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RESUMO

A batata-doce [Ipomoea batatas (L) Lam] apresenta-se como uma excelente fonte de
biomassa para producdo de alcool combustivel, associada a baixo custo de
produgao e rusticidade, porém inviavel economicamente devido a altos custos em
seu processo de hidrdlise. As atividades desenvolvidas neste estudo visaram
otimizar a produgdo de enzimas amilaceas produzidas por Aspergillus niger e
posteriormente utiliza-las no processo hidrolitico de cinco cultivares de batata-doce,
bem como comparar a eficiéncia destas com enzimas comerciais. A fim de se
estabelecer niveis de produgdo de amilases mais elevados, foram avaliadas
diferentes condi¢des de cultivo do fungo tais como fonte de carbono, pH do meio de
cultivo, cinética e temperatura de crescimento. Posteriormente, as melhores
condigbes hidroliticas para batata-doce foram determinadas utilizando-se tanto
enzimas purificadas (a-amilase e amiloglicosidase) quanto produzidas por A. niger.
Os agucares redutores totais foram quantificados pelo método ADNS (Miller, 1959) e
o teor de glicose por meio da utilizagdo do kit glicose método enzimatico. Excelentes
niveis de producao de amilases foram obtidos quando A. niger foi cultivado em
farinha de mandioca, por cinco dias, pH 5,0 e a temperatura de 30°C. Maior
eficiéncia do processo hidrolitico da cultivar UGA 5 em relagao ao custo/beneficio
empregando-se enzimas comerciais foi obtida por meio da associacdo de
amiloglicosidase e a-amilase purificadas, nas concentragdes de 0,5 U/g amido e 750
U/g amido, respectivamente, por 120 minutos. Ao se empregar as enzimas
produzidas por A. niger, as melhores condi¢gdes de hidrolise estabelecidas para este
mesmo cultivar foram seis horas de reacdo, temperatura de 60 °C e pH 4,5,
resultando na liberagao de 0,76 g de agucares redutores e 0,53 g de glicose, a partir
de 1 g de batata-doce. Apos sua otimizagéo, o processo hidrolitico foi avaliado sobre
todas as cultivares. Dentre elas, a UGA56 apresentou os maiores rendimentos,
porém a UGA5 mostrou-se mais promissora, por apresentar maior produtividade e
bons indices de sacarificagdo, correspondendo a 0,77 g de glicose para enzimas
purificadas e 0,53 g para enzimas fungicas, implicando, estequiometricamente em
50 e 34 ml de etanol. O bioprocesso utilizando A. niger como produtor de amilases
se mostrou satisfatorio, possibilitando boa conversdao do amido de batata-doce em
acgucares e, principalmente, uma consideravel redugao nos custos associados ao
processo de sacarificagao.

Palavras chave: Amilases. Aspergillus niger. Batata-doce. Hidrdlise enzimatica.

STROPARO, E. C. Starch hydrolysis of potato and sweet for purified enzymes
produced by Aspergillus niger under optimized conditions 2012. 99 paginas.
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ABSTRACT

The sweet potato [[pomoea batatas (L) Lam] presents itself as an excellent source of
biomass for ethanol production, coupled with low production cost and hardiness, but
not economically viable due to high costs in the process of hydrolysis. The activities
developed in this study aimed to optimize the production of starch enzymes produced
by Aspergillus niger and later use them in the hydrolytic process in five cultivars of
sweet potato, as well as to compare the efficiency of these commercial enzymes. In
order to establish levels of amylases higher, were evaluated under different
conditions of cultivation of the fungus such as a carbon source, pH of the culture
medium, kinetics and growth temperature. Subsequently, the best conditions to
hydrolytic sweet potatoes were both determined using purified enzymes (a-amylase
and amyloglucosidase) or produced by A. niger. The reducing sugars were quantified
by ADNS (Miller, 1959) and the glucose content by using enzymatic kit glucose.
Excellent production levels of amylase are obtained when A. niger was grown in
cassava flour, for five days, pH 5.0 and 30 ° C. Improved efficiency of the process of
cultivating hydrolytic UGA 5 to the cost / benefit of employing commercial enzymes
was obtained through the association of a-amylase and amyloglucosidase purified in
concentrations of 0,5 U/g starch and 750 U/g starch , respectively, for 120 minutes.
By employing the enzymes produced by A. niger best hydrolysis conditions
established for the same genotype were six hours of reaction at 60°C and pH 4,5,
resulting in the release of reducing sugars of 0,76 g and 0,53 g of glucose from 1 g of
sweet potato. After the optimization, the hydrolytic process was evaluated on all
cultivars. Among them, UGAS6 showed the highest yields, but UGA5 was more
promising, due to its higher productivity and good rates of saccharification,
corresponding to 0,77 g of glucose to purified enzymes and 0,53 g for fungal
enzymes, implying , stoichiometrically in 50 ml of ethanol and 34. The bioprocess
using A. niger as a producer of amylases were satisfactory, allowing good conversion
of sweet potato starch into sugars, and especially a considerable reduction in costs
associated with the process of saccharification.

Key words: Amylases. Aspergillus niger. Sweet potato. Enzymatic hydrolysis.
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1 INTRODUGAO

O etanol que antes era tido como um anacronismo de outras décadas se
tornou, no século XXI, uma grande oportunidade de negdcios para o pais. A principal
matriz energética mundial continua a mesma: o petréleo. Porém, as preocupagodes
mudaram, principalmente em relagcdo ao ambiente, em decorréncia das mudangas
do clima. O consenso da comunidade cientifica em relacdo ao aquecimento do
planeta, devido ao aumento das emissdes de poluentes provenientes da queima de
combustiveis fésseis, reacendeu o interesse sobre os biocombustiveis.

Basicamente, a alternativa energética reside na agricultura, a qual oferece
uma amplitude de matérias-primas adequadas a produgéo de biocombustiveis, como
o etanol e o biodiesel. Em relacédo ao etanol, varias culturas se destacam, sendo que
no Brasil a cana-de-agucar domina amplamente o mercado. Entretanto, algumas
restricoes estdo atreladas a seu cultivo, tais como o ndo desenvolvimento em areas
de temperaturas mais baixas e a existéncia de somente um ciclo anual, dentre
outras (FELTRAN, 2009).

Segundo Silveira (2008), a batata-doce surge como uma alternativa
interessante, podendo vir a somar na produc¢ao de etanol brasileiro. Para isso, deve-
se ressaltar as principais caracteristicas positivas da utilizagdo desta amilacea, tais
como: curto ciclo de desenvolvimento (4-5 meses), rusticidade no campo, adaptagao
as condicdes tropicais, alto rendimento por tonelada de matéria prima e
aproveitamento do co-produto resultante de sua fermentagéo na alimentagcao animal,
uma vez que este concentra cerca de 23% de proteina em sua constitui¢ao.

Do ponto de vista do potencial para producédo de etanol, a batata-doce tem
sido relatada por alguns autores como uma fonte altamente promissora, podendo
produzir de 120 a 130 litros de etanol por tonelada de raizes (MENEZES, 1980). Em
seu trabalho, Araujo et al. (1978) obtiveram excelentes niveis de produtividade,
correspondendo a 158 litros de etanol por tonelada de raiz de batata-doce.
Entretanto, ha mais de 30 anos, os estudos sobre a potencialidade da cultura foram
praticamente abandonados, deixando-se uma imensa lacuna sobre conhecimento do

verdadeiro potencial da cultura para a produgao de etanol.



Atualmente, um dos principais gargalos tecnolégicos que tem inviabilizado a
utilizacdo da cultura da batata-doce como uma fonte viavel e segura para a
producao de etanol refere-se ao seu processo de hidrélise. Uma vez que a maior
concentracao de carboidratos encontra-se na forma amilacea, processos especificos
sd0 necessarios para a conversdo do amido em acucares, 0s quais deverdao ser
posteriormente fermentados para a produgao de etanol (GIRARD, 2006).

A hidrélise ou sacarificagdo do amido pode ocorrer por meio de um processo
acido ou enzimatico. A hidrélise acida apresenta como uma de suas vantagens o
tempo de conversdo mais curto. Porém, desvantagens como a necessidade de
neutralizacdo ao final do processo a fim de n&o inibir a fermentacdo posterior, a
corrosdo de equipamentos e geracdo de acucares nao fermentativos sao
observadas (CEREDA, 2001).

Usualmente, o processo de sacarificacdo enzimatica ocorre em reatores de
conversao, com a utilizacdo de enzimas que podem ser de origem vegetal ou
microbiana (LEONEL, 2000). Este processo oferece potencial de redugao de custos
em longo prazo, pois €& possivel se atingir rendimentos proximos dos
estequiométricos e em condicdes menos criticas de temperatura, pressdo e
agressividade quimica, além de ser menos poluente (LEATHERS, 2003).

Embora a hidrolise enzimatica tenha se consolidado como o procedimento
mais efetivo sua viabilidade econdmica esta fortemente atrelada ao custo com as
enzimas utilizadas no processo de hidrélise da biomassa (FARINAS et al., 2008).
Adicionalmente, a utilizagdo de enzimas comerciais durante o processo hidrolitico do
amido necessita de controladas temperaturas, as quais inviabilizam ainda mais o
processo, tornando-o menos vantajoso em relagdo a utilizagdo da cana de agucar,
por exemplo.

Uma vez que amilases estdo diretamente envolvidas nos custos de producéo
do etanol a partir da batata doce, este trabalho teve como objetivo otimizar a
produgdo de amilases produzidas por uma linhagem de A. niger, previamente
selecionado como um excelente micro-organismo amilolitico. Objetivou-se também
otimizar o processo de hidrolise da batata doce, empregando-se tanto enzimas
comerciais, quanto produzidas por A. niger em condigbes otimizadas, para um
estudo comparativo da eficiéncia desses processos.

2. OBJETIVOS



2.1. OBJETIVO GERAL:

Otimizar a producao de amilases por uma linhagem de A. niger, previamente
selecionada como boa produtora destas enzimas. Avaliar o potencial de hidrdlise da
batata doce empregando-se enzimas purificadas e produzidas por A. niger, sob

condi¢des otimizadas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

o Verificar a influéncia de diferentes fontes de carbono amilasicas, de baixo
custo, sobre a produgao de amilases por A. niger;

e Avaliar a cinética de produgéo das amilases em meio estacionario;

e Avaliar as influéncias do pH do meio de cultivo bem como da temperatura de
cultivo sobre a produgao de amilases;

e Analisar a influéncia de fatores fisico-quimicos sobre o processo de hidrdlise,
empregando-se enzimas comerciais e produzidas por A. niger,

e Comparar o rendimento de conversdo do material amilaceo em agucares

redutores via enzimas purificadas e produzidas por A. niger.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ACULTURA DA BATATA DOCE

A batata doce (lpomoea batatas (L.) Lam) é uma amilacea originaria da
América Tropical, sendo que o centro de sua origem refere-se a Regidao Nordeste da
América do Sul (SILVA et al, 1995). Possui elevado valor econémico e alimenticio,
sendo uma das fontes de seguranga alimentar de inumeras populagdes,
principalmente daquelas situadas em regides pobres.

Pertencente a familia das convolvulaceas, € uma planta de constituicao
herbacea, rastejante verde ou arroxeada, podendo alcangar de 3 a 5 m de
comprimento. Suas raizes s&o tuberosas e variam de forma, tamanho e coloragao,
conforme a cultivar e o meio ambiente em que sao produzidas. Por ser uma planta
natural de regides quentes, necessita de temperaturas elevadas durante todo o ciclo
vegetativo (SILVA e MAGALHAES, 2002).

Esta amilacea € uma das plantas mais eficientes na conversdo de energia
solar em quimica. Um dos pontos fortes dessa cultura € a rusticidade, ou seja, a
elevada capacidade de ser produzida em solos onde nao seria possivel a producao
de outras culturas mais exigentes. Além dessa caracteristica, uma vantagem
competitiva da batata-doce € o seu curto ciclo de produgéo (5-6 meses), permitindo
que sejam produzidas duas safras por ano. A vocagdo natural voltada para
pequenas e meédias propriedades também é considerada um dos pontos fortes
dessa cultura (SILVA et al, 1995).

A batata doce é uma hortaliga tipica das regides tropicais e subtropicais, que
apresenta custo de producdo relativamente baixo, com investimento minimo. No
Brasil, a batata-doce ¢é cultivada, praticamente, em todas as localidades e
principalmente como cultura de seguranca alimentar em pequenas propriedades
rurais. Esta distribuicdo se deve, além da riqueza nutricional, a sua capacidade de
producdo em solos com baixa a média fertilidade (SILVEIRA, 2008). Em 2006, os
dados do IBGE apontaram o Nordeste (19.381 ha), o Sul (18.768 ha) e o Sudeste
(5.635 ha) como as regides que tem as maiores areas de producao de batata-doce
(IBGE, 2006).
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Em relagdo a eficiéncia em quantidade de energia liquida, produzida por
unidade de area cultivada e por unidade de tempo, esta amilacea supera culturas
consagradas como arroz, banana, milho e sorgo. Produz grande volume de raizes
num ciclo relativamente curto, a um custo baixo e durante o ano inteiro (CAMARGO
FILHO et al., 2001).

A producgao de glicose a partir do amido da batata-doce tem por finalidade a
produgao de etanol. A idéia de produgao de etanol a partir da batata-doce nao é
nova. Desde os anos 1970, muitos pesquisadores ja buscavam desenvolver
combustivel dessa forma, mas sempre esbarravam na baixa produtividade, sendo
esta responsavel pela inviabilizagdo dos projetos (VITAL, 2008). Hoje, muitas
pesquisas estdo sendo desenvolvidas visando o melhoramento das variedades de
batata-doce e técnicas para aumento da produtividade por hectare para lavouras

comerciais.

3.2 COMPOSICAO QUIMICA DA BATATA-DOCE

A composi¢ado quimica das raizes da batata-doce revela que esta hortalica &
muito rica principalmente em carboidratos (amido), podendo variar de 13,4 a 29,2%
e acucares redutores de 4,8% a 7,8% em raizes frescas. Constitui-se ainda de
vitaminas B, proteinas, pequenas quantidades de gorduras e elevada porcentagem
de agua (59,1 a 77,7%). Como fonte de minerais, a batata doce apresenta, em 100
g, 0s seguintes teores: calcio (30 mg), fésforo (49 mg), potassio (273 mg), magnésio
(24 mg), enxofre (26 mg) e sédio (13 mg) (EMBRAPA, 2011). A batata-doce
apresenta pigmentos como o beta-caroteno, bem como comocarotenos e xantofilas,
0s quais estdo presentes em quantidades menores. Durante o processo de
armazenamento, devido a presenca de enzimas amiloliticas, parte do amido é
convertida em agucares soluveis e acucares redutores totais (MIRANDA et al.,
1995). Esta caracteristica € de suma importancia para a utilizagdo da batata doce
como matéria-prima na producdo de etanol, pois facilita o processo de hidrolise do
amido.

3.3 PROCESSOS DE HIDROLISE DO MATERIAL AMILACEO
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O amido é um dos polimeros mais abundantes na natureza e depois da
celulose, é o principal carboidrato sintetizado pelas plantas. Além de ser uma
substancia de reserva para a maioria das plantas superiores, este polissacarideo,
composto inteiramente por unidades de D-glicose, constitiu também uma fonte de
energia essencial para muitos seres vivos, incluindo o homem (VIEILLE e ZEIKUS,
2001).

De acordo com a legislagao brasileira (BRASIL, 1978) o amido refere-se ao
polissacarideo de reserva de partes aéreas vegetais, tais como, milho, sorgo,
tubérculos de batata, batata-doce, mandioca, o qual pode apresentar variadas
caracteristicas conforme sua origem, tais como o formato e tamanho de granulos, a
proporgao entre seus constituintes quimicos, a absorgéo de agua e a temperatura de
gelatinizagc&o. Este polissacarideo pode ser hidrolisado liberando glicose, maltose e
oligossacarideos menores, que por sua vez podem ser utilizados para a producgéo de
outros compostos quimicos e também servir como substratos para fermentacdes
posteriores (VIEILLE e ZEIKUS, 2001).

O amido acumula-se nas plantas na forma de granulos insoluveis, sendo
constituido basicamente por dois compostos quimicamente muito semelhantes: a
amilose e amilopectina. As proporcdes de amilose e amilopectina variam entre as
diferentes espécies de origem e de acordo com o grau de maturagdo da planta,
aparecendo na propor¢gao média de 20% a 22% e 75% a 80%, respectivamente
(LASZLO et al., 1986).

De acordo com Lima (2001), a amilose € um polimero linear helicoidal da
glicose, soluvel em agua, consistindo de mais de 6000 unidades de D-glicose com
ligacbes glicosidicas do tipo a- 1,4 (Figura 1). Ao contrario da amilose, a
amilopectina € uma macromolécula altamente ramificada (Figura 2), constituida por
cadeias lineares mais curtas de ligagdes a-1,4, contendo 10 a 60 unidades de
glicose e cadeias laterais de ligagao a-1,6, possuindo 15 a 45 unidades de glicose
(Van der MAAREL et al., 2002). 5

ligagacdo alfa 1-4
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Figura 1: Estrutura quimica e conformacédo espacial da amilose (BOBBIO e
BOBBIO, 2003).

Cada amido é unico na organizagdo e na estrutura dos seus granulos e
geralmente possui estrutura, propriedade e comportamento limitado. Sendo assim,
amidos de origens diferentes ndo se comportam da mesma maneira. As
propriedades dos amidos s&o determinadas pela estrutura quimica e molecular dos

polimeros e pela quantidade de outros componentes, como os lipidios, proteinas e

acgucares.
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Figura 2: Estrutura quimica da amilopectina, ilustrando as liga¢des a-1,4 e a-1,6 e a
estrutura geral da molécula (Fonte: JACQUES et al., 1999).

Em comparagao com amidos de outras fontes botanicas, os teores de amilose
observados para os amidos de batata doce (22,6%) ficam proximos aos observados
para amidos de mandioca (19,8%), porém inferiores aos teores observados para
amidos de inhame (32,6%) e biri (31,7%) (PERONI et al., 2006).

A estrutura do granulo é importante para explicar as caracteristicas funcionais

identificadas no amido. Uma maneira indireta que possibilita o entendimento da
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estrutura fisica e quimica dos amidos é a hidrdlise enzimatica do amido granular
(FRANCO et al., 2001). As moléculas de amilose e amilopectina estdo arranjadas no
granulo formando uma estrutura de camadas que se superpdem ao redor de um
ponto denominado hilo, que pode estar no centro do granulo ou deslocado
lateralmente. As camadas que circundam o hilo sdo resultantes da deposicdo de
amido de diferentes graus de hidratagao, resultantes da presenga de amilose ou
amilopectina. Devido a isto tém regides alternadas de alto e baixo indice de refragao,
densidade, cristalinidade e resisténcia ao acido e a enzimas (FRANCO et al., 2001).

O tamanho dos grénulos afeta diretamente a composicdo do amido,
gelatinizagéo e propriedades de pasta, suscetibilidade enzimatica, caracteristicas de
cozimento e propriedade de inchamento e cristalinidade. Granulos grandes sao
classificados como maiores que 25 ym, médios com valores entre 10 e 25 uym,
pequenos entre 5 e 10 ym e bem pequenos com tamanhos inferiores a 5 uym. O
conteudo de amilose é mais alto em granulos maiores, entretanto, o conteudo de
lipideos é mais elevado em granulos menores (LINDEBOOM et al., 2004).

A taxa de hidrdlise, além do tamanho dos granulos, também € depende da
origem botanica deste polissacarideo, do sistema enzimatico utilizado, entre outros
fatores. Amidos que naturalmente apresentam superficie porosa, como os de milho,
sdo degradados com maior facilidade que aqueles cuja superficie € lisa, como por
exemplo, o de mandioca (FRANCO et al., 1998). Em especial, o amido de batata-
doce apresenta granulos com formato arredondado e poligonal, demonstrado na
figura 3, como observado por Gracia et al. (2002) e Leonel et al. (2004) e distribuicao
de tamanho com didmetro maior variando de 10 a 55 uym, estando concentrada na
faixa de 12 a 20 um (LEONEL et al., 2004).
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Figura 3: Microscopia do amido de batata doce (GRACIA et al., 2002).

Segundo Cereda (2001), o amido pode ser utilizado para produzir alcool,
porém antes da fermentacao, necessita-se da ocorréncia de conversao do amido em
acgucares simples, processo denominado hidrélise. A hidrélise ou sacarificagdo do
amido pode ocorrer por meio de um processo acido ou enzimatico. A hidrdlise acida
apresenta como vantagem o tempo de conversdao mais curto, porém tem como
principais desvantagens a necessidade de neutralizacao ao final do processo a fim
de n&o inibir a fermentagdo posterior, a corrosdo de equipamentos e geracao de
agucares nao fermentativos.

Por estas razbes, a hidrolise enzimatica € o objeto da maior parte dos
estudos. Normalmente este processo ocorre em reatores de conversdo, com a
utilizacdo de enzimas que podem ser de origem vegetal ou microbiana (LEONEL,
2000). Segundo Lima (2005), os modelos de hidrolise descontinua sé&o
desenvolvidos por meio da adicdo das enzimas o-amilase e amiloglucosidase,
juntamente a massa sob agitagao para a quebra do amido.

O processo enzimatico oferece potencial de reducdo de custos em longo
prazo, pois € possivel se atingir rendimentos proximos dos estequiométricos e em
condigdes menos criticas de temperatura, presséo e agressividade quimica, além do
processo ser menos poluente (LEATHERS, 2003). No entanto, no estagio de
desenvolvimento atual, o processo ainda é economicamente inviavel, devido ao
elevado custo das enzimas e as elevadas temperaturas de reagdes empregadas, 0
que justifica o interesse pelo estudo das variaveis que afetam o processo (RABELO,
2007).

Devido a estes inconvenientes, com o advento de novas fronteiras
biotecnoldgicas, processos alternativos estdo sendo desenvolvidos visando
posteriormente a fermentagdo para a geragdo de etanol. Um dos procedimentos
consiste em adicionar microorganismos que, em condi¢gdes favoraveis, tornam-se
capazes de secretar as enzimas necessarias a sacarificacdo (ALTINTAS et al.,
2002). Outra alternativa inclui a obtengéo prévia de amilases, por meio do cultivo de
microorganismos na presenga de substratos indutores, e posterior aplicagdo destas

enzimas diretamente sobre o substrato a ser hidrolisado. Esta ultima configura-se
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como uma excelente opgao, pois além de gerar bons rendimentos em termos de
acgucares, propicia a reducao de custos de todo o processo.

Nos ultimos anos, as amilases tem assumido um papel importante na
conversao do amido em alcool, utilizando-se, simultaneamente, a sacarificacéo e a
fermentacado. A aplicagdo das amilases na producao de etanol tem solucionado, em
parte, os problemas que alguns paises apresentam em fungcdo da escassez de
reservas de combustivel (RAJOKA et al.,, 2004). Estudos relatam que a agao
conjunta de enzimas para a digestdo de amidos nativos apresenta bons resultados.
O sinergismo mais comum estudado é de endo e exo enzimas (ROBERTSON et al.,
2006), como no caso da a-amilase (endo) e da amiloglucosidase (exo).

No entanto, o custo de processamento de matérias-primas amilaceas para a
producdo de etanol ainda é elevado nos dias atuais, o que torna o etanol de
amilaceas ndo competitivo em relagdo aos custos do etanol produzido da cana-de-
acucar. Contudo, a adogao de cultivares de batata doce de alto teor de matéria seca
e com elevada produtividade de raizes e ajustes nos processo fermentativos como o
uso de enzimas mais eficientes ou modificadas geneticamente pode permitir

melhores resultados econdmicos, como os obtidos por Silveira (2008).

3.4 AMILASES

As enzimas sao denominadas de acordo com o substrato sobre o qual atuam,
portanto, o termo amilase indica a agao sobre o amido (HARGER, 1982). Estas
enzimas sao capazes de hidrolisar as ligagdes glicosidicas a-1,4 e a-1,6 do amido,
resultando em diversos produtos, incluindo dextrinas e progressivamente pequenos
polimeros compostos de unidades de glicose (GUPTA et al., 2003; PANDEY et al.,
2005). Atualmente, sdo conhecidas inumeras enzimas amilasicas que hidrolisam a
molécula de amido em diferentes produtos e a agdo combinada de varias enzimas é
necessaria para sua hidrolise completa (GUPTA et al., 2003).

Amilases podem ser classificadas de acordo com seu mecanismo de ag&o ou
quanto o tipo de ligagdo que hidrolisam. Quanto ao mecanismo de acgado, estas
enzimas sao divididas em duas categorias: endoamilases e exoamilases (GUPTA et
al., 2003). As primeiras hidrolisam o amido de forma aleatéria no interior de sua

molécula. Essa acdo causa a formagédo de ramos lineares de oligossacarideos de
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cadeias de varios comprimentos e, dessa forma, quebram as ligagdes glicosidicas
a-1,4 presentes na parte interna (endo) das cadeias de amilose ou amilopectina. Ja
as exoamilases atuam externamente nas ligagdes dos substratos a partir das
extremidades n&o redutoras, produzindo produtos de baixo peso molecular
(GUZTMAN-MALDONADO e PAREDE-LOPEZ, 1995).

Quanto as ligag¢des hidrolisadas, as amilases sao principalmente agrupadas
em o-amilases (endoamilases), [p-amilases (exoamilases), glucoamilases
(amiloglucosidases), isoamilases, pululanases e ciclodextrina glicosiltransferases
(Figura 4) (CORNELIS, 1987).

A a-amilase (1,4-a-D-glucano glucanohidrolase , EC 3.2.1.1) pode ser
definida como uma enzima que hidrolisa as ligagdes de polissacarideos que
possuem trés ou mais unidades de D-glicose em unido a-1,4. O ataque ocorre na
forma nao seletiva sobre varios pontos da cadeia concomitantemente, sendo que os
primeiros produtos da hidrolise sdo sempre oligossacarideos de cinco a sete
unidades de glicose, apresentando a configuragdo a no carbono C; na unidade de
glucose redutora produzida (SPIER, 2005). A maior parte das o-amilases tem
capacidade de contornar as ligagdes do tipo o-1,6 encontradas nos pontos de
ramificacdo sem, no entanto, cliva-las. Entretanto, a o-amilase de
Thermoactinomyces vulgaris tem capacidade de hidrolisar tanto ligagdes o-1,4 como
o-1,6 (SAKANO et al., 1982).

As amiloglucosidases ou glicoamilases (1,4-a-glucano glucanohidrolase , EC
3.2.1.3) sdo enzimas que atuam nos mesmos substratos que as endoamilases, mas
de forma diferenciada. Estas enzimas extracelulares rompem as liga¢des a-1,4 partir
da extremidade ndo redutora da amilose e da amilopectina, liberando B-D-glicose
como produto. Algumas glicoamilases sao capazes de hidrolisar as ligagbes
glicosidicas do tipo o-1,6. Nestes casos, verifica-se que a taxa de hidrolise das
ligacbes a-1,6 € lenta quando comparada com a hidrélise das ligagcbées a-1,4. Além
das fragdes amilose e amilopectina do amido, outras moléculas como maltose,
dextrinas e glicogénio sao hidrolisados por esta enzima, a qual pode atuar também
sobre as ligagbes 0-1,3 (SPIER, 2005). As glicoamilases representam
aproximadamente 30% da produ¢cdo mundial de enzimas (Van der MAAREL et al.,

2002). Apesar de varias culturas de microorganismos também produzirem esta
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enzima, a amiloglicosidase produzida por Aspergillus € preferida por sua maior
termoestabilidade, além de se encontrar no produto final baixa atividade de
transglicosidase.

A amiloglucosidase desempenha o papel principal na hidrélise do amido in
natura e quando associada a a-amilase apresenta um grande efeito sinergistico
(ABE et al., 1988). Segundo Ueda et al. (1974), misturas de enzimas contendo o-
amilases e amiloglucosidase sdo mais efetivas quanto a hidrolise do amido. Com
base nestes resultados, os autores sugerem que a existéncia de amilose pode
impedir a digestdo no granulo pela amiloglucosidase, enquanto a presencga
concomitante de a-amilase propicia a hidrdlise desse componente, evitando a
inibicao da primeira enzima.

A B-amilase (1,4-o-glucano maltohidrolase, EC 3.2.1.2) é considerada uma
enzima sacarificante por produzir agucar a partir do amido de uma extremidade nao
redutora (CEREDA, 2001). Essa enzima hidrolisa ligagbes glicosidicas a-1,4 de
polissacarideos a partir da extremidade n&o-redutora sobre a pendultima ligagéao
oxido, formando maltose (SPIER, 2005). Sdo também denominadas enzimas
sacarificantes, uma vez que as maltoses resultantes sao facilmente fermentaveis.

Isoamilases (glicogénio 6-glucanohidrolase, EC 3.2.1.68) s&o enzimas capazes
de hidrolisar ligagdes tipo a-1,6 da amilopectina, glicogénio, dextrinas ramificadas e
alguns oligossacarideos. Estas se diferenciam da pululanase por n&o serem
capazes de hidrolisar o pululano (polimero de maltotrioses, unidas pela extremidade

por Ii%@gbglicosidicas do tipo a-1,6) (LEE e WHELAN, 1971).
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Figura 4: Representacdo esquematica dos mecanismos de acado de diferentes
classes de amilases sobre a molécula de amido (GONCALVES, 2006).

Ciclodextrina glicosiltransferase (EC 2.4.1.19) sdo enzimas que hidrolisam o
amido originando estruturas circulares denominadas ciclodextrinas, unidas por
ligacdes glicosidicas do tipo o-1,4. Estes anéis podem ser constituidos por 6,7 e 8
unidades de glicose, sendo chamados de o, 3 e [Iciclodextrinas, respectivamente.

Outras enzimas classificadas como amilases, mas que sao pouco relatadas na
literatura séo as isomaltases (dextrina 6-a-D-glucano hidrolase, EC 3.2.1.10), as
quais hidrolisam as liga¢des o-1,6-D-glicosidicas em isomaltose de dextrinas e as a-
glucosidases (o-D-glucosidica, EC 3.2.1.20), que hidrolisam as liga¢des o-1,4-D-
glicose nos terminais nao redutores nos residuos de oligossacarideos, liberando o-
D-glicose (MINAFRA, 2007).

As amilases destacam-se entre as mais importantes enzimas industriais,
apresentando grande importancia biotecnologica nos mais diversos setores, tais
como téxteis, de bebidas destiladas e de cerveja, panificagdo, cereais para
alimentacao infantil, liquefagdo e sacarificacdo do amido, ragdo animal, industria
quimica e farmacéutica (GUPTA et al., 2003; PANDEY et al., 2005).
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Estas enzimas estdo amplamente distribuidas na natureza. Apesar de serem
derivadas de diversas fontes, incluindo plantas, animais e microorganismos, enzimas
de origem microbiana sdo as que apresentam maior demanda industrial. Atualmente,
um grande numero de amilases microbianas estdo disponiveis comercialmente e
estas vem substituido a hidrélise acida nas industrias de processamento do amido
(PANDEY et al., 2000).

3.5 PRODUCAO DE ENZIMAS MICROBIANAS

As enzimas possuem grande importancia nos mecanismos celulares e alto
potencial de aplicagdo na substituicido dos processos quimicos convencionais,
sendo, portanto, o principal alvo de estudos em biotecnologia (SILVA e CARREIRO,
2007). Para ser utilizada comercialmente, a enzima deve proporcionar a obtengao de
produtos que sejam de melhor qualidade que o produto original, permitir uma
melhoria do processo e possibilitar a fabricagdo de produtos que nao estado
disponiveis ou que estédo disponiveis em pequenas quantidades (ABRAHAO NETO,
2001).

Dentre as principais vantagens de se utilizar células microbianas como fonte de
enzimas, encontram-se a obtencido de elevadas concentragcbes através de
manipulacdo genética e ajuste das condigdes de cultivo, facil e rapida triagem de
microorganismos superprodutores, ciclos de fermentagdo curtos, uso de meios de
fermentacdo a baixo custo e diversidade de enzimas que catalisam a mesma
reacao, a qual possibilita a flexibilidade nas condi¢gdes de uso (CANILHA et al., 2006;
ZIMMER et al., 2009).

Uma maior aplicagdo industrial destes biocatalisadores biologicos de origem
microbiana, face as vantagens por estes apresentadas, depende do melhoramento
dos processos de producdo e de purificacdo, os quais ainda apresentam um custo
elevado. A melhora na producédo pode ser obtida a partir da descoberta de novos
microorganismos produtores; do melhoramento genético daqueles ja utilizados; de
modificagdes na composigao e otimizagdo dos meios de cultivo, utilizando substratos
de baixo custo e de modificagdes no modo de conducdo da fermentacdo, como o
pH, temperatura e aeragao (CORZO e REVAH, 1999; CASTILHO et al, 2000).
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Em relagdo a produgdo industrial de enzimas microbianas, Fellows (1994)
recomenda que sejam observados o0s seguintes requisitos: 0s microorganismos
devem ser capazes de crescer em substratos de baixo custo; a producédo de enzima
deve ocorrer em um ritmo elevado, constante e em curto espaco de tempo; os
métodos para a recuperacédo das enzimas devem ser simples e de baixo custo e a
preparacao enzimatica obtida deve apresentar consideravel estabilidade.

Segundo Joo e Chang (2005), a produgdo industrial de enzimas é
frequentemente limitada devido aos custos dos substratos utilizados para o cultivo
dos microorganismos. Estima-se que por volta de 30 a 40% do custo envolvido na
produgdo de enzimas esteja relacionado ao meio de cultura utilizado para o
crescimento destes. Portanto, sua otimizacdo € de grande importancia para a
reducao dos custos de produgao.

A fermentacgdo, sob o ponto de vista biotecnolégico, pode ser definida como a
transformagcdo de um substrato em um determinado produto pela acido de
microorganismos e pode ser desenvolvida por processos submersos ou solidos
(MITCHELL et al., 2000; SILVA, 2003). A fermentagcdo submersa (FSM) envolve a
utilizagdo de fontes de carbono em meios liquidos, enquanto que a fermentacdo em
estado solido (FES) emprega os mais variados substratos soélidos como fontes de
carbono (WARD, 1989; FELLOWS, 1994). O meio utilizado deve conter uma fonte
de carbono e de fonte energética, bem como uma fonte de nitrogénio, que permitam
a proliferacao celular. Além disso, pode requerer também nutrientes especificos para
o crescimento e alguns minerais para a produgao de enzimas.

A fermentagcdo submersa é um sistema empregado industrialmente para a
producao de uma grande variedade de metabdlitos de origem fungica, com grande
importancia sécio-econdmica (GIBBS et al., 2000). E influenciada por diversos
fatores, os quais vao desde o crescimento e obtencdo de biomassa até a producao
de metabdlitos. A FMS é amplamente utilizada, pois permite o controle dos
parametros fisico-quimicos do processo como pH, oxigénio dissolvido e troca de
calor e apresenta facil recuperagao das enzimas extracelulares, micélio ou esporos.
Ainda, permite que se evite a repressao catabdlica pelo controle da fonte de carbono
e retirada do produto (VINIEGRA-GONZALEZ et al., 2002). No entanto, os produtos
sdao diluidos e os extratos enzimaticos podem apresentar menor estabilidade
(PANDEY et al., 2000; ELLAIAH et al., 2002; SANDHYA et al., 2005). Um dos
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maiores inconvenientes desse processo € o fato de gerar grandes volumes de
residuos (RAIMBAULT, 1998; ELLAIAH et al., 2002).

Em contrapartida, a FES utiliza so6lidos em auséncia de agua livre entre as
particulas, embora o substrato possua suficiente umidade para suportar o
crescimento e metabolismo dos microorganismos. Esse processo é mais aplicado
para fungos filamentosos, visto que estes crescem na superficie da particula
utilizando o oxigénio presente entre elas e sua estrutura filamentosa permite a
penetragcdo no interior, com melhor aproveitamento dos nutrientes nela contidos. A
interagdo entre o fungo e o substrato possibilita a decomposicdo de substratos
sélidos. O processo requer baixa energia, produz menos residuo liquido e agrega
valor a residuos soélidos, principalmente os agro-industriais. Por outro lado, o
controle dos parametros fisico-quimicos €& um processo mais complexo
(RAIMBAULT, 1998; PANDEY, 2002).

Independentemente do processo utilizado, o sucesso de um processo
fermentativo dependera diretamente do crescimento microbiano e de sua atividade
sobre o substrato. Tanto a maneira com que o0 micro-organismo degrada a particula
quanto o “pool” de enzimas necessario a essa degradagdo devem ser considerados
(SILVA, 2003), bem como os custos do substrato empregado, da incubacgéo e da
recuperacao da enzima devem ser reduzidos (FELLOWS, 1994).

Apods a fermentacdo, as enzimas extracelulares séo recuperadas do meio por
centrifugacéo, filtracdo, precipitacdo fracionada, separacdo cromatografica,
separacdo por membranas, liofilizacdo ou pela combinacido de outros métodos
(FELLOWS, 1994).

Com o intuito de tornar o processo de hidrélise do amido economicamente
competitivo, varias linhagens fungicas potencialmente produtoras de amilases tem
sido isoladas nos ultimos anos. Alguns trabalhos tem relatado a producédo de
diferentes tipos de amilases termoestaveis e termotolerantes, com caracteristicas

fisico-quimicas bastante diversificadas.

3.5.1 FATORES QUE INFLUENCIAM A PRODUCAO ENZIMATICA

3.5.1.1 Fontes de Carbono
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Para a produgédo de amilases € preciso disponibilizar ao micro-organismo uma
fonte de carbono como dextrina, lactose, maltose, amido soluvel e outros, os quais
podem ser substituidos por produtos agricolas de baixo custo em um meio de
cultura, gerando uma economia no processo produtivo (GUPTA et al., 2003; HAQ et
al., 2002; GHOSH e CHANDRA, 1984). Neste sentido, farinhas, farelos de gréos,
arroz, milho, trigo, cevada, mandioca e batata tem sido utilizados nos meios
fermentativos a fim de aumentar a produtividade de amilases produzidas por
bactérias e fungos (AJAYI e FAGADE., 2003; HAQ et al., 2005; RAMESH et al.,
2001; VIJAYARAGHAVAN et al. 2011). Esses procedimentos s&o de interesse
econdmico especial para paises com abundancia de residuos agroindustriais e
biomassa, visto que podem ser utilizados como matérias-primas de baixo custo
(MACIEL, 2006).

No Brasil, especialmente por suas caracteristicas climaticas, substratos que
podem ser empregados nos cultivos microbianos para a obtengao de enzimas estao
disponiveis em abundancia. Adicionalmente, existe uma grande variedade de
recursos naturais renovaveis, os quais podem ser transformados enzimaticamente
em produtos de maior valor agregado (MINAFRA, 2007).

Na producéo de amilase por fungos, o efeito da fonte de carbono na indugéo e
repressdo € muito importante como forma de regulagdo de sua biossintese
(RABALHO, 2002). Verifica-se que a produgao de a-amilase geralmente é induzida
pela presenga de amido ou de seu produto hidrolitico, a maltose. Desta maneira, os
substratos amilaceos sao as principais fontes de carbono empregadas para induzir
sua sintese e liberagdo, podendo ser utilizados residuos agricolas ou de
processamento do amido, os quais contém quantidades residuais de amido
suficientes para este fim. Ja a glicose e outros agucares facilmente metabolizaveis,
como xilose e frutose, podem inibir a sua produgao (GUPTA et al., 2003). Lachmund
et al. (1993) verificaram que a produgcdo de o-amilases por Aspergillus oryzae e
Aspergillus nidulans foi induzida na presenga de amido e maltose, porém inibida por
glicose.

Ao estudar a produgéo de amilases por A. oryzae, através da fermentagédo no
estado sélido, Tunga e Tunga (2003) verificaram que a suplementagédo do meio com
diferentes fontes de carbono tais como glucose, sacarose, maltose e lactose nao

contribuiram para o aumento da produgdo da enzima, enquanto que os maiores
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niveis de producao foram observados quando A. oryzae foi cultivado na presenga de

farelo de trigo.

3.5.1.2 Efeito da Temperatura

O crescimento microbiano € um processo exotérmico, e o calor gerado deve ser
dissipado, visto que altas temperaturas ndo sédo favoraveis aos microorganismos
(HASAN, 1998). A temperatura afeta tanto a germinacdo dos esporos, quanto o
crescimento, a esporulagdo dos microorganismos, o metabolismo e a formagéo de
produtos. Essa dissipacao de calor pode ser feita através da circulacao for¢cada de ar
ou por outro sistema que impega o aquecimento (LONSANE et al.,, 1985,
SCHMIDELL et al., 2001).

A literatura relata varios estudos visando producdo de amilases, a partir de
fungos mesofilicos crescidos dentro da faixa de temperatura de 25 a 37 °C. Bons
niveis de produtividade de a-amilase foram alcangados empregando-se a
temperatura entre 30 e 37 °C para o crescimento de Aspergillus sp., 30 °C para A.
niger em relagdo a produgcdo da amiloglucosidase; 30 °C para a produgao de a-
amilase por A. oryzae (TUNGA e TUNGA, 2003), bem como 55 °C e 50 °C para a
producdo de a-amilases pelos fungos termofilicos Thermomonospora sp. e

Thermomyces lanuginosus, respectivamente (GUPTA et al., 2003).

3.5.1.3 Efeito do 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
secrecao enzimatica. A mudanca de pH observada durante o crescimento de um
organismo também afeta a estabilidade do produto no meio (GUPTA et al., 2003).
Segundo Prior et al. (1992), o intervalo de pH ideal para o crescimento microbiano e

aquele para a formagao do produto podem diferir consideravelmente.
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A maioria das linhagens de Bacillus usadas comercialmente para a produgéo
de a-amilases bacterianas por fermentagcao submersa, apresenta pH 6timo entre 6 e
7, mas este varia muito especificamente de acordo com o género e a espécie da
bactéria ou do fungo produtor. Os fungos filamentosos, mais tolerantes as condicoes
acidas, se desenvolvem melhor em valores de pH entre 6, e 8,0, onde os maiores
niveis de produtividade enzimatica sdo observados (GUPTA et al., 2003).

O pH do meio é um fator muito relevante, porém frequentemente negligenciado
o que pode afetar a morfologia dos fungos. Diferentes valores de pH podem ser
observados durante a incubacdo e podem estar relacionados ao transporte e
solubilizacdo dos nutrientes, as reacdes enzimaticas, produtos de excrecdo ou
fendmenos de superficies. Os efeitos deste processo, acrescido de uma limitagao de
nutrientes, tendem a aumentar o nivel de stress celular levando a morte do micro-
organismo (HUMPHREY, 1998; GIBBS et al., 2000).

Como tentativa de amenizar o efeito de uma variacdo brusca, utilizam-se
substratos com boa capacidade tamponante ou adicdo de solugbes-tampao durante
o cultivo (SCHMIDELL et al., 2001). Segundo Gupta et al. (2003), em certos
processos envolvendo fungos, a capacidade tamponante de alguns constituintes do
préprio meio de cultura, em alguns casos, pode eliminar a necessidade de controle
do pH.

3.5.1.4. Agitacédo e Concentracao do Inéculo

O emprego de agitacdo pode vir a fornecer uma melhor homogeneizagao
quanto a distribuicdo dos indculos, impedir a formacao de agregados e favorecer a
exaustao de gases e a troca de calor do meio (SCHMIDELL et al., 2001; SAUCEDO-
CASTANEDA et al.,, 1992). Em contrapartida, quando sao utilizados fungos
filamentosos, a agitacdo do substrato pode levar ao rompimento das hifas e
liberacdo de metabdlitos intracelulares, afetando a producdo e a estabilidade de
outros metabdlitos produzidos durante o processo fermentativo (MITCHELL, 2002;
KHANAHMADI et al., 2006).

A agitagcdo na fermentagcdo submersa esta ainda relacionada com a forma
como o micélio se desenvolve, o qual pode se dispersar livremente no meio de

cultivo, ou emaranhar-se de maneira a formar aglomerados macroscopicos, na
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forma de pellets (METZ et al., 1979; CHANG e OLLIS, 1982). A diminuigdo do
comprimento da hifa e o aumento das ramificagdes ocorrem com o aumento da
agitacdo e, consequentemente, com a diminuicdo da viscosidade do meio
(PETRUCIOLI et al., 1995).

Esta muito bem documentado que a formacdo de muitos produtos depende
da estrutura morfoldgica do crescimento macroscépico de fungos filamentosos e que
a mesma ¢ influenciada por diversos fatores, como a agitagao, composicédo do meio,
pH e forca ibnica, bem como concentragao do indculo (METZ e KOSSEN, 1977). Em
alguns casos, a formacdo de agregados miceliais é um pré-requisito para a
producado de metabdlitos secundarios, como acido citrico, e para algumas enzimas
fungicas, tais como poligalacturonidases ou o-glucosidases. Em outros casos, a
morfologia micelial livre é preferida para 6tima produgdo metabdlica (BRAUN e
VECHT-LIFSHITZ, 1991).

De acordo com Sandhya et al. (2005), o tamanho do inéculo € um importante
fator bioldgico, o qual determinara a biomassa produzida pela fermentagdo. Quando
o tamanho do inéculo € pequeno, a atividade amilasica € baixa, possivelmente
devido ao numero insuficiente de células microbianas para produzir a enzima ou
devido ao longo tempo necessario para a multiplicagdo das células atingir um
determinado nivel capaz de utilizar o substrato e produzir a enzima
(RAMACHANDRAN et al., 2004; PENGTHAMKEERATI et al. 2012).

Em contraste, células microbianas abundantes originadas a partir de um
in6culo maior podem afetar adversamente a produgao de amilases, uma vez que a
competicdo por nutrientes estabelecida entre os microorganismos presentes resulta
em baixa produtividade enzimatica (RAMACHANDRAN et al, 2004). Desta forma,
um tamanho de in6culo adequado é importante para promover o equilibrio entre a
biomassa proliferativa e a quantidade de substratos disponiveis, a fim de elevar ao

maximo os niveis de enzimas produzidas.
3.5.1.5 Outros Fatores e Componentes Importantes na Produgcédo das Enzimas
Outro fator a ser considerado é a tensdo de O, e CO, no meio. Doran (1995)

ressalta que a transferéncia de oxigénio no meio de FSM para as células ativas € um

fator critico para as fermentagdes aerdbicas, pois este, na forma mais soluvel, é



36

escasso no meio. A transferéncia de massa de oxigénio no meio é ainda mais
complexa em se tratando de meios mais viscosos, pois este deve ser transferido
através do meio de fermentagdo a partir do local onde esta sendo injetado até
regides de intenso metabolismo, ou seja, no interior das células. Segundo
MITCHELL et al. (2000), a fermentagdo com substratos amilaceos pode ser
prejudicada pelo aumento da viscosidade do substrato, que pode causar uma
aglomeracao das particulas durante os processos de FES, especialmente se o
substrato for misturado a outros materiais. Essa compactacédo pode reduzir a troca
de ar do meio e desta forma prejudicar o crescimento microbiano.

Muitas vezes, a forma como o O, se dispersa no meio pode ser restrita a
determinadas regides do fermentador, levando a um aumento do volume das bolhas
no meio, tornando-o mais viscoso, e dificultando a transferéncia de oxigénio do meio
para as células (GIBBS et al., 2000). As consequéncias dessa limitagdo vao desde a
supressao ou total inibicdo da producdo de metabdlitos como enzimas, acidos
organicos e antibidticos. Todavia, estudos reportam que a pO, ndo exerce grande
influéncia sobre a morfologia fungica (ZHOU et al., 1992; GIBBS e SEVIOUR, 1998).

Em decorréncia da atividade respiratéria da célula, a producdo de CO, em
grandes quantidades € muitas vezes comum em fermentagbes aerdbicas, podendo
influenciar a morfologia fungica. Segundo McINTYRE e MCNEIL (1998), o aumento
do pCO, (~15-20% saturagao) pode levar ao inchago, raquitismo e alta ramificagéo
das hifas e, as vezes, a formacao de pellets miceliais.

Ainda, conforme citado por GUPTA et al (2003) o magnésio (Mg?) é um
componente importante na produgdo de a-amilase, ocorrendo um aumento da
producado da enzima em sua presenca. O magnésio, juntamente com o sédio (Na*)
mostraram ser bons ativadores da producédo de amilases por Bacillus sp. Potassio
(K*), ferro (Fe**), manganés (Mn?*), molibdénio (Mo*"), cloreto (CI) e sulfato ndo
apresentaram efeito sinérgico sobre a produgdo de amilases por A. oryzae,
enquanto o calcio (Ca?*) foi inibidor para a sua produgao.

O fosfato tem um importante papel regulatério na sintese de metabdlitos
primarios e secundarios dos microorganismos, assim como exerce efeitos sob seu
crescimento e produgdao de amilases. Um aumento significativo na produgdo de

amilases por A. oryzae foi relatado em sua presenga, em niveis ao redor de 0,2 M.
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Por outro lado, altas concentragdes de fosfato inibiram a producéo desta enzima por
Bacillus amyloliquefaciens (GUPTA et al., 2003).

3.6 AMILASES FUNGICAS

Fungos sdo organismos heterotréficos, decompositores da matéria orgéanica
ou parasitas, que crescem rapidamente e formam filamentos celulares
microscopicos denominados hifas, cujo conjunto constitui o micélio, sendo este
ultimo responsavel por todas as fungdes vegetativas do micro-organismo. A
obtencdo de alimento é realizada por absorcdo através das paredes das células,
sendo que os elementos nutritivos devem ser disponibilizados na forma de solugao
(ESPOSITO, 2004). A fim de auxiliar em sua nutricdo, os fungos secretam no
ambiente uma grande diversidade de enzimas, sendo desta forma responsaveis pela
deterioragdo de varios materiais, naturais ou processados (FASANELLA, 2008).
Estes organismos sao encontrados no solo, colonizando vegetais, raizes e residuos,
com importante fungdo de reciclagem de nutrientes e possuem habilidade para
desenvolverem-se em qualquer substancia organica, fazendo uso dos mais variados
substratos. As fontes de carbono como amido, celulose, lignina, glicose, manose,
frutose, 6leos e acidos organicos sao importantes fornecedoras de energia para a
atividade metabdlica dos fungos (AGUIAR e MENEZES, 2000; MODA et al., 2005).

Nas ultimas décadas, o emprego de fungos em bioprocessos tem ganhado
importancia devido a producdo de inumeras enzimas, com as mais diversas
caracteristicas fisico-quimicas e excelentes potenciais para a aplicagdo industrial
(IWASHITA 2002). Dentre estas inumeras enzimas, as amilases aparecem como
uma das mais importantes.

A capacidade de sintese em larga escala, bem como a facilidade com que
estas enzimas sao secretadas para o meio externo constituem apenas algumas das
caracteristicas que tornam as espécies fungicas particularmente interessantes do
ponto de vista industrial (IWASHITA, 2002). Por serem geralmente extracelulares, o
processo de recuperagdo do meio de fermentagdo de enzimas fungicas é facilitado.
Além disso, o uso de fungos como produtores de enzimas € mais seguro do que
bactérias, ja que normalmente sao considerados como GRAS (generally regarded as

safe) (GERMANO et al.,, 2003). Adicionalmente, enzimas de origem fungica, ao
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contrario das de origem vegetal, ndo estao sujeitas as intempéries climaticas, sendo
produzidas sob condi¢cdes controladas de cultivo.

A amilase é uma enzima universal em fungos (FADEL, 2000; WANG et al.,
2001). Dentre as enzimas amiloliticas sintetizadas por fungos, as a-amilases e
glucoamilases sao relatadas com maior frequéncia (PANDEY, 2000). Estes
microorganismos podem utilizar o amido como fonte de energia para o crescimento
e esporulagdo. No entanto, a producédo de amilase por fungos filamentosos varia de
acordo com o género e a espécie envolvida (GRIFFIN, 1994). Inumeros fatores de
natureza biolégica ou fisico-quimica podem influenciar o numero e a atividade
enzimatica dos microorganismos (SANOMIYA e NAHAS, 2003; MACCHERONI
JUNIOR et al., 2004).

Segundo Pandey et al. (2005), as enzimas amiloliticas sdo preferencialmente
produzidas por espécies de Aspergillus e Rhizopus. Wainwright (1995) e Pandey et
al. (2005) descrevem as espécies A. niger, A. oryzae, Aspergillus awamori,
Fusaruim oxysporum, Humicola insolens, Mucor pusillus, Trichoderma viride como
produtoras de a-amilase e A. niger, Aspergillus fumigatus, Aspergillus saitri,
Aspergillus terreus, Aspergillus foetidus, Rhizopus foetidus e Rhizopus delemer
como espeécies fungicas utilizadas para a produgéo de amiloglucosidase.

As o-amilases com aplicagdo comercial produzidas por algumas bactérias,
como as pertencentes ao género Bacillus, sdo atualmente preferidas em relagao
aquelas produzidas por fungos e leveduras, por apresentar algumas caracteristicas
desejaveis para determinados processos conduzidos em elevadas temperaturas,
como termoatividade e termoestabilidade. Entretanto, a-amilases bacterianas nao
apresentam a capacidade sacarificante de algumas o-amilases fungicas (PANDEY,
2000).

Em relacédo as amiloglucosidases comerciais, a maioria € produzida a partir de
linhagens de Aspergillus e Rhizopus, sendo as sintetizadas por espécies de
Aspergillus mais termoestaveis. Além da capacidade de producdo em alta escala,
algumas espécies de Aspergillus podem sintetizar mais de uma forma da enzima
com caracteristicas diferenciadas, comparadas com aquelas sintetizadas por
bactérias com caracteristicas e propriedades unicas (KUMAR et al., 2004).

As propriedades fisico-quimicas das amilases fungicas variam de acordo com o

tipo de enzima produzida, e com 0 género ou espécie desses microorganismos.
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Segundo Spier (2005), o pH étimo para a atividade da a-amilase fungica esta entre
5,0 e 6,0, e a faixa 6tima de temperatura é de 55 °C a 70 °C. A B-amilase tem pH
o6timo entre 4 e 6 e temperatura 6tima de 30 °C a 50 °C, enquanto que as
amiloglucosidases apresentam pH o6timo entre 3,0 e 5,0 e temperatura 6tima entre
50 °C e 60 °C.

3.7 O GENERO Aspergillus E A ESPECIE A. niger

Aspergillus € o género mais comum dos fungos filamentosos, além de ser um
dos mais extensivamente estudados. Espécies deste género sdo consideradas
ascomicetos degradantes primario da celulose e lignina (FASANELLA, 2008) com
cerca de 274 diferentes espécies descritas (KAAIJ, 2007).

O género Aspergillus apresenta grande variedade de espécies
economicamente importantes, tanto por serem utilizadas como fonte de enzimas
industriais, como por causarem prejuizo, principalmente devido a produgao de
toxinas potentes (KLICH e PITT, 1988). Além da produg¢ao de micotoxinas, espécies
do género Aspergillus podem crescer sobre produtos agricolas armazenados como
milho, soja, amendoin, café e cereais em geral, causando perda da coloragdo dos
graos e produgao de odores ou sabores desagradaveis (VARGA et al., 2004). O
género apresenta, ainda, espécies de importancia médica, sendo Aspergillus flavus
e Aspergillus fumigatus as principais, podendo causar aspergilose em pacientes
imunocomprometidos (McWINNEY et al., 1993; PANACKAL et al., 2006).

A palavra Aspergillus significa em latim globo perfurado que contém uma
esponja ou pincel usado para aspergir agua benta (KLICH e PITT, 1988). O género
caracteriza-se pela producdo de esporos assexuais se dar em uma estrutura
chamada aspergilum (designacao que se da a parte superior da estrutura, ou seja, o
conjunto da vesicula e das células reprodutivas especializadas que contém), a qual
€ especializada e caracteristica do género. Eles possum uma estrutura que é
denominada conidiéforo, o qual é constituido pelo aspergillum e pelo estipe (SERRA,
2005). O estipe € normalmente asseptado e termina na forma de um “T”, onde se
une a hifa vegetativa. Existem dois tipos de aspergillum, unisseriados e bisseriados.
O aspergillum bisseriado, ao invés do unisseriado, tem uma palicada de células

designadas metulae entre a vesicula e as fialides. Na figura 4 encontra-se
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representado um conidioforo tipico do género e a designagdo de cada estrutura
(KLICH e PITT, 1988).

Existem espécies de Aspergillus capazes de reprodugdo sexuada. Estes
estados teleomorficos pertencem a divisdo Ascomycota, e sdo caracterizados pela
formagcdo de ascos que contém ascosporos (KLICH e PITT, 1988). As
caracteristicas microscépicas de maior valor na classificagdo e identificagdo das
espécies de Aspergillus sao o tipo de aspergillum, a forma, ornamentacéo e a cor
dos esporos. A fim de identificar os teleomorfos, a natureza da parede do ascocarpo,
bem como o tamanho, forma, ornamentagdo e cor dos ascésporos sdo parametros
importantes. Além das caracteristicas microscépicas, sao utilizadas adicionalmente
caracteristicas culturais em meios e condi¢cdes de incubagao especificas, tais como
o tamanho, cor e textura das colénias (SERRA, 2005).

A. niger, como seu proprio nome sugere, € um fungo filamentoso escuro,
comumente denominado como “‘mofo negro” (WAINWRIGHT, 1995). Segundo
PRADO (2002), A. niger apresenta como caracteristicas particulares colénias
brancas a amarelo palido, porém rapidamente forma milhares de esporos,
conferindo sua aparéncia escura (Figura 6). Os conidios (esporos assexuais) sao

esféricos, medindo de 3 a 5 uym e tornam-se rugosos ao atingir a maturagao.

CONIDIA

VESICULA
FIALIDES
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Figura 5: Conidiéforo de um Aspergillus bisseriado (Aspergillus ocraceus) e

terminologia das estruturas utilizadas na identificagdo e classificagdo. O conidiéforo
é constituido pelo aspergillum (designagao que se da a parte superior da estrutura,
ou seja, o conjunto da vesicula e das células reproduzivas especializadas que
contém) e pelo estipe. Sao visiveis nas figuras as métulas (células estéreis), fialides

(células conidiogénicas) e conidia (esporos assexuais) Extraido de SERRA (2005).

Embora esta espécie seja geralmente ndo-patogénica, a inalagdo de grande
quantidade de esporos pode levar a doenga pulmonar (aspergilose). Ingestao oral de
A. niger foi considerada como inofensiva pela Organizagdo Mundial de Saude, o qual
abriu a oportunidade para sua utilizagdo na producédo industrial de acidos, produtos
farmacéuticos e de enzimas (KAAIJ, 2007).

A aplicagdo do A. niger em determinados bioprocessos apresenta algumas
vantagens como facilidade de manipulagéo, sua habilidade de fermentar uma grande
variedade de matérias-primas de baixo custo e produzir rendimentos elevados de
bioprodutos. Adicionalmente, o fato de A. niger ser considerado um micro-organismo

GRAS justifica o uso comercial desta espécie em grande escala (PRADO, 2002).
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Figura 6: A. niger em fase de esporulagdo (a) e uma micrografia eletrbnica deste
mesmo fungo. Capturado por WAINRIGHT, (1995).

Muitas enzimas uteis industrialmente sdo produzidas por esta espécie. Segundo
0 regulamento técnico sobre o uso de enzimas e preparagdes enzimaticas na
producao de alimentos destinados ao consumo humano (ANVISA - D.O.U de
22/12/2005), enzimas produzidas por A. niger. a-galactosidase, amiloglucosidase, [3-
amilse, B-glucosidase, carboidrase, celulases, fitase, frutosiltransferase, glicose-
oxidase, hemicelulase, inulinase, invertase, lipase, naringinase, pectina liase,
pectinase, protease e transglucosidase. A enzima que sera produzida depende do
tipo de substrato empregado na fermentagao.

Apesar de existir alguns trabalhos relatando a producéo e as propriedades de
amilases produzidas por A. niger, as informag¢des apresentadas na maioria dos
casos dificilmente podem ser generalizadas para diferentes linhagens. De acordo
com Underklofer et al. (1958), as quantidades absolutas e relativas de cada enzima
produzida pode variar consideravelmente entre espécies e mesmo entre linhagens
da mesma espécie. As caracteristicas fisico-quimicas das enzimas produzidas
também podem diferir, visto que diferentes microorganismos e linhagens se
comportam de maneira variada frente a uma mesma condicdo de incubacéo,

podendo produzir enzimas com propriedades diversas.
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4.0. MATERIAL E METODOS

4.1 LINHAGEM, CULTIVO E MANUTENCAO

Neste trabalho foi utilizada uma linhagem de A. niger isolada do solo da Mata
Atlantica por Ruegger (2001), na Estacdo Ecoldgica de Juréia-ltatins, regido do
Banhado Grande, Estado de Sao Paulo, Brasil. A respectiva linhagem pertence a
colegcdo de cultura do Centro de Estudos Ambientais — CEA/UNESP. Os fungos
foram mantidos em laboratério em meio solido de Vogel (VOGEL, 1964),
suplementado com glicose como fonte de carbono, na concentragao de 1,5% (m/v).
Repiques das culturas foram realizados periodicamente, sendo incubadas a 28 °C,

por sete dias. ApOs este periodo, a linhagem foi utilizada ou armazenada a 4 °C.

4.2. MEIOS DE CULTURA

4.2.1. Meio Solido

O meio de Vogel sdlido foi utilizado para manutengao da cultura e produgao
de in6culo.

Para a preparacdo do meio de Vogel, utilizou-se uma solugcédo de tragos de
elementos, em agua destilada. A esta solugdo, acrescentou-se 1,0 mL de

cloroférmio como agente antimicrobiano.

Solugéo de elementos-trago:

Acido citrico.H,O 5,00 g
ZnS04.7H,0 5,00 g
Fe(NH),.6H,0 1,00 g
CuS0..5H,0 0.25g
MnSO4.H,O 0,05¢g

HsBO3 0,05 g
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NazMOO4.2H20 0,05 g
Agua destilada 100 mL

A solucdo de sais de Vogel foi preparada pela dissolugdo dos sais abaixo

relacionados:

Citrato de s6dio.5H,0 15,0 g
KH,PO, 250¢g
NH4NO3 10,0 g
MgSO,.7H,0 1,09
CaCl,.2H,0 059
Solugao de biotina (0,1mg/mL) 0,5mL
Solucao de tracos de elementos 0,5mL
Agua destilada gsp 100 mL

Em seguida foram adicionados 0,2 a 0,3 mL de cloroférmio, como agente
antimicrobiano, e a solucéo foi estocada em refrigerador. A diluicdo da solucao de
sais de Vogel foi feita pela adicdo de uma parte da solugéo estoque em 49 partes de
agua destilada (v/v).

O meio solido de Vogel foi preparado a partir da solugao de sais de Vogel
diluida suplementada com glicose 1,5 % (m/v) e agar 1,5 % (m/v). Apos a
distribuicdo em tubos de cultura (7 mL/tubo) e esterilizagdo, estes foram deixados
em repouso a temperatura ambiente, sob inclinagao.

4.2.2. Meio Liquido

Os meios de cultura liquidos foram utilizados para a producédo de amilases por
A. niger. Para preparagao do meio liquido de Vogel, utilizou-se a solugéo de sais de
Vogel diluida (conforme descrito no item 4.2.1), acrescido de 1 % (m/v) da fonte de

carbono especificada para cada experimento.
4.3 OBTENCAO DAS PREPARACOES ENZIMATICAS

Conideos da linhagem de A. niger, cultivados em meio solido de Vogel, a

28°C, por sete dias (Figura 7a), foram suspensos em agua destilada esterilizada,
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sendo a suspensao filtrada em 1a de vidro estéril para a remog¢éo dos fragmentos de
hifas, e sua concentragcdo foi ajustada em Céamara de Neubauer para 1,0 x 10’
conidios/mL. Um mililitro dessa suspensao foi inoculado em frascos Elenmeyers de
125 mL, contendo 25 mL de meio liquido de Vogel (item 4.4.2), suplementado com
fontes de carbono e condicbes de cultivo especificadas para cada experimento
(Figura 7b).

(b)

Figura 7: A. niger crescido em meio solido de Vogel, apds sete dias de incubacéo a
28 °C (a) e A. niger crescido em meio liquido de Vogel, suplementado com farinha
de mandioca como fonte de carbono, por cinco dias, a 28 °C (b).

Apo6s o crescimento em meio liquido por periodos pré-estabelecidos, as
culturas foram filtradas a vacuo em funil de Buchner. Desta forma, obteu-se um
filtrado do meio de cultivo livre de células, o qual foi utilizado como fonte de enzimas

e de proteinas extracelulares.

4.4 EXTRAGAO DE PROTEINAS INTRACELULARES

O micélio, também obtido pela filtragao, foi previamente congelado e triturado
com trés partes de areia lavada (m/m), com auxilio de almofariz e pistilo.
Posteriormente, 15 partes de tampao apropriado foram adicionadas, para cada parte
de micélio seco (v/im). A mistura foi centrifugada (75009, 20 minutos) e o

sobrenadante obtido foi utilizado como fonte de proteinas intracelulares.
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4.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE AMILASICA

A atividade amilasica foi determinada utilizando-se como substrato 750 uL de
uma solugao 1 % (m/v) de amido, em tampao Mc llvaine, pH 6,0. O mesmo tampéao
e a enzima (filtrado bruto) foram adicionados, de modo a completar o volume
reacional a 1250 uL. A mistura de reagao foi incubada em banho-maria a 50 °C. Em
intervalos de tempo apropriados, a reacao foi interrompida e a determinacédo de
acucares redutores liberados foi realizada de acordo com Miller (1959). Uma
unidade de atividade enzimatica foi definida como correspondendo a liberagdo de
1umol de agucar redutor equivalente a glicose, por minuto por mL de amostra, nas
condi¢des de ensaio. A atividade especifica foi expressa em unidades de atividade
enzimatica por miligrama de proteina. Todos os ensaios foram conduzidos em

duplicata, utilizando-se brancos apropriados.

4.6 DETERMINACAO DE PROTEINAS TOTAIS

As proteinas foram determinadas a partir do método colorimétrico de Bradford
modificado (SEDMAK & GROSSBERG, 1977), o qual se baseia na capacidade de o
corante Coomassie briliant blue BG-250 se ligar as proteinas, em meio acido,
resultando na mudanca proporcional da cor, detectavel em 595 nm. A soroalbumina
bovina foi usada como padrdo. As amostras de proteinas apropriadamente diluidas
de volume de 1,5 mL foram adicionados 1,5 mL do corante Comassie devidamente
preparado. Apoés 10 minutos a temperatura ambiente, a leitura espectrofotométrica

foi realizada a 595 nm. Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

4.7 DOSAGEM DE AGCUCARES REDUTORES

A dosagem de acucares redutores foi realizada pelo método DNS (3,5-acido
dinitrosalicilico) proposto por Miller (1959). A mistura de reagao foi constituida por
250 ul da amostra apropriadamente diluida e 250 pl do reagente DNS. Apds
homogenizagao e incubacgao durante cinco minutos em banho de ebuligdo, a mistura

de reacao foi resfriada em agua corrente e diluida com 2,5 ml de agua destilada. A
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leitura foi realizada a 540 nm contra um branco preparado como descrito,
substituindo-se o volume de amostra por agua destilada. A conversao dos valores de
absorbancia em mg de agucares redutores foi feita através da equacao de regressao

obtida pela curva padrao de glicose.

4.8 DETERMINACAO DA GLICOSE LIBERADA

A quantidade de glicose liberada durante o processo de hidrélise da batata
doce foi realizada por meio do método da glicose oxidase, utilizando-se o kit
comercial Glicose Método Enzimatico (Laborlab). A mistura de reagao foi constituida
por 20 uL da solugédo de hidrolise convenientemente diluida e 2,0 ml do reativo de
trabalho. Apds a incubagao da mistura de reacédo a 37 °C por 10 minutos, a leitura

da absorbancia foi realizada em 505 nm.

4.9 OTIMIZACAO DA PRODUGAO DE AMILASES POR A. niger

4.9.1 Selegao da Fonte de Carbono Melhor Indutora da Atividade Amilasica

A. niger foi cultivado de forma estacionaria, a 28 °C, por cinco dias, em meio
liqguido de Vogel, pH 6,5, suplementado com diferentes fontes de carbono 1% (m/v).
Substratos puros (amido) e naturais (residuos agricolas e agroindustrias),
disponiveis em larga escala e de baixo custo, foram utilizados a fim de se
estabelecer o(s) substrato(s) mais eficiente(s) em induzir a atividade amilasica.

Todos os cultivos foram realizados em duplicata.

4.9.2 Influéncia do Tempo de Cultivo Sobre a Producdo de Amilases

A cinética de producao de amilases por A. niger foi avaliada de forma
estacionaria, a fim de verificar a influéncia do tempo de cultivo sobre este processo.
Para tal, A. niger foi cultivado em meio liquido de Vogel, pH 6,5, suplementado com
1% de farinha de mandioca, por 3 a 8 dias, a 28 °C. O crescimento fungico e a

producao de amilases foram avaliados, respectivamente, por meio da dosagem de
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proteinas intracelulares e pela determinacdo das atividades amilasicas

extracelulares.

4.9.3 Influéncia da Temperatura e pH Sobre a Producdo de Amilases por A. niger.

O efeito do pH sobre a producao de amilases foi verificado por meio do cultivo
de A. niger em meio liquido de Vogel, contendo 1 % (m/v) de farinha de mandioca,
por 5 dias, a 28 °C. Os meios de cultura tiveram seus pH ajustados entre 2,5 a 8,0,
com variagdes de 0,5 unidades, pelo acréscimo de HCI (0,5 mol/L) ou de NaOH (0,5
mol/L). Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

Para o estabelecimento da temperatura mais apropriada para a produgéao de
amilases, a respectiva linhagem foi cultivada nas melhores condi¢des previamente
estabelecidas e otimizadas (farinha de mandioca como fonte de carbono a 1% (m/v),
5 dias de crescimento, pH 4,5). Os cultivos foram realizados em temperaturas

especificas de 15 °C a 35 °C, com intervalos de 5 °C.

4.10 HIDROLISE DO MATERIAL AMILACEO

4.10.1 Tratamento da Matéria-prima para Hidrolise Enzimatica

Inicialmente, sete clones de batata-doce foram selecionadas para o processo
hidrolitico. Estes clones foram provinientes do bando de Germoplasma da
UNICENTRO, e do banco de Germoplasma da Unversidade Federal do Tocantins/
/UFT (UGAS5 e UGAY). Todos os gendtipos foram cultivados no Campus CEDETEG
da UNICENTRO, Guarapuava-PR. A tabela 1 mostra os resultados obtidos, em

funcao da produtividade e massa média de cada cultivar.

Tabela 1: Andlise da produtividade e massa média de diferentes cultivares de

batata-doce, na regidao de Guarapuava-PR.
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RAIZES

GENOTIPO PRODUTIVIDADE (t/ha) MASSA MEDIA (g)
UGADS5 (Julia — UFT) 62,01 360
UGA7 (Livia — UFT) 56,70 440
UGA64 (Quedas do Iguacu) 50,88 330
UGAB82 (Pinh&o) 30,45 400
UGAS56 (Pinhao) 16,68 140
UGAA48 (L. Do Sul) 41,50 690
UGAT77 (Turvo) 48,61 410

Estes resultados foram obtidos a partir dos experimentos que fazem parte da
Tese de Doutorado de Leticia K. Pinheiro Camargo, Doutoranda
Agronomia/Producao Vegetal UFPR/PGAPYV. Os clones selecionados passaram por
um processo de secagem e moagem antes de serem submetidos a hidrolise

enzimatica (Figura 8).

© ' )

Figura 8: Diferentes etapas do processamento da batata-doce, o qual antecedeu o
processo de hidrolise enzimatica. Batata-doce in natura (a); apds ralagem (b); apds

secagem (c) e apos processo de moagem (d).



50

Para o processo de secagem uma estufa digital com fluxo de ar continuo foi
utilizada, com temperatura constante de 60°C, por um periodo de 24 horas, segundo
SAVIELLI et al. (1995).

Realizada as devidas secagens, os clones foram submetidos a moagem,
obtendo-se uma farinha extremamente fina. Porsteriormente, os clones foram

devidamente identificados e armazenados para a sequéncia do trabalho.

4.10.2 Otimizagado do processo de hidrélise da cultivar UGA5 utilizando enzimas

purificadas

A cultivar UGAS5 foi previamente selecionada para a condugdo dos
experimentos envolvendo a otimizagdo do processo de hidrolise, visto que seus
niveis de produtividade (t/ha) foram superiores aos apresentados pelos demais
clones. Inicialmente, a evolucdo do processo enzimatico foi avaliada, testando
diferentes combinagdes entre as enzimas comerciais alfa-amilase de Bacillus sp.
(Sigma-Aldrich) e amiloglicosidase de A. niger (Sigma-Aldrich). A temperatura de
hidrélise e o pH selecionados foram de 60 °C e 5,6, respectivamente, visto que
estes valores sdo proximos aos valores 6timos de atuacdo de ambas enzimas
comerciais, segundo informagdes do fabricante. Em todos os ensaios, 1 g de amido
foi incubado em tampao Mcllvaine, acrescido de diferentes volumes de enzimas

comerciais, de forma a totalizar um volume reacional de 20 mL.

O processo de hidrolise conduzido segue o fuxograma a seguir (Figura 9).

TUBO DE ENSAIO

<7 g de Batata-doce
R Volume de solugdo Tampdo (pH=5.6)

Quantidades variaveis de enzimas
- (Alfa-amilase/Amyloglicosidase)

| HIDROLISE ‘

AMOSTRAS
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F igura 9: Fluxograma do processo hidrolitico via enzimas purificadas.

A tabela 2 apresenta as respectivas combinagdes de enzimas comerciais
empregadas, para cada grama de amido da cultivar UGA5 hidrolizado, bem como

seus volumes correspondentes.

Tabela 2: Combinagdes de enzimas comerciais utilizadas no processo de hidrolise
do amido do cultivar UGAS5.

o-Amilase U/g de Volume ( Amiloglicosidase U/gde  Volume (
amido uL ) amido W)
A 0,5 13 1 250 19
B 1,0 26 2 500 38
Cc 1,5 39 3 750 57
D 3,0 78 4 1500 114
E 6,0 156 5 2000 150

Diversas combinag¢des de enzimas foram avaliadas, como, por exemplo, A1,
A2, A3, A4 e A5. As mesmas sequéncias foram avaliadas em relacédo a B, C, D e E,
sendo que todos os ensaios foram realizados em duplicata. Apds duas horas de
hidrolise, a quantificacdo dos agucares redutores e de glicose liberados foi
conduzida.

Apos o estabelecimento da melhor combinacdo de enzimas comerciais a ser
utilizada no processo, o tempo de hidrolise do material amilaceo foi avaliado. Para
este fim, a hidrélise foi realizada utilizando-se a melhor combinagdo de enzimas
comerciais previamente estabelecida, em pH 5,6, a 60 °C. Apds os tempos de
reacao de 5, 15, 30, 45, 60, 90, 120 e 150 minutos, amostras foram retiradas e a
determinacao de acgucares redutores e de glicose liberados conduzida. Todos os

ensaios foram realizados em duplicata, utilizando-se brancos apropriados.

4.10.3 Hidrélise dos Demais Cultivares Utilizando-se Enzimas Comercials e

Produzidas por A. niger Sob Condi¢des Otimizadas.

Apds a otimizagao de hidrdlise da cultivar UGAS, foi realizado o processo de
hidrélise dos demais clones de batata-doce selecionados. O mesmo foi realizado de
acordo com a metodologia empregada nos processos anteriores, utilizando as

melhores condigdes de hidrélise, previamente estabelecidas para o cultivar UGAS.
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4.10.4 Otimizacao do Processo de Hidrélise da Cultivar UGA5 Utilizando Enzimas

Produzidas por A. niger.

O processo de hidrélise do clone UGAS pelas amilases produzidas pelo fungo
A. niger também foi avaliado, no intuito de estabelecer os melhores rendimentos do
processo. A figura 7 esquematiza o procedimento conduzido para a obtencédo do
hidrolisado do cultivar UGAS5, variando-se o pH do meio reacional, a temperatura e o
tempo de hidrélise do material amilaceo. Em todos os ensaios, 1 g de amido foi
incubado em tampao Mcllvaine, acrescido de um volume de solugdo enzimatica
equivalente a 10 U, de forma a totalizar um volume reacional de 30 mL. Apéds a
condugao de todos os ensaios, amostras foram realizadas e a quantificagao de
agucares redutores e glicose liberados foi realizada como descrita anteriormente.

Fixando-se o tempo de reacdo em duas horas, a 50 °C, o efeito do pH do
meio de reagao sobre a hidrélise do cultivar UGAS foi avaliado, empregando-se o

tampao Mcllvaine pHs 3,5 a 8,0, com variagdes de 0,5 unidades.

<1g de Batata-doce

<3 Tamp&o Mcllvaine
<10 U de Enzimas

Variagéo na temperatura,
pH e nos tempos de
reagdo empregados

HIDROLISE

2

|Agl'|cares Redutores

Figura 10: Fluxograma do processo de hidrdlise da cultivar UGA 5 utlizando

amilases produzidas por A. niger.

Apos a determinacdo do pH reacional 6timo, foi observado o efeito da

temperatura sobre a hidrolise da cultivar UGA5. Os ensaios foram realizados em pH
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4.5 por duas horas, sob temperaturas de incubacao entre 40 a 80°C, com variagdes
de 5 °C.

O utlimo parametro avaliado foi a cinética de hidrélise do material amilaceo. A
partir das melhores condi¢des de hidrolise determinadas nos ensaios anteriores (pH
4,5, 65 °C), o processo de hidrélise da cultivar UGA5 foi conduzido por 48 horas,
sendo que amostras foram retiradas nos tempos correspondentes a de 2h, 6h, 12h,
24h e 48h de reacao.

4.10.5 Hidrdlise das Demais Cultivares Utilizando Enzimas Produzidas por A. niger

Sob Condicdes Otimizadas.

Uma vez determinadas as condi¢cbes 6timas de hidrodlise da cultivar UGAS, o
processo de hidrolise dos demais clones de batata-doce foi efetuado nas melhores
condigbes previamente estabelecidas (pH 4,5, 65 °C, 6 h). Por meio dos resultados
obtidos, foi possivel identificar a partir de quais clones poderiam ser obtidos os

melhores rendimentos, em termos de agucares fermentesciveis liberados.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE AMILASES POR A. niger

5.1.1 Efeito de Diferentes Fontes de Carbono Sobre a Producédo de Amilases

Ao analisar o efeito de diferentes substratos sobre a producdo de amilases
(Tabela 3), constata-se que a atividade amilasica variou significativamente em
resposta a fonte de carbono utilizada no meio de cultura para o crescimento do
micro-organismo. Niveis mais elevados de atividade amilasica foram observados em
meios suplementados com farinha de mandioca (6,85 U/ml). Neste caso, a
produtividade enzimatica esteve correlacionada com o crescimento fungico, uma vez
que este substrato propiciou o melhor crescimento de A. niger, revelado pelo teor de

proteinas intracelulares (1,15 mg proteina). Este substrato também proporcionou a
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obtencdo os maiores niveis de atividade especifica, correspondendo a 428,12 U/

mg.

Tabela 3: Efeito de diferentes fontes de carbono sobre a produgéo de amilases por

A. niger.
Fontes de Carbono Atividade (U/ Proteinas Proteinas Atividade
(1%) ml) Intracel. (mg) Extracel. Esp. (U/mg)
Farinha de mandioca 6,85 1,15 0,016 428,12
Farinha de Batata-doce 4,88 0,98 0,014 348,6
Farinha de Milho 2,34 0,25 0,018 130,0
Amido 2,10 0,17 0,022 95,5
Bagaco de macga 2,15 1,09 0,019 113,2
Farelo de trigo 1,32 0,40 0,057 23,2

Produtos como farinha ou fécula e residuos como o bagago tem sido
frequentemente utilizados como substrato para a produgdo de enzimas e outros
produtos biotecnolégicos (RATTANACHOMSRI et al., 2009, SWAIN et al., 2009;
OGBONNA et al., 2010; YUWA-AMORNPITAK, 2010). Cruz et al. (2011), avaliaram
a producao de enzimas amiloliticas por A. niger, utilizando como substrato o farelo
das cascas e entrecasas da mandioca. Silva e colaboradores (2005), ao avaliar a
producdo de amilases por Rhizomucor pusillus, verificaram que a farinha de

mandioca demonstrou excelente capacidade em induzir a producao destas enzimas.
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Nos estudos conduzidos por Spier (2005), bons niveis de produgdo de o-amilases e
amiloglicosidases foram obtidos quando uma linhagem de A. niger foi cultivada na
presencga concomitante de fécula de mandioca e bagago de cana de agucar.

Entretanto, baixos niveis de produ¢ado de amilase e de biomassa em presenca
de farinha de mandioca foram observados por Oliveira et al. (2007), ao avaliar o
efeito de diferentes fontes de carbono sobre a producdo de amilases por espécies
de Rhizobium. Segundo estes autores, isto pode ter ocorrido devido a presenga de
substancias inibitérias presentes na farinha de mandioca, como anteriormente
discutido por Wood (1965) e Haq et al. (2005).

Ray (2004) verificou que o0s niveis de produgcdo de amilases por
Botryodiplodia theobromae and Rhizopus oryzae crescidos em farelo de mandioca
foram similares quando estes fungos foram cultivados na presenca de amido soluvel,
obtendo-se niveis de produgédo correspondendes a 3.25 U/ml and 3.8 U/ml,
respectivamente. Segundo este mesmo autor, as fibras dos residuos da mandioca
apresentam um elevado teor de carboidratos e de nutrientes organicos, servindo
como um substrato ideal para a produgdo de produtos de maior valor agregado
como acidos organicos (JYOTHI et al.,, 2005), etanol e enzimas, como amilases
(RAY et al., 2008). Rattanachomsri et al. (2009) ainda afirmam que devido a sua
natureza organica rica, baixo conteudo de cinzas, combinado com a facil hidrdlise,
baixo custo de cultivo e falta de competicdo com outros usos industriais, os
derivados de mandioca sao substratos ideais para a producdo microbiana de
produtos de valor agregado.

A sintese de amilases e o crescimento fungico também foram favorecidos
quando a farinha de batata-doce foi utilizada como substrato, correspondendo a 4,88
U/mL e 0,98 mg proteina, respectivamente. Bom crescimento fungico também foi
verificado na presenca de bagaco de maca (1,09 mg proteina). Porém, os niveis de
produgcao enzimatica nao foram tao elevados na presenca deste substrato, quando
comparados as fontes acima citadas (2,15 U/mL). A. niger nado foi capaz de se
desenvolver bem na presenca de amido, apresentando, entre os substratos
avaliados, o mais baixo teor de proteinas intracelulares (0,17 mg proteina). Apesar
do discreto desenvolvimento fungico, niveis intermediarios de producdo amilasica
foram verificados na presenca desta fonte de carbono, correspondendo a 2,10 U/ml.

O mesmo fato pdde ser verificado quando A. niger foi crescido na presenca de
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farinha de milho. Carvalho et al. (2008), ao avaliar o efeito de fontes de carbono
sobre a producao de amilases por Aspergillus tamarri, verificaram que os menores
indices de produtividade foram obtidos na presenca do amido, quando comparados
a outros substratos. Entretanto, maiores niveis de producédo de amilases por A. niger
JGI foram verificados em meios suplementados com amido e extrato de carne
(VARALAKSHMI et al., 2009).

Os menores indices de produtividade foram obtidos quando o farelo de trigo
foi utilizado como fonte de carbono (1,32 U/ml). Contrariamente, na maioria dos
estudos, o farelo de trigo tem sido o substrato de escolha para a indugéo de
amilases (VIJAYARAGHAVAN et al., 2011).

5.1.2 Cinética da Produgéo de Amilases por A. niger

O tempo de incubagdo para a produgdo maxima da enzima depende das
taxas de crescimento microbiano e consequentemente da produgdo da enzima na
cultura (BAYSAL et al., 2003; KUNAMNENI et al., 2005). A influéncia do tempo de
cultivo sobre a producado de amilases por A. niger foi avaliada sob condigbes
estacionarias, a 28°C, em meio liquido de Vogel, pH 6,5, contendo 1% (m/v) de
farinha de mandioca, por um periodo de oito dias, sendo analisadas amostras a
partir do 3° até o 8° dia de crescimento.

A produgdo maxima de enzimas amilasicas foi obtida no 5° dia de
crescimento, com niveis de produgao de 8,61 U/mL, sendo que neste dia também
foram observados os maiores niveis proteinas intracelulares (0,41 mg de proteinas),
correspondendo ao maior crescimento fungico observado (Tabela 4). A partir deste
dia, observa-se que a cultura entrou em fase estacionaria. Posteriormente, a partir
do 7° dia de crescimento, a cultura entrou em fase de declinio ou morte celular,
sendo esta revelada pelos baixos teores de proteinas intracelulares apresentados,

com consequente diminuicdo dos niveis de produtividade enzimaticos.

Tabela 4. Cinética da produgao de amilases por A. niger, em condi¢ao estacionaria.
O cultivo foi realizado em meio liquido de Vogel com farinha de mandioca a 1%
(m/v), a 28°C e pH 6,5.
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Tempo de Atividade (U/ Proteinas Proteinas Ext. Atividade Esp.

cultivo (dias) ml) Intracel. (mg) (mg/ml) (U/mg)
3 4,11 0,22 0,22 18,68
4 5,04 0,18 0,17 29,64
5 8,61 0,41 0,23 37,43
6 6,25 0,26 0,29 21,55
7 6,25 0,21 0,30 20,83
8 6,08 0,16 0,47 12,93

Os dados apresentados se assemelham aos descritos na literatura para A.
niger e para outros fungos, nos quais a secre¢cao amilases ocorreu na fase de
crescimento logaritmico do micro-organismo (PAPAGIANNI e MOO-YUNG, 2002;
STAMFORD et al., 2002; SONI et al., 2003; KAUR e SATYANARAYANA, 2004).

A obtencdo de maiores valores de producdo de amilases nos primeiros dias
de cultivo pode ser decorrente do fato da concentragcdo de amido da farinha de
mandioca no meio estar em maior concentragao no inicio do cultivo. De acordo com
Cruz et al. (2011), valores elevados de atividade enzimatica nas primeiras horas de
fermentacao podem ser explicados pela baixa disponibilidade de acucares redutores
da matéria-prima, necessarios para o desenvolvimento do micro-organismo. Essa
baixa disponibilidade estimula o0 mecanismo de expressdo das enzimas necessarias
para geragao de agucares simples (WHITAKER, 1994). Todavia, o decréscimo na
atividade da enzima observado em decorréncia do aumento do tempo de incubacéao
pode ser devido a producédo de co-produtos resultante do metabolismo microbiano,
além do esgotamento de nutrientes, os quais inibiram o crescimento fungico e
consequentemente a produgao de enzimas (ALVA et al., 2007; SHAFIQUE et al.,
2009). Ainda, segundo GANGADHARAN et al. (2006) os baixos niveis de atividade
amilasica detectados apds um consideravel periodo de incubagao podem ser devido
a desnaturagao da enzima em virtude de sua interacdo com outros constituintes do
meio de cultura ou entdo devido a acdo de proteases (RAMACHANDRAN et al.,
2004).

Segundo diversos autores, a sintese de amilases por microorganismos, de
modo geral, ocorre de duas maneiras, dependendo das condigdes do experimento e

do micro-organismo utilizado. Na primeira, como observado neste caso, a sintese da
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enzima acompanha o crescimento microbiano e diminui a velocidade de sintese a
medida que a cultura entra em fase estacionaria. Na segunda maneira, a secregao
da enzima é lenta durante a fase logaritmica de crescimento, seguida de um
aumento da velocidade de sintese na medida em que a velocidade de crescimento
diminui e atinge a fase estacionaria (GUPTA e SONI, 2003; ASGHER et al., 2007).

A maior produgao de amilases por B. theobromae e R. oryzae crescidos em
farelo de mandioca foi observada ao final da fase estacionaria (RAY, 2004),
enquanto que uma linhagem de A. oryzae atingiu os mais elevados niveis de
producao de amilaes apés um periodo de incubacédo de 48 horas, em presenca de
bagaco de mandioca (PENGTHAMKEERATI et al., 2012). Nos estudos conduzidos
por Pothiraj et al. (2006), A. niger e A. terreus, cultivados em residuo de mandioca,
apresentaram picos de atividade amilolitica no 6° dia de fermentagéo. Ao final de 10
dias de cultivo, as atividades amilasicas ndo foram detectadas.

Desta forma, o quinto dia de crescimento foi selecionado como o tempo de
cultivo mais adequado para produgdo de amilases por A. niger, a fim de dar
prosseguimento a avaliacdo da influéncia dos demais parametros fisioldgicos sobre

sua producao.

5.1.3 Efeito do pH de Cultivo Sobre a Produgado de Amilases por A. niger

Entre os parametros fisicos, o pH do meio de cultura desempenha um papel
importante por induzir mudangas morfolégicas no micro-organismo e também para a
secregcao enzimatica. Segundo Mcmahon et al. (1999), a selecdo do pH de cultivo
apropriado € essencial para a produgédo de amilases.

A fim de verificar a influéncia do pH no crescimento fungico, os meios de
cultivo tiveram seus pHs iniciais corrigidos entre valores de 3,5 e 8,0, com intervalos
de 0,5 unidades, sob condicdes 6timas determinadas anteriormente.

O fungo foi capaz de produzir amilases em todos os pHs testados (Tabela 5).
Entretanto, maiores niveis de produgdo de amilases bem como maior crescimento
fungico foram observados quando o pH de cultivo foi ajustado em 5,0, obtendo-se
8,213 U/ml, e 1,361 mg proteina, respectivamente. Estes resultados indicam a
natureza acidofila deste fungo e podem estar associado as melhores condi¢des

fisiologicas e nutricionais desta linhagem obtidas em meios de cultura acidos.
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Tabela 5. Efeito do pH inicial de cultivo sobre a produgdo de amilases por A. niger.
O cultivo foi realizado em meio de Vogel com farinha de mandioca a 1% (m/v), a 28

°C, por cinco dias.

pH de Atividade Proteinas Proteinas Atividade

cultivo (U/ml) Intr. (mg) Ext. (mg/ml) Esp. (U/mg)

3,5 0,168 0,916 0 0

4,0 2,675 0,618 0 0

4,5 8,176 0,841 0,024 340,7
5,0 8,213 1,361 0,059 139,2
5,5 7,407 1,255 0,061 121,4
6,0 6,932 0,691 0,023 301,4
6,5 5,237 0,397 0,050 104,7
7,0 3,240 0,384 0,028 115,7
7,5 3,217 0,463 0,014 229,8
8,0 1,055 0,417 0,045 23,4

Para outra linhagem do fungo A. niger, Spier et al. (2006) concluiram que o
melhor pH para a producédo de a-amilase e glicoamilase foi entre 4,0 e 6,0. Silva e
Peralta (2000) obtiveram como 5,0 o valor adequado do pH de cultivo para a
producao de amilases pelo fungo A. fumigatus. Ray (2004) verificou que a produgao
maxima de amilases por B. theobromae and R. oryzae, em presenca de farelo de
mandioca ocorreu quando os fungos foram crescidos a 30 °C e em pH 6.0,
enquanto que a maxima produgao de amilases por A. oryzae crescendo em bagago
de mandioca foi observada em pH 7,0 (PENGTHAMKEERATI, et al., 2012).

Por meio da otimizacdo da producdo de amilases por A. niger, foram
produzidas enzimas em grande quantidade visando o processo hidrolitico da batata-

doce.

5.1.4 Efeito da Temperatura de Cultivo Sobre a Produgéo das Amilases

A temperatura € um dos parametros que determinam as taxas de produgao
dos microorganismos, podendo afetar signitivamente o nivel de amilases produzidas.
Para o estudo da temperatura sobre a produgao das amilases, conidios A. niger

foram inoculados em meio de vogel suplementados com 1% de farinha de mandioca,
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durante cinco dias, pH de 5,0, e crescido em temperaturas que variaram entre 25 a
35 °C, em intervalos de 5 °C.

Através da Tabela 5, verifica-se que as amilases foram produzidas em todas
as temperaturas avaliadas. Niveis mais elevados de producao foram obtidos quando
A. niger foi crescido a 30 °C, correspondendo a 10,5 U/ml. Esta mesma temperatura
também foi capaz de propiciar o melhor desenvolvimento fungico, verificado pelos
maiores niveis de proteinas intracelulares observados (1,40 mg proteina), revelando
o carater mesofilico desta linhagem.

Nota-se, ainda, que a produtividade enzimatica diminuiu consideralmente em
temperaturas superiores e inferiores a 30°C, correspondendo a 4,92 U/ml e 4,64
U/mL, a 25 °C e 35 °C, respectivamente. Segundo Hasan (2002), o crescimento
microbiano € um processo exotérmico, sendo que este calor deve ser dissipado,
visto que altas temperaturas ndo sido favoraveis para o bom desenvolvimento
fungico. Baixas temperaturas também podem comprometer o crescimento
microbiano e, por consequéncia, a produgado enzimatica, uma vez que nessas
condi¢cdes o transporte de substratos por meio das células € reduzido, implicando

em menores quantidades de produtos formados (AIBA et al., 1973).

Tabela 6. Efeito da temperatura sobre a produgao de amilases por A. niger. O cultivo

foi realizado em meio de Vogel com farinha de mandioca a 1% (m/v), pH 4,5 por

cinco dias.
Temperatura Atividade Proteinas Proteinas Ext. Atividade
(°C) (U/ml) Intracel. (mg) (mg/ml) Esp. (U/mg)
25 4,92 1,19 0,025 196,8
30 10,5 1,40 0,049 214,3
35 4,64 1,24 0,095 48,84

Similarmente a este estudo, PANDEY et. al. (2005), obtiveram maiores niveis
de atividade amilasica, especificamente de o-amilases, quando uma linhagem de A.

niger foi crescida a 30 °C. Rendimentos 6timos de a-amilases foram também obtidos
por COSTA (1996), quando este fungo foi cultivado entre 30 °C a 35 °C.

Corroborando com os resultados aqui apresentados, nao existem relatos na
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literatura evidenciando o bom desenvolvimento de A. niger em temperaturas

inferiores a 25 °C.

5.2 OTIMIZAGAO DO PROCESSO DE HIDROLISE DA BATATA DOCE
UTILIZANDO ENZIMAS COMERCIAIS

5.2.1 Avaliacao de Diferentes Combinacdes de Enzimas Comerciais Utilizadas no
Processo de Hidroélise do Amido do Cultivar UGAS5.

A hidrélise se da por desdobramento total das moléculas de amido, que sao
transformadas primeiramente em dextrinas pela acdo da a-amilase e finalmente em
glicose por acdo da amiloglicosidase (FRANCO et al. 2001). Nesta etapa, foram
testadas quantidades variadas de a-amilase e amiloglicosidase, visando a obtengao
de melhores rendimentos hidroliticos sobre o cultivar UGA5, o qual apresentou
maiores indices de produtividade.

As maiores quantidades de acgucares redutores liberados foram obtidas por
meio das combinag¢bes D3 (1,0 £ 0,08 g), D5 (1,0 + 0,08 g), E4 (1,0 £ 0,05 g), C5
(0,99 + 1,1 g) e A3 (0,96 + 0,02 g) (Figura 11).
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Figura 11: Efeito de diferentes combinacbes de alfa-amilase e amiloglicosidase
comerciais na hidrolise do cultivar UGA5. O processo de hidrélise foi conduzido em

pH 5,6, a 60 °C, por duas horas.

Devido ao elevado custo das enzimas e a pequena variacdo de acgucares
redutores obtidos ao final do processo, a combinagdo A3 foi selecionada (0,5U/g
amido de amiloglicosidase e 750 U/g amido de a-amilase), em virtude dos menores
volumes de enzimas utilizados, consequentemente implicando em uma reducao
significativa de custos em escalas maiores.

O uso em conjunto das enzimas permitiu a obtencdo de altas taxas de
hidrélise do material amilaceo. Isso se deve a agao dextrinizante da a-amilase, que
desdobra o amido em moléculas menores, de dextrina, enquanto a amiloglicosidase,
hidrolisa as moléculas de dextrina e amido pelas extremidades n&o redutoras,
liberando unidades de glicose. E importante ressaltar que esta enzima é a Unica
capaz de hidrolisar ao mesmo tempo as ligagbdes a-1,4 e a-1,6 das moléculas de
amido em glicose (CARVALHO et al., 2001).

As melhores concentracbes de enzimas estabelecidas para promover a
hidrélise da batata doce por Yingling et al. (2011) foram 214 |U/g amido de a-amilase
e 398 IU/g de amido da glucoamilase, obtendo-se uma taxa de hidrolise do amido
ligeiramente inferiores as encontradas neste trabalho, equivalente a 92,5 %.

Ao empregar o-amilase e amiloglicosidase comerciais na hidrolise do amido
de batata-doce, Souza (2005) estabeleceu que as quantidades de enzimas 6timas
para a hidrolise deste polissacarideo corresponderam a 12,71 U/g para o-amilase
(Termamyl) e 101,1U/g para amiloglucosidase (AMG-300L), alcangando um
rendimento de 122,76 g/L.) realizou a hidrolise do amido de batata-doce
empregando as mesmas enzimas, porém os volumes de a-amilase e
amiloglicosidase determinados como ideais foram de 2,54 e 101,1U/g amido

respectivamente. Infere-se que estas diferengcas observadas em relagdo as
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combinacdes de enzimas estabelecidas como 6timas podem ser devido a natureza
das diferentes cultivares analisadas. Cabe ressaltar aqui que as enzimas utilizadas
pelos autores acima mencionados diferem das utlizadas neste trabalho e, portanto,
estes dados n&o servem para fins comparativos. Estudos empregando as mesmas
enzimas utilizadas neste trabalho para a hidrolise da batata doce sdo ausentes na

literatura.

5.2.2 Estudo Cinético da Reacéao de Hidrdlise Utilizando Enzimas Purificadas

Com o intuito de otimizar o processo, foi avaliada a influéncia do tempo sobre
o0 processo de hidrolise do material amilaceo presente na cultivar UGAS5. Para o
ensaio, foi utilizada a combinagcdo de enzimas correspondente a A3, como
estabelecida anteriormente. O tempo de reacéo variou de 0 a 150 minutos. Tanto o
teor de acucares redutores, quanto a quantidade de glicose presentes na amostra
foram determinados.

A hidrdlise do amido em acgucares redutores foi diretamente proporcional ao
tempo de reacao (Figura 12). A presencga de agucares redutores desde o inicio do
processo, sendo que seus niveis elevaram-se gradativamente, juntamente com os
niveis de glicose, a medida que o tempo de atuagdo das enzimas aumentava. De
acordo com Biliaderis (1991), as moléculas de amido no estado nativo possuem uma
quantidade minima de acgucares redutores, porém quando ocorre a quebra das
cadeias pelas enzimas, acontece por sua vez a formagdao de um maior numero
correspondente de terminais redutores, ou seja, de agucares redutores. Percebe-se
ainda que, apo6s 120 minutos de reagéao, o processo hidrolitico foi estabilizado, sendo
os rendimentos observados de 0,96 g de agucares redutores e 0,78 g de glicose, a
partir de 1 g de amido.

O melhor tempo de hidrolise estabelecido nesse estudo foi similar aos
determinados por outros trabalhos. Ao otimizar o processo de hidrélise do amido de
batata doce empregando-se as enzimas o—amilase (Miles Taka-Therm L-170) e
glucoamilase (Diazyme L—-200), WALISZWESKI et al., (2007) obtiveram os maiores
rendimentos apds o periodo de duas horas e meia de hidrdlise, enquanto que

Yingling et al. (2011) obtiveram os maiores rendimentos apds 117 minutos de
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hidrélise. Zhonghai (2010) alcangaram os niveis maiores de acucares
fermentesciveis ao utilizar amilases comerciais durante 80 minutos, a 90 °C. Neste
ultimo estudo, os rendimentos obtidos corresponderam a 75,33%, nas condi¢oes

otimas estabelecidas.
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Figura 12: Otimizacdo da cinética de hidrdlise da cultivar UGA5 utlizando alfa-
amilase e amiloglicosidase comercias. O processo de hidrélise foi conduzido em pH
6,5, a 60 °C.

5.2.3 Hidrdlise das Demais Cultivares Selecionadas Via Enzimas Purificadas

A partir da otimizagao do processo de hidrdlise via enzimas purificadas, o qual
correspondeu a combinagao A3 juntamente com tempo de reagdo de 120 minutos,
realizou-se a hidrélise das demais cultivares selecionadas, a fim de determinar a
partir de quais clones seriam obtidos as maiores quantidades de acgucares
fermentaveis, visando posteriormente a produgao de etanol.

Por meio da Figura 13, verifica-se que os maiores niveis tanto de acgucares
redutores quanto de glicose foram liberados a partir da cultivar UAG56, onde obteve-
se 1,0 g de acucares redutores e 0,89 g de glicose, a partir de 1,0 g de amido. No

entanto, esta cultivar foi a que apresentou os valores de produtividade (t/ha™') mais
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baixos (Tabela 1). Bons niveis de agucares redutores também foram alcancados a
partir dos cultivares UGA5 e UGAG64, correspondendo a 0,96 g e 0,94 g,
respectivamente. Apds a cultivar UGA56, maiores niveis de glicose foram obtidos a

partir da cultivar UGA7, equivalentes a 0,81 g.

- Acucares redutores
B Giicose

Agucares (@)

UGAG64 UGA 7 UGAS56 UGA49 UGAS

Figura 13: Hidrdlise das cultivares selecionadas via o-amilase e amiloglicosidase

comerciais. O processo foi conduzido em pH 6,5, a 60 °C, por 120 minutos.

Silveira et. al. (2007) explicam que a quantidade de agucares gerados no
processo hidrolitico € diretamente proporcional ao porcentual de amido presente na
batata-doce. Estes autores citam ainda que o porcentual de amido depende do
tempo de cultivo da amilacea. Quanto maior o tempo de cultivo, maiores sao os
niveis de amido gerados pela planta. Desta forma, infere-se que a cultivar 56
possuia inicialmente teores de amido mais elevados, quando comparados aos das
demais cultivares.

A partir da quantificacdo da glicose presente em 1g de batata-doce
hidrolisado, foi possivel calcular teoricamente a quantidade de etanol gerado por
meio da equacdo de Gay Lussac, que serve de referéncia para calculos de

eficiéncia.
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CsH1206(s) — 2C,HsOH;) + 2C Oy

Desta forma, a partr de 0,89 g de glicose, poderia se obter,
estequiometricamente, 0,45 g de etanol ou 0,57 ml de etanol. Entretanto, apesar de
todo rigor das condi¢des de trabalho, ressalta-se que um decréscimo na quantidade
etanol obtido ao final do processo é observado, devido aos erros experimentais
envolvidos, tanto no processo hidrolitico quanto na fermentagao, bem como por uma
parte dos agucares (em torno de 5%) ser destinada ao crescimento celular e a
formagdo de subprodutos de fermentagdo, como glicerol, acido succinico, etc.
(MENEZES, 1980).

A estimativa de producdo de etanol para as demais cultivares esta
apresentada na Tabela 7. Apesar de ter apresentado os maiores niveis de
produtividade, niveis intermediarios de rendimentos de agucares redutores e,

consequentemente, de etanol foram obtidos a partir da cultivar UGA5 (48).

Tabela 7: Estimativa de produgado de etanol das cultivares hidrolisadas por enzimas

comerciais via reacédo de fermentacédo de Gay Lussac.

Cultivar Glicose (9) Etanol (ml)
UGAG4 (Quedas do Iguagu) 0,77 0,50
UGA7 (Livia — UFT) 0,80 0,52
UGA56 (Pinh&o) 0,89 0,57
UGA49 (L. Do Sul) 0,59 0,38
UGAS5 (Julia — UFT) 0,78 0,51

5.3 OTIMIZACGAO DO PROCESSO DE HIDROLISE DA BATATA DOCE
UTILIZANDO ENZIMAS PRODUZIDAS POR A. niger

5.3.1 Avaliacéo da Influéncia do pH de Reagao Sobre a Hidrélise do Cultivar UGA5

Utilizando Amilases Produzidas por A. niger.

Com o objetivo de obter os melhores rendimentos de hidrdlise utilizando
enzimas produzidas por A. niger, a influéncia do pH reacional sobre a taxa de

conversdo de amido em acucares fermentesciveis (acucares redutores e glicose) foi
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primeiramente avaliada. Para tal, o pH do meio reacional variou de 3,0 a 8,0, com

variagdes de 0, 5 unidades.
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redutores e glicose. A hidrolise foi condu2|dapem diferentes valores de pH, a 50 °C,

por duas horas, utilizando 10U/g amido.

A glicose pbéde ser detectada como um dos produtos de hidrélise por meio do
emprego do filtrado bruto de A. niger. (Figura 14) Lima et al. (2001) afirmam que nao
€ possivel a completa hidrélise do amido somente por a ou 3-amilases, pois elas néao
conseguem quebrar ligagdes a-1,6 das amilopectinas, polimero de glicose
semelhante a amilose, diferenciando desta por suas ramificagdes. Desta forma,
infere-se que A. niger tenha produzido além de a e/ou B-amilases, outras enzimas
capazes de promover a liberacdo de glicose, como por exemplo, as
amiloglucosidases.

Ainda na Figura 14, observa-se que as enzimas produzidas por A. niger
converteram com maior eficiéncia o amido da batata-doce em acucares
fermentesciveis em pHs ligeiramente acidos, com maiores rendimentos obtidos em
pH 4,5, onde os agucares redutores e glicose corresponderam a 0,39 g e 0,30 g,
respectivamente. Estes valores foram aproximados aos obtidos por Curvelo-Santana
(2010), ao avaliar o processo de hidrdlise do amido de mandioca utilizando amilases
produzidos por A. niger em pH 4,8, onde os rendimentos alcangados foram de

aproximadamente a 40%.



69

Verifica-se que com o aumento da basicidade do meio reacional, a quantidade
de agucares gerados decaiu gradativamente. Isso ocorre porque cada enzima possui
pH 6timo de atuagéo. Segundo Crispim (2011), a a-amilase rompe as ligagdes a-1,4
das moléculas de amido com maior eficacia em pHs que variam de 4,5 a 9,2. Ja as
amiloglicosidases quebram as ligagdes a-1,4 e o-1,6 do amido em glicose em pHs

de variam de 3,5 a 5,5.

5.3.2 Efeito da Temperatura Sobre a Taxa de Hidrélise da Cultivar UGA5 Via

Enzimas Produzidas por A. niger

Para avaliar o efeito da temperatura sobre o processo de hidrdlise da cultivar
UGADS5, foram realizados ensaios onde a temperatura do meio reacional variou de 40
°C a 90 °C, com variagdes de 5°C, em pH 4,5, por 2 horas. Por meio da Figura 15,
observa-se que a medida que a temperatura reacional foi elevada, ocorreu um
aumento significativo na quantidade de acucares redutores fermentesciveis
produzidos. Carvalho et al. (2008), ao examinarem o processo de hidrélise
empregando amilases produzidas por Bacillus sp., constataram que a quantidade de
acgucares redutores liberados a partir da hidrolise do amido de milho e de mandioca
realizada a 70 °C foi em torno de 10 e 2 vezes maior, respectivamente, que quando
realizada a 60 °C. De acordo com Konsula e Liakopoulou-Kyriakides (2004), o
aumento da temperatura de hidrdlise geralmente provoca uma maior produc¢do de
acgucares redutores. Este aumento pode ser devido a maior atividade da enzima a

altas temperaturas ou ao intumescimento da regido amorfa do granulo de amido.
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Figura 15: Efeito da temperatura no processo hidrolitico da batata-doce via enzimas
produzidas por A. niger. A hidrdlise foi conduzida em diferentes valores de

temperatura, em pH 4,5, a 65 °C, por duas horas, utilizando 10 U/g amido.

Neste estudo, os maiores rendimentos foram observados entre 60 °C e 80 °C.
Uma vez que a temperatura empregada esta diretamente ligada aos custos do
processo e que os rendimentos observados entre 60 °C a 80 °C foram similares, a
temperatura de 65°C foi adotada a fim de dar sequéncia a determinagdo das
melhores condi¢cdes de hidrdlise. Nesta temperatura, a quantidade de acgucares
redutores e glicose liberados corresponderam a 0,54 g e 0,36 g, respectivamente.

As amilases produzidas por A. niger mostraram ser atuantes em temperaturas
mais elevadas que as produzidas por outros microorganismos. De acordo com
Quaglia (1991), a atividade das a-amilases fungicas é reduzida para menos de 10%
a 75 °C, fato este ndo observado neste estudo, visto que os niveis de acgucares
redutores liberados, os quais refletem a atuacdo das enzimas, mantiveram-se
praticamente constantes entre as temperaturas de 60 °C e 80 °C. Contudo, estudos
adicionais devem ser realizados, a fim de verificar a estabilidade destas enzimas em
temperaturas elevadas.

A conducdo do processo de hidrélise da batata doce usando enzimas
produzidas por A. niger torna-se particularmente interessante, uma vez que a
elevada temperatura de sua atuagao pode reduzir consideravelmente a viscosidade
do meio, permitindo a hidrélise enzimatica em misturas com altas concentragdes de
amido (VIELLE e ZEIKUS, 2001). Adicionalmente, a possibilidade de se aplicar estas
enzimas sob temperaturas elevadas também diminui o risco de contaminagao por
microorganismos mesofilicos, que sdo a maioria na populacdo a temperatura
ambiente, além de aumentar a taxa de difusdo, solubilidade e reduzir a tenséo
superficial dos componentes envolvidos no processo (NIEHAUS et al., 1999).

Verifica-se que os rendimentos obtidos por meio da aplicacdo de amilases de

A. niger em temperaturas mais elevadas foram semelhantes ou superiores aos
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obtidos em outros trabalhos, utilizando enzimas comerciais. Neves et al. (2006)
observaram que o rendimento do processo de hidrélise do amido de trigo com
amilases fungicas comerciais foi 27,3%, quando empregou a temperatura de 55 °C e
14,8%, quando elevou a temperatura para 75 °C. Ferreira et al. (2005, 2006)
alcancaram um rendimento proximo aos 30% para amido de mandioca por meio da
aplicacdo de amilases a 65 °C. Segundo Konsula et al. (2004), a utilizagdo do
sobrenadante livre de células como fonte da enzima, ao invés da aplicagdo de
enzimas purificadas, é altamente vantajosa, especialmente por diminui o custo da

hidrdlise.

5.3.3 Influéncia do Tempo de Hidrdlise da Batata-doce Com Enzimas Produzidas por

A. niger

Finalizando o processo de otimizagdo, avaliou-se a taxa de hidrélise em
funcdo do tempo reacional. Os ensaios foram conduzidos em pH 4,5, a 60 °C.
Amostras foram retiradas nos tempos de 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 36 e 48 horas de
reacao. A partir de figura 16, um aumento nos niveis de agucares produzidos pode
ser observado, com o aumento do tempo de hidrélise. Verifica-se ainda que o
periodo de 48 horas proporcionou a obtengdo das maiores taxas de hidrolise,
correspondendo a 0,813 g de acgucares redutores e 0,54 g de glicose. No entanto,
percebe-se que a partir de 6 horas de reacdo ndao ocorreram variagoes expressivas
na quantidade de acgucares gerados, especialmente com relagdo a quantidade de
glicose liberada (0,76 g de agucares redutores e 0,53 g de glicose). Visto que o
periodo de 48 horas é consideravelmente superior ao de 6 horas, e que niveis de
obtengdo de acgucares redutores e de glicose obtidos com seis horas de hidrdlise
foram satisfatcgﬁgs; este Ultimo periodo foi adotado, a fim de r'riigiigggizar os custos
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amido a 70 °C apos 3 e 5 horas, com 89% e 90% de conversdo a glicose,

respectivamente.

Figura 16: Influéncia do tempo sobre a hidrélise do cultivar UGA5 usando amilases
produzidas por A. niger. A hidrdlise foi conduzida em pH 4,5, a 65 °C, por diferentes
periodos, utilizando 10U/g amido.

5.3.4 Hidrdlise das Demais Cultivares Via Enzimas Produzidas por A. niger

A partir do estabelecimento das melhores condi¢cbes de hidrolise da cultivar
UGAS, as quais corresponderam a pH 4,5, temperatura de 65°C e tempo reacional
de 6 horas, as demais cultivares foram submetidas a hidrélise pelas enzimas
produzidas por A. niger. Na figura 17, o processo de hidrolise, bem como a analise
de agucares redutores e glicose conduzidos podem ser visualisados.

Os maiores niveis de agucares foram obtidos por meio da hidrdlise da cultivar
UGA56 (Figura 18), de forma semelhante ao verificado quando a hidrolise foi
realizada pelas enzimas purificadas (Figura 13). Elevados niveis também foram

alcangados pela hidrolise da cultivar UGA5, a qual correspondeu a 0,76 g de

(a) (b) (c)
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Figura 17: (a) Hidrolise das cultivares em banho-Maria; (b) Determinagdo de
acucares redutores (método ADNS) e (c) Quantificacdo de glicose (Kit Glicose

Método Enzimatico).

Como ja citado anteriormente, quanto mais amido na composi¢ao do material
a ser hidrolisado, maior a quantidade de agucares que podem ser gerados. Desta
forma, a diferenca observada na formacdo dos agucares nas cultivares,
provavelmente deve-se a diferenga nos teores de amido presentes em cultivar
avaliada. Ainda, segundo diversos autores, as diferengcas observadas nas
susceptibilidades enzimaticas dos diferentes clones podem ser atribuidas a
interagdo de diversos fatores como o tamanho dos granulos, a taxa de amilose e
amilopectina e a cristalinidade (OATES, 1997; HOOVER e ZHOU, 2003; TESTER et
al., 2004).

- Acucares redutores|
B ciicose

Acgucares @)

UGAG64 UGA 7 UGAS56 UGA49 UGAS
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Figura 18: Sacarificacao das cultivares selecionadas por amilases produzidas por A.
niger. A hidrdlise foi conduzida em pH 4,5, a 65 °C, por 6 horas, utilizando 10 U/g

amido.

A partir dos niveis de glicose liberados, foi possivel estimar a quantidade de
alcool que seria gerado a partir da fermentagao destes agucares, a partir da equacgao
de Gay Lussac (Tabela 8).

Seguindo a devida estequiometria da reagao, a partir de 0,80 g de glicose
obtidos a partir da hidrélise da cultivar UGAS6 poderiam ser gerados 0,52 ml de
etanol, valor muito semelhante ao obtido com as enzimas purificadas, o qual
correspondeu a 0,57 ml. No entanto, ao comparar a Tabela 7 com a Tabela 8,
verifica-se que as quantidades de etanol que poderiam ser geradas a partir das
demais cultivares, por meio do emprego de enzimas produzidas por A. niger, sao
consideravelmente inferiores as quantidades que poderiam ser produzidas a partir
do emprego de enzimas comerciais.

Tabela 8. Estimativa de producao de etanol das cultivares hidrolisadas por enzimas

fungicas via reacao de fermentacdo de Gay Lussac.

Cultivar Glicose (9) Etanol (ml)
UGAG64 (Quedas do Iguacu) 0,40 0,26
UGA7 (Livia — UFT) 0,38 0,25
UGA56 (Pinh&o) 0,80 0,52
UGA49 (L. Do Sul) 0,22 0,14
UGAS5 (Julia — UFT) 0,53 0,34

Por meio dos resultados obtidos, pode-se afirmar que o fungo A. niger
produziu as amilases necessarias para a total hidrolise do amido presente na batata
doce. Uma vez que os custos de produgao de uma enzima dependem de diversos
fatores, como a quantidade e o processo de producdo e recuperagao, assim como o
estado de pureza em que esta é vendida, a aplicagao direta do filtrado de cultura de
A. niger, sem necessidade da purificagdo de enzimas, pode ser uma opgao
economicamente viavel no processo de hidrolise da batata-doce. Adicionalmente,
devido ao fato de A. niger apresentar bons niveis de produgdo de amilases, em

presenca da farinha de mandioca, um substrato em abundancia e barato no Brasil,
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estes custos podem ser substancialmente reduzidos. Desta forma, a utilizagcdo de
amilases produzidas por A. niger em substituicdo as enzimas comerciais mostra-se
como uma excelente alternativa, a fim de tornar o processo de hidrdlise da batata

doce economicamente mais competitivo.
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6. CONCLUSOES

A eficiente produgao de enzimas amilasicas depende da escolha do substrato,
bem como da determinagao das melhores condi¢cdes de cultivo do fungo. Por meio
de sua otimizagao, os niveis de amilases produzidas por A. niger foram aumentados.
Em cultivo estacionario, a fonte de carbono que melhor induziu a sintese e liberacao
destas enzimas foi a farinha de mandioca. Maiores niveis de atividade amilasica
foram obtidos quando A. niger foi cultivado por cinco dias, em pH 5,0, a 30 °C.

Em relacdo a otimizacdo do processo de hidrolise da batata-doce utilizando
enzimas comerciais, os melhores rendimentos em termos de agucares redutores
foram obtidos por meio da associagcao de amiloglicosidase e a-amilase purificadas,
nas concentragoes de 0,5 U/g amido e 750 U/g amido, respectivamente, por 120
minutos. Ao se empregar as enzimas produzidas por A. niger, as melhores
condigbes de hidrdlise estabelecidas para este mesmo cultivar foram seis horas de
reagao, temperatura de 65 °C e pH 4,5.

A conversao de amido de batata-doce em acucares fermentaveis foi mais
eficiente quando amilases purificadas foram empregadas. No entanto, obteve-se
resultados satisfatérios quando utilizou-se as enzimas produzidas por A. niger. Desta
maneira, as enzimas obtidas a partir do cultivo de A. niger apresentaram-se
promissoras no processo de sacarificacdo ou de hidrolise da batata-doce, uma vez
que a utilizacao direta do filtrado bruto, bem como a utilizacdo de um substrato de
baixo custo em sua produgdo podem reduzir, substancialmente, os custos
operacionais do processo.

Adicionalmente, verificou-se que a quantidade de acgucares fermentaveis
gerados na hidrdlise depende do tipo de cultivar envolvido. A cultivar UGAS
apresentou-se como a mais promissora para a producado de etanol, por apresentar
maior produtividade e elevados indices de sacarificacdo quando enzimas comerciais
e fungicas foram empregadas.

Por fim, baseado nos resultados tedricos referentes a producao de etanol a
partir de batata-doce, pode-se concluir que esta amilacea apresenta-se como
promissora fonte de etanol, a qual pode contribuir para sua produtividade
especialmente no Sul do Brasil, devido a sua facil adaptacédo ao clima, rusticidade,

além dos possiveis co-produtos que podem vir a ser gerados a partir dela.
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