regiao
de Dourados, Mato Grosso do Sul. A identificagdo taxonémica foi realizada pela
Micoteca URM, vinculada a Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). O isolado
foi culivado em meio Sabouraud Dextrose Agar a 30°C e, posteriormente,
armazenado sob refrigeracdo a 4°C no Laboratério de Enzimologia e Processos
Fermentativos da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais da Universidade
Federal da Grande Dourados (FCBA/LEPFER/UFGD).

2.2 Preparo do Inéculo

Para a obtengao do in6culo, o microrganismo foi inicialmente cultivado por 48
horas a 30°C em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 60 mL de meio agar
Sabouraud Dextrose inclinado. Apds o crescimento, a biomassa fungica foi obtida
pela raspagem suave da superficie do meio, utilizando 25 mL de uma solugéo
nutriente contendo 0,1% de sulfato de amobnio, 0,1% de sulfato de magnésio
hepta-hidratado e 0,1% de nitrato de célcio (m/v), resultando na suspensdo
inoculante. A etapa de inoculagdo consistiu na transferéncia de 5 mL dessa

suspensao para os residuos agroindustriais (SANGUINE et al., 2022).

2.3 Producgao de Amilases por Cultivo em Estado Sdélido

A produgédo de amilases foi realizada em cultivo em estado sélido, utilizando
frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 5 g de uma mistura homogénea de
residuos agroindustriais sendo 2,5 g de bagaco de malte e 2,5 g de farelo de trigo.
Os residuos foram previamente lavados com agua destilada, secos em estufa a
50°C por 48 horas e, em seguida, esterilizados em autoclave a 121 °C por 20
minutos. A umidificacdo dos substratos foi realizada com a mesma solugéo nutriente

empregada na preparagao do inéculo, com umidade inicial de 55%. Posteriormente
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a inoculagao do fungo, os frascos foram mantidos a 30°C por 144 horas (SANGUINE
et al., 2022).

2.4 Extracao da Enzima

Para a extracdo da enzima foram adicionados 50 mL de agua destilada aos
residuos agroindustriais fermentados, que foram macerados com o auxilio de bastao
de vidro. A mistura foi mantida sob agitacao a 100 rpm por 1 hora, filtrada em tecido
sintético (nylon) e centrifugada a 1500 x g por 10 minutos. O sobrenadante obtido,
denominado extrato enzimatico, foi utilizado nas etapas subsequentes do
experimento (SANGUINE et al., 2022).

2.5 Avaliagao da Atividade Amilolitica

A mensuracao da atividade catalitica da amilase foi realizada incubando 0,1
mL do extrato enzimatico com 0,9 mL de solugdo tampéao acetato de sédio 0,1 M,
ajustada para pH 4,5, contendo 1% de amido de milho (m/v) como substrato. Apds
um periodo de reacdo de 10 minutos, a quantificagdo dos acgucares redutores
formados foi realizada pelo uso do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS), de acordo com o
método proposto por Miller (1959). Uma unidade de atividade enzimatica foi definida
como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 pmol de produto por minuto sob as
condigdes experimentais adotadas (CAVALHEIRO et al., 2017).

2.6 Efeito do pH e da Temperatura sobre a Atividade Enzimatica

A influéncia do pH na atividade da enzima foi avaliada utilizando tamp&o
Mcllvaine em uma faixa de pH de 3,0 a 8,0 contendo 1% de amido (m/v), as rea¢des
foram realizadas a 50°C. Para identificar a temperatura 6tima, a atividade enzimatica
foi quantificada em diferentes temperaturas, variando de 30°C a 80°C, sob o pH
previamente identificado como ideal.

A estabilidade da enzima frente a variagcbes de pH foi avaliada por meio da
incubacao da enzima por 24 horas a 25°C em diferentes solugdes tampao: Mcllvaine
(pH 3,0-8,0), Tris-HCI 0,1 M (pH 8,0-8,5) e Glicina-NaOH 0,1 M (pH 8,5-11,0). As
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amostras foram posteriormente submetidas a quantificacdo da atividade residual nas
condicdes 6timas previamente determinadas para pH e temperatura.

A estabilidade térmica (termoestabilidade) da enzima foi avaliada pela
incubagao da solugdo enzimatica em diferentes temperaturas (30 a 80°C), durante 1
hora, sendo a atividade residual mensurada nas condi¢bes otimas de pH e
temperatura da enzima (CAVALHEIRO et al., 2017).

2.7 Avaliagao do Potencial Catalitico do Extrato Enzimatico Bruto

A atividade de B-glicosidase foi quantificada utilizando o substrato sintético
p-nitrofenil-pD-glucopiranosideo (4 mM, Sigma). As atividades de endoglucanase,
xilanase e pectinase foram avaliadas utilizando carboximetilcelulose (3%), xilana
(1%) e pectina (1%) como substratos, respectivamente, e a liberagdo de agucares
redutores foi determinada pelo método DNS (Miller, 1959). Uma unidade de
atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima necessaria para

liberar 1 umol de produto por minuto de reagdo (GARBIN et al., 2021).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito do pH e temperatura sobre a atividade da enzima
Legenda da imagem 1 esta sobreposta a imagem;

A amilase produzida pelo fungo Paecilomyces variotii apresentou maior
atividade catalitica em pH 5,0 a 50°C (figura 1). Michelin et al. (2010) obtiveram
resultados proximos aos descritos no presente trabalho. Os autores relataram
atividade 6tima em pH 4,0 a 60°C para a alfa-amilase purificada de cultivo submerso
de Paecilomyces variotii. A enzima manteve-se estavel quando incubada por 1h a
55°C. O que confirma a producao de amilases estruturalmente estaveis por P. variotii

mesmo em cultivos submersos.
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Figura 1. Efeito do pH (A) e da temperatura (B) na atividade amilolitica.

A) B)

Aividade amilolitica ¢3)
Atividade amilolitica ()

pH Temperatura { °C)

Fonte: Elaborado pelos autores, 2025.

Com relacao a estabilidade, a enzima manteve mais de 80% de sua atividade
original entre a faixa de pH 4,0-7,0 (Figura 2A) e foi recuperado mais de 60% da sua
atividade quando incubada em pH 4,0 e 8,0. Resultados semelhantes foram
encontrados por Gillet et al. (2023), que descreveu o pH de estabilidade da amilase
produzida por Trichoderma stromaticum em torno de 90%, entre pH 4,0 e 7,0. A
amilase produzida por Aspergillus brasiliensis manteve atividade acima de 90% na
faixa de pH 3,0-6,5 e acima de 88% na faixa de pH 7,0-8,0 (ALMEIDA et al., 2017).

A atividade catalitica da amilase produzida por P. variotii se manteve por 1
hora em temperaturas entre 30 a 60°C, preservando mais de 75% de sua atividade.
Ao ser exposta a 65°C, a atividade enzimatica reduziu para aproximadamente 40%
(Figura 2B). Essa caracteristica € muito importante para aplicagao industrial, pois a
maioria dos processos requer enzimas termotolerantes. Simdes (2021) descreveu a
atividade enzimatica maxima da amilase produzida por Penicillium sp. FSDE 15 a
60°C obtendo resultados para temperatura de estabilidade similar ao do presente
estudo, enquanto Zhang, Liu e Chen (2023) registraram que a amilase produzida por
Aspergillus flavus 9261 foi estavel a 50 °C por 1 h, mas perdeu sua atividade quase
completamente quando incubada por 30 minutos a 60 °C.

A estabilidade enzimatica frente a variagdes de temperatura e pH € um fator
essencial para o desempenho adequado dos biocatalisadores, que tendem a perder
parte de sua atividade quando expostos a calor excessivo ou a condi¢des extremas
de acidez ou alcalinidade (DAHIRU et al., 2024). No processamento de amido, por
exemplo, enzimas termoestaveis capazes de resistir a altas temperaturas e a
condicdes acidas sao essenciais para a otimizagao de custos e tempo do processo
(LIAQAT et al., 2024).
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Figura 2. Estabilidade ao pH (A) e a temperatura (B) da amilase produzida por P.

variotii.

100 - 100 o
80 9 80

60 60 -
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Fonte: Elaborado pelos autores, 2025.

3.2 Potencial catalitico do extrato enzimatico

O extrato enzimatico produzido por P. variotii apresentou atividade de outras
enzimas de interesse industrial, além da amilase descrita neste trabalho, dentre elas:
B-glicosidases, pertencentes a classe das hidrolases, que atuam na clivagem de
ligagbes glicosidicas presentes em dissacarideos e oligossacarideos derivados da
degradagdo da celulose, liberando glicose como produto final (SINGH, 2015);
xilanases, representadas principalmente por endoxilanases e B-xilosidases, que
atuam de forma sinérgica na degradacdo da hemicelulose liberando
xilo-oligossacarideos e xilose (ABENA e SIMACHEW, 2024).

O extrato também apresentou atividade de pectinases, responsaveis pela
degradacdo da pectina. Nesse grupo, destacam-se as pectina esterases, que
catalisam a hidrolise de ligagdes éster, produzindo acido péctico, e as
despolimerases, que clivam ligagbes glicosidicas desse polimero (CHEN et al.,
2023). Além dessas enzimas, foram detectadas endoglucanases, enzimas
hidroliticas que promovem a clivagem interna de ligagcbes [B-1,4-glicosidicas em
regides amorfas da celulose, gerando oligossacarideos de diferentes comprimentos
e aumentando a acessibilidade das fibras para outras enzimas celuloliticas
(LUCARINI et al., 2024).

Dentre as enzimas quantificadas, a produgao de Enzimas Amiloliticas foi a
mais expressiva, alcangcando 4032 U/g. Esse resultado mostra-se notavelmente

superior ao de outras cepas fungicas, como Aspergillus tamarii MTCC5152, que
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apresentou atividade de 519,40 U/g (PREMALATHA et al., 2023), e Cunninghamella
echinulata, com 157,66 U/g (CAVALHEIRO et al., 2023).

O mesmo extrato enzimatico apresentou 198,03 U/g para B-glicosidases,
valor consideravelmente superior ao relatado por Dina, Thankamani e Abraham
(2023) para Asperqgillus flavipes cultivado em estado sélido, que produziu 17,0 U/g, e
também acima dos resultados obtidos por Ezeilo et al. (2022), que registraram
131,76 U/g para Trichoderma asperellum UC1 e Rhizopus oryzae UC2 sob
condi¢cdes semelhantes de cultivo.

Para as xilanases, 65,15 U/g, a produgao obtida foi superior ao reportado por
Sekuljica et al. (2023), que verificaram producéo de 21 U/g de xilanase extracelular
por Penicillium rubens por cultivo em estado solido. No entanto, as atividades de
pectinases e endoglucanases apresentaram valores inferiores aos descritos na
literatura. Para efeito comparativo, Videira (2021) relatou a produgao de 715,7 U/g
de pectinase e 115,8 U/g de endoglucanase por Pycnoporus sanguineus em cultivo
em estado sélido, evidenciando que o fungo P. variotii apresenta menor potencial

para a producdo dessas duas enzimas.

Tabela 1. Potencial catalitico do extrato enzimatico produzido por cultivo em estado

sélido do fungo P. variotii.

Enzimas U/g
Amilases 4032
B-glicosidases 198,03
Xilanases 65,15
Pectinases 18
Endoglucanases 6,02

Fonte: Elaborado pelos autores, 2025.

De forma geral, o extrato enzimatico de P. variotii apresentou um perfil
diversificado de hidrolases, com destaque para a elevada atividade de amilases,
complementada por B-glicosidases e xilanases em niveis relevantes. Esse conjunto
enzimatico amplia consideravelmente suas possibilidades de aplicacdo. As Enzimas

Amiloliticas, em especial, tornam o extrato promissor para setores como o de
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alimentos e bebidas, em processos de sacarificacdo do amido aplicados a
panificagdo, a industria cervejeira e a formulacdo de ragdes para animais. A
presenca de B-glicosidases e xilanases favorece o aproveitamento de residuos
agroindustriais na geragdo de acgucares fermentesciveis, fortalecendo iniciativas

voltadas a produc¢ao de biocombustiveis.

4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que o fungo
Paecilomyces variotii tem potencial de produzir amilases, 3-glicosidases e xilanases,
quando cultivado em estado sodlido utilizando residuos agroindustriais, sendo um
método sustentavel e com custo reduzido de produgéo.

A amilase produzida mostrou-se muito promissora do ponto de vista industrial,
por apresentar estabilidade estrutural em ampla faixa de temperatura e pH, pois em
processos industriais ndo se tem um controle rigoroso destes parametros, resultando
em maior tolerancia as variagdes ao longo dos processos.

Portanto, o estudo evidencia que o fungo Paecilomyces variotii pode ser
utilizado para a produgédo de enzimas industriais em meios de baixo custo, além de
produzir enzimas com caracteristicas favoraveis a aplicagdo industrial,
destacando-se como uma alternativa viavel para a industria de alimentos, bebidas e

biocombustiveis.
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